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RESUMO

O ritmo circadiano sincroniza as fases inativa e ativa do organismo com
a luminosidade do ambiente em ciclos de 24 horas, sendo por isso
considerado um dos fatores que modula a liberacdo de endocanabinoides
em condigdes fisioldgicas e de estresse que, por sua vez, estdo
envolvidos no processo de aprendizado e memdria. A possivel
influéncia do ritmo circadiano sobre o papel dos receptores canabinoides
do tipo 1 (CB1) na etapa de consolidacdo de uma memoria aversiva
permanece por ser estabelecida. Assim, investigou-se, inicialmente, o
efeito do antagonismo de receptores CB1 com AM 251 (0,1-1,0 mg/kg)
sobre a consolidacdo de uma memoéria de medo contextual em ratos
Wistar machos, testados durante o periodo diurno (7-8 h) ou noturno
(19-20 h). Animais tratados com AM 251 (0,3 e 1,0 mg/kg) ap6s o
condicionamento e testados de noite, mas nao de dia, expressaram uma
resposta de medo potencializada, generalizada e persistente.
Considerando que a variacdo circadiana de glicocorticoides poderia
explicar os resultados supracitados, a concentracdo plasmatica de
corticosterona foi quantificada ao longo do dia em animais com e sem
condicionamento. Observou-se uma concentracdo plasmatica de
corticosterona maior no periodo noturno do que no diurno em animais
ndo condicionados, sendo que houve aumento nos grupos condicionados
em ambos os periodos investigados. A seguir, investigamos se a
supressao do eixo hipofise-pituitaria-adrenal com dexametasona
(DEXA) durante a noite seria capaz de reproduzir os efeitos que o0 AM
251 induziu sobre a consolidacdo de uma memoria contextual pela
manhd. O pré-tratamento com 0,3 mg/kg de DEXA foi capaz de
prevenir os efeitos do AM 251 (0,3 mg/kg) sobre a meméria de medo
contextual. Para substanciar tais resultados, administrou-se
corticosterona (CORT) pela manh& na tentativa de replicar os efeitos
induzidos pelo AM 251 durante a noite. O pré-tratamento com 1,0
mg/kg de CORT nao foi capaz de fazer com que o AM 251 (0,3 mg/kg)
induzisse efeitos significativos sobre a consolidacdo de memdria de
medo contextual. Com base nos resultados desses experimentos, pode-se
concluir que o ritmo circadiano pode influenciar a transmissdo
endocanabinoide, modulando o papel dos receptores CBl na
consolidagdo de uma memoria aversiva, e que a oscilagdo dos niveis de
corticosterona ao longo do dia explica, ao menos em parte, tal efeito.

Palavras-Chaves: Consolidacdo, endocanabinoides e glicocorticoides.






ABSTRACT

The circadian rhythm synchronizes the inactive and active phases of the
organism with the brightness of the environment, in cycles of 24 hours,
and is thus considered one of the factors that modulate the release of
endocannabinoids under physiological and stress conditions that, in turn,
are involved in learning and memory processing. The possible influence
of circadian rhythm on the role of type 1 cannabinoid receptor (CB1)
during the consolidation phase in an aversive memory remains to be
established. Thus, we investigated the effect of the antagonism of CB1
receptors with AM 251 (0.1-1.0 mg/kg) on the consolidation of a
contextual fear memory in male Wistar rats tested during the diurnal (7-
8h) or nocturnal (19-20h) period. Animals treated with AM 251 (0.3 and
1.0 mg/kg) and tested after conditioning at night, but not during the day,
expressed a potentiated long-term fear response, which was also
generalized. Considering that the circadian variation of glucocorticoids
could explain the above results, the plasma concentration of
corticosterone was quantified in animals with and without conditioning,
either during daytime or night. We observed a higher plasma
concentration of corticosterone in nocturnal than diurnal period in
unconditioned animals, and this concentration was increased after the
conditioning in both periods. Next, we investigated whether the
suppression of the hypothalamic-pituitary-adrenal  axis  with
dexamethasone (DEXA) during the night would be able to reproduce the
lack of effects that AM 251 induced on the consolidation of a contextual
memory during the morning. Pretreatment with 0.3 mg/kg DEXA was
able to prevent the effects of AM 251 (0.3 mg/kg) on contextual fear
memory. To substantiate these findings, we administered corticosterone
(CORT) during the morning in an attempt to replicate the effects
induced by AM 251 during the night. Pretreatment with 1.0 mg/kg
CORT was unable to modify the effects of AM 251 (0.3 mg/kg) on
consolidation of contextual fear memory. Based on these results, it can
be concluded that the circadian rhythm may influence the
endocannabinoid system activity, modulating the role of CB1 receptors
in the consolidation of aversive memory, and that the fluctuation in
corticosterone levels throughout the day might explain, at least in part,
this effect .

Keywords: Memory consolidation, glucocorticoids, endocannabinoids.
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1 Introducéo
1.1 Ritmo circadiano

O ritmo circadiano auxilia 0 organismo a antecipar e responder as
mudancas ambientais e ajustar-se corretamente a elas, participando da
modulacdo de varios processos corporais (bioquimicos, fisioldgicos,
enddcrinos e comportamentais) em ciclos de 24 horas. Devido a sua
funcdo essencial, é um processo mantido filogeneticamente (PANDA et
al., 2002). O ciclo circadiano é reconhecido por sincronizar as fases
ativas e inativas do organismo, podendo causar alteracfes tanto em nivel
de sistema nervoso central (SNC), quanto perifericamente, participando
do controle e modulacdo de varias funcBes fisiolégicas: como
termorregulagdo, metabolismo da glicose, secrecdo de diversos
hormdnios e controle de varios processos comportamentais e
mnemodnicos (ECKEL-MAHAN e STORM, 2009). Esse processo €
controlado pelos “zeitgebers”, que por definig¢do significa qualquer sinal
ou pista ambiental, como a ocorréncia da luz e escuriddo, que ajude a
regular os ciclos do relégio biolégico de um organismo. O principal
“zeitgeber” conhecido ¢ a luz ou a variagdo diaria de luminosidade.
Entretanto, outros agentes ambientais podem participar dessa regulacéo,
como, por exemplo, a busca por alimentos, aprendizado e memoéria,
entre outros (PANDA et al., 2002), como pode ser observado na figura
1.
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Figura 1. Dindmica do ritmo circadiano. Ativagdo por fatores externos levam a
respostas fisioldgicas internas. NSQ (nlcleo supraquiasmatico) e outras
estruturas do SNC (sistema nervoso central). (Adaptado e traduzido de
ALBRECHT, 2012).

Além de ajudar o organismo a se adaptar as mudancas do ciclo
claro/escuro, causadas pela rotacdo da Terra em torno do sol, o ritmo
circadiano também é responsavel pela regulacéo de vérias caracteristicas
fisiolégicas e comportamentais, atuando em diversos tecidos, érgdos e
células. Basicamente, as informacdes da variacdo do ciclo claro/escuro
sdo transmitidas da retina via trato retino-hipotalamico (TRH) para o
nucleo supraquiasmatico do hipotdlamo (NSQ), uma pequena regiao
hipotalamica considerada o centro anatémico responsavel por modular o
ritmo circadiano (HASTINGS et al., 2008; VAN DER ZEE et al.,
2009). Lesdes ou ablacdo desse nlcleo acabam demonstrando uma
arritmicidade  circadiana tanto  comportalmentamente  quanto
fisiologicamente (MOORE e ELCHER, 1972; TSANG et al., 2013).
Anatomicamente, apés ser ativado pelas projecfes vindas da retina, o
NSQ ¢é capaz de ativar varias vias de sinalizacdo que induzem a ativacdo
de genes de expressdo imediata e a remodelacdo de cromatina
(HANKINS et al., 2008; GOLOMBEK e ROSENSETEIN, 2010;
ALBRECHT, 2012), promovendo a mudanca de fase do ciclo circadiano
e causando, como consequéncia, alteracdes fisiologicas e
comportamentais (ANTLE et al., 2009). Essas alteraces sdo causadas,
pois quando ativado o NSQ é capaz de modular outras regiGes do
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sistema nervoso central, especialmente o ndcleo paraventricular (NPV)
do hipotdlamo. Essa regido é responsavel pela distribuicdo das
informag0es circadianas, do NSQ, para o resto do corpo (SAEB-PARSY
et al., 2000). Dessa forma, as informacg0es circadianas provenientes do
NSQ séo enviadas para o sistema nervoso autbnomo (BUWS et al.,
1999), para o nucleo dorsomedial do hipotalamo, nicleo accumbens e
nucleos taldmicos paraventriculares (TSANG et al., 2013). Todas essas
projecdes, diretas e indiretas, do NSQ (figura 2) acabam levando a
informagdo “luminosa” para diversas regides do SNC, por exemplo, a
glandula pineal e hipofise; e 6rgaos periféricos como: figado, rins,
ovarios, pulmdes, glandulas adrenais, confirmando a participacdo do
ritmo circadiano sobre varios processos fisiologicos (VAN DER ZEE et
al., 2009).

‘/\ /’\ //_\

/ X Noite /", SN
o —_— Melatonina <y ( [11] >
£ 7 ) o
( . Osciladores

., Noite f Periféricos

r

( )

Vias neurais e hormonais |

Figura 2. Efeitos da ativacdo dos fotorreceptores da retina pela luz. TRH (Trato
retino-hipotaldmico), NSQ (Nucleo Supraquiasmatico) e SNC (Sistema nervoso
central). (Traduzido de BELL-PEDERSEN et al., 2005).

A informagdo fdtica pode alcangar 6rgdos periféricos,
principalmente as glandulas adrenais, modulando, assim, a liberacdo dos
hormdnios glicocorticoides responsavel por transmitir a informacéo
ritmica para o resto do organismo (BUIJS et al., 1998), e principalmente
em humanos, facilitar a adaptacdo a uma mudanca brusca de fuso
horario. Além disso, o ritmo circadiano pode participar da modulacéo da
liberacdo, acdo e/ou resposta de alguns neurotransmissores, entres eles
os endocanabinoides (VALENTI et al., 2004).
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Devido a importancia do ritmo circadiano no controle e
manutencdo de varias fungdes fisioldgicas, muitos estudos revelam que
a desregulacdo do ritmo pode ocasionar varias doencas, sendo um
grande fator de risco para a sociedade moderna (DALLMANN et al.,
2012). Por esse motivo, a sincronizacdo do ciclo é importante para um
6timo funcionamento do organismo. O oposto dessa situacdo, conhecido
como de-sincronizacgdo do ritmo circadiano pode ocorrer frente a varios
fatores, como viagens transmeridionais, estresse excessivo, privacdo de
sono, exposicao a longos periodos de luminosidade ou escuriddo, entre
outros (VAN DER ZEE et al., 2009; TSANG et al., 2013). Alguns
pesquisadores defendem que a de-sincronizagdo é capaz de ocasionar,
ou ser um possivel fator de risco, no desenvolvimento de vérias doengas,
principalmente aquelas induzidas por uma disfuncdo metabodlica, como
obesidade, diabetes, doengas cardiovasculares, doenca psiquiatricas,
transtornos neuroldgicos e doencas neurodegenerativas, tanto em
animais quanto em humanos (GALLOU-KABANI el al., 2007). Os
maleficios causados pela de-sincronizacdo do ciclo acontecem pela
incapacidade do organismo em manter uma liberacdo balanceada dos
horménios  (ex: glicocorticoides, melatonina e insulina) e
neurotransmissores.

Outro fator importante influenciado e/ou modulado pelo ritmo
circadiano é o processo de aprendizado e memoria. Alguns grupos de
pesquisa afirmam que alteragdes no ritmo circadiano levam a sérios
prejuizos cognitivos (VAN DER ZEE et al., 2009; GERSTNER e YIN,
2010). Anatomicamente, varias regibes do SNC responsaveis pela
regulacdo dos processos de aprendizado e meméria estdo ligadas direta
ou indiretamente ao NSQ (RAWASHDEH et al., 2007; VAN DER ZEE
et al., 2009),tais como o hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala
(VAN DER ZEE et al.,, 2009). Segundo Gerstner e Yin (2010) a
disfuncdo do ritmo circadiano e das suas cascatas de sinalizacdo
especificas, seja por ferramentas farmacoldgicas, genéticas, ambientais
ou comportamentais, acaba levando a consequéncias negativas sobre o0s
processos mnemonicos (GERSTNER e YIN, 2010). Por exemplo, no
trabalho realizado por Ruby e colaboradores (2008), a arritmicidade do
ciclo, em hamsters, prejudicou o aprendizado de um novo objeto. Dessa
forma, é possivel sugerir que o ritmo circadiano participa da modulacédo
das vérias fases da memodria, entre elas a consolidacéo.
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1.2. O processo de consolida¢do da meméria

O termo consolidagdo significa “tornar firme”, ou Seja, esse
processo refere-se a estabilizacdo progressiva da memoria ap6s a
aquisicdo, formando o que se chama de memoria de longo prazo
(DUDAL, 2002). O processo de consolidacdo da memoéria tem sido
documentando desde o Império Romano, em que o estudioso relata que
ap0s um pequeno intervalo de tempo, por exemplo, uma noite, era
observado o fortalecimento da memoria previamente adquirida
(DUDALI, 2004). Esse processo s6 passou a ser empiricamente estudado
no século XIX, quando o termo consolidacdo (do aleméo
“konsolidierung”) foi cunhado por Miiller e Pilzecker no trabalho
publicado em 1900. Nesse trabalho, os autores propdem que o0
aprendizado ndo induz a uma memoria permanente de forma
instantanea, mas que essa memdria levaria um determinado tempo para
ser fixada, um periodo em que a meméria ficaria vulneravel a
interferentes (LECHNER et al., 1999). Anos mais tarde, Donald Hebb
(1949) propbs que, apds ser adquirida, a memoria passaria por um
processo chamado de ‘reverberagdo’, 0 qual causaria alteracdes
sindpticas nas vias ativadas, permitindo que a memoria fosse “guardada”
permanentemente. Estudos revelam que o processo de consolidacdo
envolve tanto alteracGes de eventos moleculares como celulares, além
de interacOes entre estruturas encefélicas, por exemplo, o hipocampo e o
cortex cerebral (McGAUGH, 2000; DUDAI, 2004). Sendo esse, 0
processo pelo qual novas memorias (labeis) sdo estabilizadas em
memorias duradoras (DUDAI, 1996; McGAUGH, 2000)

Segundo Nadel e colaboradores (2012), quando um organismo
passa por uma experiéncia ou por um evento, alguns aspectos desse
evento sdo codificados (figura 3), desencadeando uma série de
processos responsaveis por formar um traco de memoria “permanente”.
O conjunto desses eventos é conhecido como processo de consolidacdo
da memoria, que ocorre dentro de uma determinada janela de tempo,
aproximadamente 6h (FURINI et al. 2010), onde vérios interferentes
podem auxiliar ou prejudicar a formagdo da memoria, entre eles agentes
amnésicos, tratamento farmacol6gico poés-treino, lesbes de areas do
SNC responsaveis pela consolidacao, entre outros (McGAUGH, 1983;
1989; McGAUGH et al., 1996; DUDALI, 2004).
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Figura 3. Processo de consolidagdo da memdria. (Traduzido de NADEL et al.,
2012).

Nem todos os eventos pelo qual o organismo passa geram
memarias com a mesma intensidade, algumas experiéncias e/ou eventos,
principalmente os que possuem uma valéncia emocional elevada, sdo
armazenadas e, consequentemente, relembradas, de forma mais intensa.
Uma vez que, um evento com uma carga emocional elevada é capaz de
gerar varias respostas fisioldgicas como a liberacdo de hormonios (ex.
glicocorticoides) e neurotransmissores (ex. endocanabinoides) e a
ativacdo de regides cerebrais, responsiveis pela consolidacdo da
memoria (ex. amigdala, hipocampo). Por esse motivo, € relevante
investigar quais os mecanismos fisiol6gicos e neurobioldgicos por tras
da consolidagdo de uma memoria, principalmente no caso das memdrias
aversivas, que, dependendo da intensidade com a qual sdo formadas,
podem levar ao desenvolvimento de doencas psiquiatricas, como o
transtorno do estresse pos-traumatico (ROOZENDAAL e McGAUGH,
2011).

