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RESUMO

Memdérias de medo, quando exacerbadas, podem contribuir para o desenvolvimento
do transtorno do estresse pds-traumatico (TEPT). Interferéncias na reconsolidacéo da
memoria tem sido considerada alternativas vantajosas para atenuagdo da memoria
de medo. Sugere-se que preparacdes de Cannabis possam interferir nesse processo,
e assim serem um tratamento eficaz para o TEPT. No entanto, o processo de
labilizacdo da memodria € uma condicdo critica para que a reconsolidagado induzida
pela evocagao ocorra. Esse processo envolve a ativacdo do sistema ubiquitina-
proteassoma (UPS), receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) e receptores
glutamatérgicos GIuN2B-NMDA. Em contrapartida, receptores glutamatérgicos
GIluN2A-NMDA sao importantes para a reconsolidacdo. Um aumento da razao
GIuN2A/GIuN2B na amigdala basolateral e na expressao de GIuN2B em regides como
o cortex infra-limbico foi associado com a resisténcia a labilizacdo e com a
generalizagdo da memoria, respectivamente. No entanto, ndo se sabe como é a
dindmica dos receptores GIUN2A/GIuN2B-NMDA do hipocampo dorsal (HD) na
labilizacdo da memdria de medo contextual. Além disso, € conhecido que o principal
composto da Cannabis, o A*-tetrahidrocanabinol (THC) em doses convencionais (0,1-
10 mg/kg) exerce efeitos duais na memoria, e o efeito benéfico de doses ultrabaixas
(3-4 ordens de magnitude menor que as doses convencionais) tem sido relatado.
Entretanto, seus efeitos na labilizagdo da memdéria de medo nao foram avaliados.
Dessa forma, esse trabalho buscou investigar o efeito de uma dose convencional (0,3
mg/kg) e de uma dose ultrabaixa (0,002 mg/kg) de THC na labilizacdo da memaria de
medo de ratos Wistar adultos submetidos ao condicionamento de medo ao contexto.
O pré-tratamento com THC 0,002, mas ndo THC 0,3 mg/kg, i.p. antes da evocagao
prejudicou a reconsolidagédo de forma duradoura. Esse efeito dependeu da evocagéo
da memoria e da ativagdo de receptores CB1 do HD. Em contrapartida, o pré-
tratamento com THC 0,3 aboliu o efeito de prejuizo na reconsolidagéo induzido pela
infusdo de anisomicina (ANI) no HD, sugerindo um prejuizo na labilizacdo da meméria.
O tratamento com THC 0,3 antes da evocacéao, apds 24 h, diminuiu a expressao de
GIluN2A-NMDA e a razao GIuN2A/GIuN2B no HD, assim como diminuiu a expressao
de GIuN2B-NMDA na amigdala. Além disso, a administragdo de ANI em animais pre-
tratados com THC 0,3 induziu um aumento na expressao de congelamento na
exposicdo a um contexto nao-pareado. O antagonismo de GIuN2B-NMDA no HD
impediu o efeito da ANI na reconsolidagao e aumentou a generalizagédo do medo em
animais que receberam ANI, mas foi capaz de restaurar o efeito da ANI na
reconsolidacao e reduzir a generalizagdo do medo em animais pré-tratados com THC
0,3. Enquanto a inibicado do UPS no HD preveniu o efeito da ANI e do THC 0,002 na
reconsolidacdo da memoria, o antagonismo de receptores GIUN2A-NMDA ou a
inibicdo do UPS néo interferiu nos efeitos do THC 0,3. Os achados do presente
trabalho indicam um efeito bidirecional do THC na labilizagdo da memdéria de medo
que é dependente do envolvimento dos receptores GIuUN2B-NMDA do HD na
generalizagdo da memoéria do medo.

Palavras-chaves: Cannabis, condicionamento de medo ao contexto, generalizagéo,
receptor CB1



ABSTRACT

Fear memories, when exacerbated, can contribute to the development of post-
traumatic stress disorder (PTSD). Interferences in memory reconsolidation have been
considered advantageous alternatives to attenuate fear memories. It is suggested that
Cannabis preparations may interfere with this process, and thus be an effective
treatment for PTSD. However, the memory labilization process is a critical condition
for retrieval-induced reconsolidation. This process involves activating the ubiquitin-
proteasome system (UPS), cannabinoid type 1 (CB1) receptors, and glutamatergic
GIuN2B-NMDA receptors. In contrast, glutamatergic GIuUN2A-NMDA receptors are
important for reconsolidation. An increase in the GIUN2A/GIuN2B ratio in the
basolateral amygdala and in GIuUN2B expression in regions such as the infralimbic
cortex were associated with resistance to labilization, and with memory generalization,
respectively. However, it is unknown how the dynamics of GIuN2A/GIuN2B-NMDA
receptors in the dorsal hippocampus (DH) contribute to contextual fear memory
labilization. Furthermore, the main compound of Cannabis, A%-tetrahydrocannabinol
(THC) in conventional doses (0.1-10 mg/kg) is known to exert dual effects on memory,
and the beneficial effect of ultra-low doses (3-4 orders of magnitude lower than
conventional doses) has been reported. However, its effects on fear memory
labilization are undetermined. Thus, the present work sought to investigate the effect
of a conventional dose (0.3 mg/kg) and an ultra-low dose (0.002 mg/kg) of THC on fear
memory labilization in adult Wistar rats submitted to contextual fear conditioning. The
pretreatment with THC 0.002, but not THC 0.3 mg/kg, i.p. before memory retrieval
disrupted reconsolidation in a long-lasting way. This effect depended on memory
retrieval and activation of CB1 receptors of the DH. On the other hand, the
pretreatment with THC 0.3 abolished the impairing effect on reconsolidation induced
by anisomycin (ANI) infusion in the DH, suggesting an impairment in memory
labilization. The treatment with THC 0.3 before retrieval, 24 h later, decreased GIuUN2A-
NMDA expression and the GIUN2A/GIUN2B ratio in the DH and decreased GIuN2B-
NMDA expression in the amygdala. Furthermore, the administration of ANI in animals
pretreated with THC 0.3 induced an increase in freezing expression when exposed to
an unpaired context. GIuUN2B-NMDA antagonism in the DH prevented the effect of ANI
on reconsolidation and increased fear generalization in animals that received ANI, but
it restored the effect of ANI on reconsolidation and reduced fear generalization, in
animals pre-treated with THC 0.3. While inhibiting the UPS in the DH prevented the
effect of ANI and THC 0.002 on memory reconsolidation, the antagonism of GIuN2A-
NMDA receptors or UPS inhibition did not interfere with the effects of THC 0.3. The
findings of the present work indicate a bidirectional effect of THC on fear memory
labilization that is dependent on the involvement of DH GIuN2B-NMDA receptors in
fear memory generalization.

Keywords: Cannabis, contextual fear conditioning, generalization, CB1 receptor
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1. Introdugao

As memodrias podem ser definidas pela capacidade dos animais, incluindo os
seres humanos, de registrar experiéncias e modificar seu comportamento de acordo
com a natureza dessas experiéncias (MCGAUGH, 1966). Sabe-se que eventos
associados as emogodes, sejam elas positivas ou negativas, formam memdérias mais
detalhadas e duradouras (DUDAI, 2004). Assim, apesar dos processos de memoria
serem criticos para diversas fun¢des dos individuos e contribuirem para a modulagao
de suas personalidades e interagdes sociais, quando associadas a situagdes
aversivas/traumaticas, as memorias podem impactar diretamente a saude mental, e
estar implicadas no desenvolvimento e manutengado de transtornos cognitivos e
psiquiatricos (ALBERINI; LEDOUX, 2013). Dessa forma, se torna de grande
importancia o entendimento de como as memodrias, em especial as de medo, séo

formadas, evocadas e atualizadas.

1.1. A formagao das memérias de longa duragao

Ha mais de cem anos tem sido demonstrado que memorias de longa duragao
ndo s&o imediatamente formadas e armazenadas. Muller e Pilzecker (1900) foram
pioneiros em sugerir, em estudos com seres humanos, que 0s processos subjacentes
as novas memorias inicialmente permanecem em um estado instavel e se consolidam
com o tempo. Essa proposicao da consolidacdo da memoaria veio a ser confirmada
décadas depois em roedores (DUNCAN, 1949; GERARD, 1955), e foi descrito que
essa etapa ocorre dentro de um periodo de 6 horas (FLEXNER; FLEXNER;
ROBERTS, 1967).

Atualmente, sabe-se que quando uma experiéncia € vivenciada pela primeira
vez, da-se inicio ao processo de aquisicdo da memoria (DUDAI, 2002). Assim,
enquanto a memoria de curta duragdo tem a capacidade de reter uma versao
temporaria e até mesmo limitada dessa informacao, que fica disponivel para uso
(IZQUIERDO et al., 1999; GOLD, 2022; CASCELLA; AL KHALILI, 2022), a memodria
de longa duragdo seria uma versdo duradoura com uma capacidade maior de
retencdo, em que o traco de memdria adquirido é estabilizado (DUDAI, 2004;
CASCELLA; AL KHALILI, 2022).
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Acredita-se que as memorias sejam representadas no cérebro como mudancgas
fisicas duradouras em conjuntos de neurénios, denominados como trago de memoria
ou engrama (JOSSELYN, 2010, JOSSELYN; KOHLER; FRANKLAND, 2015;
TONEGAWA et al., 2015). Quando se trata de um estimulo relevante, um grupo
especifico de neurbnios sao ativados durante a aquisigdo da memodria e sofrem
alteragbes plasticas que irdo sustentar o armazenamento dessas informagdes a longo
prazo (MCGAUGH, 2000). A hipotese de que mecanismos sinapticos e celulares
sustentam a formag¢ao das memoarias foi proposta por Hebb (1949) e hoje sabe-se que
a potenciagao de longa duracao (LTP, do inglés “long term potentiation”) pode ser um
desses mecanismos. Esse processo leva a modificagdo sinaptica persistente,
aumentando a resposta frente a um estimulo (BLISS; LOMO, 1973; BLISS;
COLLINGRIDGE, 1993).

A inducdo da LTP ocorre principalmente pela ativacdo dos receptores
glutamatérgicos do tipo N-metil D-aspartato (NMDA) apds uma estimulacao de alta
frequéncia (BLISS; LOMO, 1973; BLISS; COLLINGRIDGE, 1993), levando ao
aumento do Ca?* intracelular, e a consequente ativagdo de cascatas de sinalizagéo.
A partir disso ocorre a fosforilagdo de quinases - como a proteina quinase dependente
de calcio/calmodulina Il (CaMKIl), a ativagéao de fatores de transcrigdo - como o CREB
- e a sintese de proteinas, como de genes de expressao imediata - um deles da
activity-requlated cytoskeleton--associated protein (Arc), capaz de modular o
citoesqueleto, levando as mudancgas de plasticidade nas espinhas dendriticas. A
fosforilagao e o trafego de receptores inseridos na sinapse - como os glutamatérgicos
do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) - também s&o
modulados, aumentando a densidade desses receptores, levando as alteragdes na
excitabilidade neuronal e, no geral, aumentado a eficiéncia sinaptica (SHEPHERD;
BEAR, 2011; RUMPEL et al., 2005; Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos subjacentes a LTP. Durante a transmissao glutamatérgica, o canal de NMDA se
abre somente apds a despolarizagdo suficiente da célula. Os ions Ca2* que entram na célula ativam
proteinas quinases que podem atuar inserindo novos receptores AMPA no espinho pds-sinaptico,
aumentando assim, a sensibilidade ao glutamato e a eficiéncia sinaptica. FONTE: RUGGIERO et al.,

2011.

A partir desses mecanismos, uma memoria passa de um estado labil e instavel
para um estado estavel (Figura 2) e sabe-se que durante esse periodo, a memoria
fica em uma janela de vulnerabilidade, em que tanto agentes enddégenos, como
hormdnios, ou exégenos, como inibidores de sintese proteica e de diversos sistemas
de neurotransmissao, sdo capazes de interferir nesse processo e modular a
consolidagdo de uma memoria (MCGAUGH, 1983; 2000).
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Figura 2. A consolidacdo da memdéria como uma janela de vulnerabilidade. A fase inicial da
consolidacéo, marcada em vermelho, indica que logo apds a aquisicéo ela se encontra em um estado
labil e com o passar do tempo, esse tragco de memoria vai se estabilizando e se tornado menos
suscetivel a interferéncias. FONTE: Adaptado de Phelps e Hofmann (2019).

Evidéncias sugerem que uma pequena por¢cao de neurdnios dentro de uma
regiao retém determinada memoria (VAZDARJANOVA et al, 2006; REIUMERS et al,
2007), sendo o hipocampo uma das principais regides capazes de integrar
informagdes, principalmente ao se tratar de memdérias episddicas (aquelas
relacionadas a eventos pessoais vivenciados e os contextos em que ocorreram;
CASCELLA; AL KHALILI, 2022), incluindo as memoérias de medo contextuais
(CHAWLA et al., 2005; LEUTGEB et al., 2007; HERNANDEZ-RABAZA et al., 2008,
MCGAUGH, 2015). Em roedores, o hipocampo € subdividido anatbémica e
funcionalmente ao longo de seu eixo dorsoventral, e a parte dorsal - homdloga a
porcdo posterior do hipocampo em humanos - seria mais relacionada a esses
processos de memodria, enquanto a porgao ventral - homaologa ao hipocampo anterior
em humanos - seria mais relacionada aos processos emocionais (FANSELOW,;
DONG, 2010).

Essa importdncia do hipocampo vem sendo fundamentada desde as
observacoes realizadas no paciente H.M., que teve resseccéo bilateral do lobo
temporal medial, incluindo o hipocampo. Scoville e Milner (1957) relataram que
embora tivessem obtido sucesso quanto ao controle da epilepsia do paciente, um

importante comprometimento na memdéria - que incluia ndo apenas o prejuizo em
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consolidar novas memdrias episodicas, mas também uma amnésia retrograda em
relacdo as memorias recentemente adquiridas - era observado. No entanto, outras
habilidades perceptivas e cognitivas se mostraram inalteradas no H.M. e além disso,
observou-se que memorias operacionais e de procedimentos (motores) se mantinham
intactas, além das memdrias anteriores ao ano antes da cirurgia. Assim, esse caso
contribuiu ndo apenas para se estabelecer o principio fundamental de que a memodria
€ uma funcgao cerebral distinta de outras, mas também que o cérebro possui varios
sistemas de memoria que suportam o aprendizado de diferentes tarefas, e que

recrutam diferentes regides cerebrais.

O hipocampo é uma estrutura bem conhecida com diferengas sub-regionais e
diversas populagdes de células (LOTHMANN et al., 2020). Sua organizacgao funcional
em um circuito tri-sinaptico, permite sua eficiéncia em receber e gerenciar as
informagdes (NEVES; COOKE; BLISS, 2008; Figura 3). O cortex entorrinal, pela via
perforante, transmite informac¢des sensoriais pelas suas projecbes as células
granulares do giro denteado (GD), uma sub-regido capaz de gerar padrées unicos
para eventos distintos, um mecanismo denominado separagao de padrdes (pattern
separation). Do GD partem as fibras musgosas que enviam informagdes para as
células piramidais da CA3 - sub-regido importante para a complementacao de padrdes
(pattern completion) - que por sua vez, as retransmitem para a CA1, sub-regiao
especializada no processamento dos componentes espaco-temporais da memoria,
com alta densidade de “células de local” (“place cells”) capazes de codificar essas
informacdes e formar um mapa cognitivo (O'KEEFE; NADEL, 1978; O'REILLY;
MCCLELLAND, 1994; TREVES et al., 2008).
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Figura 3. Representagédo do circuito tri-sinaptico do hipocampo dorsal (HD) de roedores. As setas
indicam a diregado da informacao que chega através do coértex entorrinal, pela via perforante, para o giro
denteado (GD). Do GD a informacgao é transmitida para a CA3, que por sua vez, a retransmite para a
CA1. FONTE: Adaptado de Moser (2011).

Além da consolidag&o, o hipocampo dorsal (HD) é importante também para a
evocagao das memorias recentes (KITAMURA et al., 2017). Assim, apos as seis horas
iniciais referentes a janela temporal da consolidagdo, a memdria de longa duragéo
pode ser evocada, permitindo que essa informagdo adquirida seja utilizada
(GIACHERO et al., 2013). Dessa forma, a evocagcdo da memoria pode desencadear
dois processos: a expressao - que € possivel observar nos roedores pelo seu
comportamento (TULVING, 1983) - e a reativagao ou desestabilizagado dos circuitos
sinapticos formados na consolidacao, desencadeando a labilizagdo dessa memodria.
Hoje sabe-se que, dependendo da duracéo da evocacgao, diferentes processos podem
ser desencadeados: enquanto evocagdes longas ou repetidas podem levar ao
processo de extingdo da memoaria - que seria um novo aprendizado que compete com
o original - evocagdes curtas podem permitir que a memoaria original seja atualizada

por meio do processo de reconsolidagao (ALBERINI, 2011).

1.2. Modificando o que foi aprendido: a reconsolidagdao da meméria

Por muito tempo acreditou-se que uma memoria, apos ser consolidada, nao
poderia mais ser alterada, sendo linear o processo pelo qual uma memoria de longa

duracao é formada e mantida. No entanto, a ideia de que uma memoria consolidada
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poderia ser modificada surgiu em alguns trabalhos em meados de 1960 e 1970
(MISANIN; MILLER; LEWIS, 1968; LEWIS; BREGMAN; MAHAN, 1972; MACTUTUS;
RICCIO; FEREK, 1979). Foi observado que a apresentacdo de um choque
eletroconvulsivo apés uma sessdo de evocagao realizada 24 horas (MISANIN;
MILLER; LEWIS, 1968) ou sete dias apos a aquisigao (LEWIS; BREGMAN; MAHAN,
1972), era capaz de prejudicar aquela memoria previamente adquirida em ratos. Um
efeito semelhante foi observado com a indugao de hipotermia, tanto moderada como
severa, apos uma reativagao realizada 24 horas apds a aquisicdo, porém apenas a
hipotermia severa foi capaz de prejudicar a consolidagao da memoéria (MACTUTUS;
RICCIO; FEREK, 1979). Embora esses trabalhos ndo mostrassem um mecanismo
através do qual isso ocorria, era demonstrado que essa interferéncia em uma memoria
ja consolidada ocorria apenas apés a evocagao dessa memoéria (MISANIN; MILLER,;
LEWIS, 1968; LEWIS; BREGMAN; MAHAN, 1972; MACTUTUS; RICCIO; FEREK,
1979).

Essa ideia ficou um tanto esquecida, até ser retomada em 1997 por
Przybyslawski e Sara que mostraram que o antagonismo dos receptores NMDA apos
a evocagao de uma memoria espacial foi capaz de prejudicar essa memdaria em ratos
extensivamente treinados. Em seguida, Nader, Schafe e Le Doux (2000) mostraram
que a inibicado da sintese proteica no nucleo basolateral da amigdala (BLA) de ratos,
apos a evocagao, prejudicou a memoria de medo de maneira duradoura. Dessa forma,
esses trabalhos trouxeram consigo uma quebra de paradigma, propondo que apos a
evocacgao, a memoria entra em um novo processo de labilidade e consequentemente

induz um novo processo de estabilizagao.

Essa nova etapa foi denominada reconsolidacédo da memoéria, e embora o nome
possa sugerir, ndo é uma continuidade da consolidagdo, mesmo que dependa de
mecanismos compartilhados, como a ativacdo de receptores NMDA e da sintese
proteica (PRZYBYSLAWSKI; SARA, 1997; NADER; SCHAFE; LE DOUX, 2000).
Propde-se, entdo, que a reconsolidacdo tenha uma fungdo dindmica (FORCATO;
FERNANDEZ; PEDREIRA, 2014) e adaptativa, permitindo a atualizagé&o e precisao
do traco de memodria (TRONSON; TAYLOR, 2007; HARDT; EINARSSON; NADER,
2010), assim como o enfraquecimento ou fortalecimento das informagdes contidas
(LEE, 2010; Figura 4). Consequentemente, foi proposto que memdrias aversivas
poderiam ser “apagadas” (BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2006) ou atualizadas
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para um estado menos aversivo (COGAN et al., 2019; STERN et al., 2012) se algum
agente farmacoldgico conseguisse interferir seletivamente com esse processo. Além
disso, estudos também propdem que interferéncias nao farmacoldgicas, como
estimulos apetitivos (alimentos palataveis) ou distrativos (um sopro de ar suave
direcionado ao torso do animal) durante a evocagdo da memoria, também sao
capazes de atualizar a memodria de medo para um estado menos aversivo
(HAUBRICH et al., 2014; CRESTANI et al., 2015). Assim, essas interferéncias na
reconsolidagao da memoéria de medo abrem uma nova alternativa para o tratamento

de transtornos associados a esse tipo de memoria.

Evocacdo ou ——
Consolidagao Reativacao Reconsolidagéo

Memdria

Nova memdria Meméaria Meméria modificada
aprendida armazenada armazenada

Enfraquecida
Fortalecida

i ] - : Atualizada
{instavel) (estavel) {instawvel) .
(estavel)

Figura 4. llustracdo esquematica da formacao e modificagdo da memoaria através da reconsolidagao.
Apds a aquisi¢cdo, as novas memoérias ficam em um estado instavel/labil até serem consolidadas. A
reativagdo da memodria retorna as memoarias consolidadas de um estado estavel para um estado
instavel novamente. Assim, as memodrias existentes podem ser prejudicadas, fortalecidas ou
atualizadas pela inclusdo de novas informagbes durante a reconsolidagdo. FONTE: Adaptado de
Sandrini, Cohen e Censor (2015).

1.3 Memoérias aversivas e o transtorno do estresse pés-traumatico

O medo é uma resposta adaptativa e esta associado aos comportamentos que
ocorrem devido a exposi¢ao a estimulos claramente ameagadores (BLANCHARD et
al., 2008). Por mais que o medo tenha componentes associativos e n&o associativos,
a sua capacidade de ser condicionado a estimulos que representam ameacgas € um
mecanismo existente em diversas espécies animais (BLANCHARD et al., 2008).
Assim, o aprendizado associativo aversivo, por ser bastante relacionado aos
mecanismos adaptativos de sobrevivéncia, € uma das formas de aprendizagem e
memoéria mais estudada (FANSELOW, 1994; IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016).