1.2.1 Influéncia do ritmo circadiano sobre o processo de consolidagéo
da memoéria

A ligagdo entre o ritmo circadiano e a consolidacdo da memdria
esta presente em varias espécies, desde Aplysia até humanos, todavia, 0s
mecanismos que conectam esses dois processos fisiologicos ainda
necessitam de investigacgdo (ECKEL-MAHAN, 2009). Varios
mecanismos por tras dos processos de consolidacdo da memoria sofrem
uma variacdo circadiana, ou sdo modulados pelo ritmo circadiano, entre
eles os processos de transcricdo e traducdo génica, liberacdo de
neurotransmissores (endocanabinoides) e horménios (glicocorticoides),
excitabilidade sinaptica e ativacdo neuronal (GERSTNER e YIN, 2010).
Evidéncias recentes revelam que a atividade de algumas vias de
sinalizacdo intracelulares necessarias para a formacéo de uma meméria
de longo prazo, entre elas MAPK e AMPc, oscilam no hipocampo de
forma circadiana (BEKISCHEITEIN et al., 2007; TRIFILLIEFF et al.,
2006). A remodelacdo de cromatina no NSQ, processo modulado pelo
ritmo circadiano é observado durante a consolidacdo da memoria
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(BORRELLI et al., 2008). Outro fator que pode conectar a variagdo
circadiana a consolidacdo da memoria é a potencializacdo de longo
prazo, um processo fisiolégico essencial para a consolidacdo da
meméria, que ocorre em sincronia com 0 ritmo circadiano
(CHAUDHURY et al.,, 2005). Posteriormente, essa ligacdo entre
potencializa¢do de longo prazo e ritmo circadiano foi demonstrada por
outros grupos de pesquisa, principalmente nas regides corticais e
hipocampais do sistema nervoso central (VYAZOVSKIY et al., 2008).
Em 1977, foi demostrado que a excitabilidade sinaptica em células do
giro denteado (hipocampo) exibe uma variagdo circadiana (BARNES et
al., 1977), sendo esse processo relevante na formacéo (consolidagéo) de
uma memoria de longo prazo. Stephan e Kovacevic (1978) foram
pioneiros em propor que, lesionando o NSQ, a formacdo e manutengédo
de uma memdria hipocampo-dependente seria prejudicada. Da mesma
forma, alteracbes forcadas das fases do ciclo circadiano geram uma
amnésia retrdgada, evento no qual o individuo é incapaz de se lembrar
dos eventos imediatamente anteriores a interferéncia (DEVAN et al.,
2001). Todos esses fatores sugerem uma interacdo entre ritmo
circadiano e a formacdo e manutencdo de uma nova memdria. No
entanto, essa interacdo é de certa forma, muito complexa e esta longe de
ser completamente entendida até o0 momento (ECKEL-MAHAN, 2009).

1.2.2 O condicionamento de medo contextual

O condicionamento de medo contextual gera respostas bioldgicas
e fisioldgicas de defesa, levando o organismo a lancar méo de varios
processos fisioldgicos com objetivo de auxiliar a resposta do individuo
frente a uma situacdo de estresse, como 0 recrutamento de vias de
neurotransmissdo e o0 aumento da liberacdo, horménios e
neuromoduladores, por exemplo, uma maior da liberacdo de
glicocorticoides pelo cortex das glandulas adrenais (RODRIGUES et
al., 2009; ATSAK et al., 2012; McINTYRE et al., 2012; AKIRAV,
2013), e um aumento da funcionalidade do sistema endocanabindide
(RIEBE et al., 2012). Esses dois sistemas ainda podem interagir entre si
e estdo amplamente envolvidos na consolidacdo (RIEBE et al., 2012;
AKIRAV, 2013).

A base do condicionamento classico ou Pavloviano serve para
Varios tipos de condicionamento, o condicionamento de medo olfatério,
auditivo e contextual. Esse processo consiste na associacdo entre dois
estimulos, sendo um estimulo que gera resposta per se chamado de
estimulo incondicionado (El), e o estimulo incapaz de gerar alguma
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resposta denominado estimulo neutro (EN). Entretanto, ap6s as sessdes
de exposicdo concomitante aos dois estimulos (sessdes de
condicionamento), o EN passa a gerar respostas semelhantes ao El,
confirmando o condicionamento, o EN passa a ser chamado de estimulo
condicionado (EC) (PAVLOV, 1927).

No presente trabalho, foi utilizado o condicionamento de medo
contextual: nele o EI é um estimulo aversivo (choque) e 0 EN é o
contexto. Apds a sessdo de condicionamento, 0S animais passam a
apresentar medo frente ao contexto (EC) (FANSELOW et al., 1990;
FANSELOW, 2010). Nessa situagdo, o medo é expresso pelo
comportamento de congelamento, ou seja, a auséncia de qualquer
estimulo aversivo (choque), j& que o contexto adquiriu uma conotacdo
aversiva (PAVLOV, 1927; FANSELOW, 1980), sendo essa abordagem
experimental muito utilizada pelo nosso grupo de pesquisa (STERN et
al., 2012; GAZARINI et al., 2013). A figura 4 mostra como ocorre 0
condicionamento de medo contextual.

Familiarizagdo

Sem medo

Condicionamento Contexto A Contexto B
Contextual

Figura 4. Representacdo do condicionamento de medo contextual. Na figura de
cima, observa-se o processo de familiarizacdo, no qual animais sdo expostos
somente ao contexto. No condicionamento de medo contextual, choques nas
patas sdo aplicados no contexto A, logo apds é observado comportamento de
medo nesse mesmo contexto sem a presenca do choque, e ndo apresentam medo
no contexto B, sendo essa resposta de medo tende a ser restrita ao contexto
pareado ao choque. (Traduzido de MAREN et al., 2013).

Durante o condicionamento de medo contextual, varias regides
do sistema nervoso central estdo envolvidas, dentre elas o hipocampo e
a amigdala. Alguns estudos revelam que a formacgdo hipocampal é
responsavel pela configuragdo contextual do condicionamento, ou seja,
0s neurdnios hipocampais respondem a localizagdes especificas,
tornando os animais capazes de distinguir um contexto aversivo de um
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contexto neutro (LEUTGEB et al., 2006) e a amigdala seria a regido
responsavel por ligar a valéncia emocional do teste ao contexto no qual
ocorreu o condicionamento de medo (BLANCHARD e BLANCHARD,
1972; FENDT e FANSELOW, 1999). Entretanto, essas duas regides
cerebrais estdo interconectadas, uma vez que o hipocampo projeta-se a
amigdala. Principalmente no nucleo conhecido como amigdala
basolateral, a inibicdo ou destruicdo da regido hipocampal, ou da
projecdo hipocampo-amigdala gera um prejuizo do condicionamento de
medo contextual (FANSELOW, 2010).

1.3. Glicocorticoides

Os hormonios glicocorticoides (cortisol em humanos e
corticosterona em roedores) sdo secretados fisiologicamente, ou apos
uma situacdo aversiva, pelo eixo hipotdlamo pituitaria adrenal (HPA).
Apos serem secretados, os hormdnios glicocorticoides se ligam dois
tipos de receptores, os mineralocorticoides (MR) e os glicocorticoides
(GR). Os GR’s estdo expressos amplamente no sistema nervoso central,
ja a expressdo dos MR fica restrita aos neurdnios das regifes limbicas
responsaveis pelos processos de aprendizagem e memoria (HERMAN et
al., 2003): cdrtex, amigdala e altamente expresso na regido hipocampal
(REUL e DE KLOET, 1985), sendo os dois receptores coexpressos
nessas regifes. Esses receptores possuem caracteristicas funcionais
diferentes, o GR possui uma baixa afinidade pelo cortisol (ou
corticosterona), cerca de dez vezes menor que 0 MR (LIGHTMANN e
CONWAY-CAMPBELL, 2010; SARABDJITSINGH et al., 2011),
sendo ativado somente em condigdes de altas concentracfes plasmaticas
de glicocorticoides. Esse aumento pode ser ocasionado por uma situagéo
aversiva, pela administracdo de agonistas exdgenos ou fase de pico de
liberacdo de glicocorticoides do ritmo circadiano. Ja receptores MR
estdo ativos durante todo o tempo, mesmo em condi¢Bes basais de
liberacdo de glicocorticoides (ROOZENDAAL, 1999;
SARABDIJITSINGH et al., 2011). O aumento na liberacdo de
corticosterona ocorre pela ativagdo do ndcleo paraventricular do
hipotalamo, que recebe aferentes do NSQ (ENGELAND e ARNHOLD,
2005) e acaba propiciando a liberacdo do horménio liberador de
corticotrofinas (HLC). Apo6s liberado, esse horménio age sobre a
glandula pituitaria, que secreta o hormonio adrenocorticotréfico
(HACT), esse, por sua vez, estimula o cortex das glandulas adrenais a
liberar cortisol/corticosterona na circulacdo sanguinea
(SARABDJITSINGH et al., 2011). A figura 5 resume a resposta do eixo



32

HPA frente a um evento estressor ou informagdes circadianas (SMITH,
1973; DE BOER et al, 1990; ROOZENDALL et al 1996;
ROOZENDALL, 1999; LIGHTMANN e CONWAY-CAMPBELL,

2010).
[sne |

Informagdes Estressor
circadianas
NPV
Hipotélamo
e Liberacdo B
Eminéncia
; HLC
mediana
Pituitéria-
Anterior
Veia Porta
Liberag3o
HACT
[ §

Corticosterona

AL
] PN LT

/ S JI

Cortex da Adrenal

Figura 5. Representacdo do eixo HPA. Ativado tanto pelo NSQ (nlcleo
supraquiasmatico) como por outras regides do SNC (sistema nervoso central)
em resposta ao estresse. HLC (hormdnio liberador de corticotrofinas) e HACT
(horménio adenocorticotréfico). (Traduzido de LIGHTMANN e CONWAY-
CAMPBELL, 2010).

A secrecdo de glicocorticoides pelas glandulas adrenais €
responsavel pela regulagdo do metabolismo energético do organismo,
portanto, uma falha na liberacdo desses hormdnios pode induzir o
aparecimento de varios transtornos, por exemplo, sindrome de Cushing
(excesso de cortisol), hipertensdo, transtornos no sono, ganho de peso,
depressdo, ansiedade, sindrome de Addison (falta de cortisol),
desenvolvimento de diabetes, irritabilidade (CARROL e FINDLING,
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2010; TSANG et al., 2013), em menor grau, doenca de Parkison e
Alzheimer, sindrome de Huntington, sindrome do panico e uma maior
susceptibilidade do individuo em desenvolver transtorno do estresse
pos-traumatico sdo relatadas ap6s alteragbes na caracteristica pulsatil do
eixo HPA (ABELSON e CURTIS, 1996; HARTMANN et al., 1997).

1.3.1. Variacdo circadiana de glicocorticoides.

Os glicocorticoides sdo liberados em sincronia com 0 ritmo
circadiano, a regulacdo da liberacdo desses horménios é uma das
principais funcdos do NSQ sobre o sistema periférico. A variagcdo de
luminosidade pode controlar indiretamente a liberacdo de
glicocorticoides pelas glandulas adrenais via projecoes do NSQ sobre
eixo HPA, de forma que o padrdo de liberagdo desses hormbnios varia
de acordo com o padrdo de atividade do organismo. Nesse caso, em
espécies mais ativas durante o periodo diurno, como é o caso de
humanos, o pico de liberacdo de glicocorticoides vai ocorrer logo ao
amanhecer (entre 7 e 8h) (MOORE e EICHLER 1972; TSANG et al.,
2013). Ja em animais de habitos noturnos, como é o caso dos roedores
noturnos (figura 6), padrdo oposto é observado, ou seja, 0 pico de
liberacdo ocorre ao anoitecer (19 e 20h) (OSTER et al., 2006; LISTON
et al.,, 2013; TSANG et al., 2013). O controle exercido pelo ritmo
circadiano sobre a liberacdo e concentracdo plasmatica de
glicocorticoides é confirmado em trabalhos onde a retirada cirlrgica
e/fou lesdes do NSQ, acaba ocasionando a inibicdo da liberacdo
circadiana de glicocorticoides (STEPHAN e ZUCKER, 1972;
SARABDIITSINGH et al., 2011).
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Figura 6. Liberagdo circadiana de glicocorticoides (corticosterona) em ratos.
(Traduzido de SARABDJITSINGH et al., 2012).

1.3.2. Modulacao do processo de consolidacéo da meméria pelos
glicocorticoides.

Estd bem descrito na literatura, que apds uma situacdo de estresse
ou frente um estimulo emocionalmente relevante ocorre uma maior
liberacdo de glicocorticoides (McCGAUGH et al., 1996; CAHILL e
MCGAUGH, 1998; MCGAUGH, 2003; AKIRAV, 2013). Os
glicocorticoides podem participar da regulacdo da consolidacdo de uma
memoéria principalmente pela ativacdo dos GR, que segundo de Kloet
(1991), sdo responsaveis pelos efeitos dos glicocorticoides sobre a
consolidacdo ap6s eventos aversivos ou durante o pico de liberacdo
desse horménio. Liston e colaboradores (2013) propdem que para uma
boa consolidagdo sdo necessdrias concentragbes Otimas de
corticosterona plasmatica, as quais levariam a eliminacdo de espinhas
dendriticas desnecessérias e a formagao de novas espinhas. Porém, para
gue essa memdria seja mantida ao longo da vida, faz-se necessaria a
variacdo (pico e depressdo) circadiana de corticosterona, por esse
motivo a manutencdo de altos niveis de glicocorticoides por um longo
periodo de tempo € capaz de gerar prejuizos na consolidagdo da
memoéria (LISTON et al., 2013). Além disso, sugere-se que 0S
rececptores MR sdo responsaveis pela interpretacdo do estimulo
ambiental e pela sele¢do da melhor estratégia comportamental a ser
tomada frente determinada situacdo (OITZL et al., 1994,
ROOZENDAAL, 1999). Os glicocorticoides secretados naturalmente ou
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apos uma situacao de estresse podem atuar diretamente sobre regides do
sistema nervoso central, importante para a formacdo da memdria de
longo prazo e ricas em receptores glicocorticoides, como o hipocampo,
amigdala e cdrtex pré-frontal, fato observado na figura 7 (CHEN et al.,
2012).

Planejamento e controle

Cortex Pré
Frontal

Adaptacdo a memoria
de medo e ao estresse

Aspectos emocionais Aspectos contextuais
N £

Amigdala ]

[ Hipocampo

NPV

Pituitaria

Adrenais

Figura 7. Representacdo das regides do sistema nervoso central (SNC)
responsaveis pela modulagdo dos processos de memoria e suas ligagdes com o
eixo HPA. NPV (nlcleo paraventricular) (Traduzido de GROENEWEG et al.,
2011).

Vérios grupos de pesquisa tém avaliado a participacdo da
corticosterona na modulacdo da consolidacdo de uma meméria (OITZL
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e DE KLOET, 1992; DE KLOET et al., 1998; McGAUGH, 2000;
ROOZENDAAL e MCcGAUGH 1996; 2011; AKIRAV, 2013),
demonstrando que experiéncias e/ou eventos traumaticos sdo
relembrados de forma vivida e completa. Enquanto isso, eventos com
uma carga emocional baixa sdo remotamente lembrados, sugerindo que
existe um mecanismo endogeno capaz de causar o fortalecimento de
determinadas memérias (GOLD e McGAUGH, 1975), ou seja, o
fortalecimento da memoria esta envolvido com a carga emocional da
experiéncia vivida, que acaba levando a uma maior liberacdo de
neurotransmissores e hormonios.