Em modelos animais, o aprendizado do medo geralmente € estudado pelo

condicionamento classico (Pavloviano) entre um contexto ou uma pista (luz, som ou
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odor) - sendo esse o estimulo condicionado (EC) - e um estimulo aversivo, geralmente
choques nas patas - sendo esse o estimulo incondicionado (El). A posterior exposi¢cao
apenas ao EC leva a expressao do comportamento de medo (Figura 5), sendo o mais
comum o congelamento, definido como a total auséncia de movimentos do corpo e da
cabeca exceto aqueles associados a respiracédo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1969),
e assim esse comportamento € utilizado como parametro de retencdo da memoria.
Desde o estudo de Pavlov (1927) esse modelo de condicionamento tem sido
amplamente utilizado devido a sua facilidade em relacionar as etapas de formacao
das memodrias as etapas utilizadas nos protocolos (BOUTON; MOODY, 2004), além
de representar situagdes semelhantes em humanos, nas quais estimulos inicialmente
neutros se tornam ameacgadores por meio do pareamento com outros (IZQUIERDO;
FURINI; MYSKIW, 2016).

Aquisigdo Evocacdo
Consolidagao

(A) B8 + 'V » ©)

Figura 5. Condicionamento de medo ao contexto. A) Apresentagdo ao estimulo condicionado (EC) até
entdo neutro, denominada etapa de familiarizagdo ao contexto. B) Associagdo do EC com o estimulo
incondicionado (EI) aversivo - choque nas patas - em que a memoéria aversiva é adquirida e consolidada
nas horas seguintes. C) Ao retornar ao contexto previamente pareado com os choques, a memoria
aversiva é evocada, levando a expressédo de comportamentos de medo. FONTE: GAZARINI, 2015.

Durante esse tipo de aprendizado, principalmente ao se tratar de uma meméria
de medo contextual, o hipocampo tem um papel fundamental. Sua integridade se
mostra essencial para que as memorias contextuais sejam adquiridas e consolidadas
(FANSELOW, 2000). No entanto, outras regides cerebrais também sao engajadas,
sendo uma delas o cortex pré-frontal medial (CPFm), em especial o pré-limbico (PL),
em que, devido as suas conexdes com o HD, auxilia na diferenciacao de pistas
divergentes e na representagdo global de um contexto (HYMAN et al., 2013),

desempenhando um papel fundamental na codificagdo e evocacdo da memoria
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(MAREN et al., 2013; ZHANG, FUKUSHIMA; KIDA, 2011; EINARSSON; NADER,
2012).

Evidéncias também apontam para os nucleos da amigdala (AMG), em especial
a BLA, como sendo criticos para a consolidagao e o armazenamento de memorias
aversivas associativas em paralelo ao HD (IZQUIERDO et al., 1992; 1993; BENETTI
et al., 2015; CAMP; JOHNSON, 2015). As subregides CA1 e CA3 projetam-se para a
AMG diretamente ou através do cortex entorrinal, assim como projegdes diretas ou
indiretas (via cortex entorrinal) também s&o enviadas da BLA e da amigdala lateral
para o HD (VAN HOESEN, 1985; SAUNDERS; ROSENE, 1988; FASTENRATH et al.,
2014). Essa interagdo do HD com a AMG integra informagdes sensoriais de regides
corticais apds um evento aversivo €, em conjunto, as proje¢des do CPFm para a AMG
sao capazes de modular a sua atividade, processando a reagcao adequada as
ameacgas ambientais (MAREN et al., 2013). Projegbes do PL para a BLA,
consequentemente levam a ativagdo do nucleo centro-medial da amigdala (CeM), e
assim a expressao do medo, ja que o CeM é o nucleo de saida da AMG, que se projeta
para o hipotalamo lateral e para a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), regides
que coordenam as respostas simpaticas do medo e a expressao de comportamentos
como o congelamento, respectivamente (LEDOUX et al., 1988; CARRIVE et al., 1997,
SOYA; SAKURAI, 2020). Em contrapartida, as proje¢des do cortex infra-limbico (IL),
outra porcdo do CPFm, ativam as células intercalares da amigdala, que séao
interneurénios GABAérgicos que inibem o CeM e, consequentemente, a expressao
do medo (LUCHKINA; BOLSHAKOV, 2019; CAREAGA; GIRARDI; SUCHEKI, 2016).
A participacao de outras regides cerebrais também tem sua importancia em maior ou
menor grau na modulagdo do aprendizado do medo. Por exemplo, a atividade da
propria PAG é necessaria para a consolidacao de memoérias de medo contextuais
(ABOUFATIMA et al., 1999), enquanto a estimulacao de proje¢des vindas do nucleo
leito da estria terminal para a PAG prejudica a consolidagéo dessas memorias (LINGG
et al., 2020). Outras evidéncias apontam que a inibicdo de proje¢des do nucleo
accumbens para o HD e CPFm também é capaz de prejudicar a aquisicdo da memoria
de medo (YANG; LIANG, 2014).

Embora um complexo envolvimento de diversas regides cerebrais module as
respostas de medo, a integridade das conexdes entre o HD, a BLA e o PL é essencial

para a formagao e expressdo de uma memoria aversiva contextual (TAN et al., 2010;
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2011; Figura 6). No entanto, em alguns casos, o desbalan¢o no processamento das
informacdes durante a aquisicdo da memoria aversiva, principalmente pela
intensidade do El, pode induzir uma superconsolidacdo dessa memoria, que €
caracterizada por uma exacerbacao das respostas de medo, e até mesmo pela sua
generalizagao (FANSELOW; PONNUSAMY, 2008; NESTLER; HYMAN, 2010). Nesse
caso, a memoaria aversiva passa a ser nao adaptativa e, em seres humanos, esta
intimamente relacionada com o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos como o
transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT; BREWIN, 2014; REUL; NUTT, 2008).

A) Aumento da resposta de medo B} Reducdo da resposta de medo
CPFm CPFm

Amigdala ] Amigdala

Hipocampo Hipocampo

Resposta de Resposta de
medo medo

Projectes excitatorias

Figura 6. Os neurocircuitos envolvidos com a expressao e supressao das respostas de medo no
condicionamento de medo ao contexto. A) Interagdes envolvidas na expressao da memoria de medo,
em que projegdes glutamatérgicas do cortex pré-limbico (PL) para a amigdala basolateral (BLA) ativam
0 nucleo centro-medial da amigdala (CeM), estimulando as respostas de medo. B) Interacées
envolvidas na supressao do medo, em que projecdes glutamatérgicas do cértex infralimbico (IL) e do
hipocampo levam a ativacdo das células intercalares da amigdala (mITC) que s&o interneurdnios
GABAérgicos e inibem o CeM, reduzindo a expressdo do medo. FONTE: Adaptado de CAREAGA;
GIRARDI; SUCHEKI (2016).

O TEPT, segundo o DSM V (Manual diagndstico e estatistico de transtornos
mentais; American Psychiatric Association, 2013), é uma doenga psiquiatrica
associada ao trauma e a estressores, sendo caracterizada por um aumento do estado
de alerta e esquiva de pistas associadas ao evento traumatico, além da expressao de

uma resposta de medo inapropriada apds tal evento. A incidéncia do transtorno esta
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associada a exposi¢ao a um evento traumatico extremo, como o estupro, combate ou
acidentes que ameacem a vida. Um estudo mostrou que, mesmo apds 40 anos, 11%
dos veteranos da guerra do Vietnam ainda apresentavam sintomas do TEPT e
prejuizos funcionais (MARMAR et al., 2015). Entre civis, 0 abuso na infancia e o
estupro sado os maiores causadores do TEPT (YEHUDA et al., 2015), e no caso de
mulheres que sofrem abuso sexual, cerca de 50% desenvolve o transtorno
(CREAMER; BURGESS; MCFARLANE, 2001). Ainda, um aumento dos casos tem
sido relatado devido a pandemia da Covid-19, em que um a cada seis profissionais de
saude trabalhando na linha de frente apresentaram TEPT e até 17% dos pacientes
que precisaram de internagdo ou intubagdo também desenvolveram essa doenca
(DUCHAINE et al., 2020; MUNSTER et al., 2020; SUN et al., 2021).

A base para a manifestagcao dos sinais e sintomas esta na memoria aversiva
relacionada a esse evento, capaz de sofrer evocagdes espontaneas (BREWIN, 2018;
EHLERS; HACKMANN; MICHAEL, 2004; YEHUDA et al., 2015; MICHOPOULOS et
al., 2015). Assim as consequentes lembrancas angustiantes, recorrentes e
involuntarias do evento traumatico levando a pensamentos intrusivos, pesadelos,
flashbacks, reacdes fisiologicas e hipervigilancia, que s&o decorrentes da expressao
de respostas de ansiedade/medo mesmo em situacdes que nao oferecem risco, sao

alguns dos principais critérios diagnosticos (DSM-V, 2013).

Quando individuos expressam respostas exacerbadas de ansiedade e medo nao
somente frente a pistas associadas ao evento traumatico, mas também em situagdes
ndo relacionadas ou que nao oferecem risco, caracteriza-se a generalizagao da
memoria de medo (JOVANOVIC et al, 2012; NORRHOLM et al.,, 2014). A
generalizagdo é uma perda de especificidade da memoria e esta relacionada com a
intensidade com que a memoaria do evento traumatico é consolidada, ou seja, com a
superconsolidagcao da memoéria de medo (EHLERS; HACKMANN; MICHAEL, 2004).

O conjunto de sintomas do TEPT estd relacionado as alteracbes na
neurocircuitaria que envolve o hipocampo, o CPFm e a AMG. Estudos apontam que
existe uma hiperatividade da AMG e do cortex cingulado anterior dorsal (ACCd) -
regidao homologa ao cortex PL em roedores - enquanto o cortex preé-frontal
ventromedial (CPFvm) - homologo ao IL em roedores - encontra-se hipoativo, assim

como é observado um hipocampo menor e hipofuncional (HUGHES; SHIN, 2011;
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MARKOWITZ; FANSELOW, 2020; DIAMOND; ZOLADZ, 2016; RAUCH; SHIN;
PHELPS, 2006; SHIN; RAUCH; PITMAN, 2006; JOSHI et al., 2020). Essas alteracdes
favorecem a expressao do medo, assim como a generalizagéo, além de contribuir para
0 prejuizo na extingdo da memoaria aversiva (CAREAGA; GIRARDI; SUCHECKI, 2016;
HORN; CHARNEY; FEDER, 2016). Além disso, alguns sistemas de neurotransmiss&o
se encontram alterados, como um aumento da transmissdo noradrenérgica, e uma
diminuicao de glicocorticoides e endocanabinoides (BAILEY et al., 2013; HILL et al.,
2013; GAZARINI et al., 2022).

A farmacoterapia aprovada para o uso no TEPT se resume em inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina, que podem melhorar em parte os sintomas dos
pacientes, mas tém pouco ou nenhum efeito sobre a memoaria traumatica em si
(STEIN; IPSER; SEEDAT, 2006). Na pratica, menos de 50% dos pacientes
apresentam melhora e menos de 30% apresentam remissao completa com o seu uso
(BERGER et al., 2008; LOEFFLER et al., 2018). A psicoterapia de exposigéo
prolongada, que € baseada na exposi¢cao as pistas associadas ao trauma com a
finalidade de que uma memoria de extingdo seja formada, também tem suas
limitagdes, ja que o componente emocional da memdria aversiva faz com que ela
retorne a ser evocada com o tempo, pelos mecanismos de recuperacdo espontanea,
renovagao ou reinstalacdo do medo (LATTAL; ABEL, 2004). Uma consequéncia
alarmante da ineficacia dos tratamentos e piora dos sintomas € o aumento do risco de
suicidio (POMPILI et al., 2013), o que torna imprescindivel a busca por tratamentos

gue sejam mais eficazes.

Uma alternativa de tratamento para o TEPT que tem sido explorada sdo as
preparacdes de Cannabis. A maioria dos estudos com pacientes apontam uma
melhora dos sintomas, incluindo relaxamento, melhora do sono e diminuigdo de
pesadelos, além da atenuacao da hiperexcitagao e ansiedade (BETTHAUSER; PILZ;
VOLLMER, 2015; BONN-MILLER et al., 2007; BREMNER et al., 1996; SZNITMAN et
al., 2022). Embora ainda n&o se saiba exatamente por quais mecanismos esses
efeitos sdo mediados, sugere-se que o tratamento com Cannabis ou seus compostos
pode alterar diretamente a memoria traumatica, por interferéncias na reconsolidagao
(ZAIZAR et al., 2022; BOLSONI et al., 2022).
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Com o advento dos estudos pré-clinicos sugerindo que interferéncias na
reconsolidagdo poderiam ser promissoras para o tratamento do TEPT (PITMAN,
2011), protocolos de reconsolidagdo em humanos tém sido padronizados e validados,
e estudos mostram que interferéncias nesse processo sao eficazes em reduzir as
respostas de medo (BESNARD; CABOCHE; LAROCHE, 2012; KINDT; SOETER;
VERVLIET, 2009; ELSEY; KINDT, 2017; KINDT, 2018; SCHILLER et al., 2010;
BRUNET et al., 2008). No entanto, devido a intensidade da memoria traumatica, além
da sua idade ao se buscar o tratamento, sugere-se que as memoarias relacionadas ao
TEPT possam ser mais resistentes ao efeito de farmacos amnésicos. Estudos
apontam que farmacos utilizados em modelos pré-clinicos tém baixa eficacia quando
testados em pacientes (WOOQD et al., 2015; RAUT et al., 2022). Embora com o avango
da padronizagéo de protocolos de reconsolidagdo em humanos (JONES et al., 2022),
alguns estudos comecam a mostrar o efeito benéfico de alguns farmacos, como o
propranolol (BRUNET et al., 2018; MALLET et al., 2022; ROULLET et al., 2022) e o
canabidiol (CBD; BOLSONI et al., 2022), em pacientes, no entanto ainda se debate
muito sobre as condi¢gdes necessarias para que a reconsolidagao ocorra, sugerindo-
se que as memorias traumaticas do TEPT seriam resistentes a labilizacéo, e a

consequente intervengao na reconsolidagao.

1.4 A labilizagdo da memoéria como uma condi¢cdo limitante para a

reconsolidagao

Conforme as intervengdes na reconsolidagdo da memdéria foram ganhando
espaco em diversos estudos (BUSTOS; MALDONADO; MOLINA, 2006; GAZARINI et
al., 2013; STERN et al., 2012; DANELUZ et al., 2022), comegou-se a perceber que
esse processo depende de algumas condi¢gdes para que ele ocorra, sendo essas
denominadas “boundary conditions” ou condigdes limitantes (WANG; DE OLIVEIRA
ALVARES; NADER, 2009; ZHANG et al., 2018).

Para que uma interferéncia seja feita durante a reconsolidagdo, é necessario
primeiramente que a memdria labilize. Embora tanto a labilizagdo quanto a
reconsolidacdo dependam da evocagdo da memoria, diferentemente das
interferéncias na reconsolidacédo que levam a modificagdes diretas no comportamento

do animal, as interferéncias na labilizacdo s&o observadas pela prevencao ou
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facilitagao do efeito de alguma intervengéo na reconsolidagéo, sendo assim uma etapa
que antecede a reconsolidagdo da memodria e assim uma “boundary condition”
(ZHANG et al., 2018).

Estudos sugerem que pelo menos trés caracteristicas sdo fundamentais para
determinar o quanto um traco de memoaria estaria suscetivel a se desestabilizar: a
duracao da evocagéo, a intensidade da memoria e a sua idade (ZHANG et al., 2018).
Embora se saiba que a reconsolidagdo da memoria depende da evocacgéo, quando
muito curtas (1-2 minutos em roedores) nado sao suficientes para desencadear a
labilizagdo, enquanto evocagdes intermediarias (7-10 min) entram na fase do limbo,
em que sao insensiveis as interferéncias (CASSINI et al., 2017; FRANZEN;
GIACHERO; BERTOGLIO, 2019). Ainda, evocacgdes mais longas induzem o processo
de extingdo (FRANZEN; GIACHERO; BERTOGLIO, 2019, SOHN et al., 2020), que

também suprime a reconsolidagdo da memoaria.

Além disso, com o passar do tempo, as memdrias que inicialmente sdo mais
dependentes do hipocampo (KIM; FANSELOW, 1992; VARELA et al., 2016) passam
a ser mais dependentes de regides corticais como o cortex cingulado anterior (ACC;
KITAMURA et al., 2017) - processo conhecido como consolidagao sistémica - o que
contribui para sua maior estabilidade e resisténcia a labilizacdo (FRANKLAND et al.,
2004; WILTGEN; SILVA, 2007; WINOCUR et al., 2010). Adicionalmente, tem se
observado que protocolos de condicionamento de medo de alta intensidade, ou
aqueles que mimetizam caracteristicas fisiologicas do TEPT - seja pelo aumento da
transmissao noradrenérgica pela administragdo prévia de ioimbina (antagonista dos
receptores a2-adrenérgicos) ou pela submissao dos animais a um estresse prévio ao
condicionamento - levam a superconsolidagdo da memodria de medo, que se torna
mais resistente a interferéncias (WANG; DE OLIVEIRA ALVARES; NADER, 2009;
BUSTOS et al., 2010; GAZARINI et al., 2015). Ja foi observado nesses protocolos que
a superconsolidacado induz um aumento na generalizacdo da meméoria, e farmacos
que eram capazes de prejudicar a reconsolidagdo acabam sendo ineficazes (BUSTOS
et al., 2010; GAZARINI et al., 2015). No entanto, a administracdo de D-cicloserina
(agonista parcial de receptores NMDA) antes da sessao de reativagdo permitiu
novamente que interferéncias fossem feitas na reconsolidagao, levando a atenuagao
tanto do medo condicionado como da generalizagao (BUSTOS et al., 2010; GAZARINI
et al., 2015). Assim, é possivel observar uma relagdo entre a resisténcia a labilizagao



35

e a generalizagdo, em que memorias generalizadas s&0 menos suscetiveis a

interferéncias, o que se assemelha ao que acontece no TEPT.

Com o tempo, passou-se a compreender que alguns mecanismos estao
associados com a inducao da labilizagao, enquanto outros favoreceram a resisténcia
a esse processo. Quando a evocagao da memoria € capaz de levar a reativacédo dos
circuitos sinapticos, ocorre a ativagao do sistema ubiquitina-proteassoma (UPS),
responsavel pela degradacéao de proteinas previamente sintetizadas (LEE et al., 2008;
JAROME et al., 2015). Esse € um mecanismo celular que controla a renovagao de
proteinas, no qual as proteinas poliubiquitinadas sado degradadas pelo complexo
proteassémico de multiplas subunidades (EHLERS, 2003; CIECHANOVER, 2005),
sendo assim importante na remodelagcao das sinapses que codificam a memoria,
mediando a remogao de proteinas existentes e, posteriormente, possibilitando a
incorporagao de novas (EHLERS, 2003). Assim, apds a reativacdo de uma memoria
de medo é observado um aumento nas proteinas poliubiquitinadas (JAROME et al.,
2015; ESPEJO et al., 2021). Além disso, em memorias de medo contextuais, a inibigao
do UPS no HD antes ou apés a evocagao é capaz de prevenir o efeito de interferéncias
na reconsolidagao induzidos pela inibigdo da sintese proteica ou pelo antagonismo de
receptores NMDA (LEE et al., 2008; LEE, 2008; SOL FUSTINANA et al., 2014). Dessa
forma, sugere-se que a ativagao do UPS seja o mecanismo intracelular que leva a

labilizacdo da memodria.

Além disso, devido a grande importancia da sinalizagdo glutamatérgica no
processamento das memorias, uma série de trabalhos tem mostrado a participagéo
de receptores de glutamato contendo diferentes subunidades na labilizacao e na
reconsolidacao da meméoria. Por exemplo, a administracdo na BLA, previamente a
evocacao da memoria, de um peptideo que impede a internalizagao de receptores
AMPA contendo a subunidade GIUA2 - o que torna esses receptores impermeaveis
ao Ca?" - previne interferéncias na reconsolidagdo da memoria de medo ao som
(HONG et al., 2013). No entanto, um grupo maior de evidéncias aponta que os
receptores NMDA contendo as subunidades GIuN2A (GIuN2A-NMDA) ou GIuN2B
(GluN2B-NMDA) atuam diferentemente na reconsolidacdo e na labilizagéo,
respectivamente (ZHANG et al., 2018).
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Os receptores NMDA sao heterotetrameros que incluem onipresentemente duas
subunidades GIuN1 e uma combinacdo de duas subunidades GIuUN2 ou GIuN3
(PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013), que sao subdivididas de A a D nas GIuN2, ou
A e B nas GIuN3. Em roedores, as subunidades GIuUN2B sdo amplamente expressas
no cérebro embrionario (MONYER et al., 1994; ISHII et al., 1993). Em adultos, sua
expressdo permanece alta, no entanto, a expressao de GIUN2A comecga no
nascimento, aumenta progressivamente e torna-se a mais abundante em todo o
sistema nervoso central (SHENG et al., 1994). Enquanto isso, a expressao geral de
GIuN2C e GIuN2D é baixa em regides como o cortex e hipocampo no cérebro adulto
(MONYER et al., 1994).