Dessa forma, a presenga de uma concentracdo de corticosterona
dita 6tima é essencial para a formacdo da memoria, ou seja, dentro de
uma determinada faixa de concentracdo plasmatica de glicocorticoides o
organismo é capaz de beneficiar-se, ocorrendo assim, um melhor
desempenho realizacdo de determinada tarefa (YERKES e DODSON,
1908; PUGH et al., 1997; ROOZENDAAL, 1999). Por esse motivo
certos niveis de estresse sdo benéficos durante 0s processos de
aquisicdo, consolidacdo e evocacdo da memodria (AKIRAV, 2013;
LISTON et al., 2013).

1.3.3. Mecanismo de “feedback” do sistema glicocorticoide

Como mencionado anteriormente, ndo é fisiologicamente
interessante que os niveis de glicocorticoides permanegam elevados por
um periodo de tempo muito longo (AKIRAV, 2013). Por esse motivo,
ap6s 0 aumento da concentracdo de glicocorticoides, é necessario um
mecanismo para finalizar a acdo do cortisol/corticosterona, conhecido
como mecanismo de auto regulacdo negativa (feedback), podendo
ocorrer de forma ndo-gendmica (rapida) ou gendmica (lenta) (HINZ e
HIRSCHELMANN, 2000; LIGHTMANN et al., 2008). Sugere-se que
0s mecanismos de feedback negativos sdo os responsaveis pela geracdo
dos diversos picos de secrecdo de glicocorticoides durante o dia,
entrando em acdo logo apds um pico de liberacdo e dando inicio a fase
inibitoria do pulso (LIGHTMANN et al., 2008). O mesmo padrdo de
resposta ocorre frente a uma situagao de estresse, em que o aumento dos
niveis de corticosterona plasmatica ativam 0 mecanismo de
autorregulacdo, com objetivo de manter os niveis de glicocorticoides
sempre no nivel ideal correspondente ao periodo do ritmo circardiano no
qual o individuo encontra-se (DI et al., 2003; RIEBE et al., 2012).

Os efeitos gendmicos dos glicocorticoides sdo mediados pelos
seus proprios receptores (DE KLOET et al., 1990), que exercem uma
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efeito inibitorio sobre o eixo HPA (HERMAN et al., 1996; DE KLOET,
2000). Essa resposta € dependente de transcricdo génica, por esse
motivo a resposta inibitéria do eixo HPA ocorre de forma lenta. Esse
mecanismo  visa re-estabelecer a homeostase do organismo
(FALKENSTEIN et al., 2000; DI et al., 2003). Segundo de Kloet e
colaboradores (1998) a diferenca de expressdo dos dois receptores €
necessario, pois eles modulam diferentes respostas, enquanto os
receptores MR sdo responsaveis por prevenir distirbios na homeostase,
0s GR sdo essenciais na recupera¢do do organismo ap0s uma situacao de
estresse, por esse motivo em alguns casos, 0 mecanismos de feedback
lento ocasiona a ativacdo dos dois receptores.

Ja os efeitos ndo gendmicos (ou lentos) dos glicocorticoides nao
sd0 necessariamente induzidos pela acdo direta dos glicocorticoides
sobre seus receptores (DI et al., 2003; HINZ e HIRSCHELMANN,
2010), e sim, sua acdo sobre a sinalizacdo de canais ibnicos, receptores,
hormdnios e neurotransmissores (endocanabindides), responsaveis tanto
pela ativacdo rapida, quanto pelo feedback negativo rapido. O processo
de feedback negativo rapido ocorre cerca de 10 a 15 min apo6s a
liberagcdo dos horménios pelo eixo HPA, essa inibigdo ocorre de forma
ndo gendmica por ndo envolver sintese de proteina, sintese mMRNA e
outros fatores gendmicos e necessita da sinalizacdo endocanabinoide,
um dos principais sistemas de neuromodulagdo no sistema nervoso
central (PATEL et al., 2004; EVANSON et al., 2010).

1.4. Sistema endocanabinoide

A planta Cannabis sativa, popularmente conhecida como
maconha ou marijuana, é usada para fins recreativos e medicinais ha
séculos. Os principais efeitos do uso dessa planta sdo: a inducdo de um
estado de euforia, relaxamento, sensacdo de bem estar e felicidade,
aumento da sociabilidade, fome excessiva, entre outros fatores
(MOREIRA & WOJTAK, 2009). Porém, nem todos os efeitos da
maconha sobre 0 organismo sdo prazerosos, 0 uso frequente de
Cannabis, pode causar transtornos psiquiatricos, como ansiedade,
transtorno do péanico, esquizofrenia, entre outros (ZUARDI et al., 1982;
D’SOUZA et al., 2004). O principal componente de Cannabis foi
descoberto, isolado e caracterizado em meados dos anos 60, sendo um
composto lipidico denominado A’- Tetrahidrocanabinol (A’-THC)
(GAONI e MECHOULAM, 1964). Alguns anos depois, 0 receptor
canabinoide do subtipo 1 (CB1) foi clonado e caracterizado como
membro da familia dos receptores acoplados a proteina G (MATSUDA
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et al., 1990). Logo ap6s foi realizada a identificagdo e caracterizacéo de
dois compostos com estrutura quimica semelhante ao A°-THC,
denominados endocanabinoides (eCB), o 2-araquinoilglicerol (2-AG) e
N-araquidonoil etanolamina, mais conhecida como anandamida (AEA)
(DEVANE et al., 1992; MECHOULAM et al.,, 1995). Munro e
colaboradores (1993) identificaram, clonaram e classificaram 0s
receptores canabinoides do subtipo 2 (CB2) também acoplado a proteina
G. Por fim, para fechar os constituintes do sistema endocanabinoides, as
enzimas de sintese e degradacdo dos eCB foram descobertas
(MOREIRA e LUTZ, 2008). A representacdo esquematica do sistema
endocanabinoide pode ser observada na figura 9 (abaixo).
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Figura 8. Representacdo do sistema endocanabinoide. (Adaptado de PACHER
et al., 2006).

Os principais efeitos psicoativos da Cannabis sdo mediados pela
sua agdo sobre os receptores CB1, sendo esses receptores densamente
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expressos no sistema nervoso central (MOREIRA e WOTJAK, 2009), e
também na periferia, células imunes, tecidos vasculares, retina, células
pancredticas, trato gastrointestinal e adipécitos (PACHER et al., 2006).
Enquanto os receptores CB2 sdo encontrados, principalmente em tecidos
e células responsaveis pela funcdo de combater alguma agressao
exdgena ao organismo, por exemplo, células do sistema imune
periféricos, 6rgaos em geral, micrdglias de regides cerebrais lesionadas,
e em varias regibes do SNC (ex. hipocampo) (MURNO et al., 1993;
HOWLETT et al., 2002; BENITO et al., 2008).

MNeurdnio pré-sindptico

CB1R

Meurdnio pds sindptico

Figura 9. Sistema eCB inibindo a liberagdo de outros neurotransmissores (ex.
glutamato e GABA). 2-Araquidonoil-glicerol (2-AG), Anandamida (AEA),
Receptor canabinoides do tipo 1 (CB1R), Glutamato (Glu). (adaptado de
SAITO et al., 2012).

Como pode ser observado na figura 10, os eCB séo considerados
neurotransmissores atipicos, pois ndo sdo armazenados em vesiculas,
sendo liberados sobre demanda, ou seja, sintetizados e liberados
somente quando necessario, pelo neurdnio p6s-sindptico em resposta ao
influxo de calcio ou ativacdo de receptores glutamatérgicos ou
colinérgicos presentes na pdés-sinapse. Apos liberados, os eCB agem
sobre 0 neurdnio pré-sinaptico, causando uma supressdo da atividade
neuronal (OHNO-SHOSAKU et al., 2001; WILSON e NICOLI, 2001;
MARSICANO e LUTZ, 2006; MOREIRA e LUTZ, 2008; ALGER E
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KIM, 2011). A ativacdo dos receptores canabinoides da pré-sinapse
causa a inibicdo da liberacdo de outros neurotransmissores,
principalmente glutamato e GABA (MARSICANO e LUTZ, 2006) e a
possivel inibicdo da liberacdo de serotonina e noradrenalina
(SCHLINCKER e KATHMANN, 2001; FREUND et al., 2003). A
modulacdo da liberacdo desses neurotransmissores, principalmente
GABA e glutamato, explica o fato do sistema eCB apresentar um efeito
dual sobre vérios comportamentos (MARSICANO e LUTZ, 2006;
MOREIRA e LUTZ, 2008), por exemplo em processos como
aprendizado e memobria, ansiedade e depressdo (MILLAN, 2003;
MILLAN, 2006; MOREIRA e WOTJAK, 2009).

Apo6s uma situacdo de estresse fisico ou psicolégico, é possivel
observar uma maior liberacdo de eCB em varias regides do SNC
(RIEBE et al,. 2012). O aumento dessa sinaliza¢do funciona como um
mecanismo defensivo e de contra-ataque & situacdo de estresse, levando
a um “alivio” da memoOria de medo, ou seja, reduzindo o carater
aversivo dessa experiéncia (RIEBE et al., 2012). Por esse motivo, 0
bloqueio farmacoldgico ou genético dos receptores CB1 é capaz de
gerar uma maior resposta de medo frente a uma situacdo aversiva
(HALLER et al., 2004; RIEBE et al., 2012). Esse processo de redugédo
ou alivio de uma memdria aversiva pode ocorrer pela interacdo do
sistema eCB com o sistema glicocorticoide e serd discutida de forma
mais ampla e detalhada posteriormente.

O sistema eCB participa da regulagdo de vérias funcbes
bioldgicas, fisioldgicas e patoldgicas no nivel de SNC e periférico
(FRIDE, 2002), por exemplo, o controle das funcbes basicas do
organismo, como temperatura corporal, ingestdo de alimentos, ciclos
sono-vigilia, liberagdo de horménios (ex. glicocorticoides), reproducao,
percepcdo de dor e inflamagdo (COTA et al., 2003; DI-MARZO 2003;
VALENTI et al., 2004). Ademais, auxiliando na regulacdo de varios
processos fisiopatoldgicos, como cogni¢do, depressdo, dependéncia,
estresse pds-traumatico, ansiedade, fobias, entre outros (MOREIRA e
LUTZ 2008; MOREIRA e WOTJAK, 2009). Assim o uso de
canabinoides na clinica para o tratamento destes transtornos
psicofisioldgicos tem sido bastante abordado (WOTJAK, 2005;
MALDONADO,VALVERDE e BERRENDERO, 2006). Segundo
Moreira e Lutz (2008), o receptor CB1 é um dos receptores mais
expressos no SNC. Varias regifes cerebrais ligadas ao processo de
aprendizado e memdria expressam altas densidades desses receptores,
por exemplo, hipocampo, amigdala, cortex pré-frontal, hipotdlamo e
substancia cinzenta periquedutal (GRAEFF, 1994; GALLER e
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MOKLER, 2005; MOREIRA e LUTZ, 2008), além do NSQ, regido
responsavel pela manutencdo do ritmo circadiano (MARTINEZ-
VARGAS et al., 2005), podendo, assim, sugerir uma modulacdo do
sistema eCB pelo ritmo circadiano, ou vice-versa.

1.4.1 Influéncia do ritmo circadiano sobre o sistema endocanabinoide

De acordo com Valenti e colaboradores (2004), é observada a
variacdo circadiana do sistema eCB, revelando que em diferentes
periodos do dia ocorre uma menor ou maior liberagcdo de 2-AG e AEA
em varias regides do sistema nervoso central (ex. hipocampo,
hipotdlamo, estriado, coértex, entre outras), sendo essa varia¢do
circadiana da concentracdo plasmatica dos eCB regulada, pelo proprio
sistema eCB, através das suas enzimas de sintese e degradaco, as quais
também sofrem uma variacdo circadiana. A densidade e expressdo de
receptores CB1 também pode sofrer variacdo circadiana (MARTINEZ-
VARGAS et al., 2003). A densidade desses receptores esta elevada
durante a fase inativa do ritmo circadiano, fase onde é observada uma
menor liberacdo de eCB em roedores (VALENTI et al., 2004;
VAUGHN et al., 2010). Além disso, os eCB modulam varios processos
fisiol6gicos controlados pelo ciclo circardiano, como o processo de
sono-vigilia, a liberagdo de hormdnios (glicocortic6ides), a modulagdo
dos processos de aprendizado e memoria, atividade locomotora, entre
outros (VAUGHN et al., 2010). Isso sugere que o sistema eCB pode
regular ou ser regulado pelo ritmo circadiano, e servir como uma ponte
de ligacdo entre os reguladores oscilatorios (NSQ) e 0s processo
fisioldgicos.

Como j& foi abordado, é observado em animais a presenca de
receptores CB1 no NSQ (WITTMANN et al., 2007; SANFORD et al.,
2008), sugerindo que os eCB podem alterar as respostas desse nicleo
frente ao estimulo luminoso, levando a alteragbes do ritmo circadiano.
Isso seria causado pela acdo do sistema eCB sobre os sistemas de
neurotransmissdo glutamatérgico e GABAérgico do NSQ (MORIN e
ALLEN 2006; VAUGHN et al., 2010). Dessa forma, as possiveis
interacdes entre o sistema eCB e 0 ritmo circadiano podem contribuir
para o tratamento e/ou o entendimento da etiologia de vérias doencas
neuropsiquiatricas (SANFORD et al., 2008) e participar da modulagéo
de varios processos mnemodnicos, por exemplo, a consolidagdo da
memoria.
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1.4.2 Importancia do sistema endocanabinoide na consolidacéo da
memoria de medo contextual

Varios estudos tém demonstrado que o A®THC e outros
canabinoides sdo capazes de gerar prejuizos nos processos de
aprendizado e memoria, em roedores, primatas e humanos, fato que
pode ser explicado pela alta densidade de receptores CB1 nas regides
limbicas principalmente na regido hipocampal (LEDOUX, 2000;
KATONA et al., 2001; CASTELLANO et al., 2003; RODRIGUES et
al., 2009). Respostas opostas sdo obtidas pelo bloqueio da sinalizacéo
eCB sobre os receptores CB1 através de antagonismo, dele¢do génica ou
degradacdo dos eCB; manipulagdes capazes de gerar uma melhora dos
processos mnemonicos, por exemplo, uma melhor consolidagcdo da
meméria (TERRANOVA et al., 1996 ; MOREIRA e LUTZ, 2008;
MOREIRA e WOTJAK, 2009; RIEBE et al., 2012).

O papel do sistema eCB sobre a modulacdo de memorias
aversivas, como é o caso da memoéria de medo contextual, é muito
relevante para o nosso trabalho. A lembranca de uma situagdo aversiva,
como ja abordado, é importante para a sobrevivéncia e adaptacdo do
animal ao ambiente, ja que individuos que facilmente aprendem a evitar
lugares pouco seguros possuem uma maior chance de sobrevivéncia
(MARSICANO e LAFENETRE, 2009). Segundo, Riebe e
colaboradores (2012), quanto maior a aversividade da experiéncia,
maior serd a liberacdo de eCB, principalmente 2-AG, visando diminuir a
valéncia aversiva do evento e auxiliando na retomada rapida do
organismo ao seu estado de equilibrio. Estd bem caracterizado na
literatura que o bloqueio dos receptores CB1 é capaz de gerar respostas
de medo exageradas e persistentes. Esta afirmacao é explicada pelo fato
do antagonismo (ex. AM 251) ou delecdo dos receptores CBL1, ser capaz
de melhorar a aquisicdo (CANNICH et al., 2004) e, principalmente, a
consolidagdo de uma memoria aversiva (CHHATWAL et al., 2005;
TAKAHASHI et al., 2005; ARENOS et al., 2006; ROCHE et al., 2007;
REICH et al., 2008; SINK et al., 2010) e bloquear os processos de
extincdo de memdrias (MARSICANO et al., 2002; MARSICANO ¢
LUTZ, 2006; NIYUHIRE et al., 2007). O papel do sistema eCB em
reduzir as respostas de medo frente a uma experiéncia aversiva esta
esquematizada na figura 11.
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Figura 10. Representacdo do alivio da memdria de medo causado pela agdo dos
eCB (Adaptado RIEBE et al., 2012).