Essas subunidades conferem diferentes propriedades ao receptor NMDA (Figura
7) e, consequentemente, na plasticidade sinaptica (VIEIRA et al., 2020). Os receptores
GIluN2A-NMDA sao predominantemente ativados quando ha uma estimulacao
tetédnica de alta frequéncia indutora de LTP (PHILPOT; CHO; BEAR, 2007). No
entanto, o knocking down da expressao de GIuUN2B em fatias de hipocampo também
impede a indugdo de LTP (FOSTER et al.,, 2010), apesar de sugerir-se que 0s
receptores GIuN2B-NMDA fornecem mais um efeito modulador na direcdo e
magnitude da indugao de plasticidade. Ja foi observado que uma rapida mudancga (em
minutos) de receptores GIUN2B-NMDA para GIuN2A-NMDA ocorre durante um
protocolo de indugédo de LTP em fatias de hipocampo de animais jovens (BELLONE;
NICOLL, 2007), o que sugere que enquanto os receptores GIuN2B-NMDA seriam
importantes para a indugao da LTP, os GIluN2A-NMDA seriam importantes para a sua
manutencio. Isso pode se dar principalmente porque, em comparagdo com as
subunidades GIuN2A, as GIuN2B apresentam uma afinidade maior para a ligagéo do
glutamato, mas uma probabilidade de abertura mais baixa, e uma cinética de
desativacdo mais longa (ERREGER et al., 2005). Além disso, desempenham um
papel maior na sinalizagdo do Ca?* do receptor NMDA (SOBCZYK; SCHEUSS;
SVOBODA, 2005), e interagem mais fortemente com a CaMKII (BARRIA; MALINOW,
2005). De fato, a cadeia C-terminal dos GIuN2B se liga a CaMKIIl, que é capaz de se
autofosforilar e com isso ativar o UPS (BARRIA; MALINOW, 2005; BINGOL et al.,
2010). Um estudo mostrou inclusive que a inibicdo da CaMKII no HD apéds a evocagao
de uma memoaria espacial no labirinto aquatico de Morris, também previne o efeito da

inibicdo da sintese proteica na reconsolidacao da memoéria (DA SILVA et al., 2013).
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Figura 7. Diversidade e propriedades dos receptores NMDA. Conjuntos representativos de receptores
NMDA di- ou tri-heteroméricos contendo as subunidades GIuN2 conhecidas e diagrama esquematico
que descreve as diferengas relativas nas propriedades dos subtipos de NMDAR contendo GIuN2 di-
heteroméricos. Quanto mais para a esquerda, mais baixa é a condutancia, sensitividade ao glutamato,
Mg?* ou Zn?*, probabilidade de abertura do canal ou permeabilidade ao célcio, e mais devagar é a
cinética de desativagdo. Da mesma forma, quanto mais para a direita mais alta ou rapida é a
propriedade do receptor em relagdo a esses mesmos parametros. Fonte: Adaptado de Vieira et al.
(2020).

Em relagdo aos receptores NMDA, a administracdo do antagonista GIuN2A-
NMDA antes da evocagao, na BLA, prejudica a reconsolidagdo da memaoria do medo
ao som (MILTON et al., 2013), assim como o antagonismo desses receptores no HD
antes do condicionamento prejudica a aquisicdo de uma memdaria de medo contextual
(GAO et al., 2010; LIU et al., 2020). Enquanto isso, o antagonismo de GIuN2B-NMDA
antes da evocacgao, na BLA, prejudica a labilizagcao, prevenindo o efeito da inibicdo da
sintese proteica na reconsolidagdo da memoria (BEN MAMOU; GAMACHE; NADER,
2006; MILTON et al., 2013). Em relagado as memdérias de medo contextuais, 0 mesmo
efeito foi observado quando a administragdo desses antagonistas foi feita no nucleo
reuniens do tdlamo (TROYNER; BERTOGLIO, 2020; 2021). No HD, o antagonismo

de receptores GIuN2B-NMDA antes da evocagao também preveniu o efeito prejudicial
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na reconsolidacdo da memdéria de medo contextual induzido por uma recompensa
apetitiva (HAUBRICH et al., 2015) ou por um estimulo distrativo (CRESTANI et al.,
2015).

Curiosamente, além de interferéncias farmacoldgicas, estudos tém demonstrado
que mudancgas na expressao de GIUN2A, GIuN2B ou na razdo GIuN2A/GIuN2B estao
relacionados com alteragdes na plasticidade sinaptica, com a estabilidade da memaria
e consequentemente com a labilizagdo (ZHANG et al., 2018). Na BLA, um aumento
na razao GIuN2A/GIuN2B ou uma diminuicdo da expressdo de GIuN2B tém sido
associados a resisténcia a labilizagado da memoria (WANG; DE OLIVEIRA ALVARES;
NADER, 2009; HOLEHONNUR et al., 2016). No entanto, em outras regides cerebrais,
essa dindmica parece diferir um pouco. Por exemplo, 0 aumento da expressao de
GIuN2B no IL e no nucleo accumbens foi associado a generalizagdo da memoaria do
medo ao som (ASIM et al., 2020; 2022). Sendo a generalizagdo uma caracteristica
geralmente associada com a resisténcia a labilizacdo (BUSTOS et al., 2010;
GAZARINI et al., 2015). Em relagdo ao HD, uma baixa razdo GIuN2A/GIuN2B esta
relacionada a maior expressao de congelamento (GOULART et al., 2021), enquanto
a superexpressao de GIuN2A é conhecida por reduzir a magnitude da LTP (BARRIA,;
MALINOW, 2005). Portanto, parece que os receptores GIuN2B-NMDA desempenham
um papel duplo na labilizagado e generalizacdo da memaria do medo, dependendo da

regiao cerebral.

Assim, a labilizacido da memodria parece depender de uma série de mecanismos,
e a participagdo de outros receptores também ja foi descrita em memorias
dependentes do HD. Por exemplo, o bloqueio de canais de calcio voltagem-
dependente do tipo L ou o antagonismo de receptores canabinoides do tipo 1 (CB1)
do HD apds a evocagao de uma memdéria de medo contextual (SUZUKI et al., 2008)
ou de uma memoria espacial no labirinto aquatico de Morris (KIM; MOKI; KIDA, 2011)
também preveniram o efeito da inibicdo da sintese proteica na reconsolidacao.
Confirmando que a ativagao de receptores CB1 sao importantes para a labilizagao, a
administracdo de um agonista desses receptores, o araquidonil-2'-cloroetilamida
(ACEA) antes ou apds a evocagéao € capaz de facilitar a labilizagdo da memdéria de
medo contextual (LEE; FLAVELL, 2014).
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Levando em conta essa participagao do receptor CB1 na labilizagdo da memoria,
e que preparagoes de Cannabis tém sido exploradas como tratamento para o TEPT
(BONN-MILLER et al., 2007), se torna relevante explorar se compostos presentes na
planta como o A%tetrahidrocanabinol (THC), que sdo capazes de ativar esses

receptores, interferem com a labilizagdo da memoria.

1.5 O THC e o sistema endocanabinoide

Embora relatos sobre os efeitos relacionados ao uso da Cannabis sp. sejam
milenares, sendo o0s primeiros registros na farmacopeia Chinesa, ha
aproximadamente 2.000 A.C. anos (LI, 1973), foi apenas em meados de 1960 que o
principal composto responsavel por esses efeitos, o THC, foi caracterizado (GAONI;
MECHOULAM, 1964). A partir disso, outras mais de 60 moléculas presentes na planta
foram caracterizadas, como o CBD, segundo composto canabinoide presente em
maior quantidade (MECHOULAM et al., 1970).

O THC tem como principal alvo no sistema nervoso central o receptor CB1,
atuando como agonista parcial do mesmo, embora também ative receptores
canabinoides do tipo 2 (CB2). O receptor CB1 foi o primeiro descrito e € o receptor
acoplado a proteina G mais expresso no sistema nervoso central, sendo amplamente
distribuido em varias regides do cérebro, incluindo o hipocampo (HERKENHAM et al.,
1991). Este receptor é tipicamente localizado em terminais axdnicos e sua ativagao &
mediada por sinalizagado retrégrada por endocanabinoides (CASTILLO et al., 2012).
No entanto, muito menos se sabe sobre a sinalizagcao do receptor CB2, encontrado

em menor quantidade no sistema nervoso central (LI; KIM, 2015).

No HD, os receptores CB1 e CB2 sdo amplamente distribuidos ao longo das
camadas CA1, CA3 e giro denteado (ONAIVI et al., 2006; BRUSCO et al., 2008),
sendo os receptores CB1 expressos principalmente pré-sinapticamente, em maior
parte em interneurénios GABAérgicos (CASTILLO et al., 2012), mas também em
neurdnios glutamatérgicos e células gliais, principalmente em astrécitos (MONORY et
al.,, 2015). Os receptores CB1 também s&o encontrados em diferentes
compartimentos celulares, como endossomos e mitocdndrias, 0 que aumenta o seu

repertorio fisioldgico de agdes. Ja o receptor CB2 é encontrado principalmente na
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microglia e em neurdnios piramidais excitatorios (ONAIVI et al., 2006; LI; KIM, 2015),
principalmente na pods-sinapse, embora também possam ser observados em

dendritos, mas ndo nos terminais axénicos (BRUSCO et al., 2008).

Em neurbnios e na micréglia, os receptores CB1 e CB2 sdo acoplados a proteina
Gin, e a ativagao de ambos reduz a atividade da adenilato ciclase, reduzindo assim os
niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Além disso, a subunidade By pode
inibir canais de calcio voltagem-dependentes dos tipos N e P/Q, e modular
determinados tipos de canais de K*, sendo a consequéncia funcional a reducao da
liberagdo de neurotransmissores por hiperpolarizagdo (HOWLETT et al., 2002). A
diminuigdo da concentracao intracelular de AMPc pela ativagcao desses receptores,
apesar de consequentemente diminuir a ativacdo da proteina quinase A (PKA;
BOSIER et al., 2010), resulta também na inducdo de vias intracelulares como a
fosforilagdo proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAP), por exemplo, a
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e a mTOR (mammalian-target of
rapamycin;, WIDMER; HANEMANN; ZAJICEK, 2008; MARCU et al., 2010;
HOWLETT, 2005) que por consequéncia, ativa fatores de transcrigdo como o CREB
e induzindo a expressdo génica (DESPREZ, 2015; Figura 8). Em micréglias, a
ativagao de receptores CB2 diminui a liberagdo de citocinas, no entanto, em astrécitos,
os receptores CB1 s&o acoplados a uma proteina Gq/11, 0 que induz a excitabilidade
e a liberagdo de glutamato (GOMEZ-GONZALO et al.,, 2015; LIGRESTI; DE
PETROCELLIS; DI MARZO, 2016; Figura 9).
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Figura 8. A ativagdo de receptores CB1 em terminais pré-sinapticos. Quando o THC ou outros
agonistas canabinoides se ligam ao receptor CB1, ocorre a inibigdo da adenilato ciclase, diminuindo os
niveis de AMPc e a consequente diminuigdo da atividade da proteina quinase A (PKA). Além disso, a
ativacdo do receptor pode inibir canais de Ca2* dos tipos N e P/Q, além de modular canais de K*,
levando a hiperpolarizagao do neurdnio. FONTE: Adaptado de Desprez (2015).
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Endogenamente os receptores canabinoides sao ativados principalmente pela
anandamida — como foi cunhado o primeiro endocanabinoide a ser caracterizado, a
araquidonoil etanolamina (DEVANE et al., 1992) e pelo 2-araquidonoil glicerol (2-AG)
— 0 segundo a ser identificado (MECHOULAM et al., 1995). Esses compostos sao
liberados sob demanda em situagbes de estresse, e assim controlam a liberagédo de
neurotransmissores promovendo altera¢gdes na plasticidade neural (MUNRO;
THOMAS; ABU-SHAAR, 1993). No entanto seus efeitos tém curta duracao, devido a
sua rapida remocao da fenda sinaptica e hidrélise no interior dos neurdnios pela agao
da enzima amida hidrolase de acidos graxos (FAAH, do inglés fatty acid amide
hydrolase) e pela monoacilglicerol lipase (MAGL; MCKINNEY; CRAVATT, 2005;
Figura 9).
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Figura 9. Representacdo do sistema endocanabindide em neurénios e células da glia. Uma forte
ativagao neuronal, induz a sintese de endocanabinoides no terminal pés-sinaptico. Ao serem liberados,
ativam receptores CB1 presentes em terminais pré-sinapticos ou astrécitos, ou receptores CB2
presentes em microglias. A ativagcdo de receptores CB1 em neurdnios diminui a liberagdo de
neurotransmissores, enquanto em astrocitos induz a liberagéo de glutamato. A ativagao de receptores
CB2 em micrdglias inibe a liberagédo de citocinas. As setas pretas indicam estimulagéo e as vermelhas
embotadas indicam inibigdo. As setas pretas pontilhadas indicam transformag&o enzimatica. AA: Acido
aracddnico; AEA: Anandamida; DAG: Diacilglicerol; DAGL: Diacilglicerol lipase; EtNH2; Etil amina;
FAAH: Amida hidrolase de acidos graxos; MAGL: Monoacilglicerol lipase; NAPE: N-acil-
fosfatidiletanolamina; NAPE-PLD: Fosfolipase D para N-acil-fosfatidiletanolamina; PLC: Fosfolipase C;
PKA: Proteina quinase A; RE: Reticulo endoplasmatico; TME: Transportador membranar de
endocanabinoides. FONTE: Adaptado de Ligresti, De Petrocellis e Di Marzo (2016).

Além dos receptores canabinoides, existem evidéncias de que
endocanabinoides, assim como fitocanabindides sdo capazes de se ligar e ativar
receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPARs; O'SULLIVAN, 2016;
O’SULLIVAN; KENDALL; RANDALL, 2009), que compreende uma familia de
receptores nucleares. Assim, embora, o THC nao seja tdo promiscuo como o CBD
(1ZZO et al., 2009), estudos sugerem que em especial os receptores PPARy podem
ser ativados pelo THC (O'SULLIVAN et al., 2005; VARA et al., 2013) e que inclusive
alguns efeitos neuroprotetores do THC sdo mediados por esse mecanismo (CARROL
et al., 2012; FISHBEIN-KAMINIETSKY; GAFNI; SARNE, 2014).

O sistema endocanabinoide modula diversas fungdes fisiologicas e patoldgicas,

inclusive aquelas relacionadas a formagcdo de uma memoria traumatica
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(BITENCOURT; TAKAHASHI, 2018; STERN et al., 2017; RAYMUNDI et al., 2020a).
Em pacientes com TEPT encontra-se uma redugé&o nos niveis de anandamida e 2-
AG, além de um aumento na expressao de receptores CB1, caracterizando um baixo
“tdnus endocanabinoide”, fato que explicaria parcialmente o aumento das reacoes de
medo e ansiedade nesses pacientes (HILL et al., 2013; NEUMEISTER, 2013). Em
estudos pré-clinicos, o antagonismo de receptores CB1 esta associado a
generalizagdo da memoria de medo (GAZARINI et al., 2022), enquanto a ativagao
desses receptores indiretamente pelo CBD é capaz de prejudicar a consolidacdo e a
reconsolidagdo da memoria de medo contextual (STERN et al.,, 2012; 2017;
RAYMUNDI et al., 2020a).

Embora, de fato, o CBD tenha um perfil mais seguro e com menores efeitos
adversos, o THC esta presente em varias preparagées medicinais sozinho ou
combinado com o CBD (FREEMAN et al., 2019). O THC sintético (dronabinol) é
aprovado para nauseas e vOmitos em pacientes submetidos a quimioterapia
(SERAFIMOVSKA et al., 2020) e o Sativex®, que contém uma propor¢ao de ~ 1:1 de
THC e CBD, é aprovado para esclerose multipla (MACCALLUM; RUSSO, 2018). Além
disso, ha resultados de estudos abertos, populacionais e duplo-cegos placebo-
controlados mostrando os beneficios do uso de THC, do dronabinol ou do seu analogo
nabilona para controlar insénia e pesadelos em pacientes com TEPT (JETLY et al.,
2015; CAMERON; WATSON; ROBINSON; 2014; ROITMAN et al., 2014). Assim como
ha evidéncias do proprio uso de Cannabis apontando uma melhora dos sintomas,
como ja descrito anteriormente (BETTHAUSER; PILZ; VOLLMER, 2015; BONN-
MILLER et al., 2007; BREMNER et al., 1996; SZNITMAN et al., 2022). No entanto,
também existem resultados contraditérios, levando alguns autores a questionar o valor
dessa abordagem (SHISHKO et al., 2018; ABIZAID; MERALI; ANISMAN, 2019;
BONN-MILLER et al., 2014; WILKINSON; STEFANOVICS; ROSENHECK, 2015).

Isso faz sentido considerando que o THC exerce efeitos bifasicos, que
dependem de varios fatores, como a dose e a intensidade do estresse provocado. Por
exemplo, dependendo da intensidade do condicionamento, a infusdo de THC no
nucleo accumbens de ratos foi capaz de prejudicar ou potencializar a consolidagao da
memoria de medo (HUDSON et al., 2022; FITOUSSI et al., 2018). Além disso, tanto
em humanos quanto em animais, altas doses de THC aumentam as respostas de
medo ou prejudicam a extingdo (ASHTON; SMITH; DARLINGTON, 2008; METNA-
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LAURENT et al., 2012), enquanto doses baixas ndo produzem efeito ou reduzem as
respostas de medo (METNA-LAURENT et al.,, 2012; KLUMPERS et al.,, 2012;
RABINAK et al., 2013; RAYMUNDI et al., 2020b). Em humanos, inclusive, a facilitagéo
da extingao induzida pelo THC esta associada ao aumento da ativacdo do CPFvm e
do hipocampo (RABINAK et al., 2014). Esses efeitos bifasicos também sao reportados
quanto ao comportamento tipo-ansiedade (IGLESIAS et al.,, 2022), em doses
convencionalmente utilizadas em ratos machos (de 0,075 a 10 mg/kg). Recentemente
também foi observado em ratas submetidas ao labirinto em cruz elevado, que doses
na faixa de 0,075-0,1 mg/kg induzem efeitos tipo-ansioliticos, enquanto a dose de 1
mg/kg induz efeitos tipo-ansiogénicos (SALVIATO et al., 2021).

Em parte, esses efeitos duais podem ser explicados pela ativacdo de receptores
CB1 presentes em diferentes tipos celulares. Estudos realizados em animais knockout
para o receptor CB1 localizado em terminais GABAérgicos ou glutamatérgicos
corticais mostram que os efeitos produzidos por baixas doses de agonistas
canabinoides dependem da ativacdo CB1 em terminais glutamatérgicos, enquanto
doses mais elevadas ativam também os receptores CB1 de terminais GABAérgicos
(STEINDEL et al., 2013). Sugere-se que essas diferencas acontecem devido ao
acoplamento do CB1 a proteina G do terminal glutamatérgico ser aproximadamente
trés vezes mais eficiente do que o acoplamento do CB1 a proteina G do terminal
GABAérgico (STEINDEL et al., 2013). Assim, os efeitos induzidos por doses altas de
canabindides na memoaria tém sido associados com a supressao da liberagdo de
GABA, resultando em um aumento do ténus excitatorio (KATONA; FREUND, 2012).

Indo um pouco na contramao da literatura, em que a maioria dos trabalhos
exploram doses elevadas de THC, recentemente, foi relatado o efeito neuroprotetor
de uma dose ultrabaixa de THC (0,002 mg/kg; 3-4 ordens de magnitude menor que
as doses convencionais; FISHBEIN et al., 2012; SARNE et al., 2018). Essa dose de
THC protegeu os camundongos do déficit cognitivo decorrente da idade, induzido pela
droga epileptogénica pentilenotetrazol (PTZ) ou por LPS (FISHBEIN et al., 2012;
FISHBEIN-KAMINIETSKY; GAFNI; SARNE, 2014; SARNE et al., 2018). A ativacao
dos receptores CB1 e o aumento de CREB e BDNF no HD e no cortex pré-frontal
(CPF), respectivamente, foram associados aos efeitos dessa dose ultrabaixa de THC
(FISHBEIN et al., 2012). Além disso, 0 mesmo tratamento foi capaz de retardar

também o declinio da memédria em camundongos modelos para a doencga de
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Alzheimer (FIHURKA et al.,, 2022; NITZAN et al., 2022), sugerindo o potencial

terapéutico de usar doses extremamente baixas de THC.

Apesar dessa evidéncia benéfica de doses ultrabaixas de THC na memdria, até
entdo nao se tem relatos do seu uso em memdarias aversivas, e consequentemente,
nao se sabe como afetariam a labilizacdo da memoaria. Em relacéo a reconsolidacgao,
os resultados que existem sao contraditorios: a administragdo de doses convencionais
de THC imediatamente apds a evocagao tanto prejudicou a reconsolidagdo da
memoria de medo contextual, como nao afetou, dependendo do estudo e da dose
utilizada (STERN et al., 2015; MURKAR et al., 2019). Além disso, ha evidéncias de
que o THC diminui a expressao e aumenta a internalizagcao de receptores GIuN2A-
NMDA e GluN2B-NMDA no hipocampo de camundongos (FAN et al., 2010; CHEN et
al., 2013), no entanto, ndo se sabe se doses ultrabaixas também seriam capazes de
modular essa expressao ou interferir com a reconsolidagdo da memoria. Assim, o
avancgo no conhecimento sobre o efeito do THC na labilizagao e reconsolidagao da
memoria se torna importante pensando no desenvolvimento de tratamentos

apropriados a base de Cannabis para o TEPT.