1.5. Interacdo dos sistemas glicocorticoide e endocanabinoide

Retomando assuntos anteriormente abordados, é conhecido que o
sistema eCB é capaz de modular respostas emocionais em humanos,
auxiliando no alivio das respostas frente a uma situacdo aversiva, por
exemplo, respostas de ansiedade e medo (MORENA e
CAMPOLONGO, 2013). A falta de funcionalidade do sistema eCB
pode contribuir para o aparecimento de doencas neuropsiquiatricas
ligadas a resposta de medo exagerada, como fobias, transtorno do
panico e transtorno de estresse pos-traumatico (MOREIRA e WOTJAK,
2009; RIEBE et al., 2012). Sugerindo um possivel papel do sistema eCB
na manutencdo de respostas de medo baixas ou moderadas frente a
eventos ou experiéncias aversivas, uma vez que a ativacdo do sistema
eCB leva a alteracBes fisiol6gicas (diminuicdo da liberacdo de
glicocorticoides) e comportamentais, e acabaria auxiliando na tomada da
estratégia comportamental correta para enfrentar determinado evento
aversivo (MOREIRA e WOTJAK, 2009; RIEBE et al., 2012).

O alivio das respostas de medo pode ocorrer pela acdo do sistema
eCB sobre o eixo HPA. Nesse momento, € importante ressaltar que a
ativacdo do eixo HPA pode ser controlada pelo NSQ em resposta a
variacdo circadiana e/fou ser solicitada ap6s uma situacdo
emocionalmente relevante (aversiva ou ndo) (FINN, 2010; TSANG et
al., 2013). Em contrapartida, o sistema endocanabinoide é capaz de
suprimir a atividade do eixo HPA através do mecanismo de feedback
ndo gendmico (rapido) (DI el al., 2003; COTA et al., 2007; VAUGHN
et al., 2010). Segundo Di e colaboradores (2003) e outros pesquisadores
(COTA et al.,, 2007; HILL e McEWEN, 2010), um aumento de
concentracdo plasmatica de glicocorticoides, causada por uma situacdo
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de estresse (ex. choque nas patas) ou pela variacdo fisioldgica do ritmo
circadiano, pode favorecer a liberacdo de endocanabinoides,
principalmente na regido do nucleo paraventricular, resultando na
inibigdo do eixo HPA e funcionando assim como um auto limitador de
liberacdo de glicocorticoides (PATEL et al., 2004; FINN, 2010), fato
observado em animais (HOHMANN et al., 2005) e humanos (HILL et
al., 2009). Nesse processo, ocorre a supressao da inibicdo da liberacdo
de glutamato sobre os neurdnios liberadores do HLC do nucleo
paraventricular do hipotadlamo, em resposta a ativacdo dos receptores
canabinoides na pré-sinapse, levando a uma supressdo do eixo HPA, e,
consequentemente, a diminuicdo da liberagdo de glicocorticoides (DI et
al., 2003; GROENEWEG et al., 2011). Pode-se observar a interacdo
entre esses dois sistemas na figura 12 a seguir.

HORMONIO
" LIBERADOR DE
CORTICOTROFINAS

. .<> Lipases
A
ecepror
GC

* Endocanabindides

HORMONIO
LIBERADOR DE
CORTICOTROFINAS

e Glutamato
&AM - 251

Figura 11. Interacdo entre os sistemas glicocorticoides e endocanabinoide
(eCB). (A) Agéo dos endocanabinoides na inibicdo da liberacdo de glutamato
pelo neurbnio pré-sinaptico, levando a diminuicdo da liberacdo de
corticosterona. (B) Mecanismo de inibicdo do eixo HPA pela sinalizacdo
endocanabinoide, através do blogqueio farmacoldgico dos receptores CB1, pelo
AM-251, suprime a inibi¢do de glutamato e causa um aumento da liberagéo de
glicocorticoides. Receptor GC (receptor glicocorticoide), NPV (nlcleo
paraventricular) e CB1 (receptor canabinoides subtipo 1). (Traduzido de
EVANSON et al., 2010).

De acordo com varios estudos e com base na figura acima, é
sugerida a participacéo do sistema eCB na regulacdo do eixo HPA, pois
0 antagonismo dos receptores CB1 leva ao aumento da resposta do eixo
HPA frente ao evento aversivo, ou seja, uma maior liberacdo de
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glicocorticoides, mesmo resultado observado em animais nocautes para
CB1 (CB1Rko) (EVANSON et al., 2010). Além disso, a capacidade do
eixo HPA em modular e/ou influenciar os processos de plasticidade
sindptica e consolidacdo da memoria por meio da liberacdo de
glicocorticoides na circulacdo sanguinea, estd sob controle intenso do
ritmo circadiano (MOORE e EICHLER 1972; TSANG et al., 2013). A
modulacdo do eixo HPA necessita da sinalizacdo endocanabinoide, que
também sofre influéncia do ritmo circadiano, e participa amplamente da
modulacdo dos processos de consolidagdo da memoria (DI et al., 2003;
PATEL et al., 2004; FINN, 2010; HINZ e HIRSCHELMANN, 2010).
Dessa forma, a hipdtese deste trabalho é que ocorra um efeito do
ritmo circadiano sobre o bloqueio do receptor endocanabinoide,
podendo levar a alteragbes no processo de consolidacdo de uma
meméria de medo contextual, sendo essas alteracfes causadas,
possivelmente pela variacdo circadiana de glicocorticoides, jA que €
possivel observar uma interagdo entre os sistemas eCB e glicocorticoide.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

- Investigar se, e como, o ritmo circadiano influencia os efeitos
do antagonismo farmacoldgico de receptores CB1 durante a
consolida¢do de uma memoria de medo contextual em ratos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o papel do receptor canabinoide do subtipo 1 na
consolidacdo da meméria de medo contextual em dois periédos
do ciclo circadiano em ratos.

- Quantificar a concentracdo plasmatica de corticosterona em dois
periodos do ciclo circadiano em ratos com e sem
condicionamento ao contexto.

- Investigar através da administracdo de corticosterona (dia) e
dexametasona (noite) a influéncia do sistema glicocorticoide
sobre o blogqueio farmacoldgico dos receptores CB1 durante a
consolidacdo da meméria de medo contextual em dois periodos
do ritmo circadiano.



47

3. Materiais e métodos
3.1 Consideracdes éticas

Todos os procedimentos realizados durante a elaboracdo desse
estudo foram conduzidos de acordo com o Comite de Etica para o Uso
de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC),
sobre 0 processo numero: Oficio 71/CEUA/PRPE/2012. Foi utilizado o
nimero minimo de animais para a obtengdo de andlises estatisticas
confiaveis.

3.2 Animais

Foram utilizados 222 ratos da linhagem Wistar, com idade entre
3-4 meses (300-400 g). Os animais foram disponibilizados pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (BIC-UFSC). Os
animais foram agrupados em caixas de polipropileno (36 x 30 x 15 cm),
contendo de 4-5 animais, em ambiente com temperatura controlada (22
+ 1 °C), com ciclo claro/escuro de 12 horas (fase clara das 7h as 19h) e
agua e racdo ad libitum.

3.3 Drogas e tratamentos

Durante a realizacdo dos protocolos experimentais foram
utilizadas as seguintes drogas:

AM 251, antagonista de receptores canabinoides do subtipo 1
(Tocris, USA) dissolvido em solucdo salina (NaCl 0,9%) contendo 5%
de Tween 80 e administrado intraperitonealmente (i.p.) nas doses de 0,1
mg/kg; 0,3 mg/kg ou 1,0 mg/kg. As doses utilizadas foram baseadas em
estudos prévios (ndo publicados) do laboratério desta instituicao.

Corticosterona, agonista de receptores glicocorticoides (Sigma-
aldrich USA) dissolvido em solucdo salina (NaCl 0,9%) contendo 5%
de Tween 80 e administrado intraperitonealmente (i.p.) na dose de 1
mg/kg. Sendo essa dose padronizada em estudos prévios do nosso
grupo.

Dexametasona, um agonista sintético do receptor glicocorticoide
(Sigma-aldrich, USA), dissolvido em solucdo salina (NaCl 0,9%)
contendo 5% de Tween 80 e administrado i.p. na dose de 0,1 mg/kg e
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0,3 mg/kg. Essa dose foi baseada em trabalhos de outros grupos
(ROOZENDAAL, 1999; SOUZA, 2011; CAVALLI, 2013).

Solugédo controle, o veiculo de dissolucdo das drogas foi
utilizado como solugéo controle, ou seja, solugéo salina 0,9% contendo
5% de Tween 80 e administrada intraperitonealmente (i.p.).

3.4 Procedimentos experimentais

Todos os testes comportamentais descritos abaixo foram
registrados através de um sistema de camera/video (DVD), o qual
permitiu a gravacdo de todos os experimentos para uma posterior analise
dos dados. Os experimentos foram realizados em dois periodos distintos,
com inicio por volta das 7-8h, durante o dia (fase clara e inativa dos
animais), ou iniciando entre 19-20 h, durante a noite (fase escura e ativa
dos roedores). A escolha dos animais para cada tratamento seguiu uma
ordem aleatéria.

Em todas as sessGes os animais foram retirados do Biotério do
Laboratério de Neuropsicofarmacologia e levados para a sala de
experimentacdo 30-45 min antes do inicio do procedimento
experimental, visando uma ambientagdo ao local no qual os testes foram
realizados. A sala de ambientacdo foi suavemente iluminada por um
lampada incandescente de 40 lux para experimento durante o dia ou 4
lux para experimentos realizados durante a noite, a temperatura nessa
sala foi mantida em torno de 20°C + 1°C, através de uma aparelho de ar-
condicionado. Os experimentos foram conduzidos em uma sala
conjugada com iluminacdo (40 lux para todos os experimentos) e
temperatura controlada.

3.4.1 Condicionamento de Medo Contextual

Os experimentos de condicionamento de medo contextual foram
realizados em uma caixa de condicionamento (Insight Ltda, SP, Brasil)
dotada de piso gradeado conectado a um gerador de choque elétrico
(Figura 13), sendo a amplitude e o tempo do choque configurado
previamente dependendo do grupo experimental e do objetivo do
estudo.
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Figura 12. Caixa de condicionamento

O modelo de condicionamento de medo contextual utilizado é
baseado no modelo de condicionamento cléssico desenvolvido por lvan
Pavlov. Como descrito na figura 16, o referido procedimento
experimental foi desenvolvido em varias sessdes. No primeiro dia, 0s
animais foram expostos por 3 min & caixa de condicionamento em um
processo chamado familiarizacdo, tendo como objetivo o
reconhecimento do aparato experimental (FANSELOW, 1990). Discute-
se que 0s animais precisam de um tempo de exploragdo ao contexto (2-3
min) com objetivo de formar uma representacdo interna desse contexto.
Isso sO seria necessario durante um condicionamento de medo
contextual e a auséncia dessa sessdo de familiarizacdo impede a
contextualizacdo do evento aversivo (FRANKLAND et al., 2004;
LANDEIRA-FERNANDEZ et al., 2006; RIEBE et al., 2012). Apés a
sessdo de familiarizaclo, animais foram retirados e levados para uma
caixa permanéncia até o fim de todo o experimento quando todos foram
reagrupados, em suas respectivas caixas moradias, e levados novamente
ao biotério. No dia seguinte, os animais passaram pela sessdo de
condicionamento na qual foram expostos a caixa de condicionamento e
apo6s 30 s receberam 3 choques de 0,7 mA por 3 s nas patas com
intervalo entre os choque de 30 s, apds o0s choques animais
permaneceram por mais 30 s nesse aparato experimental.
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O teste comportamental consistiu em re-expor o animal a caixa de
condicionamento (contexto A) no teste A; (dia 3) em uma sessdo de 3
min, visando avaliar o comportamento de medo condicionado
apresentado pelo animal. A resposta comportamental avaliada foi a
resposta de congelamento (em porcentagem de tempo), que foi definido
por Blanchard e Blanchard (1969) como imobilidade em uma posigéo de
agachamento, com auséncia total de movimentos com excecdo dos
movimentos necessarios para a respiracdo, sendo considerado um
comportamento de medo condicionado (FANSELOW, 1980).

No dia 4, animais foram expostos a uma caixa de vidro,
totalmente diferente do contexto no qual o animal foi condicionado
(contexto neutro, Contexto B, figura 14). A exposicdo ao contexto B
durou 3 min, sendo chamada de teste B;, com objetivo de avaliar a
generalizagdo da memodria de medo, ou seja, se o animal passa a
apresentar congelamento significativo em um contexto neutro, que néo
possui nenhum grau de aversividade.

Figura 13. Contexto B. Caixa de vidro.

Com objetivo de investigar a persisténcia da memoria de medo
formada, foi realizada uma segunda sesséo de teste A (teste A,— 3 min),
uma semana apds o condicionamento, e no dia seguinte uma segunda
sessdo de teste B (teste B, — 3 min), a fim de avaliar a durabilidade da
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meméria associativa e/ou generalizacdo do medo. 48 h apos o teste B os
animais foram expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE). Apos cada
exposicdo, 0s aparatos experimentais foram limpos com solucdo de
etanol (10% v/v).

3.4.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado foi realizado com objetivo de
investigar a ocorréncia do processo de sensibilizacdo do medo. O
processo de sensibilizagdo da meméria é considerado um aprendizado
ndo associativo, ou seja, um aumento da resposta de medo a um
estimulo que é aversivo, embora ndo esteja associado a memodria de
medo (RIEBE et al., 2012).

O LCE (figura 15) um teste que consiste em um aparato de MDF
branco (EP-151, Insight, SP, Brasil), com quatro bragos, sendo dois
abertos, de 50 x 10 cm, com uma protecdo de 1 cm de altura em todo o
braco e dois fechados, com medidas de 50 x 10 x 40 cm, disposto de
maneira oposta e uma plataforma central (10 x 10 cm).

Figura 14. Labirinto em cruz elevado (LCE).
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Os animais foram colocados na plataforma central do labirinto
com a cabeca voltada para os bracos fechados e exploraram livremente
durante 5 minutos, ao fim da sesséo animal foi retirado e levado para um
caixa permanéncia até o fim de todo o experimento quando todos foram
levados em suas respectivas caixas moradias, novamente ao biotério.
Apo0s cada exposicdo, o labirinto foi limpo com solucédo de etanol (10%
v/v). Os seguintes parametros foram avaliados:

- NUmeros de entradas nos bracos abertos (EA) do LCE,
considerados apenas quando animal colocava as quatro patas em
um dos bracos abertos.

- NUmero de entradas nos bracos fechados (EF) do LCE,
consideradas apenas quando animais colocavam as quatro patas
em um dos bragos fechados.

- Tempo de permanéncia nos bragos abertos (TA) do LCE,
considerado desde a entrada do roedor no braco aberto até que
uma das patas fosse colocada em outra parte do LCE.

- Tempo de permanéncia nos bragos fechados (TF) do LCE,
considerado desde a entrada do rato no braco fechado até que
uma das patas fosse colocada em outra parte do LCE.

- Postura de estiramento (PAR), comportamento relacionado a
avaliacdo de risco, e foi registrado o numero de tentativas de
entradas nos bragos abertos, considerada quando o animal
colocou pelo menos uma das patas em um dos bracos abertos e
voltou & posi¢do original.

Os dados desses parametros foram usados para calcular a
frequéncia de ocorréncia de determinado comportamento. S&o eles, a
porcentagem de tempo nos bracos abertos {%TA; [(tempo nos bragos
abertos/300) x 100] e a porcentagem de entradas nos bragos abertos
{%EA,; [nimero de entradas nos bracos abertos/nimero total de entradas
(aberto + fechado) x 100]. Os outros parametros sdo plotados na forma
bruta.



53

A ld ap Ld, p Ld 6d » 1d 2d LCE

Fam. Pareamento TesteA; TesteB, Teste A; TesteB; LCE
3min  3x0,7mA/35 3 min 3 min 3 min 3min 5 min
2 min

Figura 15. Representacdo esquematica geral do protocolo experimental
utilizado durante a realizacéo dos experimentos comportamentais.

3.4.3 Dosagem de corticosterona plasmatica

A dosagem de corticosterona foi realizada pelo método de
guimiluminescéncia. O seguinte protocolo foi adotado para a coleta de
amostra de sangue destinado a posterior dosagem de corticosterona
plasméatica: animais foram sacrificados por decapitacéo, utilizada uma
guilhotina e cerca de 4 ml de sangue foi coletado e separado em 2
eppendorfs , um deles encaminhado para posterior andlise e outro
armazenado em freezer -80 °C caso fosse necessaria a realizagdo de uma
nova andlise, evitando assim o sacrificio de outros animais. As analises
foram realizadas pelo Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias —
Petlabor®.

Para avaliar a concentragdo basal de corticosterona durante o dia
ou noite os animais foram divididos em dois grupos, retirados do
biotério aproximadamente as 7h e 30 min ou as 19h e 30 min e levados a
sala de perfusdo, ndo sendo submetidos a nenhum procedimento
experimental e nenhum tratamento, e foram decapitados conforme o
experimento ja explicado. O protocolo utilizado para avaliar o efeito do
condicionamento sobre a liberacdo de corticosterona foi o seguinte:
animais passaram por uma sessdo de condicionamento (3 choques de 0,7
mA/3s) durante o dia ou noite e ap6s 30 min, periodo necessario para se
alcangar concentragdo plasmatica elevada de corticosterona ap6s uma
situacdo de estresse e foram sacrificados como descrito acima.

3.5 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Para a andlise estatisticas dos dados utilizou-se o
programa Statistica® 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). Na
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confeccdo dos graficos, usou-se o programa Graph Pad Prism® 4.0 (
Graph Pad Software, San Diego, Califérnia, USA). O nivel de
significancia considerado para todos os testes foi de P < 0,05.

No experimento 1, nos experimentos envolvendo
condicionamento de medo contextual recorreu-se a andlise de variancia
de duas vias seguidas de teste post hoc de Newman-Keuls, sendo
utilizada para detectar diferencas na porcentagem de tempo de
congelamento durante os testes Aj, By, A, (7dias) e B, (7 dias), usando
0 tratamento e o periodo no qual os animais foram submetidos aos
procedimentos experimentais durante o dia (8 h) ou durante a noite
(20h), como variaveis independentes. Os dados obtidos no LCE foram
analisados pela ANOVA de duas vias seguida de teste de post hoc de
Newman-Keuls, usando o tratamento e o periodo de tempo como
varidveis independentes.

No experimento 2, analisou-se a dosagem de corticosterona por
ANOVA de duas vias, seguida de teste de post hoc de Newman-Keuls,
usando o periodo de tempo e o condicionamento como variaveis
independentes.

Nos experimentos 3 e 4 foi realizada a analise de variancia de
duas vias seguida de teste post hoc de Newman-Keuls, nos experimentos
envolvendo condicionamento de medo contextual, sendo utilizada para
detectar diferencas na porcentagem de tempo de congelamento durante o
teste A;, By, A, (7dias) e B, (7 dias), usando o pré-tratamento e o
tratamento como variaveis independentes. Os dados obtidos no LCE
foram analisados usando ANOVA de duas vias seguida de teste de post
hoc de Newman-Keuls, usando o pré-tratamento e o tratamento como
variaveis independentes.
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4, Resultados

4.1 Experimento 1. Efeitos do antagonismo dos receptores CB1
sobre a consolidagdo de uma memoria de medo contextual em
diferentes periodos do ritmo circadiano

O experimento 1 visou investigar a possivel influéncia do ritmo
circadiano nos efeitos do antagonismo dos receptores canabinoides,
CB1, na consolidacdo da memdria de medo contextual. Para isso os
animais foram divididos em dois grupos de acordo com o periodo nos
guais os experimentos foram realizados: fase clara (7-8h) ou fase escura
(19-20h). Dentro de cada grande grupo os animais foram tratados com
AM 251 (0,1; 0,3 ou 1,0 mg/kg, i.p.) ou solucéo controle imediatamente
apo6s a sessdo de condicionamento (pareamento do contexto A com
choques). A figura 17 detalha como foi realizada essa etapa
experimental.

Controle
AM 251 0.1 mg/kg
AM 251 0,3 mg/kg
AM 251 1,0 mg/kg

A 14, A-EI*l—dp A 24 ] 24 4, [8] 24 [T

Fam. Pareamento  Teste A; TesteB, Teste A5 Teste B, LCE
3x0,7mA/S3s

Figura 16. Representacdo esquematica dos procedimentos utilizados na
realizacdo do experimento 1. Experimentos realizados nos dois periodos do
ciclo claro-escuro (dia e noite), com administragdo das drogas (controle e AM
251 0,1; 0,3 ou 1,0 mg/kg) logo ap6s a sessdo de condicionamento. (LCE —
Labirinto em cruz elevado).

A Figura 18 mostra o perfil comportamental de ratos tratados
com AM 251 ou controle ap6s o condicionamento de medo contextual
nos diferentes periodos do ritmo circadiano. A ANOVA de duas vias
ndo revelou interacdo significativa entre o periodo do dia e o tratamento
no parametro de porcentagem de congelamento na sessdo A; [F(3,73) =
2,4, P =0,08. Fig 18 A]. Todavia, observa-se o efeito do tratamento na
sessdo A; [F(3,73) = 12,25; P = 0,00. Fig 18 A], nesses casos 0 teste
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post-hoc de Newman-Keuls revelou um aumento na porcentagem de
congelamento no teste A; dia em animais que receberam AM251 0,3 e
1,0 mg/kg e A; noite em animais tratados com AM 251 0,1; 0,3 mg/kg e
1,0 mg/kg quando comparados com seus respectivos animais controle. O
efeito do periodo também foi encontrado [F(1,73) = 9,8; P = 0,003. Fig
18 A], a posterior analise por teste de post-hoc de Newman-Keuls revela
uma maior porcentagem de congelamentos em animais tratados com
AM 251 0,1 mg/kg, no teste A, noite, quando comparados com AM 251
0,1 mg/kg no teste A; dia.
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Figura 17. Porcentagem de congelamento apds a administracéo de controle ou
antagonista dos receptores CB1 (AM 251 0,1; 0,3 ou 1,0 mg/kg) sobre o
processo de consolidagdo de uma memdria de medo contextual. (A) Avaliagdo
da % de congelamento no teste A; e no teste B; realizados em diferentes
periodos do ciclo circadiano dia (7-8h) ou noite (19-20h). (B)% de
congelamento nas sessbes teste A, e B, nos diferentes periodos do ciclo
circadiano. As barras verticais representam a média £+ EPM (n = 8-11). Os
asteriscos indicam uma diferenca significativa (P <0,05) entre os grupos
tratados com AM 251 e o grupo controle da cada sessdo e as cerquilhas indica
uma diferenca significativa (P <0,05) entre 0 mesmo tratamento de dia ou de
noite. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de post-hoc de Newman-Keuls).
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A interacdo entre tratamento e periodo ocorreu na sessdo B;
[F(3,73) = 3,0; P = 0,04. Fig 18 A). A porcentagem de congelamento foi
maior em ratos tratados com AM 251 1,0 mg/kg durante a noite, em
relacdo ao grupo controle e a0 mesmo grupo testados durante o dia. A
porcentagem de congelamento sofreu um acréscimo em ratos tratados
com AM 251 0,3 ou 1,0 mg/kg comparados com seus respectivos
controle.

Para as sessbes A, e B, também foi realizada a ANOVA de duas
vias, e os resultados estdo plotados no grafico B da figura 18. Na sessdo
A,, a ANOVA revelou interacdo entre o periodo e o tratamento [F(3,73)
= 3,8; P = 0,007. Fig 18 B]. A porcentagem de congelamento no teste
A, noite foi maior do que A, dia em ratos tratados com AM 251 1,0
mg/kg. Na sessdo, A, noite o teste post-hoc de Newman-Keuls revela
uma manutencdo do aumento significativo da porcentagem de
congelamento em animais tratados com AM 251 0,3 e 1,0 mg/kg,
comparados ao grupo controle. Ja na sessdo B, a ANOVA revelou uma
interacdo entre tratamento e periodo [F(3,73) = 9,7; P = 0,000. Fig 18
B]. Na sessdo B, noite o nivel de congelamento foi maior em animais
gue receberam AM 251 1,0 mg/kg, em relagdo ao grupo controle e ao
mesmo grupo testados durante o dia.

Com os resultados obtidos podemos sugerir que o bloqueio dos
receptores CB1, pelo antagonista AM 251, apés o condicionamento
realizado no periodo noturno foi capaz de potencializar a consolidacio
da memodria de medo contextual, fato demostrado pelo aumento da % de
congelamento no teste A;. O antagonismo dos receptores canabinoides
do subtipo 1 também foi capaz de induzir um processo de generalizagéo
da memoria, observado pelo aumento do comportamento de
congelamento no teste B1, além de levar a persisténcia da
potencializacdo dos processos de consolidacdo (A;) e de generalizagdo
(B,) da memoria de medo contextual. Todavia, quando os experimentos
ocorrem durante o dia, foi observado que 0 AM 251 é capaz de causar o
aumento da porcentagem de congelamento somente no teste A;, levando
a potencializacdo do processo de consolidacdo da meméria de medo
condicionada, sem causar generalizagcdo e muito menos a persisténcia
dessa resposta comportamental, ou seja, ndo temos aumento da
porcentagem de congelamento frente ao teste By, A, e B,. Isso pode
indicar uma diferenca de funcionalidade do sistema endocanabinéide
nos diferentes periodos do ciclo circadiano (VALENTI et al., 2004;
VAUGHN et al., 2010).
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Para investigar se ocorreu sensibiliza¢éo, todos os animais foram
expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE) dois dias apds o teste B,.
Os resultados estdo demonstrados na figura 19. Dois animais foram
excluidos da analise estatistica, pois acabaram caindo do LCE repetidas
vezes, sendo essa uma situacdo onde essa exclusdo € aceitavel. Como
pode ser visto na figura 19, o tratamento com AM 251 ndo foi capaz de
causar nenhuma alteracdo nos parametros comportamentais avaliados,
fato comprovado pela realizagdo de ANOVA de duas vias, a qual
revelou que ndo ocorre interacdo entre o periodo e o tratamento em
nenhum dos parametros avaliados %TA [F(3,71) = 0,5; P = 0,70], %EA
[F(3,71) = 1,6; P = 0,19], PAR [F(3,71) = 2,0; P = 0,012] e EF [F(3,71)
=2,5; P =0,06]. Efeito do fator tratamento foi observado somente para
o0 parametro EF [F(3,71) = 3,6; P = 0,02], entretanto, o teste post hoc de
Newman-Keuls ndo revelou nenhuma diferenca significativa. Efeito do
tratamento ndo foi observado nos demais pardmetros %TA [F(3,71) =
1,4; P =0,25], %EA [F(3,71) = 0,2; P = 0,87] e PAR [F(3,71) = 0,98; P
= 0,40]. A andlise estatistica revelou efeito do periodo somente para o
parametro %EA [F(1,71) = 9,0; P = 0,004], nesse caso o teste de post
hoc de Newman-Keuls também ndo revelou nenhuma diferenca
significativa. Ndo houve o efeito do periodo para os seguintes
parametros %TA [F(1,71) = 0,05; P = 0,83], PAR [F(1,71) = 0,04; P =
0,84] e EF[F(1,71) = 2,6; P = 0,11].
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Figura 18. Efeito do blogueio farmacolégico dos receptores CB1 pelo AM 251
0,1; 0,3 ou 1,0 mg/kg no labirinto em cruz elevado (LCE), em diferentes
periodos do ritmo circadiano dia (7-8h) ou noite (19-20h). O processo de
sensibilizacdo da memoria ndo ocorreu, pois a ANOVA seguida pelo teste de
post-hoc de Newman-Keuls ndo revelou diferenca significativa em nenhum dos
parametros avaliados. As barras verticais representam a média £+ EPM (n = 8-
11). (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de post-hoc de Newman-Keuls).

4.2 Experimento 2. Quantificagdo da concentracdo plasmatica de
corticosterona nas diferentes fases do ciclo circadiano

No experimento 2, foi realizada a dosagem de corticosterona
plasmética, a fim de confirmar uma diferenga de liberacdo de
corticosterona pelo organismo nos diferentes periodos do ritmo
circadiano (LISTON et al., 2013). Assim como, analisar o papel do
condicionamento, em diferentes periodos do ritmo circadiano, sobre a
liberagdo de corticosterona plasmatica.

A figura 20 mostra o perfil de liberacdo de corticosterona basal e
apos o condicionamento de medo contextual, nos diferentes periodos do
ritmo circadiano. A ANOVA de duas via mostrou uma interagdo entre
periodo e condicionamento [F(1,26) = 6,6; P = 0,017) na liberacdo de
corticosterona. Foi observada uma maior liberagdo de corticosterona
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plasméatica em animais ndo condicionando e sacrificados durante o
periodo noturno quando comparados com o grupo diurno. Também foi
encontrando um aumento da concentracdo plasmatica de corticosterona
em animais sacrificados ap6s o condicionamento de medo tanto no
periodo diurno quanto no periodo noturno, quando comparado aos
animais nao condicionados e sacrificados no periodo diurno.

&
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Figura 19. Dosagem de corticosterona basal e ap6s o condicionamento de medo
contextual nos diferentes periodos do ritmo circadiano dia (7-8h) ou noite (19-
20h). As barras verticais representam a média + EPM (n = 7-8). O asterisco
indica uma diferenca significativa da concentragdo plasmatica de corticosterona
noturna (*P <0,05) em relagcdo a concentragcdo plasmaética durante o dia em
animais ndo condicionados. O eitza (&) indica uma diferenca da concentragdo
plasmatica de corticosterona dos animais condicionado em rela¢do a grupo nao
condicionado durante o dia (*P <0,05) (ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de post-hoc de Newman-Keuls).
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4.3 Experimento 3. Efeitos da dexametasona sobre o antagonismo de
receptores CB1 na consolidagdo da memoria de medo contextual
durante a noite

Essa etapa experimental tem como finalidade mimetizar e simular
0s niveis diurnos de liberacao de glicocorticoides durante a noite atraves
da administracdo de dexametasona e investigar quais os efeitos dessa
manipulacdo sobre o antagonismo CB1. Para isso as seguintes drogas
foram administradas: dexametasona (0,3 mg/kg i.p.), AM 251 (0,3
mg/kg i.p.) ou solucdo controle. Os procedimentos e grupos
experimentais foram similares ao do experimento 1, diferindo na
admininistracdo de solugdo controle ou dexametasona 0,3 mg/kg, 60
min antes da sessdo de condicionamento, com objetivo de suprimir a
liberacdo de corticosterona pela glandula adrenal. Ja a solugdo controle
ou AM 251 foram administradas imediatamente ap0s a sessdo de
condicionamento conforme o experimento 1. Os seguintes grupos foram
formados controle + controle, controle + AM 251 0,3 mg/kg |,
dexametasona 0,3 mg/kg + controle e dexametasona 0,3 mg/kg + AM
251 0,3 mg/kg. O esquema de administracdo esta exemplificado na
figura 21.