2. Hipotese

Como o THC, principalmente pela ativacdo de receptores CB1, produz efeitos
duais, sendo esses muitas vezes associados a dose utilizada, assim como o préprio
uso de Cannabis pode exercer efeitos benéficos ou néo no tratamento para o TEPT,
a hipodtese do presente trabalho é de que o THC pode facilitar ou prejudicar a
labilizagdo da memoria de medo contextual dependendo da dose. Além disso, como
doses ultrabaixas de THC tém sido associadas a efeitos neuroprotetores, é possivel
que uma dose ultrabaixa de THC possa prejudicar a reconsolidacdo da memodria.
Como o receptor CB1 e receptores GIuUN2B (ou a razdo adequada de
GIuN2A/GIuN2B) séao importantes para a labilizacdo e também estdo associados com
a generalizagdo da memoria, € possivel que a interferéncia induzida pelo THC na
labilizacdo possa alterar a expressao de GIuUN2A, GIuN2B ou a razdo GIuN2A/GIuN2B
nas regides importantes para a memoaria de medo: HD, AMG e CPFm. Além disso, os
efeitos do THC na labilizagado/reconsolidagdo da memodria podem depender da
ativacao de receptores GIuUN2B-NMDA e do UPS do HD.
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3. Objetivo geral

Avaliar o efeito de uma dose ultrabaixa (0,002 mg/kg) e uma dose convencional
(0,3 mg/kg) de THC na labilizagdo e na reconsolidacdo da memoria de medo
contextual, assim como a dependéncia de receptores GIUN2A-NMDA, GIuN2B-NMDA

ou do UPS do HD nesses efeitos, em ratos Wistar machos adultos.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do THC na labilizagdo ou reconsolidagédo da memoria quando

administrado antes da evocacao;
e Avaliar se o efeito do THC 0,002 depende da evocacédo da memoria;
e Avaliar se o efeito do THC 0,002 depende de receptores CB1 do HD;

e Avaliar o efeito do THC na reconsolidacdo da memodria quando administrado

depois da evocacao;

e Avaliar se o THC nas doses utilizadas interfere agudamente no comportamento

tipo-ansioso ou na locomocéao no LCE;

e Avaliar se o THC nas doses utilizadas interfere na locomog¢ao dos animais 24

h apds o tratamento;

e Avaliar se o THC altera a expressdo de GIuN2B, GIuUN2A ou a razédo

GIuN2A/GIuN2B no HD apds a evocagao ou apos o Teste A1

e Avaliar se o THC altera a expressao de GIuN2B, GIUN2A ou a razado
GIuN2A/GIuN2B no CPFm e na AMG apds o Teste A1,

e Avaliar se o antagonismo dos receptores GIuUN2A-NMDA e GluN2B-NMDA do

HD interfere com a labilizacdo ou reconsolidacdo da memoria;

e Avaliar se o efeito do THC 0,002 depende dos receptores GIuUN2A-NMDA e
GIuN2B-NMDA do HD;

e Avaliar se o efeito do THC 0,3 depende dos receptores GIUN2A-NMDA e
GIuN2B-NMDA do HD;
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e Avaliar se o efeito do THC 0,3-IFE-ANI depende da evocagcao da memoria;

e Avaliar se a inibicGo do UPS no HD interfere com a labilizacdo ou

reconsolidagcao da memoria;
e Avaliar se o efeito do THC 0,002 depende do UPS do HD;

e Avaliar se o efeito do THC 0,3 depende do UPS do HD;

4. Material e Métodos
4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos, com cerca de 3 meses de idade,
obtidos do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os
animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato (48 x 37 x 21 cm) em grupos de
quatro, receberam agua e racao ad libitum, foram mantidos sob temperatura ambiente
controlada (22 + 2°C) e em ciclo claro-escuro de 12 horas (luz inicia as 7:00h). Todos
os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Local (nimero 1247) e foram
realizados seguindo a legislacao brasileira e as 10 diretrizes essenciais do ARRIVE
(Percie du Sert et al. 2020).

2.2 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: THC (0,002 ou 0,3 mg/kg, agonista parcial
dos receptores CB1 e CB2; AuraPharma, Uruguai), Ifenprodil (IFE; 1 ng/ul,
antagonista seletivo dos receptores GIuN2B-NMDA; Sigma-Aldrich, Alemanha),
PEAQX (1 ng/ul, antagonista seletivo de receptores GIuUN2A-NMDA, Sigma-Aldrich,
Alemanha), clasto-lactacistina B-lactona (Blac; 32 ng/ul; inibidor de UPS; Cayman
Chemical, EUA), Anisomicina (ANI; 100 ug/ul; inibidor de sintese de proteinas; Sigma-
Aldrich, Alemanha) e AM251 (1 nmol//ul, antagonista seletivo de receptores CBH1;
Tocris, Reino Unido). O THC e o AM251 foram dissolvidos em Tween© 80 a 5%
dissolvido em solugao salina (NaCl a 0,9%; pH = 7,04). A ANI foi dissolvida em HCI 1
M diluido com solugdo de tampéao fosfato-salina (PBS), e o pH foi ajustado para 7,4
usando NaOH 1 M. Ifenprodil, PEAQX e B-lac foram diluidos em PBS.
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A selecao de doses foi baseada em estudos anteriores em que o THC interferiu
na expressao da memoria de medo ou exerceu efeitos neuroprotetores (STERN et al.,
2015; FISHBEIN et al., 2012; SARNE et al., 2018). A dose de AM251 foi baseada em
estudos mostrando que ndo possui efeito per se, mas previne o efeito do CBD na
consolidagdo da memoria de medo (STERN et al., 2017; RAYMUNDI et al., 2020a).
As doses de Blac e ANI foram baseadas em estudos mostrando prejuizo na labilizagéo
e reconsolidagao da memdéria do medo, respectivamente (LEE et al., 2008; MILTON
et al., 2013), e as doses de PEAQX e IFE foram menores do que as utilizadas em
estudos anteriores que mostraram interferir na expressao e reconsolidagcao da
memoria (MILTON et al., 2013; BEN MAMOU; GAMACHE; NADER, 2006). Todas as

solucdes foram preparadas imediatamente antes do uso.

2.3 Cirurgia estereotaxica e microinfusao de drogas

Animais profundamente anestesiados (cetamina 75 mg/kg + xilazina 10 mg/kg)
foram colocados em um aparelho estereotaxico (David Kopf, EUA), com as cabecgas
fixadas pelo rochedo temporal e incisivos superiores. A limpeza do campo cirurgico foi
feita com uma solugcéo contendo iodo a 2% e foi administrada a anestesia local
(cloridrato de lidocaina 3% com vasoconstritor adrenalina - 1:50.000) na regido da
incisdo. Uma inciséo longitudinal foi realizada, expondo a calvaria, e o periésteo foi
removido por raspagem. Na sequéncia, dois orificios foram perfurados com uma broca
odontologica acoplada a um mini-motor de suspensdo, para a fixacdo de dois
microparafusos de ago inoxidavel. Outros dois orificios foram perfurados e as canulas-
guia bilaterais, confeccionadas de ago inoxidavel (9,0 x 0,7 mm), mirando a regiao
CA1 do HD (seguindo as coordenadas partindo do bregma: AP = -3,8 mm, ML = £2,5
mm e DV = -1,8 mm; PAXINOS; WATSON, 2009) foram implantadas e fixadas ao
cranio com resina acrilica autopolimerizavel. Um mandril de ago inoxidavel foi
introduzido dentro de cada canula-guia para evitar a oclusdo. Apos a cirurgia, os ratos
receberam 0,4 ml de ibuprofeno por via oral (20 mg/ml, Natulab, Brasil). Os

experimentos foram realizados apds 10 dias de recuperacéo.

As drogas foram infundidas no HD com agulhas odontoldgicas (didmetro externo
= 0,3 mm) introduzidas pelas cénulas-guia até que suas pontas estivessem 1,5 mm

abaixo das extremidades da canula. Um cateter de polietileno (p10) foi interposto entre
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a extremidade superior das agulhas e as microsseringas e o deslocamento de uma
bolha de ar dentro do cateter foi utilizado para monitorar o fluxo da droga. Por 1 minuto,
0,5 uL/lado do tratamento foi injetado usando duas microseringas de 10 uL (Hamilton,
EUA) conectadas a uma bomba de infusdo (Insight, Brasil). As agulhas foram

removidas 30 s ap0s a conclusao das injegdes.

Apos cada experimento, os ratos foram profundamente anestesiados conforme
descrito e Azul de Metileno (0,5 uL/lado) foi injetado através das céanulas-guia. O
encéfalo foi removido e imerso em solugéo de formol 10%. Apds alguns dias, segbes
do cérebro (100 ym de espessura) foram obtidas em um vibratomo (Leica, Alemanha)
e dispostas em uma lamina histolégica para verificar o local da injegdo. Os animais
foram incluidos na analise quando ambos os lados do HD (AP aproximadamente de -
2.5 a - 4.5 mm do bregma) foram marcados com Azul de Metileno, assim como

exemplificado na Figura 10.

Figura 10. Imagem representativa do sitio de inje¢gdo no HD. O circulo mostra uma fatia marcada com
azul de metileno, além dos circulos vermelhos que representam locais em que as drogas foram
infundidas.



50

4.4 Condicionamento de Medo ao Contexto

O condicionamento de medo foi realizado sob luminosidade de 70 lux, das 13h
as 17h, conforme descrito anteriormente por Raymundi et al. (2020a). A caixa de
condicionamento consiste em uma camara retangular (Contexto A; 35 x 20 x 30 cm)
com paredes laterais de aluminio e uma parede frontal e porta de teto em acrilico
transparente. Seu piso gradeado é constituido por barras de aco inoxidavel e
conectado a uma placa de circuito e um gerador de choque (Insight, Brasil). Na sessao
de familiarizagdo, os animais foram colocados no Contexto A para explora-lo
livremente por 3 min. No dia seguinte, na sessdo de condicionamento, foram re-
expostos ao Contexto A para a associagdo com o El (30 s iniciais, trés choques

elétricos de 1,0 mA/3 s com 30 s de intervalo e 30 s finais).

A sessao de evocacao da memoria foi realizada no dia seguinte, consistindo na
re-exposi¢cao ao Contexto A por 3 min, sem o EIl. Antes e/ou apos esta sessao, 0s
animais foram dispostos randomicamente nos grupos de tratamento de acordo com o
desenho experimental. 24 h depois, a avaliacdo dos efeitos do tratamento foi realizada
re-expondo os animais apenas ao Contexto A por 3 min (Teste A1). Em alguns casos,
esta sessao foi repetida uma semana depois (Teste A2) para avaliar se os efeitos

eram duradouros.

Para investigar a generalizagdo da memdéria de medo, 24 horas apds o Teste A1
e o Teste A2 os animais foram expostos a um contexto de diferentes caracteristicas
constituido por uma caixa de acrilico transparente com uma tampa de acrilico preto
(Contexto B; 33 x 34 x 26 cm) por 3 min, consistindo no Teste B1 e Teste B2,
respectivamente. O protocolo esta representado na Figura 11. Este contexto também
foi usado para omitir a sessdo de evocagao quando aplicavel. A porcentagem de
tempo de congelamento (auséncia de movimentos excluindo aqueles relacionados a
respiracdo; BLANCHARD; BLANCHARD, 1969) foi quantificada em segundos. O
indice de discriminagao (ID) foi calculado por [% de tempo de congelamento no Teste
A - % de tempo de congelamento no Teste B/(% de tempo de congelamento no Teste
A + % de tempo de congelamento no Teste B)] do Teste A1 e Teste B1 ou Teste A2
e Teste B2, resultando nos respectivos ID1 e ID2, em que uma diminuigdo no
parametro significa uma menor discriminagdo entre os contextos, e assim uma

memoria menos especifica.
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- 20 min imediatamente

Contexto A Contexto A Contexto A Contexto A Contexto B

1 dia 1 dia e
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(3 min) (3x1,0 mA/3s) (3 min) (3 min) (3 min)

Figura 11. Protocolo de condicionamento de medo ao contexto adotado. A seringa azul representa o
pré-tratamento, 20 min antes da evocagdo, enquanto a seringa cinza representa o tratamento
imediatamente apds a evocacgao.

4.5 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

Grupos independentes de animais foram submetidos ao LCE 20 min apds o
tratamento com VEI ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg). O aparato do LCE é construido de
madeira e consiste em dois bragos fechados opostos (50 x 10 x 40 cm) e dois bragos
abertos (50 x 10 cm), cercados por uma borda de madeira de 1,0 cm de altura,
conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm), elevado 50 cm acima do piso,
conforme descrito em Salviato et al. (2021). O LCE foi colocado em uma sala
iluminada a 40 lux. Os animais foram colocados na plataforma central de frente para
um bracgo fechado e foi permitido explorar o aparato livremente por 5 min. O tempo e
as entradas (quando os animais estavam com as quatro patas dentro do brago) em
cada brago foram medidos. A porcentagem de tempo nos bragos abertos {%TBA;
[(tempo em bracos abertos/300) x 100]} e a porcentagem de entradas nos bracos
abertos {%EBA; [entradas de bragos abertos/(entradas de bragos abertos + fechados)
x 100]} foram calculados. As %TBA e %EBA foram usados como indices de
comportamento tipo-ansioso. O numero de entradas nos bragos fechados (EBF) foi
usado como um indice geral de atividade exploratéria (CAROBREZ; BERTOGLIO,
2005).

4.6. Teste do campo aberto

Grupos independentes de animais foram submetidos ao campo aberto 24 h apés
o tratamento com VEI ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg). O aparato do campo aberto

consiste em uma arena circular preta (100 cm de diametro, 32,5 cm de altura) dividida
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em 19 quadrantes de tamanho aproximadamente igual, em uma sala iluminada a 70
lux. Os ratos foram gentilmente colocados no centro do aparato, e exploraram
livremente por 5 min. O numero de quadrantes cruzados e a distancia total percorrida
(em metros) foram registrados usando o software ANY-maze (Stoelting Co., EUA). Um
cruzamento foi contabilizado quando todas as quatro patas do animal passaram de

um quadrante para outro.

4.7 Analise de expressao de proteinas por Western Blotting

O HD, o CPFm e a AMG de grupos independentes de animais foram removidos
imediatamente apds a sessao de evocacgao ou do Teste A1 e armazenados a -80 °C.
As regides removidas estdo exemplificadas na Figura 12. As mesmas regides de um
grupo de animais naive foram utilizados para registrar a expressao basal de proteinas.
O processamento das amostras foi realizado de acordo com Raymundi et al. (2020a),
em que o extrato total das proteinas contidas nas amostras foi obtido. Para extragao
de proteinas, os tecidos foram homogeneizados em 0,6 ml de tamp&o de solubilizag&o
[10 mM EDTA, 100 mM Tris pH 7,5, 0,2% coquetel inibidor de protease (PROMEGA)
e 1% Triton X-100]. O material insoluvel foi removido por centrifugagcéo (13000 rpm
por 20 min a 4°C). A concentragdo de proteina sobrenadante foi determinada
colorimetricamente (Bradford Protein Assay, Bio-Rad). Extratos de tecido (500 ul)
foram desnaturados em agua fervente por 5 min em tampao Laemmli contendo 200
mM de DTT. Os extratos de proteina (volume correspondente a 100 ug de proteina)
foram separados por SDS-PAGE, transferidos para uma membrana de nitrocelulose
(0,45 ym; BIO-RAD), que foi posteriormente bloqueada com BSA 3% (Sigma, EUA)
diluido em TBS-T por 2 h. As membranas foram incubadas durante a noite a 4°C com
o anticorpo primario anti-GIuN2A [Santa Cruz Biotechnology anti-NMDAg1 (D-8): sc-
390094; 1:500], anti-GIuN2B [Santa Cruz Biotechnology anti-NMDAeg2 (A-8): sc-
365597; 1:500], ou anti-a-tubulina [Santa Cruz Biotechnology anti-a1a tubulina (7-
RY28): sc-134237; 1:2500] diluido em TBS-T com BSA 3%. O anticorpo secundario
anti-camundongo (Santa Cruz Biotechnology m-IgGk BP-HRP: sc-516102; 1:5000) foi
diluido em TBS-T com BSA 1% e incubado por 1 h. As membranas foram reveladas
por quimioluminescéncia usando ECL Western Blotting Substrate (PROMEGA). A

analise quantitativa foi realizada por densitometria utilizando o software Scion Image



53

Beta 4.03 for Windows (Scion Corporation, EUA). As intensidades foram normalizadas
para valores correspondentes para a expressao de a-tubulina. A razéo
GIuN2A/GIuN2B foi calculada com os valores normalizados. Os valores foram

expressos em relagao a expressao basal (grupo naive).

A

Figura 12. Esquema representativo das regides coletadas para a analise de expresséo de proteinas
por Western Blotting. A) Corte representando o AP -3,8 em que o hipocampo dorsal (HD) € marcado
em rosa e a amigdala (AMG) é marcada em azul. B) Corte representando o AP +3,0 em que o cértex
pré-frontal medial (CPFm) é marcado em verde. FONTE: Adaptado de lzquierdo, Furini e Myskiw
(2016).

4.8 Analise Estatistica

Apos testar a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, os resultados
foram separadamente submetidos aos testes t de Student, a ANOVA de uma via, de

duas vias ou de medidas repetidas, de acordo com o experimento. O teste de
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Newman-Keuls foi utilizado para comparacdes post-hoc quando os valores de F
atingiram significancia estatistica (p < 0,05). Na ANOVA de duas vias ou medidas
repetidas, o post-hoc foi realizado apenas quando a interagao entre as variaveis
independentes alcangou significancia estatistica (os fatores: pré-tratamento,
tratamento e re-exposigcdo ao contexto, quando aplicavel). Além disso, apenas os
valores de F das interagbes foram representados e os valores de F dos efeitos
principais foram omitidos. O eta-quadrado (n?) foi calculado para estimar o tamanho
do efeito (n? = 0,14 = efeito grande; MAHER et al., 2013). O Statistica 12 (StatSoft,
EUA) foi usado para analise estatistica e o GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism, EUA)

para a representagao grafica.

O tamanho amostral a priori determinado para os experimentos foi de 6-8
animais por grupo para ANOVA de uma via e 8-11 animais por grupo para ANOVA de
duas vias ou medidas repetidas (a=0,05; 3=0,20; n*=0,14 com base em efeitos
grandes alcangados em estudos anteriores em condi¢cdes semelhantes, STERN et al.,
2015; 2017; RAYMUNDI et al., 2020b)., calculado por G-Power (HHU: Universitat
Dusseldorf, Alemanha). Os tamanhos dos grupos foram iguais pelo design, mas
devido a perdas experimentais (por exemplo, quando o tratamento foi infundido fora
da regido cerebral alvo), em alguns casos, eles foram desiguais. As exclusdes foram

substituidas para tentar manter o estudo equilibrado e manter seu poder.

4.9 Desenho experimental

Experimento 1. Para avaliar o efeito do THC na labilizagao ou reconsolidacao da
memoria quando administrado antes da evocagéao, grupos independentes de animais
condicionados ao medo foram tratados com veiculo (VEI) ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg)
i.p. 20 min antes da evocagao e, imediatamente apos esta sessdo, receberam a
infusdo de VEI ou ANI no HD. Os animais foram posteriormente submetidos aos Teste
A1, Teste B1, Teste A2 e Teste B2.

Experimento 2. Para avaliar se o efeito do THC 0,002 depende da evocacgao da
memoria, grupos independentes de animais condicionados ao medo foram tratados

com VEI ou THC 0,002 i.p. 20 min antes da sess&o de ndo-evocagao (exposicao ao
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contexto B) e, imediatamente apds esta sesséo, receberam a infusdo de VEI no HD.

Os animais foram posteriormente submetidos ao Teste A1.

Experimento 3. Para avaliar se o efeito do THC 0,002 depende de receptores
CB1 do HD, grupos independentes de animais receberam VEI ou THC 0,002 i.p. 20
min antes da evocacéao e, imediatamente apés receberam AM251 ou VEI no HD. Os

animais foram posteriormente submetidos aos Teste A1 e Teste B1.

Experimento 4. Para avaliar o efeito do THC na reconsolidagdo da memoria
quando administrado depois da evocacgao, grupos independentes de animais
condicionados ao medo foram tratados com veiculo (VEI) ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg)
i.p. imediatamente apds a evocagao da memoria. Os animais foram posteriormente
submetidos aos Teste A1, Teste B1, Teste A2 e Teste B2.

Experimento 5. Para avaliar se o THC nas doses utilizadas interfere no
comportamento tipo-ansioso ou na locomogado no LCE, grupos independentes de
animais receberam veiculo ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg) i.p. 20 minutos antes de

serem submetidos ao LCE.

Experimento 6. Para avaliar se o THC nas doses utilizadas interfere na
locomogédo dos animais no dia seguinte ao tratamento, grupos independentes de
animais receberam veiculo ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg) 24 h antes de serem

submetidos ao campo aberto.

Experimento 7. Para avaliar se o THC altera a expressao de GIuN2B, GIuN2A
ou a razao GIuN2A/GIuN2B no HD, grupos independentes de animais condicionados
ao medo foram tratados com veiculo (VEI) ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg) i.p. 20 min
antes da evocacao e tiveram seu encéfalo removido apés a evocacgao ou apos o Teste
A1. Um grupo adicional de animais naive também teve seu encéfalo removido. O HD

foi processado e submetido a analise de expressao de proteinas por Western Blotting.

Experimento 8. Para avaliar se o THC altera a expressao de GIuN2B, GIuN2A
ou a razdo GIuUN2A/GIuN2B no CPFm e na AMG, o encéfalo dos mesmos animais do
experimento anterior removidos apds o Teste A1 foi utilizado. O CPFm e a AMG foram

processados e submetidos a analise de expressao de proteinas por Western Blotting.
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Experimento 9. Para avaliar se o antagonismo dos receptores GIuUN2A-NMDA e
GIluN2B-NMDA do HD interfere com a labilizacdo ou reconsolidacdo da memoria,
grupos independentes de animais condicionados ao medo receberam VEI i.p. e logo
apo6s VEI, PEAQX ou IFE no HD, 20 min antes da evocagao, e imediatamente apods
essa sessao, receberam VEI ou ANI no HD. Os animais foram posteriormente
submetidos aos Teste A1 e Teste B1.

Experimento 10. Para avaliar se o efeito do THC 0,002 depende dos receptores
GIuN2A-NMDA e GIuN2B-NMDA do HD, grupos independentes de animais
condicionados ao medo receberam VEI ou THC 0,002 mg/kg i.p. e logo apés VEI,
PEAQX ou IFE no HD, 20 min antes da evocacéo. Os animais foram posteriormente

submetidos aos Teste A1 e Teste B1.

Experimento 11. Para avaliar se o efeito do THC 0,3 depende dos receptores
GIuN2A-NMDA e GIuN2B-NMDA do HD, grupos independentes de animais
condicionados ao medo receberam THC 0,3 mg/kg i.p. e logo apds VEI, PEAQX ou
IFE no HD, 20 min antes da evocacao, e imediatamente apds essa sessao, receberam
VEI ou ANI no HD. Os animais foram posteriormente submetidos aos Teste A1 e Teste
B1.

Experimento 12. Para avaliar se o efeito do THC 0,3-IFE-ANI depende da
evocagao da memoaria, grupos independentes de animais condicionados ao medo
foram tratados com THC 0,3 mg/kg i.p. e logo apds VEI ou IFE no HD 20 min antes
da sessao de nao-evocacgao (exposi¢cao ao contexto B) e, imediatamente apds esta
sessdo, receberam a infusdo de ANI no HD. Os animais foram posteriormente

submetidos ao Teste A1.