Controle
ou
AM 251 0,3 mg/kg

A 14, A-EI*l—drAl—d.— 9 A 14, [p] 2% I

Fam. Pareamento Teste A; Teste B, Teste A, Teste B, LCE
3Ix0,7mA/S3s

Controle
ou
Dexametasona 0,3 mg/kg

Figura 20. Representacdo esquematica dos procedimentos utilizados para a
realizacdo da sessdo de experimentos 3. Experimentos conduzidos durante a
noite (inicio 19-20h). Pré-tratamento, 60 min, antes da sessdo de
condicionamento, com solugdo controle ou dexametasona 0,3 mg/kg e
tratamento imediatamente ap6s o pareamento com solugdo controle ou AM 251
0,3 mg/kg.

A figura 22 A mostra que a dexametasona foi capaz de inibir a
resposta comportamental induzida pelo AM 251, ou seja, em animais
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gue receberam dexametasona antes do treino e logo depois o0 antagonista
de receptores CB1 ndo foi observada nem a potencializacdo, nem a
generalizagdo da memdria de medo. Para a sessdo de teste A; a ANOVA
de duas via revelou uma interacdo entre o pré-tratamento e o tratamento
[F(1,31) = 6,93; P = 0,01]. A anélise por teste de post-hoc de Newman-
Keuls demonstrou um aumento significativo da porcentagem de
congelamento dos grupos controle + AM 251 0,3 mg/kg, em relagéo ao
grupo controle + controle e quando comparados com 0s animais
dexametasona 0,3 mg/kg + controle e dexametasona 0,3 mg/kg + AM
251 0,3 mg/kg. Na sessdo B; a ANOVA também revelou interacéo entre
os fatores pré-tratamento e tratamento [F(1,31) = 27,1; P = 0,00001],
sendo que o grupo controle + AM 251 0,3 mg/kg apresentou uma mairo
duragdo do comportamento de congelamento em relacdo ao grupo
controle.

No figura 22 B, uma interagdo entre o pré-tratamento e o
tratamento na sessdo A, foi encontrada pela ANOVA de duas vias
[F(1,31) = 25,6; P = 0,00002]. Uma maior porcentagem de
congelamento foi observada nos grupos controle + AM 251 0,3 mg/kg e
dexametasona 0,3 mg/kg + controle , em relacdo ao animais controle +
controle e ao grupo pré tratado com dexametasona 0,3 mg/kg e
posteriormente tratado com AM 251 0,3 mg/kg (dexametasona 0,3
mg/kg + AM 0,3 mg/kg). O mesmo padrao de resposta comportamental
é observado no teste B, [F(1,31) = 23,7; P =0,00003].



64

Gréfico A Gréfico B
] I ]
I 1 I 1
A 1 VagVid , 1d l 64 A Ld
Fam. Pareamento  TesteA; TesteB; TesteA, TesteB,
o
100 % 100 «
*

3 Ctrl + Ctrl

(o}
75
7 i B Ctrl+AMO0,3
s § Dexa 0,3 + Ctrl

*

mﬂﬁm

Teste A; Teste B,

KX Dexa 0,3+ AM 0,3

% Congelamento
g

% Congelamento
o B
—+

VZZZ+=
)

Teste A, | Teste B,

Figura 21. Efeitos do pré-tratamento com dexametasona 0,3 mg/kg (Dexa 0,3)
sobre o bloqueio farmacoldgico dos receptores CB1 pelo AM 251 0,3 mg/kg
(AM 0,3) na consolidagcdo da memdria de medo contextual. Experimentos
realizados no periodo noturno (19-20h). (A) Avaliacdo da % de congelamento
nas sessdes A; e B;. (B) % de congelamento nas sessdes A, e B,. As barras
verticais representam a média + EPM (n = 8-11). Os asteriscos indicam uma
diferenca significativa (*P <0,05) em relagdo ao grupo controle e o alfa indica
diferenca para os outros grupos tratados (“P <0,05). (ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de post-hoc de Newman-Keuls).

Os resultados observados na etapa 3 revelam que ocorreu
potencializacdo da consolidacdo da memoria condicionada em animais
controle + AM 251 0,3 mg/kg, como era esperado, concordando com 0s
dados do experimento 1. Da mesma forma foi observada a generalizacéo
da resposta de medo condicionado e a persisténcia tanto da consolidacéo
guanto da generalizagdo. Entretanto, nos demais grupo tratado ndo se
observou potencializacdo, nem a generalizacdo da resposta de medo
condicionada, mostrando que a administracdo de dexametasona
preveniu mudangas comportamentais do AM 251.

O LCE foi realizado dois dias apds o teste B, durante a noite (19-
20h). Os resultados estdo descritos na figura 23. A ANOVA de duas
vias revelou interacdo entre os fatores pré-tratamento e tratamento
somente no parametro postura de estiramento (PAR - [F(1,31) =4,3; P =
0,05], sendo que o teste post-hoc de Newman-Keuls revelou diferenca
significativa do grupo dexametasona 0,3 mg/kg + controle quando
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comparado com o grupo controle + controle. Entretanto, esse resultado
ndo indica a ocorréncia do processo de sensibilizacdo. Para 0s outros
parametros avaliados, a ANOVA ndo revelou interagdo entre os fatores
pré-tratamento e tratamento para %TA [F(1,31) = 0,72; P = 0,41]; %EA
[F(1,31) =0,08; P = 0,8] e EF [F(1,31) = 0,14; P =0,71]. Efeito do pré
tratamento também nédo foi observado em nenhum dessas parametros
comportamentais, %TA [F(1,31) = 2,24; P = 0,14]; %EA [F(1,31) = 3,1;
P =0,09] e EF [F(1,31) = 0,5; P =0,5]. Assim como, nenhum efeito do
tratamento foi revelado pela ANOVA de duas vias: %TA [F(1,31) =
2,24; P =0,15]; %EA [F(1,31) =1,3; P=0,32] e EF [F(1,31) =0,6; P =
0,45].
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Figura 22. Efeitos do pré-tratamento com dexametasona 0,3 mg/kg (Dexa 0,3)

sobre o bloqueio farmacoldgico dos receptores CB1 pelo AM 251 0,3 mg/kg
(AM 0,3) no processo de sensibilizagdo da memdria em animais expostos ao
labirinto em cruz elevado (LCE). Experimento realizado durante o periodo
noturno (19-20h). As barras verticais representam a média + EPM (n = 8-11).
Os asteriscos indicam uma diferenca significativa ('P <0,05) entre os grupo
tratado com dexametasona 0,3 mg/kg + controle em relagdos ao grupo controle
+ controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de post-hoc de Newman-
Keuls).
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4.4 Experimento 4. Efeitos da corticosterona sobre os efeitos do
bloqueio farmacolégico dos receptores CB1 na consolidacdo da
memoria de medo contextual durante o dia

Essa etapa experimental tem como finalidade mimetizar e simular
0s niveis noturnos de liberacdo de corticosterona durante o dia atraves
da administracdo de corticosterona e investigar quais os efeitos dessa
manipulacdo sobre o antagonismo CB1. Dessa forma, nessa etapa as
seguintes drogas foram administradas: corticosterona (1,0 mg/kg i.p.),
AM 251 (0,3 mg/kg i.p.) e solucdo controle. Todo o procedimento
experimental foi realizado durante o dia, ou seja, entre 7-8h. Os animais
foram tratados com solucéo controle ou corticosterona imediatamente
antes da sessdo de condicionamento e com solucéo controle ou AM 251
0,3 mg/kg logo apds essa sessdo. Os seguintes grupos foram formados
controle + controle, controle + AM 251 0,3 mg/kg, corticosterona 1,0
mg/kg + controle e corticosterona 1,0 mg/kg + AM 251 0,3 mg/kg. O
protocolo experimental dessa etapa esta resumido na figura 24.

Controle

ou
AM 251 0,3 mglkg

A Ld A-El*ld A Ld 6d a 1d 24
Fam. Pareamento Teste A; TesteB; TesteA, TesteB, LCE
Ix0.7mA/3s

Controle
ou
Corticosterona 1,0 mg/kg

Figura 23. Representacdo esquematica dos procedimentos utilizados para a
realizacdo da sessdo de experimentos 3. Experimentos conduzidos durante o dia
(inicio entre 7-8h). Pré-tratamento, imediatamente, antes da sessdo de
condicionamento, com solugdo controle ou corticosterona 1,0 mg/kg e
tratamento, imediatamente, apds o pareamento com solucdo controle ou AM
251 0,3 mg/kg.

A figura 25 A mostra que a corticosterona foi incapaz de reforcar
a resposta comportamental induzida pelo AM 251. A ANOVA de
medidas repetidas revelou que ocorreu uma interacdo entre pré-
tratamento e tratamento [F(1,32) = 6,84; P = 0,01) durante 0 Teste A;.
No teste A; houve um aumento significativo da porcentagem de
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congelamento dos grupos controle + AM 251 0,3 mg/kg, corticosterona
1,0 mg/kg + controle e corticosterona 1,0 mg/kg + AM 251 0,3 mg/kg
em relacdo ao grupo controle + controle. Na sessdo B; a ANOVA néo
revelou efeito do fator pré-tratamento [F(1,32) = 2,13; P = 0,16], assim
como do fator tratamento [F(1,32) = 2,25; P = 0,14354], e nem uma
interacdo entre os dois fatores [F(1,32) = 3,23; P = 0,08]. Durante a
sessdo A, ndo foi observado efeito do fator pré-tratamento [F(1,32) =
3,55; P = 0,07], nem do fator tratamento [F(1,32) = 2,9; P = 0,1], e
consequentemente ndo ocorre interacdo entre os dois fatores [F(1,32) =
0,47; P =0,5]; na sessdo B, ndo foi encontrado efeito do fator pré-
tratamento [F(1,32) = 0,4; P = 0,55], assim como do fator tratamento
[F(1,32) = 1,0; P = 0,34], e nem uma interacdo entre os dois fatores
[F(1,32) = 3,56; P =0,07].

Gréfico A Gréfico B
I it {
A 1, Yap Ve, , 1d 64 5 Ad
Fam. Pareamento  TesteA; Teste B; Teste A, Teste B,
100 100
2 * X % i) [ Ctrl + Curl
g 75 & 75 | &3 Ctrl+ AM 0,3
g g ? vZ Cort1,0 + Ctrl
L, 50 Q50 ’ Cort1,0+AMO0,3
c c /
o o
O 25 m |j O 25 m ’ Ijg
g nlpa| =, 24 [1l%.
Teste A, Teste B; Teste A, Teste B,

Figura 24. Efeitos do pré-tratamento com corticosterona 1,0 mg/kg (Cort 1,0)
sobre o bloqueio farmacolégico dos receptores CB1 pelo AM 251 0,3 mg/kg
(AM 0,3) na consolidagcdo da memdria de medo contextual. Experimentos
realizados durante o periodo diurno (7-8h). (A) Avaliagdo da % de
congelamento nas sessdes A; e B;. (B) % de congelamento nas sessfes A, e B,.
As barras verticais representam a média + EPM (n = 8-11). Os asteriscos
indicam uma diferenca significativa (*P<0,05) em relagdo ao grupo controle.
(ANOVA de uma com medidas repetitas seguida pelo teste de post-hoc de
Newman-Keuls).

Os resultados observados na etapa 4 demonstram que ocorreu
potencializacdo da consolidacdo da memoria condicionada de medo nos
grupos tratados, mas ndo foi possivel observar a persisténcia dessa
potencializagdo e nem a generalizagdo da resposta de medo
condicionada, mostrando que a administracdo de corticosterona,



68

juntamente com AM 251, ndo foi capaz de causar as mudancas
comportamentais esperadas, ou seja, mesmo a corticosterona
apresentando efeito per ser, ela ndo foi capaz de mimetizar os efeitos do
AM 251 durante o periodo noturno.

O LCE foi realizado dois dias apds o teste B, durante o dia (7-
8h). Durante a realizacdo dessa etapa 4 animais foram excluidos por
cairem do aparato experimental repetida vezes, sendo esse um fator de
exclusdo do animal. A figura 26 mostra que o0s pardmetros
comportamentais ndo foram alterados pelos tratamentos descritos acima.
Dessa forma, a ANOVA de duas revela uma interacdo entre o pré-
tratamento e o tratamento somente no parametro EF [F(1,29) = 7,1; P =
0,013], sendo que o teste post-hoc de Newman-Keuls ndo revelou
diferencgas significativas. Para os outros pardmetros a interacdo entre
esses dois fatores ndo ocorreu %TA [F(1,29) = 0,41; P = 0,53]; %EA
[F(1,29) = 0,2; P =0,7] e PAR [F(1,29) = 2,3; P = 0,12]. Também néo
foram observados efeitos do pré-tratamento %TA [F(1,29) = 1,2; P =
0,53]; %EA [F(1,29) = 0,7; P = 0,41] e PAR [F(1,29) = 0,7; P = 0,8],
assim como do tratamento %TA [F(1,29) = 0,5; P = 0,5]; %EA [F(1,29)
=0,02; P =0,9] e PAR [F(1,29) = 0,05; P = 0,84]. Isso indica que 0
processo de sensibilizacdo da meméria ndo foi observado nessa etapa.
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Figura 25. Efeitos do pré-tratamento com corticosterona 1,0 mg/kg (Cort 1,0)
sobre o bloqueio farmacoldgico dos receptores CB1 pelo AM 251 0,3 mg/kg
(AM 0,3) no processo de sensibilizagdo da memoria em animais expostos ao
labirinto em cruz elevado (LCE). Experimento realizado durante o periodo
diurno (7-8h). As barras verticais representam a média £ EPM (n = 8-11).
(ANOVA de uma com medidas repetitas seguida pelo teste de post-hoc de
Newman-Keuls).
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5 Discussao

O presente trabalho teve como principais objetivos avaliar a
influéncia do antagonismo dos receptores canabinoides do subtipo 1
(CB1) na consolidacdo da memdria de medo contextual, em diferentes
periodos do ritmo circadiano. Assim como a possivel modulacdo da
resposta desse bloqueio pelo sistema glicocorticoide, ja que a dindmica
fisioldgica dos glicocorticoides e do ritmo circadiano faz pensar numa
possivel ligacdo entre os dois sistemas, endocanabinoide e
glicocorticoide. Para testar estas hipoteses, usou-se o modelo
comportamental do condicionamento de medo contextual, assim como
analises bioguimicas da dosagem de corticosterona plasmatica.

Como ja foi revisado na parte introdutéria dessa dissertacéo,
esses trés  fatores  (ritmo  circadiano,  glicocorticoides e
endocanabinoides) podem prejudicar ou auxiliar a consolidacdo da
meméria de medo contextual, por esse motivo qualquer alteracdo em um
desses fatores pode levar a mudancas comportamentais e fisiolégicas no
organismo. Assim, iniciou-se avaliando a papel do sistema
endocanabinoide na consolidagdo da memdria de medo aversiva, em
diferentes periodos do ritmo circadiano. Primeiramente, baseado na
revisdo de Riebe e colaboradores (2012), onde se discute o papel do
sistema eCB sobre 0s processos mnendmicos, entre eles a consolidacéo
de uma memodria de medo condicionado. Nessa revisao eles revelam que
a liberagdo de endocanabinoides apds uma situacdo de estresse seria
importante para atenuar as respostas aversivas, ou de medo. Esse
processo acaba auxiliando na expressdo das respostas de medo
altamente adaptativas (ex. congelamento, luta, fuga) que garantem a
sobrevivéncia do organismo frente uma situacdo perigosa. Nessa reviséo
também foi abordado que o bloqueio dos receptores CB1 levaria a um
aumento da resposta de medo, sendo esse efeito benéfico quando se
observa uma melhora na consolidacdo de um evento aversivo, ou
maléfico quando a falta de resposta dos eCB desencadeia transtornos de
ansiedade, TEPT, fobias, entre outros.

Assim, iniciou-se o trabalho realizando o experimento 1, onde os
animais séo tratados com diferentes doses de AM 251 (i.p), um
antagonista dos receptores canabinoides, em dois periodos do ritmo
circadiano: dia (7-8h) ou noite (19-20h), e so avaliados em um modelo
muito utilizado em nosso laboratério, o condicionamento contextual de
medo (STERN et al., 2012; GAZARINI et al., 2013).

Os principais resultados obtidos no experimento 1 revelam que o
blogueio dos receptores CB1, por meio da administracdo de AM 251
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imediatamente apds a sessdo de condicionamento, foi capaz de causar a
potencializacdo da memdria de medo contextual em ambos os periodos
do ciclo claro-escuro, entretanto somente durante a noite essa resposta
foi mantida, ou seja, ocorreu a persisténcia da memdria condicionada.
Durante a noite também foi observada a manifestacdo do processo de
generalizagdo, pois 0s animais tratados com AM 251, apresentam um
aumento da porcentagem de congelamento frente a um contexto neutro
(contexto B), essa resposta foi mantida apds um intervalo de tempo de 7
dias, revelando também a persisténcia do processo de generaliza¢do. Por
fim, com base nos resultados obtidos no LCE, pode-se concluir que o
bloqueio dos receptores CB1 ap6s o condicionamento de medo
contextual, ndo foi capaz de causar sensibilizacdo da esquiva aos bragos
abertos do LCE em nenhum periodo do ritmo circadiano.

Como era de se esperar a administracdo do antagonista CB1 foi
capaz de gerar uma potencializacdo da resposta de medo contextual
durante o dia e durante a noite, levando a uma melhor consolidacdo da
memoria aversiva. Os resultados concordam com dados da literatura
(ARENOS et al.,, 2006), indicando que o bloqueio dos receptores
canabinoides, pelo AM 251, provocou uma melhor consolidacdo de uma
meméria contextual, entretanto, prejudicou a consolidacdo da memdria
de medo olfatoria. Outros grupos revelam que o bloqueio do receptor
CB1 é capaz de promover uma melhor consolidagdo da memoria
espacial (WOLFF e LEANDER, 2003), o bloqueio desses receptores é
capaz de gerar uma memoria espacial prolongada no teste do labirinto
radial (WISE et al., 2008). A administragdo de antagonistas dos
receptores CB1 também foi capaz de promover uma melhora da
aquisicdo e consolidacdo quando injetados diretamente no hipocampo
(ROBINSON et al., 2008). Em um elegante estudo, Takahashi e
colaboradores (2005) relatam que o blogueio dos receptores CB1 foi
capaz de melhorar a aquisicdo e a consolidacdo de uma memdria
aversiva em animais expostos o labirinto em T elevado. J& De Oliveira
Alvares e colaboradores (2010) reportam que o sistema eCB hipocampal
é recrutado para melhorar a consolidacdo da memoria contextual de
medo somente em condic¢des de aversividade elevada, obtida atraves da
aplicacdo de choque de 0,7 mA, mas ndo com choques de 0,3 mA,
apoiando os dados, pois também aplicou-se um choque de alta
aversidade (0,7 mA). Mesmo fato foi encontrado em experimentos
realizados com camundongos nocautes para o receptor CB1, ou seja, foi
requerido um choque nas patas de alta intensidade para gerar uma
melhor consolidagdo da memodria de medo condicionada, que também
foi capaz de gerar generalizagcdo dessa meméria (JACOB et al., 2012).
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Assim, confirmou-se que os resultados estdo de acordo com os dados
encontrados na literatura, sendo o bloqueio do receptor CB1 um dos
responsaveis pelos processos de potencializacdo, generalizagdo e
persisténcia de uma memoria de medo contextual.

Todavia, 0s antagonistas dos receptores de canabinoides também
sdo capazes de produzir efeitos prejudiciais sobre a consolida¢do da
memoéria semelhantes as induzidas pelo agonismo dos receptores
canabinoides do tipo 1 (YIM et al., 2008; ZARRINDAST et al., 2011).
Essa afirmacdo é observada, por exemplo, nos ensaios realizados por De
Oliveira e colaboradores (2005 e 2006) onde é proposto que 0 AM 251
guando injetado diretamente na regido hipocampal, uma importante
regido do sistema nervoso central ligado aos processos de aprendizado e
memoéria, foi capaz de prejudicar a consolidacdo da memdria aversiva
em animais expostos a esquiva passiva (step down) e também inibir o
processo de potencializagdo de longo prazo. Diferengas nos
procedimentos experimentais, das respostas comportamentais esperadas,
droga e/ou doses administradas e o local de administracdo dessas
drogas, sisttmicamente ou diretamente numa regido especifica do SNC,
podem explicar a diversidade dos resultados relatados (AKIRAYV, 2013;
MORENA e CAMPOLONGO, 2013). Além disso, o0 sistema
endocanabindide também pode efetar outros sistemas de
neurotransmissdo, incluindo o  noradrenérgico,  colinérgico,
GABAZérgico, glutamatérgico, dopaminérgico, entre outros, em estrutura
limbicas ligadas a consolidagdo da meméria (McGAUGH, 2000). Por
exemplo, uma alta densidade de receptores CB1 é encontrada nas
sinapses GABAérgicas do hipocampo, enquanto um nivel menor desses
receptores esta presente em sinapses glutamatérgicas (KATONA et al.,
2000; KAWAMURA et al., 2006). Assim, a influéncia dos canabinoides
sobre o comportamento pode diferenciar dependendo da sinapse ativada
e da circutaria neuronal recrutada para determinada situacdo (MORENA
e CAMPOLONGO, 2013).

Existem relatos na literatura demonstrando o papel do sistema
endocanabinoide na modulacdo das diferentes fases da memobria
(REICH et al., 2008, AKIRAV, 2013; MORENA ¢ CAMPOLONGO,
2013): sobre a aquisicdo (MARSICANO et al., 2002; CANNICH et al.,
2004), sobre a consolidagio como ja foi explicado acima
(BUCHERELLI et al., 2006; MORENA e CAMPOLONGO, 2013), na
reconsolidacdo (BUCHERELLI et al., 2006, STERN et al., 2012) e no
processo de extingdo (MARSICANO et al., 2002; DE BITENCOURT et
al., 2013). Quando o assunto é extincdo da memoria, esta bem
consolidado que o sistema endocanabinoide é crucial durante esse
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processo (MARSICANO et al., 2002; PAMPLONA et al., 2008;
MARSICANO e LAFENETRE, 2009), revelando que o bloqueio dos
receptores CB1 , seja por delecdo génica (animais nocautes) ou pelo
antagonismo farmacoldgico, é capaz de prejudicar a extingdo de uma
memoria (CHHATWAL et al., 2005; KAMPRATH et al., 2006), sem
interferir no aprendizado associativo dessa tarefa (MARSICANO et al.,
2002; MARSICANO e LUTZ, 2006). O papel do sistema
endocanabinoide sobre cada uma dessas etapas de memdria pode gerar
respostas diferentes, sendo que o antagonismo dos receptores CB1 capaz
de melhorar ou prejudicar cada um desses processos mneménicos, e essa
discrepancia pode ser explicada pelo local de administracdo da droga
(periféricos ou em uma estrutura especifica do SNC), pela afinidade da
droga utilizada pelo receptor CB1, sem atuar nos receptores TRPV1 e
CB2, e, por fim, pelas diferencas no procedimento experimental
(MARSICANO e LAFENETRE, 2009).

O processo de consolidacdo é bem definido, como um processo
de transformacdo da meméria, tornando-a mais forte e resiliente (menos
sensivel) até a memdria ficar praticamente insensivel a interferentes. Os
principais interferentes no processo de consolidacdo da memdria
incluem trauma cerebral, choque eletroconvulsivo, farmacos que
interferem com alguma fase do processo, um novo aprendizado dentro
da janela de consolidagdo, entre outros (McGAUGH, 2003;
ROOZENDAAL e McGAUGH, 2011). Varios estudos avaliam a
anatomia da consolidacdo, ou seja, causam inativagdo ou lesdo de
determinadas areas do SNC, a fim de avaliar como determinada regido
do cérebro pode vir a participar do processo de consolidacdo da
meméria. Atualmente, sabe-se que a consolidacdo dos diferentes tipos
de memoria, dependendo da sua valéncia emocional (ex. memoéria
espacial, ameaca predatoria, memdria de medo), pode ativar diferentes
areas do SNC (AMBROGI LORENZINI et al., 1999; POLDRACK e
PACKARD, 2003). Isso pode explicar a possivel diferenca entre os
experimentos que ndo focaram em nenhuma regido cerebral especifica, e
outros trabalhos, que focaram na administracdo do antagonista de
receptores CB1 em regifes importantes para a consolidagcdo de uma
memoria, por exemplo, hipocampo, amigdala, cértex pré-frontal, entre
outras.

Entretanto, poucos trabalhos avaliam o efeito do ciclo circadiano
sobre o sistema. Esses estudos revelam a existéncia de uma varia¢do
circadiana do sistema endocanabinoide, ja que em diferentes fases do
ritmo circadiano existe uma diferenca de liberagdo de endocanabinoides
(2-AG e anandamida), da acdo das enzimas de biossintese e
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metabolizacdo desses neurotransmissores e na densidade de receptores
(VALENTI et al., 2004; VAUGHN et al., 2010). Um dos fatores que
pode ajudar na confirmagéo da interacdo entre o sistema eCB e o ritmo
circadiano, ¢ o fato que em individuos privados de sono observa-se uma
qguebra ou falha na variacdo diurna de eCB, principalmente da
anandamida. Nesses estudos, sugere-se em humanos um aumento da
concentracdo plasmatica de eCB durante 0 sono, alcangando um pico
aproximadamente as 8h, ou seja, no momento em que 0 organismo se
torna mais ativo (KOETHE et al., 2006; HILL et al., 2008).0 padréo
inverso é esperado para animais de hdabitos noturnos, como ratos, ou
seja, um pico de concentracdo dos eCB aproximadamente as 20h,
juntamente com o pico de glicocorticoides (LIGHTMAN et al., 2010).

O ritmo circadiano pode ser regulado ou regular a liberagdo de
neurotransmissores e hormonios, auxiliando dessa forma na manutengdo
de vérias funcdes fisioldgicas vitais para o organismo, entre elas os
processos de aprendizado e meméria (AKIRAV, 2013). A liberacdo de
eCB sofre uma variacéo circadiana, regulada pelo ritmo, entretanto os
eCB também podem participar da regulagdo do ritmo circadiano, visto a
grande presenga de receptores CB1 no NSQ, e influenciar a liberacdo de
horménios relacionados a manutencdo da variagdo circadiana,
principalmente a corticosterona (eixo HPA) e a melatonina (glandula
pineal). Nossos resultados sugerem a existéncia da interacdo
comportamental entre o ritmo circadiano e o sistema endocanabinoide
na modulagdo do processo de consolidagdo de uma memdria de medo
contextual em ratos. Podemos sugerir essa interagdo, pelos resultados
obtidos no experimento 1, revelando que o blogueio dos receptores CB1
foi capaz de gerar uma potencializacdo da consolidacdo da memdria de
medo contextual. A potencializacdo da resposta de medo ap6s uma
situacdo de estresse & amplamente relatada na literatura. Varios estudos
demonstram que a exposicdo do animal a um evento aversivo leva ao
aumento da liberacdo de corticosterona, podendo causar a
potencializacdo da resposta de medo. NO nosso caso ocorreu uma
potencializacdo da memoria de medo contextual em animais que sdo
expostos ao evento aversivo e logo apds recebem a AM 251, em ambos
0s periodos do ritmo circadiano (dia e noite) (KORTE, 2001).
Entretanto, somente o tratamento noturno com AM 251 é capaz de
induzir o processo de generalizagdo da resposta de medo condicionada,
gue consiste no fato de apresentar respostas comportamentais de medo
frente a um contexto neutro, ou seja, um contexto no qual o animal ndo
foi exposto a nenhum evento aversivo (DUDALI, 2002). A generalizagéo
é produto da potencializacdo da memdria de medo a niveis maiores que
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0s adaptativos, levando a formacdo de uma memdria inapropriada com
uma falha na restricdio do comportamento ao contexto pareado
(GAZARINI et al., 2013). O blogueio farmacolégico dos receptores
CBL1 durante a noite também causou a persisténcia da memdria de medo
contextual, assim como generalizacdo, fato que ndo ocorre quando esse
tratamento é realizado durante o dia.

Resumindo, o0s resultados encontrados no experimento 1,
mostram que somente durante o periodo noturno o antagonismo dos
receptores CB1 é capaz de gerar uma resposta de medo potencializada,
generalizada e persistente, fato que pode ser explicado, pelo menos em
parte, pela revisdo de Riebe e colaboradores (2012). Nela, afirma-se que
numa situagdo de estresse ocorre uma maior liberacdo de eCB,
principalmente 2-AG, levando a um alivio ou diminuigdo da resposta de
medo. Uma vez que, 0s eCB sdo responsaveis por gerar varias respostas
fisiolégicas que ocasionam na diminuicdo da resposta de medo, entre
elas uma diminuic&o da agdo dos glicocorticoides, como ja foi explicado
na introducdo (SANFORD et al., 2008; RIEBE et al., 2012).

Diante dos fatores descritos acima, pode-se observar
similaridades entre as respostas fisiolégicas e/ou psicofisiologicas
mediadas pelos sistemas endocanabinoide e glicocorticoide. Porém, a
interacdo entre os dois sistemas ainda é um campo de estudo muito
promissor. Alguns estudos revelam a existéncia de uma interacdo
funcional entre os dois sistemas (DI et al., 2003; HILL et al., 2005),
indicando que o sistema endocanabinoide pode regular ou ser regulado
pelo sistema glicocorticoides. Hill e colaboradores (2005) revelam que
um aumento nos niveis de glicocorticoides levou a um aumento de
liberacdo de endocanabinoides, dado também comprovado por Patel e
colaboradores (2005). Os resultados deles confirmam que ap6s uma
situacdo de estresse foi observado um aumento da liberacdo do
endocanabinoide, 2-AG, em algumas regides cerebrais (ex. amigdala,
hipocampo, cortex pré-frontal, entre outras). Outros afirmam que apés a
administracdo de glicocorticoide ex6geno (ex. corticosterona) €
observado um aumento da liberacdo de eCB, principalmente
anandamida (HILL et al., 2005). Vérios outros estudos experimentais
observam essa interacdo bidirecional dos dois sistemas (PATEL et al.,
2004; RADEMACHER e HILLARD, 2007; AKIRAV 2013). Tanto em
uma situacdo fisiolégica normal quanto em uma situacdo aversiva, 0
aumento nos niveis de glicocorticoides leva a um aumento da sintese e
liberacdo de endocanabinoides. Estes, por sua vez, participam da
modulagdo de outros sistemas de neurotransmissdo, como por exemplo
0s neurotransmissores GABA e glutamato, mas também sdo capazes de
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agir sobre a alca de retroalimentacgdo do eixo HPA e inibir a liberacéo de
corticosterona pelo cortex das glandulas adrenais, através do que
chamamos de feedback rapido (PATEL et al., 2004). Dessa forma, a
sinalizacdo eCB através do receptor CB1 parece ser essencial para a
regulacdo do eixo HPA (PATEL et al., 2004; GINSBERG et al., 2010;
HILL e MCEWEN, 2010), sendo capaz de causar um alivio ou uma
diminuicdo da resposta de medo apds ou frente ao um estimulo
estressante (RIEBE et al., 2012). Em contraponto, o bloqueio
farmacoldgico, por exemplo, realizado pelo antagonista AM 251, ou
genético dos receptores canabinoides, pode ser capaz de aumentar a
atividade do eixo HPA. Como consequéncia ele prolonga o tempo de
resposta desse eixo ao estresse (PATE et al., 2004; COTA et al., 2007;
EVANSON et al., 2010; HILL et al., 2010), pois ndo temos o feedback
negativo necessério para interromper a acdo da corticosterona, nem do
eixo HPA (COTA et al., 2007; STEINER e WOJTAK, 2008). Isso pode
gerar alteracbes comportamentais, auxiliando ou prejudicando a
consolidacdo da memoria.