Experimento 13. Para avaliar se a inibicdo do UPS no HD interfere com a
labilizacdo ou reconsolidacdo da memoria, grupos independentes de animais
condicionados ao medo receberam VEI i.p. e logo apds VEI ou Blac no HD, 20 min
antes da evocacao, e imediatamente apds essa sessao, receberam VEI ou ANI no

HD. Os animais foram posteriormente submetidos aos Teste A1 e Teste B1.

Experimento 14. Para avaliar se o efeito do THC 0,002 depende do UPS do HD,

grupos independentes de animais condicionados ao medo receberam VEI ou THC



57

0,002 mg/kg i.p. e logo apds VEI ou Blac no HD, 20 min antes da evocagao. Os animais

foram posteriormente submetidos aos Teste A1 e Teste B1.

Experimento 15. Para avaliar se o efeito do THC 0,3 depende do UPS do HD,
grupos independentes de animais condicionados ao medo receberam THC 0,3 mg/kg
i.p. € logo apos VEI ou Blac no HD, 20 min antes da evocagéo, e imediatamente apos
essa sessao, receberam VEI ou ANI no HD. Os animais foram posteriormente

submetidos aos Teste A1 e Teste B1.

5. Resultados

5.1 Experimento 1. O efeito da administragao de THC antes da evocacgao da

memoria na labilizagao e reconsolidagcao da memoaria do medo

Para avaliar se a administracdo de THC antes da evocacdo da memoria afeta a
labilizac&o e/ou a reconsolidagao da memoria de medo, ratos condicionados ao medo
receberam randomicamente veiculo ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg) i.p. 20 minutos
antes da sesséo de evocacéo, e veiculo ou ANI intra-HD imediatamente apds essa

sessao (n = 8-10/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagao significativa entre pré-
tratamento x tratamento x re-exposicédo ao Contexto A [F4,92) = 4,432; p = 0,003; n? =
0,161]. Conforme mostrado na Figura 13A, comparado aos controles, os ratos VEI-
ANI apresentaram menor porcentagem de tempo de congelamento no Teste A1 e no
Teste A2, sugerindo que a administragdo de ANI prejudicou a reconsolidagdo da
memoria de medo de forma duradoura. Em contraste, o grupo THC 0,3-ANI ndo
apresentou diferengas em relagcao ao controle no Teste A1 e no Teste A2. Assim,
embora o THC 0,3 nao induza efeitos per se, sua administragcao previne os efeitos
prejudiciais da ANI na reconsolidagdo da memdria de medo, sugerindo um prejuizo
na labilizacdo da memoria. O pré-tratamento com THC 0,002 reduziu
significativamente a porcentagem de tempo de congelamento no Teste A1 e no Teste
A2. Além disso, a administracdo de THC 0,002 e ANI juntos induziu um efeito
semelhante. Em conjunto, esses resultados sugerem que a dose ultrabaixa de THC
prejudica a reconsolidagdo da memdria de medo de forma duradoura e preserva a

labilidade da memodria.
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A ANOVA de medidas repetidas mostrou que ndo ha interacdo significativa entre
pré-tratamento x tratamento x re-exposicdo na exposicdo ao Contexto B [F46) =
2,027; p = 0,143; n? = 0,090] e no ID [F(2,46)= 1,735; p = 0,188; n? = 0,070]. Conforme
observado na Figura 13B-C, ndo ha diferengas entre os grupos no Teste B1 e Teste
B2 e no ID1 e ID2, sugerindo n&o haver influéncia do tratamento na generalizag&o da

memoria de medo.
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Figura 13. Efeitos do THC na labilizagédo e reconsolidagao da memoria de medo quando administrado
antes da evocacdo. A) A infusdo de ANI no HD apds a evocagdo reduziu significativamente a
porcentagem de tempo de congelamento no Teste A1 e no Teste A2 em animais pré-tratados com VEI
ou THC 0,002, mas nao THC 0,3, comparados aos controles. O pré-tratamento com THC 0,002, mas
nao THC 0,3, reduziu a porcentagem de tempo de congelamento no Teste A1 e no Teste A2, sugerindo
um prejuizo duradouro na reconsolidacédo da memdaria. B) Nao foi observada diferenca significativa no
comportamento de congelamento no Teste B1 e no Teste B2. C) Nenhuma diferenga significativa foi
observada no ID1 e ID2. Resultados sao expressos por média £ EPM e valores individuais. O * significa
p<0,05 comparado ao grupo controle da sessao.

5.2 Experimento 2. A dependéncia da evocagdo da memoria no efeito da

dose ultra-baixa de THC na reconsolidagao da meméria

Para avaliar se o efeito de THC 0,002 é dependente da evocacgao, os animais

receberam veiculo ou THC 0,002 mg/kg i.p. e veiculo intra-HD (n = 8/grupo) 20 min
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antes da sessao de ndo-evocacgao. O teste t de Student ndo mostrou efeito do
tratamento durante a n&o-evocagao (t14 = 0,239; p = 0,814) ou Teste A1 (t14 = 1,122;
p = 0,280). Conforme observado na Figura 14, uma porcentagem semelhante de
congelamento foi expressa pelo grupo THC 0,002-VEI em comparagdo com o0s
controles durante a exposi¢cao ao contexto B e Teste A1, sugerindo que o efeito do

THC 0,002 depende da evocagao da memoria.
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Figura 14. Efeito do THC 0,002 quando foi feita a omissdo da evocacgao. Nao foi observada diferenca
entre os grupos VEI-VEI e THC 0,002-VEI durante o Teste A1, sugerindo que o efeito do THC 0,002
depende da evocagao da memoria.

5.3 Experimento 3. A influéncia dos receptores CB1 no efeito da dose

ultrabaixa de THC na reconsolidagao da meméria

Para avaliar a participacéo dos receptores CB1 no efeito do THC 0,002 mg/kg,
ratos condicionados ao medo receberam randomicamente veiculo ou THC 0,002
mg/kg i.p., seguido imediatamente de veiculo ou AM251 no HD, 20 minutos antes da

sessado de evocacao da memoria (n = 7/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagao entre pré-tratamento x
tratamento x re-exposicdo ao contexto A [F(1,24) = 20,756, p = 0,0001; n? = 0,464].
Conforme observado na Figura 15A, o grupo THC 0,002-VEI apresenta uma redugao
na porcentagem de tempo de congelamento em relagao aos controles durante o Teste

A1, confirmando que a administracdo de THC 0,002 antes da evocacgao prejudica a
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reconsolidagcao da memoaria. No entanto, o tratamento com AM251 previne este efeito,
sugerindo que o efeito do THC 0,002 na reconsolidacdo da memdéria depende dos

receptores CB1 do HD.

A ANOVA de duas vias nao mostrou interagéo significativa entre pré-tratamento
X tratamento na exposigdo ao Contexto B [F1,24) = 1,609, p = 0,216; n>= 0,062] e no
ID [F1,24)= 0,207, p = 0,652; n? = 0,008]. Conforme observado na Figura 15B-C, ndo
ha diferenca significativa entre os grupos no Teste B1 ou no ID1, sugerindo ndo haver

influéncia dos tratamentos na generalizagao da meméria.
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Figura 15. Efeitos do antagonismo dos receptores CB1 do HD nos efeitos do THC 0,002. A) No Teste
A1, o grupo THC 0,002-VEI mas ndo THC-0,002-AM251, mostraram uma redugdo no comportamento
de congelamento, sugerindo um prejuizo na reconsolidagédo, e o antagonismo dos receptores CB1
previne esse efeito. B) No Teste B1, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos. C)
No ID, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos. Resultados sdo expressos por
média + EPM e valores individuais. O * significa p<0,05 comparado ao grupo controle da sesséo.

5.4 Experimento 4. O efeito da administragcao de THC imediatamente apods

a evocacao na reconsolidagcao da meméria do medo

Para avaliar se os efeitos do THC dependem do momento da administragao, no
caso apoOs a evocagao, ratos condicionados ao medo receberam randomicamente
veiculo ou THC i.p. (0,002 ou 0,3 mg/kg; n = 8-10/grupo) imediatamente apds a
evocacdo da memodria. A ANOVA de medidas repetidas mostrou interacdo entre
tratamento x re-exposi¢do ao Contexto A [Fus50) = 5,983; p = 0,0005; n? = 0,323].
Conforme observado na Figura 16A, o tratamento com THC 0,002, mas ndo com THC

0,3, diminuiu significativamente a porcentagem de tempo de congelamento no Teste
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A1 e no Teste A2 em relagcdo ao grupo controle, sugerindo um prejuizo na

reconsolidacao da memdria de medo.

A ANOVA de medidas repetidas mostrou que nao ha interagao significativa entre
pré-tratamento x tratamento x re-exposicdo ao contexto na exposicdo Contexto B
[F2,25 = 0,350, p = 0,708; n? = 0,027] e no ID [F2,25) = 0,291; p = 0,750; n2 = 0,023].
Conforme observado na Figura 16B-C, ndo ha diferengas entre os grupos no Teste
B1 e Teste B2 e no ID1 e ID2, sugerindo ndo haver influéncia do tratamento na

generalizagdo da memdria de medo.

VEI, THC 0,002
ouTHCO0,3i.p.

A ldp  A3EI 14y A*ﬂ,A&.B& A L B
Fam. Condicionamento Evocacdo TesteA; TesteB; TesteA, TesteB,

100+
[}
,g %o § .-'-, Q ° ° e
S 754 aja.  2sfe2 5 o ° * o
o £ o5 o 0
g_ £ ° oo, d o 0|0 1 ve-ve
e % 5 °o ] THC 0,002 - VEI
® 5 . [ THCO3-VEI
s ") H
2]
o
0_
Evocacgido Teste A,
100
0%000 oo

% Tempo
de congelamento
w ~
o (5]
L ©
.l
2o
o
]
indice de
iscriminacdo
o o o o
e N U N
o v o wun
[ F
o
ocop
o o 0|0
28 0000
°
o

25 o ° g £ G 0.00q---t——. =
$ ]
Z o
. oty 1 o 025
Teste B; Teste B, -0.50
1D, D,

Figura 16. Efeitos do THC na reconsolidacdo da memdria de medo quando administrado depois da
evocacao. A) O tratamento com THC 0,002, mas n&o THC 0,3, reduziu a porcentagem de tempo de
congelamento no Teste A1 e no Teste A2, sugerindo um prejuizo duradouro na reconsolidagdo da
memoria. B) Nao foi observada diferenga significativa no comportamento de congelamento no Teste
B1 e no Teste B2. C) Nenhuma diferenca significativa foi observada no ID1 e ID2. Resultados sédo
expressos por média + EPM e valores individuais. O * significa p<0,05 comparado ao grupo controle da
sessdo.
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5.5 Experimento 5. Avaliagao do efeito agudo do tratamento com THC em

comportamentos tipo-ansiedade e locomotores no LCE

Para avaliar se as doses de THC aqui utilizadas interferem no comportamento
tipo-ansioso ou na locomogéao no LCE, ratos receberam veiculo ou THC (0,002 ou 0,3
mg/kg) 20 minutos antes de serem submetidos ao LCE (n=9-12/grupo). A ANOVA de
uma via mostrou que ndo ha efeito significativo do tratamento entre os grupos na
%TBA [F(2,28) = 0,106; p = 0,899; n? = 0,008], %EBA [F(2,28) = 0,899; p = 0,418; n? =
0,048] e EBF [F(2,28) = 2,894; p = 0,072; n? = 0,171]. Conforme mostrado na Tabela 1,

nao ha diferenga entre os grupos nos parametros avaliados.

Tabela 1. O efeito agudo do THC em comportamentos tipo-ansiedade e locomotores no LCE

VEI THC 0.002 THC 0.3
%TBA 24,06 + 4,52 26,20 + 4,96 23,30 + 3,54
%EBA 29,07 £ 5,08 37,13 5,14 37,14 + 4,78
EBF 10,75+ 0,77 7,90 + 0,92 11,44 + 0,96

Tabela 1. Grupos independentes de animais foram tratados com VEI ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg) e
20 min depois foram submetidos ao LCE. Nao foram observadas diferengas significativas entre os
grupos. %TBA: porcentagem de tempo nos bragos abertos; %EBA: porcentagem de entradas nos
bragos abertos; EBF: nimero de entradas nos bragos fechados.

5.6 Experimento 6. Avaliagao do efeito do tratamento com THC apés 24 h

na locomogao no campo aberto

Para avaliar se as doses de THC utilizadas interferem na locomogao dos animais
no dia seguinte ao tratamento, ratos receberam veiculo ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg)
24 h antes de serem submetidos ao campo aberto (n = 8/grupo). A ANOVA de uma
via mostrou que néo ha efeito do tratamento na distancia total percorrida [F2,21) =
1,719; p = 0,203; n? = 0,140] e numero de cruzamentos [F,21) = 0,946; p = 0,404; n?
= 0,083]. Como pode ser observado na Tabela 2, ndo ha diferenca entre os grupos

nos parametros avaliados.
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Tabela 2. Efeito do tratamento com THC 24 h apés a administragao na locomog&o no campo aberto

VEI THC 0.002 THC 0.3
Distancia total 28.04 £1.02 37.53+7.35 2747 £0.77
percorrida (m)
Numero de 153.00 £ 8.33 173.12 £ 22.08 146.25 +7.94
cruzamentos

Tabela 2. Grupos independentes de animais foram tratados com VEI ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg) e
expostos ao campo aberto 24 h depois. Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos.

5.7 Experimento 7. O efeito do tratamento com THC na expressao das
subunidades GIuN2A e GIuN2B no HD

Para avaliar a expressao de GIuN2B e GIuN2A no HD, grupos independentes de
animais condicionados ao medo e tratados com VEI ou THC (0,002 ou 0,3 mg/kg) 20
minutos antes da evocacdo, tiveram seu HD removido imediatamente apds a
evocagao (n = 6-7/grupo) ou Teste A1 (n = 5-7/grupo). Um grupo adicional (n = 7) de
animais naive nao condicionados também foi utilizado. Apds a evocagao, a ANOVA
de uma via mostrou que ndo ha efeito significativo do tratamento na expresséo de
GIUN2B [F3.24) = 0,459; p = 0,714; n? = 0,054], GIuN2A [F(3,24) = 0,093; p = 0,963; n? =
0,011], ou na razdo GIUN2A/GIuUN2B [F 3,23 = 0,605; p = 0,618; n? = 0,073] (Figura
17A-C). Apés o Teste A1, ANOVA de uma via mostrou que nao ha efeito do tratamento
na expressdo de GIUN2B [F3,20) = 0,273; p = 0,844; n? = 0,039]. No entanto, um efeito
significativo do tratamento na expressédo de GIuN2A [F320) = 3,308; p = 0,041; n? =
0,332] e na razao GIuUN2A/GIuN2B [F3,19) = 3,159; p = 0,048; n? = 0,332] foi observado.
O tratamento com THC 0,3 diminuiu a expressdo de GIuN2A e a relacao
GIuN2A/GIuN2B em comparacéao ao grupo VEI (Figura 17D-F).
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Figura 17. Efeitos do tratamento com THC na expressao de GIuN2B e GIuN2A no HD. A) Expresséao
de GIuN2B apés a evocagao da memoria. B) Expressdo de GIuN2A apés a evocagdo da memoria. C)
Razao GIuN2A/GIuN2B apos a evocagéo. D) Expresséo de GIuN2B apos o Teste A1. E) Expressao de
GIuN2A apos o Teste A1. F) Razdo GIuUN2A/GIuN2B apos o Teste A1. O tratamento com THC 0,3
diminuiu a expressdo de GIuN2A e a razdo GIuN2A/GIuN2B no HD apds o Teste A1. Nao foram
observadas diferengas significativas apds a evocagcdo da memoria. Resultados sdo expressos por
média + EPM e valores individuais. O * significa p<0,05 comparado ao grupo VEI.
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5.8 Experimento 8. O efeito do tratamento com THC na expressao das
subunidades GIuN2A e GluN2B na AMG e no CPFm

Como no HD foram observadas alteragdes apenas apds o Teste A1, para avaliar
se o tratamento com THC altera a expressao de GIuN2B e GIuN2A também na AMG
e no CPFm, amostras dos mesmos animais que receberam VEI ou THC (0,002 ou 0,3
mg/kg) 20 minutos antes da evocagao e tiveram a remogao do cérebro apds o Teste
A1 (n = 5-7/grupo) foram analisadas. Na AMG, a ANOVA de uma via mostrou um
efeito significativo do tratamento na expressédo de GIuN2B [F@321) = 3,715; p = 0,027,
n? = 0,347], mas ndo na expressdo de GIuN2A [F321) = 0,718; p = 0,552; n2 = 0,093]
ou na razdo GIuN2A/GIuN2B [F@322) = 0,6081; p = 0,6168; n? = 0,076]. Como
observado na Figura 18A-C, o tratamento com THC 0,3 diminui exclusivamente a
expressao de GluN2B em comparacéo ao grupo VEI. No CPFm, a ANOVA de uma
via mostrou que nao ha efeito significativo do tratamento na expressdo de GIuN2B
[F(3,23) = 1,396; p = 0,2693; n? = 0,154], na expressdo de GIuUN2A [F323) = 0,6359; p =
0,5995; n? = 0,076], ou na razdo GIUN2A/GIUN2B [F@321) = 1,107; p = 0,3685; n? =
0,136]. Como observado na Figura 18D-F, ndo ha diferenca signficativa entre os
grupos. Em conjunto esses resultados sugerem que tratamento com THC 0,3 antes
da evocagao da memodria, atua diferentemente no o HD e na AMG, diminuindo a

expressao de GIUN2A e GIuN2B, respectivamente.
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Figura 18. Efeitos do tratamento com THC na expressado de GIuN2B e GIUN2A apds o Teste A1 na
AMG e no CPFm. A) Expressédo de GIuN2B na AMG. B) Expressédo de GIUN2A na AMG C) Razao
GIluN2A/GIuN2B na AMG. D) Expressao de GIuN2B no CPFm. E) Expressao de GIuN2A no CPFm. F)
Razao GIuN2A/GIuN2B no CPFm. O tratamento com THC 0,3 diminuiu a expressao de GIuN2B, sem
alterar a de GIUN2A ou a razdo GIuN2A/GIuN2B na AMG apés o Teste A1. Nao foram observadas
diferencgas significativas no CPFm. Resultados sao expressos por média + EPM e valores individuais.
O * significa p<0.05 comparado ao grupo VEI.
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5.9 Experimento 9. Avaliagao da participacao dos receptores GIuN2A-

NMDA ou GIuN2B-NMDA do HD na labilizagao e reconsolidagao da memoria

Para avaliar se o efeito de ANI na reconsolidacdo da memoria de medo depende
dos receptores GIUN2A-NMDA ou GIluN2B-NMDA, ratos condicionados ao medo
receberam veiculo i.p. e, posteriormente, receberam randomicamente veiculo,
PEAQX ou IFE intra-HD, 20 min antes da evocacao. Imediatamente apds a evocacao,

0s animais receberam veiculo ou ANI intra-HD (n = 9-11/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagcao entre pré-tratamento x
tratamento x re-exposicdo ao Contexto A [F2s54) = 4,448; p = 0,016; n? = 0,141].
Conforme observado na Figura 19A, o tratamento com PEAQX ou IFE reduziu
significativamente a porcentagem de tempo de congelamento durante a sesséo de
evocagao em relacao aos controles. No entanto, no Teste A1 os grupos VEI-PEAQX-
VEI e VEI-IFE-VEI apresentaram porcentagens de tempo de congelamento
semelhantes aos controles, sugerindo um comprometimento especifico na expressao
da memoria do medo. No Teste A1, os grupos VEI-VEI-ANI e VEI-PEAQX-ANI
apresentaram diminuigao significativa na porcentagem de tempo de congelamento em
relagdo aos controles, sugerindo um prejuizo na reconsolidagcdo da memoaria. Este
efeito ndo é observado no grupo VEI-IFE-ANI, sugerindo que no HD o antagonismo
dos receptores GIuUN2B-NMDA, mas ndo GIuN2A-NMDA, previne o efeito da ANI na

reconsolidacéao.

A ANOVA de duas vias mostrou uma interagao entre pré-tratamento x tratamento
na exposi¢do Contexto B [F(2,54) = 18,466; p < 0,00001; n? = 0,406] e no ID [F2,54) =
9,108; p = 0,0004; n? = 0,252]. Conforme observado na Figura 19B-C, os animais VEI-
IFE—ANI apresentaram um aumento na porcentagem de tempo de congelamento no
Teste B1 e uma reducdo no ID1, respectivamente, em relagdo aos controles,
sugerindo que o antagonismo dos receptores GIuUN2B-NMDA né&o apenas previne o
efeito da ANI na reconsolidagdo da memoédria do medo, mas também aumenta a

generalizagdo da memdria do medo.
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Figura 19. Efeitos do antagonismo dos receptores GIuN2A-NMDA e GluN2B-NMDA do HD. A) Durante
a sessao de evocagéo, o tratamento com PEAQX ou IFE reduziu o comportamento de congelamento,
sugerindo um prejuizo na expressao da memaria. No Teste A1, os animais VEI-VEI-ANI e VEI-PEAQX-
ANI, mas nao VEI-IFE-ANI, mostraram uma redugédo no comportamento de congelamento comparado
com os controles, sugerindo um prejuizo na reconsolidacao, e o antagonismo dos receptores GluN2B-
NMDA previne esse efeito. B) No Teste B1, o grupo VEI-IFE-ANI mostrou um aumento do
comportamento de congelamento comparado com o grupo controle, sugerindo um aumento da
generalizagdo da memdria. C) No ID, o grupo VEI-IFE-ANI mostrou uma redugdo quando comparado
ao grupo controle, sugerindo uma memaria menos especifica. Resultados sdo expressos por média +
EPM e valores individuais. O * significa p<0,05 comparado ao grupo controle da sessao.

5.10 Experimento 10. Influéncia dos receptores GIluN2A-NMDA ou GluN2B-
NMDA do HD no efeito da dose ultrabaixa de THC na reconsolidagdao da meméria

Para avaliar a participacao dos receptores GIuUN2A-NMDA ou GluN2B-NMDA no
efeito do THC 0,002 mg/kg, ratos condicionados ao medo receberam randomicamente
veiculo ou THC 0,002 mg/kg i.p., seguido imediatamente de veiculo, PEAQX ou IFE

no HD, 20 minutos antes da sesséo de evocagao da memoria (n = 8-10/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagao entre pré-tratamento x
tratamento x re-exposi¢cdo ao contexto A [F4e) = 3,664; p = 0,033; n? = 0,137].
Conforme observado na Figura 20A, o tratamento com PEAQX ou com IFE,
independentemente do tratamento anterior com veiculo ou THC 0,002, diminuiu
significativamente a porcentagem de tempo de congelamento durante a sesséo de
evocagao. No entanto, os grupos VEI-PEAQX e VEI-IFE apresentaram
comportamento de congelamento semelhante aos controles durante o Teste A1,
sugerindo um comprometimento especifico na expressdo da memoria. No Teste A1,
os grupos THC 0,002-VEI e THC 0,002-PEAQX, mas nao THC 0,002-IFE,
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apresentaram redugéao significativa na porcentagem de tempo de congelamento em
relacdo aos controles. Esses resultados sugerem que o efeito do THC 0,002 na
reconsolidagdo da memoria de medo € dependente dos receptores GIuUN2B-NMDA,

mas nao dos receptores GIuUN2A-NMDA.

A ANOVA de medidas repetidas mostrou que nao ha interagao significativa entre
pré-tratamento x tratamento na exposigdo Contexto B [F(246) = 2,890; p = 0,066; n? =
0,112] e no ID [F246) = 0,677; p = 0,513; n? = 0,028]. Conforme observado na Figura
20B-C, nao ha diferenca entre os grupos no Teste B1 ou no ID1, sugerindo ndo haver

influéncia dos tratamentos na generalizagdo da meméria.
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Figura 20. Efeitos do antagonismo dos receptores GIuUN2A-NMDA e GIuN2B-NMDA do HD nos efeitos
do THC 0,002. A) Durante a sessdao de evocagado, o tratamento com PEAQX ou IFE reduziu o
comportamento de congelamento em grupos pré-tratados com VEI ou THC 0,002, sugerindo um
prejuizo na expressao da memoria. No Teste A1, os grupos THC 0,002-VEI e THC 0,002-PEAQX, mas
ndo THC-0,002-IFE, mostraram uma redugdo no comportamento de congelamento, sugerindo um
prejuizo na reconsolidagao, e o antagonismo dos receptores GIuN2B-NMDA previne esse efeito. B) No
Teste B1, nenhuma diferencga significativa foi observada entre os grupos. C) No ID, nenhuma diferenga
significativa foi observada entre os grupos. Resultados sdo expressos por média £+ EPM e valores
individuais. O * significa p<0,05 comparado ao grupo controle da sessao.

3.11 Experimento 11. A influéncia dos receptores GIuN2A-NMDA ou
GIluN2B-NMDA do HD no efeito da dose convencional de THC na reconsolidagao

da memoéria

Para avaliar se o efeito do THC 0,3 ao prevenir o efeito da ANI na reconsolidagao
da memoria depende dos receptores GIUN2A-NMDA ou GIuN2B-NMDA, ratos

condicionados ao medo receberam THC 0,3 mg/kg i.p. e, posteriormente, receberam
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randomicamente veiculo, PEAQX ou IFE no HD 20 minutos antes da sessao de
evocacdo de memoria. Imediatamente apdés a sessdo de evocagao, 0s animais

receberam veiculo ou ANI no HD (n = 9-11/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagao entre pré-tratamento x
tratamento x re-exposicdo ao Contexto A [F,56) = 9,277; p = 0,0003; n? = 0,248].
Conforme observado na Figura 21A, os grupos que receberam PEAQX ou IFE
apresentaram menor percentual de tempo de congelamento durante a sessao de
evocacgao, sugerindo prejuizo na expressao da memoria, uma vez que, no Teste A1,
os grupos THC 0,3-PEAQX-VEI e THC 0,3-IFE-VEI apresentaram comportamento de
congelamento semelhante ao grupo controle. No Teste A1, os grupos THC 0,3-VEI-
ANI e THC 0,3—PEAQX-ANI também nao diferiram do controle, confirmando que a
administracao de THC 0,3 previne o efeito da ANI na reconsolidagdo da memoaria e
sugerindo que este efeito ndo € dependente dos receptores GIUN2A-NMDA. No
entanto, o grupo THC 0,3-IFE-ANI apresentou uma redugdo significativa na
porcentagem de tempo de congelamento em relagao ao grupo controle, sugerindo um
prejuizo na reconsolidacédo da memoria e um envolvimento dos receptores GIUN2B-
NMDA no efeito da THC 0,3 na labilizagao.

A ANOVA de duas vias mostrou uma interacédo de pré-tratamento x tratamento
na exposi¢cdo do Contexto B [F(2,56) = 5,647; p = 0,006; n2 = 0,167] € no ID [F(2,56) =
4,381, p = 0,017; n? = 0,131]. Conforme observado na Figura 21B-C, o grupo THC
0,3-VEI-ANI apresentou um aumento na porcentagem de tempo de congelamento no
Teste B1 e uma reducdo no ID1, respectivamente, em comparagao aos controles,
sugerindo um aumento na generalizagdao da memoria de medo. O mesmo nao foi
observado no grupo THC 0,3—-IFE-ANI no Teste B1 e no ID1, sugerindo que
antagonizar os receptores GIuUN2B-NMDA também garante a especificidade da

memoria.
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Figura 21. Efeitos do antagonismo de receptores GIuN2A-NMDA e GluN2B-NMDA do HD nos efeitos
do THC 0,3. A) Durante a sessdo de evocagao, o tratamento com PEAQX ou IFE reduziu o
comportamento de congelamento, sugerindo um prejuizo na expressdao da memoria. No Teste A1,
grupo THC 0,3-IFE-ANI, mas ndo o THC 0,3-VEI-ANI e THC 0,3-PEAQX-ANI, mostrou uma redugéo
no comportamento de congelamento, sugerindo que receptores GIuN2B-NMDA, mas nao GluN2A-
NMDA, estdo envolvidos em antagonizar o efeito induzido pelo THC 0,3 na labilizagdo da meméria. B)
No Teste B1, os animais THC 0,3-VEI-ANI apresentaram um aumento no comportamento de
congelamento comparado com o controle, e o grupo THC 0,3-IFE-ANI mostrou uma redugédo no
comportamento de congelamento comparado com esse grupo, sugerindo que o antagonismo de
receptores GIuUN2B-NMDA também previne a generalizagdo da meméoria. C) No ID, o grupo THC 0,3-
VEH-ANI apresentou uma diminuigao desse parametro quando comparado ao controle, sugerindo uma
memoéria menos especifica. Resultados sdo expressos por média + EPM e valores individuais. O *
significa p<0,05 comparado ao grupo controle da sessao.

5.12 Experimento 12. A dependéncia da evocagao da memoéria no efeito do

THC 0,3-IFE-ANI na reconsolidagao da meméria

Em seguida, para avaliar se o efeito do THC 0,3-IFE-ANI na reconsolidagao
depende da evocacdo da memoaria, ratos condicionados ao medo, 20 minutos antes
da exposig¢ao ao contexto B (sessao de nao-evocagao), receberam THC 0,3 mg/kg i.p.
e receberam randomicamente veiculo ou IFE no HD. Apds exposi¢ao ao contexto B,
os animais receberam ANI no HD (n = 8/grupo). O teste t de Student mostrou que néo
ha efeito do tratamento durante a exposi¢cao ao Contexto B (t14 = 0,566; p = 0,580) ou
Teste A1 (t14 = -0,896; p = 0,385). Conforme observado na Figura 22, nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos THC 0,3-VEI-ANI e THC 0,3—-IFE—ANI
durante a exposi¢gao ao contexto B ou no Teste A1. Este resultado sugere que o
tratamento com IFE depende da evocacdo da memoria para restaurar o efeito

amnésico da ANI em animais tratados com THC 0,3 mg/kg.
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Figura 22. Efeito do THC 0,3-IFE-ANI quando a evocacao foi omitida. Nenhuma diferenga significativa
foi observada entre os grupos THC 0,3-VEI-ANI e THC 0,3-IFE-ANI durante o Teste A1, sugerindo que
o efeito do THC 0,3-IFE-ANI depende da evocagao da memoria.

5.13 Experimento 13. A influéncia do UPS do HD na labilizagcdo e

reconsolidagcao da meméria

Para avaliar se a inibicdo do UPS afetaria o efeito da ANI na reconsolidagao da
memoria, ratos condicionados ao medo receberam veiculo i.p., entdo, receberam
randomicamente veiculo ou Blac no HD, 20 minutos antes da evocagdo da memoria.

Imediatamente apds a sessao, receberam veiculo ou ANI no HD (n = 9-10/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagcao entre pré-tratamento x
tratamento x re-exposicdo ao Contexto A [F1,33 = 5,220; p = 0,029; n? = 0,136].
Conforme observado na Figura 23A, a administragao de Blac induziu uma redugao na
porcentagem de tempo de congelamento em comparagao com o controle durante a
sessdo de evocacgdo, mas este efeito ndo se manteve no Teste A1, sugerindo um
prejuizo na expressdo da memoria. No Teste A1, os animais VEI-VEI-ANI
apresentaram redugéo no percentual de tempo de congelamento em comparagéo aos
controles, no entanto, este efeito ndo € observado no grupo VEI-Blac—ANI, sugerindo

que a inibicado do UPS previne o efeito da ANI na reconsolidagao da memoria.

A ANOVA de duas vias mostrou que nao ha interagcao significativa entre pré-
tratamento x tratamento na exposigdo ao contexto B [F(1,33)= 0,273; p = 0,605; n? =
0,008] e no ID [F(1,33) = 0,961; p = 0,334; n? = 0,028]. Conforme observado na Figura
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23B-C, nao ha diferenca significativa entre os grupos no Teste B1 ou no ID1, sugerindo

n&o haver influéncia do tratamento na generalizacdo da memoria.
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Figura 23. Efeitos da inibigdo do UPS do HD na labilizagdo/reconsolidagdo da meméria. A) Durante a
sessao de evocacao, o tratamento com Blac reduziu o comportamento de congelamento, sugerindo um
prejuizo na expressdo da memoria. No Teste A1, o grupo VEI-VEI-ANI, mas ndo VEI-fBlac—ANI,
mostrou uma redugao no comportamento de congelamento, sugerindo um prejuizo na reconsolidagao,
e que a inibicdo do UPS prejudica a labilizagdo da memdria. B) No Teste B1, nenhuma diferenga
significativa foi observada entre os grupos. C) No ID, nenhuma diferenca significativa foi observada
entre os grupos. Resultados s&o expressos por média + EPM e valores individuais. O * significa p<0,05
comparado ao grupo controle da sesséo.

5.14 Experimento 14. Influéncia do UPS do HD no efeito do THC 0,002 na

reconsolidagao da meméria

Para avaliar se a inibicdo do UPS interfere com o efeito do THC 0,002, ratos
condicionados ao medo receberam veiculo ou THC 0,002 i.p. e receberam
randomicamente veiculo ou Blac no HD, 20 minutos antes da sesséo de evocacéao (n

= 8-10/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interagao significativa entre pré-
tratamento x tratamento x re-exposicdo ao Contexto A [F(1,32) = 5,733; p = 0,023; n? =
0,152]. Conforme observado na Figura 24A, a administragcdo de Blac induziu uma
redugcao na porcentagem de tempo de congelamento em comparagédo com o grupo
controle durante a sessao de evocacgao. Este efeito ndo foi duradouro no Teste A1,
sugerindo um prejuizo na expressdo da memoria. No Teste A1, os animais THC
0,002-VEI| apresentaram redugdo na porcentagem de tempo de congelamento

durante o Teste A1 em relagao aos controles, no entanto, esse efeito ndo € observado
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no grupo THC 0,002—flac, sugerindo que a inibicdo do UPS previne o efeito do THC

0,002 na reconsolidagao da memoria.

A ANOVA de duas vias ndo mostrou interagao significativa entre pré-tratamento
x tratamento na exposi¢do ao Contexto B [F(1,32) = 0,096; p = 0,758; n? = 0,003] e no
ID [F1,32) = 2,674, p = 0,112; n? = 0,077]. Conforme observado na Figura 24B-C, nao
ha diferencga significativa entre os grupos no Teste B1 ou no ID1, sugerindo nao haver

influéncia do tratamento na generalizagao da meméria.
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Figura 24. Efeitos da inibigdo do UPS do HD no efeito do THC 0,002 na labilizagao/reconsolidagéo da
memoéria. A) Durante a sessdo de evocagdo, o tratamento com flac reduziu o comportamento de
congelamento em grupos pré-tratados com VEI ou THC 0,002, sugerindo um prejuizo na expressao da
memoéria. No Teste A1, o grupo THC 0,002-VEI, mas ndo THC 0,002-Blac, mostrou uma redugéo no
comportamento de congelamento, sugerindo um prejuizo na reconsolidagéo, e que a inibicao do UPS
prejudica a labilizacdo da meméaria. B) No Teste B1, nenhuma diferenca significativa foi observada entre
os grupos. C) No ID, nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos. Resultados séao
expressos por média + EPM e valores individuais. O * significa p<0,05 comparado ao grupo controle da
sessao.

5.15 Experimento 15: Influéncia do UPS do HD no efeito do THC 0,3 na

reconsolidagcao da meméria

Para avaliar se a inibigdo do UPS interfere com o efeito do THC 0,3, ratos
condicionados ao medo receberam THC 0,3 i.p. e posteriormente, randomicamente
veiculo ou Blac no HD, 20 minutos antes da sessao de evocacgao. Imediatamente apos

a evocacao, eles receberam randomicamente veiculo ou ANI no HD (n = 9-10/grupo).

A ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou interagao significativa entre preé-

tratamento x tratamento x re-exposi¢édo ao contexto A [F(1,37) = 5,258, p = 0,027; n? =
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0,124]. Conforme observado na Figura 25A, a administracdo de Blac induziu uma
reducdo na porcentagem de tempo de congelamento durante a sessdo de evocagéo
em comparagao com o controle, mas esse efeito ndo foi mantido no Teste A1,
sugerindo um prejuizo na expressao da memoéria. Durante o Teste A1, nem THC 0,3—
VEI-ANI nem THC 0,3—@lac—ANI diferem do grupo controle. Este resultado confirma
que a ANI n&o é capaz de prejudicar a reconsolidagcdo da memoéria de medo em
animais tratados com THC 0,3, e também sugere que a inibicdo do UPS n&o modifica

esse efeito.

A ANOVA de duas vias mostrou uma interacao de pré-tratamento x tratamento
na exposigdo ao Contexto B [F(1,37)= 4,203, p = 0,047; n®=0,102] e no ID [F(1,37) =
4,878, p = 0,033; n? = 0,116], conforme observado na Figura 25H-I, o grupo THC 0,3—
VEH-ANI apresentou uma porcentagem de tempo de congelamento
significativamente maior no Teste B1 e uma reducado significativa no ID1 em
comparagao aos controles, sugerindo um aumento na generalizagdo da memoria de
medo. No entanto, este efeito nao foi prevenido pela administracéo de Blac, sugerindo
que a inibicdo do UPS em animais pré-tratados com THC 0,3 mantém a generalizagao

da memoria de medo.
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Figura 25. Efeitos da inibicdo do UPS do HD no efeito do THC 0,3 na labilizagdo/reconsolidagéo da
memoria. A) Durante a sessdo de evocagdo, o tratamento com Blac reduziu o comportamento de
congelamento, sugerindo um prejuizo na expressdo da memoéria. No Teste A1, nenhuma diferenga
significativa foi observada entre os grupos, sugerindo que o THC 0,3 previne o efeito da ANI na
reconsolidagdo da memoéria de medo, e esse efeito n&do é prevenido pela inibigdo pela Blac. B) No Teste
B1, os animais THC 0,3-VEI-ANI e THC 0.3-Blac-ANI apresentam um aumento no comportamento de
congelamento, sugerindo que a inibicdo do UPS n&o preveniu a generalizagdo da memaria. C) No ID,
os grupos THC 0.3-VEH-ANI e THC 0.3-Blac-ANI apresentaram uma diminuicdo nesse parametro,
comparado com o controle, sugerindo uma memoria menos especifica. Resultados sdo expressos por
média + EPM e valores individuais. O * significa p<0,05 comparado ao grupo controle da sessao.
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6. Discussao

Os resultados do presente trabalho mostraram que o THC 0,3 administrado antes
da evocagao nao alterou a expressao de congelamento, mas aboliu o efeito da ANI
na reconsolidagdo, sendo este efeito associado ao aumento da generalizagéo e
reducao do indice de discriminagcao. Por sua vez, o THC 0,002 administrado antes da
evocacgao prejudicou a reconsolidacdo da memodria de medo. Esse efeito também foi
observado quando o THC 0,002 foi administrado apds a evocagédo. O THC 0,3
administrado antes da evocagdo diminuiu a expressao de GIuN2A e a razao
GIuN2A/GIuN2B no HD 24 h depois. No entanto, na AMG, o THC 0,3 diminuiu a
expressao de GIUN2B e n&o induziu alteragdes na expressdo de GIuN2A ou GIuN2B
no CPFm. O antagonismo dos receptores GIuN2B-NMDA, mas nao GIluN2A-NMDA
no HD preveniu os efeitos induzidos pela ANI e pelo THC 0,002 na reconsolidagao e
restaurou o efeito da ANI em animais pré-tratados com THC 0,3, além de prevenir a
generalizagdo do medo. A inibigdo do UPS no HD aboliu o efeito da ANI em animais
pré-tratados com VEI ou THC 0,002, mas nao interferiu no efeito do THC 0,3. Por fim,
o antagonismo de receptores CB1 preveniu o efeito do THC 0,002 na reconsolidagao.
Juntos, esses resultados sugerem que o THC induziu um efeito bidirecional na

labilizac&o e reconsolidacdo da memoaria do medo dependendo da dose.

6.1 O efeito do THC na labilizacao e na reconsolidagao da memoéria de medo

A infusdo de ANI no HD de animais tratados com VEI reduziu significativamente
o tempo de congelamento no Teste A1 e no Teste A2 em comparagdo ao grupo
controle, sugerindo um prejuizo na reconsolidagcdo da memodria de medo. Este
resultado concorda com estudos anteriores que relatam que a reconsolidacdo da
memoria de medo contextual depende de sintese proteica no HD (LEE et al., 2008;
LEE, 2008; SUZUKI et al., 2009; MAMIYA et al., 2009). Além disso, 0 envolvimento
do HD na resisténcia a labilizacdo da memodria do medo contextual também ja foi
descrito, ja que a infusdo de farmacos no HD é suficiente para bloquear ou facilitar a
labilizacdo da memoria de medo contextual (LEE; FLAVELL, 2014; LEE et al., 2008;
LEE, 2008; SUZUKI et al., 2008). Além disso, a sua integridade também é importante
na resisténcia a labilizagdo da memoria de medo ao som (FERRARA et al., 2019).
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A resisténcia a labilizagcdo € um fendmeno observado em modelos que induzem
uma superconsolidagdo da memaoria com administracdo de ioimbina, estresse prévio
ao condicionamento de medo, ou um condicionamento de alta intensidade (WANG;
DE OLIVEIRA ALVARES; NADER, 2009; BUSTOS et al., 2010; GAZARINI et al.,
2015; COMAS MUTIS et al.,, 2021). No entanto, como a ANI prejudica a
reconsolidagcdo da memdria nos animais que receberam VEI, os resultados do
presente trabalho sugerem uma falta de resisténcia a labilizagdo. Além disso, nao foi
observado aumento do comportamento de congelamento no grupo controle durante a
exposicao ao Contexto B. Nesse primeiro experimento todos os grupos apresentaram
cerca de 20% ou menos de tempo de congelamento no Teste B1 e no Teste B2,
diferentemente do observado nos estudos anteriores citados, em que a expressao do
congelamento no Contexto B & cerca de 40% ou mais (BUSTOS et al.,, 2010;
GAZARINI et al., 2015), ou até mesmo semelhante a porcentagem de congelamento
expressa no contexto condicionado apos 14 dias em um modelo com administracao
de corticosterona (DOS SANTOS CORREA et al., 2021), sugerindo que nas atuais
condigbes, apenas a intensidade do treino ndo € suficiente para induzir a

generalizagdo da memoria e a resisténcia a labilizagao.

Em contraste ao observado nos animais pré-tratados com VEI, apesar do preé-
tratamento com THC 0,3 antes da evocagdo nao alterar a expressdo do
comportamento de congelamento em relagdo ao grupo controle em nenhum dos
testes per se, sua administracao aboliu o efeito da ANI no Teste A1 e no Teste A2,
sendo a expressao do congelamento do grupo THC 0,3-ANI semelhante ao grupo
controle, sugerindo um prejuizo na labilizagédo da meméria. Estudos anteriores haviam
mostrado que o receptor CB1 do HD é importante para a labilizagdo da memoéria de
medo contextual (SUZUKI et al., 2008; LEE; FLAVELL, 2014; LEE et al., 2019), no
entanto, o resultado observado com o THC 0,3 contrasta com os relatos que
mostraram que a administracdo de um antagonista de receptores CB1 (SR141716A)
intra-HD preveniu o efeito induzido pela ANI de prejudicar a reconsolidagédo da
memoria de medo (SUZUKI et al., 2008). Por sua vez, em um protocolo de
condicionamento ao contexto em que, apesar do treino ser de intensidade moderada
(3 choques de 0.5 mA/2 s), foi realizada uma evocagéo de apenas 2 min, ndo sendo
possivel observar o efeito amnésico do antagonista de receptores NMDA (MK801) na

reconsolidacdo da memoria de medo per se, obteve-se uma facilitacao da labilizagao



78

com a administracdo de um agonista de receptores CB1 (ACEA), permitindo o efeito
do MK801 (LEE; FLAVELL, 2014). Alguns fatores podem explicar em parte os efeitos
opostos observados, sendo um deles o0 momento da administragao. LEE et al. (2019)
sugeriram através da administracdo de SR141716A no HD, tanto antes quanto apo6s
a evocacao, que a participacao do receptor CB1 do HD na labilizacdo da memoria de
medo contextual seria mais proeminente apds a evocacgao, pois a administracdo do
antagonista CB1 nesse momento foi capaz de prevenir o efeito amnésico do MK801.
No trabalho de Suzuki et al. (2008), e no de Lee e Flavell (2014), a administragdo intra-
HD de SR141716A e de ACEA, respectivamente, também foi apds a evocacao, mas
o trabalho de Lee e Flavell (2014) também explorou a administragcao sistémica de
ACEA antes da evocacao e o mesmo efeito facilitatério da labilizagao é reportado. No
presente trabalho, a administracdo do THC também foi sistémica, assim a participacao
de outras areas cerebrais ndo pode ser excluida, como por exemplo da AMG, que
envia projecoes indiretas para o HD (DE OLMOS et al., 2004), e sugere-se que essa
conexdo HD-AMG seria importante para a labilizagdo da memdéria (DONZIS;
RENNAKER; THOMPSON, 2013; WELLS et al., 2011).

De fato, a infusdo de ANI na BLA apds a evocacdo de uma memoéria de medo
contextual, além de prejudicar a reconsolidagdo, € capaz de induzir modificacbes
estruturais no HD, como a diminuigdo de espinhas dendriticas (COMAS MUTIS et al.,
2021). Ainda, Lee et al. (2019) sugerem que os receptores CB1 nessa regido tenham
uma maior participagdo na labilizagdo da memodria de medo contextual antes da
evocacao (LEE et al., 2019). De fato, a BLA também é importante para os processos
de labilizagao e reconsolidagdo da memdéria de medo ao som (NADER; SCHAFE; LE
DOUX, 2000; BEN MAMOU; GAMACHE; NADER, 2006; JAROME et al., 2015) e
também da memodria de medo ao contexto (COMAS MUTIS et al., 2021). No entanto,
em protocolos de memoria de medo ao som, a mudanga de contexto parece
fundamental para a labilizagdo da memoria (JAROME et al., 2015), assim a resisténcia
a labilizagdo pode ser induzida pela auséncia de uma novidade durante a evocagéo.
Estudos sugerem que a inibigdo da sintese proteica na BLA em protocolos com
resisténcia a labilizagao, tanto pela auséncia de novidade contextual, como induzido
por um treino de alta intensidade (10 pareamentos som-choque de 1.5 mA/1 s), so foi
capaz de prejudicar a reconsolidagdo quando foi feita a inativagao prévia ou a lesao
do HD (WANG; DE OLIVEIRA ALVARES; NADER, 2009; FERRARA et al., 2019).
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Dessa forma, as proje¢coées do HD para a AMG seriam importantes para a resisténcia
a labilizagdo. Como no presente trabalho a inibicdo da sintese proteica foi feita
diretamente no HD, é provavel que a ativagdo dos receptores CB1 do préprio HD,
mesmo antes da evocacgdo, esteja impedindo a labilizagdo da memoria, pela

importancia dessa regido para esse fenébmeno.

Outro fator que pode ter contribuido para os efeitos opostos observados, seria a
prépria caracteristica das drogas canabinoides apresentarem efeitos bifasicos
(CALABRESE; RUBIO-CASILLAS, 2018; PANDELIDES et al., 2020; RAYMUNDI et
al., 2020b), incluindo os efeitos na memdéria e na ansiedade. Enquanto doses baixas
de THC facilitam a extincdo da memodria e induzem comportamentos tipo-ansioliticos
(METNA-LAURENT et al., 2012; SALVIATO et al., 2021), doses mais altas exercem
efeitos opostos, prejudicando a extingdo e sendo tipo-ansiogénicas (PATEL;
HILLARD, 2006; METNA-LAURENT et al., 2012; SALVIATO et al., 2021). Apesar da
dose de 0,3 mg/kg de THC ser considerada uma dose baixa, pode ser que quanto ao
processo de labilizagcdo da memdria ela seja o suficiente para induzir efeitos na diregao
de prejuizo. Além disso, como comentado anteriormente, o protocolo utilizado no
presente trabalho n&o induz a resisténcia a labilizagdo, como observado no trabalho
de Lee e Flavell (2014), assim, investigagdes futuras sdo necessarias para se avaliar
em qual diregdo seria o efeito do THC nessa dose mudando as condigbes
experimentais. Além disso, Lee e Flavell (2014) utilizaram o ACEA, que € um agonista
total, bastante potente e com maior afinidade e seletividade para os receptores CB1
do que o THC (AN et al., 2020), que atua como um agonista parcial, podendo também
ativar outros alvos, como o proprio receptor CB2 (PERTWEE, 2009). Pertwee (2009)
comenta em sua revisdo que pela sua baixa eficacia, menor até do que os agonistas
canabinoides enddgenos, o THC pode, em alguns casos, antagonizar fisiologicamente
os efeitos da ativagdo endocanabinoide, o que pode ser o caso da dose 0,3 mg/kg
nesse trabalho. Ainda, existem evidéncias de que o antagonismo de receptores CB2
no HD antes da evocagédo facilita a labilizagdo da memdéria de medo contextual
potencializada pela ioimbina (SCOZ-SILVA, 2018), assim, nao se pode excluir que a
resisténcia a labilizacao induzida pelo THC possa se dar também pela ativacao de

receptores CB2.

O tratamento com THC 0,002 antes da evocagdo da memodria reduziu a

porcentagem de tempo de congelamento no Teste A1 e no Teste A2, sugerindo que
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a dose ultrabaixa de THC prejudicou a reconsolidacdo da memoria de medo.
Corroborando esse resultado, o efeito do THC no Teste A1 foi abolido quando o
tratamento foi administrado antes da exposicdo a um Contexto B n&o-pareado,
mostrando que a evocagao da memoaria no contexto pareado € necessaria para o
efeito do THC na reconsolidagdo da memoaria. O efeito de uma dose ultrabaixa de THC
na memoria de medo n&o havia sido explorado até o momento, entretanto, esses
resultados estdo de acordo com estudos que mostram que o proprio THC em doses
convencionais (STERN et al., 2015) ou que outros agonistas do receptor CB1 como o
CP55,940 e a anandamida (DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2008; SANTANA et al.,
2016), ou farmacos que aumentam a transmissdo endocanabinoide como o CBD
(STERN et al., 2012; BAYER et al., 2021), prejudicam a reconsolidagdo da meméria
de medo por meio do receptor CB1. Ainda, o tratamento com THC 0,002 n&o alterou
o efeito da ANI na reconsolidagao da meméaria, sugerindo que essa dose de THC nao

afeta a labilizacdo da memodria.

A maioria dos trabalhos que mostram um prejuizo na reconsolidagdo da memaoria
administram as drogas apés a evocagao. Aqui, o THC foi administrado antes, assim,
para se avaliar se o efeito do THC depende do momento da administragcdo, ambas as
doses foram administradas também apds a evocagdo. A administracido de THC 0,3
apos a evocagao nao prejudicou a reconsolidagdo da memaoria do medo, em contraste
com nosso estudo anterior utilizando a mesma dose (STERN et al., 2015). Nas
condicdes atuais, esse resultado nao foi replicado, possivelmente devido a maior
intensidade de choque utilizada no trabalho atual. No entanto, o THC 0,002 mg/kg
administrado apdés a evocagdo também diminuiu a porcentagem de tempo de
congelamento em comparagao aos controles no Teste A1 e no Teste A2, sugerindo
que independente do momento da administragdao, o THC nessa dose é capaz de
prejudicar a reconsolidacdo. Como o THC também facilita a extingdo (METNA-
LAURENT et al., 2012; RABINAK et al., 2013), a administragdo antes da evocacéo,
embora tenha sido uma evocacao curta, poderia estar facilitando esse processo. No
entanto, esse resultado da administragao apds a evocacao, e o fato de o efeito ser
duradouro, ou seja, pelo menos até sete dias apdés nao sofrer recuperagao
espontanea, sugere que esse efeito seja por um prejuizo na reconsolidagao, em vez
de uma facilitacéo da extingdo. Ainda assim, outros experimentos, como realizar uma

reexposigcao ao Contexto A apdés um periodo de tempo ainda mais longo, por exemplo
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21 dias, ou a indugcdo da reinstalacdo poderiam ser feitos para confirmar essa

SuUposicao.

Esse padrdo de resultados com o THC 0,002 concorda com trabalhos em
memorias ndo emocionais, que mostraram que o THC nessa dose, administrado antes
ou depois de uma administracdo de LPS ou PTZ, em camundongos, pode prevenir o
déficit cognitivo (ASSAF et al., 2011; FISHBEIN-KAMINIETSKY; GAFNI; SARNE,
2014). Sarne (2019) comenta em sua revisao que apesar dessa dose causar um
prejuizo cognitivo em animais jovens e saudaveis (ASSAF et al., 2011), quando
administrada previamente ou apdés um insulto, seria capaz de evocar mecanismos
compensatoérios projetados para proteger o organismo de outros insultos mais
Severos, que no caso seria a propria evocagcao da memoria aversiva. Os efeitos da
dose ultrabaixa de THC nos estudos citados sado principalmente mediados por
receptores CB1 e estdo relacionados as propriedades neuroprotetoras, como o
aumento da expressdo de BDNF, além do aumento da fosforilagdo da ERK2 e de
CREB (FISHBEIN et al., 2012) e diminuicdo da expressdo da COX-2 (FISHBEIN-
KAMINIETSKY; GAFNI; SARNE, 2014) no hipocampo e CPF. Mais recentemente,
também, foi mostrado que o tratamento com THC 0,002 retardou o declinio da
memoria em animais idosos (SARNE et al., 2018) e em modelos de doenga de
Alzheimer (FIHURKA et al.,, 2022; NITZAN et al.,, 2022), sendo esse efeito
acompanhado por uma diminui¢gado na reativagao da micréglia no hipocampo (NITZAN
et al., 2022). Como o THC 0,002 preserva a labilizagado da memoria, € possivel que
mecanismos semelhantes de neuroprotecdo estejam sendo recrutados, pois ja foi
relatado que alguns mecanismos de neuroinflamacao estdo associados a formagéo e
manutengdo das memorias de medo contextuais, como ativagdo microglial e de
inflamossomas (ENOMOTO; KATO, 2021; DONG et al., 2020), no entanto

investigacoes futuras sdo necessarias para avaliar essa relacao.

O antagonismo de receptores CB1 no HD preveniu o efeito da administragao de
THC 0,002 antes da evocacgao no Teste A1. Esse resultado concorda com um estudo
prévio que mostra que o efeito das doses convencionais de THC na reconsolidagao
da memoria depende do receptor CB1 (STERN et al., 2015). No entanto, no estudo
anterior, a infusdo de AM251 foi no CPFm, assim, ndo se pode excluir a possibilidade
de que os efeitos do THC 0,002 dependam do receptor CB1 de outras areas cerebrais.

Apesar disso, no presente estudo, o antagonismo no HD foi suficiente para prevenir o
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efeito do THC. Além disso, Fishbein-Kaminietsky, Gafni e Sarne (2014) mostraram
que o efeito do THC 0,002 de prevenir o déficit cognitivo em camundongos tratados
com LPS, depende nao apenas de receptores CB1, mas também de receptores
PPARYy. Nessa linha, ja foi mostrado que o prejuizo na consolidagdo da memoaria de
medo, induzido pelo CBD administrado uma hora apds a aquisicdo, também depende
de receptores PPARy (RAYMUNDI et al., 2020a). Assim, nao se pode excluir que o
efeito do THC 0,002 na reconsolidagdo da memodria possa ser mediado também por

receptores PPARYy.

Um fator que pode ter contribuido também para o THC ser efetivo quando
administrado antes mesmo da evocacgao seria sua meia-vida bastante longa, em torno
de 21-24 h (KLAUSNER et al., 1971; HLOZEK et al., 2017). Além disso, sabe-se que
o THC pode induzir efeitos tipo-ansioliticos ou tipo-ansiogénicos, ou alteragées em
comportamentos locomotores (ONAIVI; GREEN; MARTIN, 1990; BRAIDA et al., 2007,
RUBINO et al., 2007; KARSTEN; ZHANG; BOEHM, 2019; SCHRAMM-SAPYTA et al.,
2007). Assim, as alteragées nesses comportamentos poderiam estar relacionadas a
reducao do congelamento no Teste A1. No entanto, nenhuma das doses de THC
alterou agudamente o comportamento de ansiedade ou locomogédo no LCE, ou a
locomogéo apds 24 h no campo aberto. Esses resultados concordam com estudos
anteriores mostrando que doses baixas de THC (0,075-1 mg/kg) nao induziram
alteragbes nos comportamentos tipo-ansiedade ou na locomocgéo tanto agudamente,
como apos 24 h em ratos machos (STERN et al., 2015; SALVIATO et al., 2021),
sugerindo que os efeitos do THC observados até entdo nao estdo relacionados a

alteragcdes nos comportamentos de ansiedade ou locomog¢ao dos animais.

6.2 O efeito do THC na expressao das subunidades GIuN2A e GluN2B

Como a razado GIuN2A/GIuN2B em receptores NMDA tem sido relacionada a
labilizagdo da memodria (ZHANG et al., 2018), decidiu-se investigar se o tratamento
com THC antes da evocacdo da memdria alteraria a expressao dos receptores
GIluN2A-NMDA e/ou GluN2B-NMDA no HD. Nao foram observadas diferencas no
grupo tratado com VEI em comparagao com o grupo naive, tanto apos a evocagéo da
memoria quanto apos o Teste A1. Esses resultados concordam com os achados que

mostram que, em protocolos incapazes de induzir resisténcia a labilizagado, embora
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haja diferencas quanto ao tipo de condicionamento (condicionamento ao som vs.
condicionamento ao contexto) e nas regides avaliadas (BLA vs. HD), ndo séao
observadas alteracbes na expressao de GIuUN2A e GIuN2B (HOLEHONNUR et al.,
2016; WANG; DE OLIVEIRA ALVARES; NADER, 2009). Além disso, apds a
evocagao, nao foi observada diferenga nos grupos tratados com THC, sugerindo
nenhuma alteragcdo imediata na expressdao de GIuN2A ou GIuN2B. No entanto,
quando avaliado apés o Teste A1, uma redugéo significativa na expressédo de GIuN2A
e na razdo GIuN2A/GIuN2B foi observada no grupo tratado com THC 0,3 em
comparagao ao grupo VEI. Este resultado contrasta com outros que mostram que a
resisténcia a labilizagao esta associada a um aumento da razdo GIuUN2A/GIuN2B na
BLA, ou uma diminuicdo da expressao de GIuUN2B também na BLA 48 h apds
protocolos de condicionamento de medo ao som de alta intensidade (HOLEHONNUR
et al., 2016; WANG; DE OLIVEIRA ALVARES; NADER, 2009).

Alguns fatores podem contribuir para os resultados discrepantes.
Primeiramente, esses trabalhos avaliaram apenas a BLA e ndo o HD, além disso,
trata-se de um condicionamento auditivo e ndo contextual e por fim, a resisténcia a
labilizagdo no presente estudo foi induzida pelo THC em vez de um forte protocolo de
condicionamento de medo. Ainda, ha estudos que sugerem que a dinamica dos
receptores GIUN2A/GIUN2B-NMDA no HD e sua relagdo com a labilizacdo da meméria
podem diferir da BLA. Por exemplo, tanto a superexpressdo de GIluN2A-NMDA na
BLA como o knockdown de GIuUN2A-NMDA no hipocampo prejudicaram a
consolidagdo da memoria de medo (HOLEHONNUR et al., 2016; ACUTAIN et al.,
2019). Ja foi observado inclusive que o THC pode diminuir tanto a expressao de
GIluN2A como a de GIuN2B no HD por meio da ativagao de receptores CB1, efeitos
que foram associados a prejuizos na memoria de medo contextual (FAN et al., 2010;
CHEN et al., 2013). Em contrapartida, a diminuigao tanto de GIuN2A como de GIuN2B
na BLA ap6s um intenso condicionamento de medo ao som, sem alterar a razao
GIuN2A/GIuN2B, foi associada a manutencdo da memoria de medo (ZINEBI et al.,
2003). Assim, apesar da auséncia de alteragdes apds a evocagao, € concebivel
sugerir que a redugao subodtima na razdo GIuUN2A/GIUN2B no HD contribui para a

resisténcia a labilizagdo da memoria.

Quando avaliada a expressao na AMG, assim como no HD, ndo houveram

diferencgas significativas no grupo que recebeu VEI| em relagdo ao naive apés o Teste
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A1. No entanto, o tratamento com THC 0,3 diminuiu a expressao de GIUN2B em
relacdo ao VEI, sem alterar significativamente a expressdo de GIuUN2A ou a raz&o
GIuN2A/GIuN2B. Isso difere do trabalho de Holehonnur et al. (2016), que mostrou que
um aumento na razao GIuUN2A/GIuN2B esta associada a resisténcia a labilizagao da
memoria. Além disso, mais recentemente outros trabalhos observaram que o aumento
da expressado de GIuN2B na BLA esta associado com a labilizagdo da meméria ao
som, enquanto animais que ndo apresentam esse aumento, por sua vez, apresentam
resisténcia a labilizagdo (DE SOLIS et al., 2019; HAUBRICH; BERNABO; NADER,
2020). Uma limitacdo do presente trabalho é que a avaliagcdo nao foi feita
especificamente na BLA, mas na AMG como um todo, o que pode ter contribuido para
essa auséncia, tanto da mudanca na razdo GIuUN2A/GIuN2B, quanto de aumento de
GIluN2B. Apesar disso, os resultados observados aqui, em que ha diminuicido da
expressao de GIuN2B induzida pela administracdao de THC 0,3, concordam com a
diminuicao de GIuN2B na BLA observada no estudo anteriormente citado (WANG; DE
OLIVEIRA ALVARES; NADER, 2009), que foi associada a resisténcia a labilizag&o.
Juntos, esses efeitos sugerem que o THC altera diferentemente a expresséo de
GIuN2A e GIuN2B dependendo da area cerebral, corroborando a hipétese de que a
dinamica dos receptores GIuUN2A/GIuN2B em relacao a labilizagdo da memaria possa

ser diferente no HD e na AMG.

Quanto ao CPFm, nenhuma diferenga significativa foi observada na expresséao
das subunidades. Apesar de trabalhos mostrarem a participacdo dessa regiao, mais
precisamente do PL, na reconsolidacdo da memaria de medo contextual (STERN et
al.,, 2014; 2015; VANVOSSEN et al.,, 2017), de fato, o papel dos receptores
GIluN2A/GluN2B-NMDA do CPFm é menos caracterizado, principalmente em relagao
a labilizacao/reconsolidacdo. Um trabalho mostrou que altos niveis de proBDNF no
PL induziu a labilizagdo de uma memaoria de medo ao som em um protocolo de baixa
intensidade (4 pareamentos som e choque), mas ndo de alta intensidade (8
pareamentos som e choque), em ratos juvenis e esse efeito dependeu de receptores
GIuN2B-NMDA, mas nao de GIuN2A-NMDA (SUN et al., 2022). Em relagao as outras
etapas da memodria, alguns trabalhos apontam a participagdo do GIuN2B do IL no
processo de extingdo do medo. A infusdo de proBDNF no IL é capaz de extinguir
memorias de medo condicionadas ao som, e requer receptores GIUN2B-NMDA, mas
nao GIuUN2A-NMDA (SUN; LI; AN, 2018). Em contrapartida, a exposi¢cao cronica a



85

corticosterona, diminuiu a sua secregédo endogena e prejudicou a extingdo da memoaria
de medo contextual, sendo esse efeito acompanhado por uma diminuicdo na
expressao de GIuN2B no CPFm (GOURLEY et al., 2008). Curiosamente, um aumento
na expressao de GIuN2B no IL foi associado a generalizagdo da memoaria de medo ao
som (ASIM et al., 2020). Assim, a participagao de receptores GIuN2B-NMDA do CPFm
pode diferir de acordo com o protocolo adotado e a sub-regido analisada, embora as
evidéncias sejam poucas e mais estudos, principalmente avaliando a etapa da
reconsolidag¢ao, ainda precisam ser feitos. Aqui o efeito do THC 0,3 na labilizagao nao
induz mudangas na expressao de GIuUN2A/GIuN2B-NMDA nessa regido, uma
limitacado também é que o CPFm foi analisado como um todo, e sabe-se que a
participacado do PL e do IL podem ser opostas, assim contribuindo para uma falta de

efeito.

6.3 O efeito do THC quanto ao antagonismo dos receptores GIuN2A- e
GIluN2B-NMDA e inibigao do UPS

Para investigar melhor a participagao dos receptores GIuN2A- ou GluN2B-NMDA
do HD na labilizagado/reconsolidagdo da memoaria, primeiro avaliamos a influéncia do
antagonismo desses receptores nos efeitos induzidos pela ANI. O antagonismo dos
receptores GIUN2B-NMDA, mas ndo GIuN2A-NMDA, preveniu o efeito da ANI na
reconsolidagcdo da memoria em animais pré-tratados com VEI. Este resultado
concorda com estudos que sugerem a participacao diferencial de GIuUN2B-NMDA e
GIuN2A-NMDA na labilizagdo e reconsolidagao, respectivamente (BEN MAMOU;
GAMACHE; NADER, 2006; MILTON et al., 2013), em que a administracdo do
antagonista GIuN2B-NMDA na BLA previne o efeito da ANI na reconsolidagdo da
memoria de medo ao som. No trabalho de Milton et al. (2013), a administragao per se
do antagonista GIuN2A-NMDA antes da evocacéo prejudicou a reconsolidagcado da
memoria, 0 que nao foi observado aqui, ja que foi utilizada uma dose mais baixa do
antagonista. No entanto, o antagonismo de receptores GIuUN2A-NMDA permitiu que a
memoria fosse modificada pela ANI, confirmando que esses receptores ndo estariam
envolvidos com a labilizagdo da memdria. Esses resultados concordam também com
um estudo que mostra que o antagonismo de GIuN2B-NMDA do HD previne o efeito

de uma recompensa apetitiva em diminuir as respostas de medo contextuais
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condicionadas (HAUBRICH et al., 2015). Na mesma linha, Troyner e Bertoglio (2020;
2021) mostraram que o antagonismo de GIuN2B-NMDA, mas n&o de GIuN2A-NMDA,
no nucleo reuniens do talamo também previne o efeito da ANI e da clonidina na
reconsolidagdo da memodria. Em conjunto, os resultados sugerem que existe um
consenso quanto a participagcdo do GIUN2B-NMDA, e que o seu antagonismo,
independente da regido cerebral, prejudica a labilizacdo da memoaria, e aqui trazendo
mais evidéncias para o seu papel no HD. Quanto ao GIUN2A, também parece haver
um consenso de que, dependendo da dose utilizada, o antagonismo desses

receptores, prejudica a reconsolidagao ou nao altera a labilizagdo da memodria.

Da mesma forma, quando GIuN2B-NMDA, mas ndo GIuN2A-NMDA, do HD foi
antagonizado em ratos pré-tratados com THC 0,002, o efeito do THC 0,002 na
reconsolidagao da memoaria de medo foi prevenido, sugerindo que o antagonismo de
receptores GIuN2B-NMDA do HD ¢é suficiente para prevenir os efeitos da
administracao sistémica do THC 0,002. Sendo assim, 0s mesmos mecanismos que
previnem o efeito da inibigcdo da sintese proteica aqui demonstrados também previnem

o efeito do THC 0,002 na reconsolidacdo da memoria.

Quanto aos animais pré-tratados com THC 0,3, observou-se que apenas o grupo
tratado com THC 0,3-IFE-ANI apresentou menor tempo de congelamento durante o
Teste A1 em comparacgéo aos controles, sugerindo que o antagonismo de GIuN2B-
NMDA, mas nao de GIuN2A-NMDA, no HD previne o efeito do THC 0,3 na labilizacao
e restaura o efeito da ANI na reconsolidagdo da memadria. Embora o antagonismo do
GIuN2B-NMDA nesse resultado parega induzir o efeito oposto do observado
anteriormente nos animais pré-tratados com VEI, como o préoprio THC impede a
labilizagdo da memodria, a administragdo do antagonista aqui contrapde o efeito
anterior, tornando a memodria suscetivel as modificagdes. Embora ndo se saiba
exatamente como essas duas intervengdes - o THC 0,3 e o antagonismo de GIuN2B-
NMDA - que sozinhas vao na mesma dire¢ao, quando administradas juntas, tem seus
efeitos na labilizacdo anulados, é possivel supor que o antagonismo de GlIuN2B-
NMDA apés o pré-tratamento com THC 0,3 pode prevenir as alteragdes na razao
GIuN2A/GIuN2B no HD que estariam relacionadas com a resisténcia a labilizagéo,
portanto mantendo a memoria suscetivel as interferéncias na reconsolidagdo. Em
relacéo ao efeito do antagonismo GIUN2B-NMDA parecer ir na diregao oposta, algo

semelhante foi observado em outro modelo e outro tipo de memadria. Em animais que
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passaram por um treino de extingdo na esquiva inibitéria, a administracdo de
rapamicina (inibidor da mTOR) previamente a evocagdo da memdria de extingao
induziu o retorno do medo, sendo esse efeito prevenido pelo antagonismo de
receptores GIuN2B-NMDA no HD (RADISKE et al., 2021), sugerindo que a
participacdo desses receptores de fato possa estar envolvida também no
fortalecimento da memoadria de medo, e nesse caso seu antagonismo favoreceria a

diminui¢ao da resposta de medo.

A resisténcia a labilizacdo € comumente associada a generalizagdo da memoria
de medo (BUSTOS et al., 2010; GAZARINI et al., 2015). Aqui, os animais VEI-IFE—
ANI apresentaram um aumento significativo no comportamento de congelamento
quando comparados aos controles durante o Teste B1, sendo esse efeito
acompanhado de uma reducdo no ID1, sugerindo que os receptores GIuN2B-NMDA
do HD possam estar envolvidos na generalizagcdo da memdria e a consequente
diminuicdo na discriminagcdo contextual. Esse resultado se assemelha ao que é
observado quando o GIuN2B-NMDA foi previamente antagonizado no PL, em um
protocolo do tipo delay fear conditioning (quanto ha um periodo de tempo entre a
apresentagao sonora e o choque, e requer a participagdo do hipocampo), ocorre o
aumento da expressao do medo ndao apenas ao som, mas também ao contexto, o que
pode ser caracterizado como uma generalizagao da resposta de medo (GILMARTIN;
KWAPIS; HELMSTETTER, 2013). Ainda, em animais pré-tratados com THC 0,3, um
efeito oposto foi observado. O grupo THC 0,3—-IFE—-ANI mostrou uma reducdo na
porcentagem de tempo de congelamento em comparagao com o grupo THC 0,3-VEI-
ANI no Teste B1, sugerindo que o antagonismo GIuN2B-NMDA n&o apenas restaura
o efeito da ANI em prejudicar a reconsolidagdo da memdéria, mas também garante a
especificidade da meméria. E importante pontuar que o aumento na generalizac&o da
memoéria de medo observado no grupo THC 0,3-VEH-ANI ndo foi impedido pela
administracao de Blac. Embora ndo tenha sido observada diferencga significativa entre
0s grupos no Teste B1 ou no Teste B2 no primeiro experimento, mudangas na
porcentagem de tempo de congelamento dos grupos controle (sendo um pouco maior
no primeiro experimento do que nos demais) podem ter contribuido para essa
discrepancia. Algo que pode ter influenciado essa diferenga entre experimentos é que
no primeiro em comparagao aos demais ndo ha uma infusdo intra-HD antes da

evocagao da memoria, apenas apos. Essa infusdo prévia nos experimentos seguintes
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pode ter induzindo um estresse nos animais, levando a uma resposta de medo
diferente do primeiro experimento quando os animais foram posteriormente expostos
ao Contexto B. Esses resultados concordam com trabalhos que mostram que GluN2B-
NMDA tem sido associado a generalizagdo da memoria de medo (Asim et al., 2020;
2022). Nesses trabalhos foi visto que, apdés um treino de alta intensidade, os ratos
apresentaram generalizagdo da memoria de medo ao som, sendo esse fenébmeno
associado a um aumento na expressdo de GIuN2B no IL e no nucleo accumbens
(ASIM et al., 2020; 2022). Ainda, foi observado que a administracdo de cetamina
reverte tanto os efeitos na generalizagdo, quanto na expressao do GIuN2B (ASIM et
al., 2020; 2022). Um aumento na generalizagao da memoria de medo da esquiva
inibitéria também foi observado com a administracdo de estradiol em ratas
ovariectomizadas, e esse efeito foi prevenido pelo antagonismo do receptor GIuN2B
no HD e no ACC (ADKINS et al., 2019).

Aqui, um aumento na generalizagdo da memodria de medo foi observado apenas
quando os grupos tratados com THC 0,3 receberam ANI no HD. Alguns estudos
sugerem um aumento na liberagdo de monoaminas apés a infusao de ANl na BLA e
no HD (CANAL; CHANG; GOLD, 2007; Ql; GOLD, 2009), e o aumento noradrenérgico
também esta relacionado a generalizagdo do medo (GAZARINI et al., 2013; 2015). A
falta de generalizacdo da memdria de medo em animais tratados apenas com THC
0,3 pode estar relacionada a falta de alteragao na expressao de GIuN2B no HD, sendo
possivel que a administracdo de ANI altere esse efeito, aumentando a expressao do
GIuN2B, embora isso ainda precise ser testado. De qualquer forma, a reducdo da
razdo GIuN2A/GIuN2B induzida pelo THC 0,3, alterando o equilibrio para o GIuN2B,
pode contribuir para a resisténcia a labilizacdo. Ainda, é importante pontuar que por
mais que exista essa relacao entre resisténcia a labilizagcdo e generalizagdo, como
esse aumento na resposta de medo no Contexto B se da apenas com a administragao
da ANI, ndo se pode excluir que nesse caso ha uma mudanca na memoria em relagao
aos animais que recebem apenas o THC 0,3. Assim, é possivel que se tenha uma
interpretacao alternativa desses resultados, pois o THC 0,3 de fato impede o efeito da
ANI na reconsolidagcdo, sendo interpretado como um prejuizo na labilizagdo da
memoria. No entanto a mudanga observada no Teste B1 pode sugerir que nao seja
exatamente um prejuizo na labilizagdo, mas uma alteragdo na memaria no sentido de

aumentar a sua suscetibilidade ao fortalecimento e as respostas generalizadas,
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embora outras investiga¢cdes ainda precisam ser feitas para compreender melhor o
que de fato acontece com a memdria de medo com essa dose de THC. Uma
alternativa seria fazer a administragao prévia de D-cicloserina, ja que esse farmaco
facilita a labilizagao, e observar se seria capaz de prevenir o efeito do THC 0,3 na

memoria.

O pré-tratamento com antagonistas GIuUN2A-NMDA ou GIuN2B-NMDA no HD
reduziu o tempo de congelamento durante a evocagao. Um efeito semelhante foi
observado quando um estereoisdmero do PEAQX, NVP-AAMO077, foi administrado na
BLA antes do sobressalto potencializado pelo medo em uma dose maior, ndo
equivalente a usada aqui (WALKER; DAVIS, 2008). Outro estudo também mostrou
que a administracao sistémica de outro antagonista GIuN2B-NMDA, Ro25-698, em
uma dose alta, mas ndo em uma dose baixa, antes da evocacdo de uma memoria de
medo contextual, prejudica a expressao da memdria, e esses efeitos ndo estéo
relacionados a alteragcdes na locomogao dos animais (MIKICS et al., 2017). Aqui, na
auséncia de um agente amnésico (ANl ou THC 0,002), os animais apresentaram
tempo de congelamento semelhante aos controles durante o Teste A1, sugerindo que
o antagonismo dos receptores GIuN2A-NMDA antes da evocagao prejudica
exclusivamente a expressdo da memoria de medo durante a sess&o, enquanto o
antagonismo dos receptores GluN2B-NMDA antes da evocagao prejudica tanto a
expressao quanto a labilizacdo da memoria de medo. Resultados semelhantes foram
observados administrando um antagonista do receptor AMPA a caranguejos ou ratos
antes da evocacdo da memoria, sugerindo que a expressdo da memoéria e a
labilizagdo/reconsolidagado séo processos independentes (BARREIRO et al., 2013;
MILTON et al., 2013).

Além das subunidades especificas dos receptores NMDA, o UPS é amplamente
descrito como necessario para a labilizagao da memoaria (LEE et al., 2008; LEE, 2008;
SOL FUSTINANA et al., 2014). Além disso, é descrito que as cadeias C-terminais das
subunidades GIuN2B estdo ligadas a CaMKII, uma proteina quinase capaz de ativar
o UPS (BARRIA; MALINOW, 2005; BINGOL et al., 2010). A inibicdo do UPS no HD
de animais pré-tratados com VEI previne o efeito da ANI no Teste A1, como visto com
o antagonismo GIuN2B-NMDA, sugerindo a abolicdo do efeito da ANI na
reconsolidacdo. Este resultado esta de acordo com trabalhos anteriores relatando o

recrutamento do UPS, inclusive do HD, para labilizagdo da memoéria (LEE et al., 2008;
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LEE, 2008; SOL FUSTINANA et al., 2014). Da mesma forma, o efeito do THC 0,002
no Teste A1 também é prevenido pela inibicdo do UPS, sugerindo mais uma vez que
o efeito do THC na reconsolidagdo, depende dos mecanismos classicamente
descritos para a labilizacdo da memadria. No entanto, em animais pré-tratados com
THC 0,3, a inibicdo do UPS nado é capaz de modificar seu efeito. Levando em
consideracao que o UPS pode ser recrutado ativando outros receptores, como o
muscarinico M1, por exemplo (STIVER et al., 2017), nossos resultados sugerem, até
o momento, que o efeito do THC 0,3 na labilizacao é revertido exclusivamente quando
receptores GIuN2B-NMDA sao antagonizados, sendo a inibicdo do UPS néo suficiente

para reverter esse efeito, possivelmente devido a sinalizagéo de outras vias.

A administracao do inibidor do UPS no HD previamente a evocagdo da memoria
também reduziu a expressdo da memoria de medo durante a evocacgao. Esse efeito
nao foi observado em outro trabalho que fez a mesma administragcao anteriormente a
evocagao da memoéria (SOL FUSTINANA et al., 2014). No entanto, curiosamente, ha
evidéncias que mostram que a inibicado da sintese proteica na BLA previamente a
evocagao da memoria de medo ao som, também previne a expressdo da memoria
(LOPEZ et al., 2015). Além disso, ha estudos que mostram a participagdo do UPS
também na etapa de aquisigdo da memoria de medo (DEVULAPALLI et al., 2019).
Assim, é possivel que exista um balango entre os processos de degradacgéao e sintese
proteica durante as etapas de formacdo e manutencdo da memoria, o que incluiria

também a importancia do UPS para a expressao da memdéria de medo.

Juntos, os achados do presente trabalho sugerem que a estimulagdo de
receptores CB1 ou CB2 por uma dose convencional de THC possivelmente interage
com os receptores NMDA do HD prejudicando a labilizagédo da memaria. Nessa regiao,
os receptores CB1 sao expressos principalmente pré-sinapticamente em
interneurénios GABAérgicos, mas também em neurdnios piramidais e astrocitos em
menor quantidade (CASTILLO et al., 2012). Devido a isso, € observado que enquanto
baixas doses de THC podem diminuir a liberagdo de glutamato, altas doses podem
suprimir a liberagdo de GABA, resultando em um aumento do ténus excitatério
(KATONA; FREUND, 2012). Além disso, a ativacao de receptores CB1 em astrdcitos
da CA1 do HD desencadeia a liberagao de glutamato, devido ao acoplamento nao-
convencional do CB1 a uma proteina Gg11 (NAVARRETE; ARAQUE, 2008). Assim, a
ativacado de CB1 induzida pelo THC pode aumentar o ténus excitatério induzindo um
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rearranjo da expressdo de GIUN2B-NMDA e GIuN2A-NMDA. Uma vez que o0s
receptores GIUN2A-NMDA possuem propriedades de desativacao e dessensibilizagcao
mais rapidas, além de maior probabilidade de abertura do canal (NIU et al., 2022), sua
expressao diminuida pode ser um mecanismo compensatorio ao aumento da
liberacdo de glutamato, consequentemente levando a uma memoria de medo mais

intensa, resistente a labilizagao.

Além disso, ja foi observado que os receptores GIuUN2A-NMDA sao importantes
para as interacdes entre neurdnios e células da glia no HD e no CPFm (CARDIS et
al., 2018; EYO et al., 2018), a auséncia de GIuN2A-NMDA aumenta a suscetibilidade
ao estresse oxidativo e também a ativacdo da microglia (EYO et al.,, 2018). Um
aumento da atividade microglial associado a inflamacado crénica também foi
relacionado com a diminuigao de GIuN2A e com o aumento do GIuN2B. Embora aqui
nao seja o caso de uma inflamacao crénica, sabe-se que o THC em doses elevadas
€ capaz de induzir a ativagado microglial (CUTANDO et al., 2013). Ainda, receptores
CB2 microgliais do DH estao implicados na aquisicao da memoaria de medo contextual
(LI; KIM, 2017). Assim € possivel que a resisténcia a labilizagdo e a suscetibilidade a
generalizagao induzidas pelo THC 0,3 possam se dar também por um aumento da
ativagao de microglias, induzidos pela diminuicdo de GIuN2A no HD, ou entdo que a
ativagdo de receptores CB2 microgliais seria capaz de modular a expressao de
GIuN2A.

A figura 26 representa hipoteticamente os efeitos do THC na transmissédo do
HD.
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Figura 26. Representacao hipotética dos efeitos do THC na transmisséo do HD. A esquerda representa
os efeitos decorrentes da administragéo da dose ultrabaixa de THC (0,002 mg/kg), em que a ativagéo
de receptores CB1 presentes em terminais glutamatérgicos, diminui a liberagdo de glutamato, e
possivelmente a ativagdo de micréglias e isso levaria ao prejuizo na reconsolidagao da memoria de
medo. A direita representa os efeitos decorrentes da administragao da dose convencional de THC (0,3
mg/kg), em que a ativacao de receptores CB1 presentes em terminais GABAérgicos, e de astrocitos,
diminui a inibicao e aumenta a liberagao de glutamato, e possivelmente a ativagdo de micréglias e isso
levaria ao prejuizo na labilizagdo da memodria.

Em resumo, o efeito de uma dose convencional de THC em prejudicar a
labilizacdo da memodria envolve o receptor GIuUN2B-NMDA no HD, possivelmente
como consequéncia do papel da generalizagédo da memoria de medo. Enquanto uma
dose ultrabaixa de THC n&o afeta a labilizagao e prejudica a reconsolidagédo por meio
de receptores CB1; além disso, esses efeitos dependem também dos mecanismos
que sustentam a labilizacdo da memodria de medo: GIUN2B-NMDA e UPS. Por fim, os
resultados sugerem que um ajuste fino da razdo GIuN2A/GIuN2B esta subjacente aos

efeitos do THC na labilizagao/reconsolidacéo e generalizagdo da meméria do medo.

As tabelas 3 e 4 sumarizam os resultados obtidos nos experimentos

comportamentais e moleculares, respectivamente.



Tabela 3. Sintese dos principais resultados obtidos nos experimentos comportamentais
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Pré- Tratamento Desfecho Dependente | Dependente | Dependente
tratamento de GluN2B de GIuN2A do UPS
VEI ANI Prejudica a Sim Nao Sim
reconsolidagao
THC 0,002 VEI ou ANI Prejudica a Sim Nao Sim
reconsolidagéo
THC 0,3 ANI Prejudica a Sim Nao Nao
labilizagéo e
aumenta a
generalizagao

Tabela 4. Sintese dos principais resultados obtidos nas analises moleculares

VEI

Sem mudangas em
relagéo ao naive

Sem mudangas em
relagéo ao naive

Sem mudangas em
relagéo ao naive

THC 0,002

Sem mudangas em
relacéo ao VEI

Sem mudangas em
relacéo ao VEI

Sem mudangas em
relacdo ao VEI

THC 0,3

Diminui a expressao

de GIuN2A e razao

GIuN2A/GIuN2B em

relagéo ao VEI apés
o Teste A1

Diminui a expressao
de GIuN2B em
relacdo ao VEI apés
o Teste A1

Sem mudangas em
relacdo ao VEI

6.4 Consideragoes finais

Levando em consideracdo os trabalhos que apontam tanto os beneficios
(BETTHAUSER; PILZ; VOLLMER, 2015; BONN-MILLER et al., 2007; BREMNER et
al., 1996), como os que apontam uma piora (BONN-MILLER et al., 2014; WILKINSON;
STEFANOVICS; ROSENHECK, 2015) relacionada ao uso da Cannabis em pacientes

com TEPT, o efeito de doses altas de THC (maiores do que 1 mg/kg) na meméria de

medo estudos preé-clinicos ja era conhecido e de fato, tanto prejudicam a extingéo da

memoria, como aumentam as respostas de ansiedade. A novidade aqui € que uma

dose convencional de THC, mesmo que baixa, é capaz de levar ao prejuizo de

labilizag&o, tornando a memdria de medo insensivel ao efeito de farmacos amnésicos.

Assim fazendo uma extrapolacgao, é possivel que até mesmo as concentragdes baixas
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de THC contidas em algumas preparagdes, possam trazer prejuizo no tratamento

sozinho ou associado a outros farmacos.

Em relacdo a isso ndo se deve deixar de levar em conta que em extratos totais
ou em 6leos ricos em CBD, mas que contém uma porcentagem de THC, o mecanismo
acaba sendo mais complexo, ja que estes compostos interagem entre si e, muitas
vezes, dependendo da concentracado, o CBD e outros canabinoides sao capazes de
contrapor os efeitos do THC, como observado em comportamentos de ansiedade
(SALVIATO et al., 2021; RAYMUNDI et al., 2020b). Ja foi observado que uma dose
baixa e ineficaz de CBD (1 mg/kg) em associa¢ao a uma dose alta de THC que induziu
um efeito tipo-ansiogénico em ratas no LCE, na proporgao de 1:1 foi capaz de prevenir
esse efeito tipo-ansiogénico do THC. Ainda, a associacdo da mesma dose ineficaz de
CBD com uma dose baixa de THC (0,075 mg/kg) que induziu efeitos tipo-ansioliticos
em ratas no LCE, foi capaz de potencializar esse efeito (SALVIATO et al., 2021).
Assim, embora os efeitos benéficos das doses ultrabaixas sejam promissores, ainda
€ necessario entender quais doses seriam equivalentes para transpor esses achados
para o uso em humanos com seguranca. Ainda, seria interessante verificar qual seria
o efeito das doses utilizadas nesse trabalho em associagdo com o CBD, ja que o uso
de doses ineficazes de THC e CBD combinadas é capaz de prejudicar a
reconsolidagcdo da memoria de medo (STERN et al., 2015). Embora nao haja relatos
pré-clinicos sobre o uso da dose de 0,002 mg/kg em associagao com CBD, nem em
outros tipos de memoria, é possivel que essa associagao seja benéfica, ja essa dose
seria equivalente a concentracao de THC que é possivel de se encontrar em alguns
Oleos ricos em CBD (menor que 0,2%) e que é considerada segura. Essa associagao
poderia levar a diminuigao das doses de CBD, que em humanos sao extremamente
altas - geralmente cerca de 300 a 600 mg de CBD puro - o que muitas vezes encarece

o tratamento para o paciente, e aumentar o perfil de seguranca.

7. Conclusoes

O THC nas doses utilizadas exerce efeitos duais na labilizacdo e na
reconsolidagdo da memdria de medo contextual. A dose convencional (0,3 mg/kg)
prejudica a labilizagdo, impedindo o efeito da inibicdo da sintese proteica no HD, e

aumentando a generalizagdo da memoria em um contexto neutro. Por outro lado, a
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dose ultrabaixa (0,002 mg/kg) prejudica a reconsolidagdo da memoria de medo.
Ambos efeitos dependem da ativagdo de receptores GluN2B-NMDA do HD, mas
apenas o efeito do THC 0,002 na reconsolidagao € prevenido também pela inibigao
do UPS. Por fim, os efeitos da dose convencional de THC parecem depender de uma
diminuicdo na expressao de GIuN2A no HD e de GIuN2B na AMG, sugerindo ainda
que esses receptores possam estar envolvidos diferentemente na labilizacdo e

generalizagdo da memodria dependendo da regido cerebral.

Os resultados aqui obtidos sugerem que doses ultrabaixas de THC possam ser
benéficas para o tratamento do TEPT por interferéncias na reconsolidagcdo, mas que

se deve ter cautela com o seu uso até mesmo em doses baixas convencionais.
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