A interagdo entre os sistemas endocanabinoide e glicocorticoides
é observada em varios processos fisiolégicos, incluindo os processos de
aprendizado e memdria que é o alvo principal deste estudo. Ambos os
sistemas estdo densamente presentes dentro da circuitaria cerebral que
envolve o aprendizado aversivo e emocional (HERKENHAM et al.,
1990; KATONA et al., 2001), ou seja, areas do sistema nervoso central
gue controlam ou que possuem um papel relevante na modulacdo de
processos mnemoénicos e comportamentais (ex. ansiedade, medo,
TEPT), como amigdala, hipocampo e cértex cerebral. Essa afirmacéo
fica ainda mais evidente quando se observa a propriedade da Cannabis
sativa em diminuir a resposta de estresse, ansiedade e medo, tanto
comportalmentamente quanto bioquimicamente pela diminui¢do dos
niveis de glicocorticoides na circulagcdo (HILL et al., 2010, RIEBE et
al., 2012). Também se observou similaridade das alteracfes
comportamentais entre o0s dois sistemas, pois tanto o sistema
endocanabinoide quanto o sistema glicocorticoide apresentam uma
papel importante na modulagdo de varios processos comportamentais e
psicopatologicos. Como por exemplo, ansiedade, depressdo, transtorno
de estresse pos-traumatico (TEPT), esquizofrenia, processos cognitivos
(consolidacéo), entre outros (MILLAN et al., 2003; AKIRAV, 2013).
Entretanto, nenhum desses trabalhos demonstrou a participagédo do ritmo
circadiano na interacdo desses dois sistemas sobre o processo de
consolidagcdo da memoria aversiva.
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Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados no
experimento 1 seria a interacdo entre os sistemas endocanabinoide e
glicocorticoide, e que essa ligacdo pode se manifestar de maneira
distinta de dia ou de noite. Nos animais de héabito noturno, como os ratos
Wistar, é possivel observar um pico de liberacdo de corticosterona
aproximadamente entre 19-20h e uma depresséo de liberacdo por volta
das 7-8h. Estes dados comprovados das dosagens sanguineas de
corticosterona e observadas no experimento 2, ao contrario de humanos
e animais de habito diurno (PANDA et al., 2002; VAN DER ZEE et al.,
2009). Como o bloqueio dos receptores canabinoides blogueia também a
alca de retroalimentacdo do eixo HPA, levando a uma inibicdo da
supressdo desse eixo, essa interferéncia farmacoldgica pode ocasionar
um aumento do pico de corticosterona plasmatica, ou um aumento do
tempo de acdo desses horménios, ou ambos 0s processos, podendo
explicar os efeitos do AM 251 observados nessa etapa experimental, ou
seja, uma resposta de medo condicionada potencializada, generalizada e
persistente. Resultados semelhantes foram encontrados por Kamprath e
colaboradores (2006). Nesse estudo, camundongos nocautes para
receptores CB1 sdo incapazes de suprimir a resposta de medo
condicionada, gerando uma resposta de medo potencializada e
persistente ao longo do tempo, ocasionada possivelmente pela falta do
feedback negativo regulado pelo sistema eCB. Entretanto, a maioria dos
trabalhos que concordam e/ou discordam com estes dados realizaram os
testes comportamentais em ratos e/ou camundongos, animais de habitos
noturnos, durante a manha ou tarde. Ou seja, no periodo quiescente do
ritmo circadiano, fase que ocorre uma menor liberacdo de corticosterona
plasmética. Este pode ser um dos motivos que resultaram em respostas
comportamentais diferentes das desta pesquisa e do contexto natural,
onde esses animais passariam por uma situacdo de estresse, mais
provavelmente durante o periodo noturno (YOUNG et al., 2004).

Baseado em tudo que foi discutido e com o objetivo de tentar
comprovar que existe uma diferenca de concentracdo plasmatica de
glicocorticoides em diferentes fases do ritmo circadiano (LISTON et al.,
2013), assim como, uma ligacdo entre os sistemas endocanabinoide e
glicocorticoide (DI et al., 2003) os préximos experimentos foram
propostos.

No experimento 2, foram realizadas as dosagens sanguineas de
corticosterona plasmaética e avaliou-se se existe uma diferenga basal de
liberacdo de corticosterona entre  diferentes periodos do ritmo
circadiano (dia ou noite), e se ocorre uma aumento dessa liberacao apds
o condicionamento de medo contextual. Os resultados dessa segunda
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etapa corroboram com dados da literatura, pois demonstram que existe
uma diferenca na concentracdo plasmatica de corticosterona durante o
dia e a noite, sendo que se encontrou uma maior concentracdo de
glicocorticoides durante a noite, ou seja, durante o periodo ativo dos
animais, resultado totalmente esperado e muito bem estabelecido na
literatura (DE KLOET et al., 1998; YOUNG et al., 2004; LIGHTMAN
et al, 2008; LIGHTMANN e CONWAY-CAMPBELL, 2010;
MORENA e CAMPOLONGO, 2013; LISTON et al., 2013; TSANG et
al., 2013).

Essa primeira etapa da dosagem de corticosterona plasmatica foi
crucial para os experimentos posteriores, pois a comprovagdo dos dados
da literatura e confirmagdo que temos uma diferenca basal de liberacdo
de corticosterona em diferentes periodos do dia possibilitou a realizacdo
da outras dosagens de corticosterona. A segunda etapa de andlise da
dosagem de glicocorticéides foi embasada na dindmica de acdo desse
hormdnio ap6s uma experiéncia aversiva, ou seja, os glicocorticoides
sofrem uma variagdo circadiana, como sugerida na etapa anterior, mas
também ¢é observado um aumento nos niveis plasmatico desses
hormdnios apds uma situacao de estresse (RIEBE et al., 2012), como é o
caso do condicionamento de medo contextual. Algumas perguntas foram
elaboradas nessa etapa: Neste protocolo de condicionamento seria capaz
de precipitar um aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona? O
condicionamento de medo seria capaz de manter as diferencas de
concentracdo plasmatica de glicocorticoide entre o periodo diurno e
noturno? A resposta encontrada pode ser observada na figura 20, onde
os resultados revelam que apds uma situacdo de estresse (3 choques de
0,7 mA/3s) ocorreu um aumento da liberacdo de corticosterona quando
comparado com os niveis de liberacdo basal. Entretanto, esse aumento
ocorre somente quando o condicionamento foi realizado durante o
periodo diurno. Esse resultado concorda com varios grupos de pesquisa
(TASKER, 2006; JOELS et al., 2011; SOUZA, 2011; CAVALLI, 2013;
LISTON et al, 2013), revelando que neste protocolo de
condicionamento foi capaz, pelo menos em parte, de gerar uma maior
liberacdo de horménios do estresse. Entretanto, obteu-se um resultado
inesperado durante a noite, nesse periodo ndo foi observado um aumento
da concentracdo plasmatica de corticosterona em relacdo aos animais
gue ndo foram condicionados. Esse resultado pode ser explicado, em
parte, pelo trabalho de Lightman e colaboradores (2008), onde foi
revelado que animais que se encontram em uma fase de aumento dos
niveis enddgenos de corticorterona, antes de passar pela situacdo de
estresse, respondem a esse evento com uma liberacdo adicional de
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corticosterona, alcangando picos dentro de 30-40 min apds a experiéncia
aversiva. J& animais onde os niveis basais de corticosterona estéo
decaindo, uma situacdo de estresse é capaz de aumentar um pouco ou
ndo causar nenhuma resposta nos niveis de corticosterona plasmatica
(LIGHTMAN et al., 2008). Dessa forma, pode-se ter sim um modelo
experimental capaz de gerar um aumento nos niveis de corticosterona
plasmatica durante a noite. Entretanto, como argumentado acima, os
animais poderiam estar em uma fase de decaimento dos niveis
plasmaticos de corticosterona, fato conhecido como ritmo ultradiano.
Este é um processo fisiolégico que afirma que mesmo na fase de pico de
liberacdo da corticosterona é possivel observar variagbes nos niveis de
glicocorticoides, ou seja, hora ocorre um pico, hora uma depressao ou
uma queda transitéria dos niveis de glicocorticoides (LIGHTMAN et
al., 2008).

Resumindo o0s resultados do experimento 2, foi possivel
confirmar que existe uma variagdo circadiana de liberacdo de
glicocorticoides e a influéncia do condicionamento sobre a liberagéo de
corticosterona. Entretanto, uma situacdo aversiva ndo foi capaz de
manter as diferencas de concentracdo plasmatica de glicocorticoides
entre o periodo diurno e noturno. Todavia, ainda sdo necessarias as
realizacfes de outras dosagens de corticosterona plasmética para
responder as duvidas deixadas pelos resultados do experimento 1. Nesse
caso, ter-se-ia que quantificar os niveis desse hormodnio, apds o
condicionamento de medo contextual seguido do bloqueio dos
receptores CB1 (pelo AM 251). Essas dosagens poderiam explicar
porque os animais tratados com AM 251 sdo capazes de potencializar,
generalizar e manter essas duas respostas (persisténcia) diferente dos
grupos que nao receberam AM 251 e dos animais que passaram pelo
mesmo protocolo experimental, mas durante o dia, onde se tem somente
uma potencializagdo na consolidacdo da memaria de medo contextual.

Como explicado anteriormente alguns estudos mostram que 0s
glicocorticoides sdo capazes de estimular a liberagdo de
endocanabinodides pela pos-sinapse, a fim de ativar uma alca de
retroalimentacdo negativa (feedback negativo) ndo gendmica, com
objetivo final de causar uma supressdo na liberacdo de glicocorticoides
pelo eixo HPA, funcionando como um freio do sistema. Dessa forma, o
blogueio os receptores canabinoides pelo antagonista AM 251, pode
inibir ou dificultar a funcionalidade dessa via de retroalimentagdo,
alterando a concentracdo plasmatica de corticosterona, ou seja,
aumentando e/ou mantendo os niveis de corticosterona elevados por um
maior periodo de tempo.
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Seguindo essa linha de pensamento, os dados podem ser
explicados por de Kloet e colaboradores (1999). Eles afirmam que 0s
receptores GR estdo mais envolvidos com o processo de consolidacéo,
enquanto os MR sdo responsaveis pela interpretacdo do estimulo
ambiental e selecdo da resposta comportamental (BOHUS e DE
KLOET, 1981; PUGH et al., 1997). Dessa forma, em situacGes onde é
possivel observar uma maior liberacdo de glicocorticoides pode-se ter
uma melhor consolidacdo da memdria, como possivelmente é o caso do
deste experimento, sendo 0 aumento no nosso protocolo causado por
trés fatores: condicionamento, periodo do dia e antagonismo CB1, de
forma isolada ou agregada. Entretanto, as respostas de generalizagdo e
persisténcia obtidos como o bloqueio CB1 no periodo noturno, podem
indicar uma ativacdo excessiva dos receptores GR, causada
possivelmente pelas altas concentracBes plasmaticas de corticosterona,
gue podem levar a transtornos de panico e estresse pos-traumatico, que
sdo caracterizados pelo processo de generalizacdo e persisténcia da
meméria do evento aversivo (DE KLOET et al., 1999; MILAD et al.,
2009; AKIRAV, 2013). Dessa forma, seria interessante avaliar qual a
ligacdo entre os sistemas endocanabinoide e glicocorticoide na
modulagdo dos processos de consolidacdo de uma memoria de medo.
Para isso foram realizadas mais duas etapas comportamentais.

Assim, a préxima etapa (experimento 3) comportamental teve
como objetivo avaliar uma possivel ligacdo entre os dois sistemas,
simulando uma condicéo diurna dos niveis de corticosterona, em testes
realizados durante o periodo noturno, com a administracdo de
dexametasona (0,3 mg/kg i.p.) (ROOZENDAAL, 1999; CAVALLI,
2013). A dexametasona € um potente agonista do GR, capaz de suprimir
a ativacdo do eixo HPA induzida pelo estresse, diminuindo a liberacéo
de corticosterona (DE KLOET et al., 1999). A supressdo do eixo HPA
ocorre primeiramente pela ligacdo da dexametasona aos receptores GR
da glandula pituitaria. Isso causa um decréscimo na ativacdo desses
receptores da pituataria em resposta a uma situacdo de estresse agudo,
levando a inibicéo da liberacdo de corticosterona. A supressdo ocorre no
nivel da glandula pituitaria sendo comprovada pela capacidade da
dexametosana inibir os efeitos do hormdnio liberador de corticotrofina
(HLC), mas ndo possuir efeito sobre 0 HACT, descartando uma agéo
sobre as glandulas adrenais (COLE et al., 2000). No experimento 4,
outros grupos de animais foram submetidos ao processo inverso, com
objetivo de simular niveis noturnos de corticosterona durante o dia. Para
isso, animais receberam reforco exdgeno de corticosterona, na dose de
1,0 mg/kg i.p. (GAZARINI et al., dados ndo publicados).
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Vérios trabalhos revelam que a administracdo de doses
moderadas de corticosterona e dexametasona sdo capazes, de melhorar
a consolidacdo quando administradas imediatamente apds o treino
(FLOOD et al., 1978; ROOZENDAAL e McGAUGH, 1996;
ROOZENDAAL et al., 1999). As principais questfes nesse momento
sdo: seriam essas drogas (dexametasona e corticosterona) capazes de
alterar a consolidacdo da meméria de medo quando administrada antes
do treino? Qual a interacdo dessas drogas com o bloqueio farmacoldgico
dos receptores CB1 pelo AM 251? Os resultados obtidos podem
confirmar uma ligacdo entre o0s sistemas glicocorticoide e
endocanabinoide?

Os resultados comportamentais confirmam, em parte, que existe
uma possivel ligagdo entre os sistemas endocanabinoides e
glicocorticoides, e que essa “interacdo” pode ser a responsavel pelos
efeitos do bloqueio farmacologico dos receptores CB1 durante
diferentes fases do ritmo circardiano (dia ou noite). Entretanto, é
necessaria a confirmacgdo bioquimica dos resultados comportamentais,
procedimentos que serdo realizados posteriormente.

Os resultados do experimento 3 sugerem uma possivel ligacao
entre os sistemas glicocorticoide e endocanabinoide. Fato comprovado
pelos dados observados na figura 21 A, onde os animais tratados com
dexametasona (0,3 mg/kg); 60 min antes do condicionamento realizado
no periodo noturno, ndo apresentam per se nem melhora, nem prejuizo
da resposta condicionada, apresentando porcentagem de congelamento
semelhante ao controle, comprovando o uso de uma dose sub-efetiva
(MILLER et al., 1992; ROOZENDAAL, 1999), que é incapaz de causar
a supressao total do eixo HPA (COLE et al., 2000; KORTE, 2001,
CAVALLI, 2013). Entretanto, animais pré-tratados com solugdo
controle, e que apds 60 min passaram pelo condicionamento contextual
e imediatamente depois receberam AM 251 0,3 mg/kg, apresentam uma
potencializacdo da memoria de medo, assim como uma generalizacéo,
fato que concorda com o experimento 1 e com alguns trabalhos citados
acima. A ligacdo entre os dois sistemas pode ser observada no grupo
dexametasona 0,3 mg/kg + AM 251 0,3 mg/kg, como descrito
anteriormente, os animais desse grupo recebem uma dose sub-efetiva de
dexametasona 1h antes do condicionamento e imediatamente apds essa
sessdo € administrado o antagonista dos receptores CB1. Os resultados
encontrados revelam que foi possivel mimetizar os efeitos diurnos do
AM 251, no periodo noturno, atraves da administracdo de
dexametasona. Sugerindo assim uma interagdo entre 0s sistemas
glicocorticoide e endocanabinoide, uma vez que, 0 co-tratamento na
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sessdo A, foi capaz de bloquear a potencializagéo da resposta de medo, e
também foi capaz de impedir a generalizacdo da memodria de medo
contextual (teste B;), e por consequéncia a persisténcia dessas duas
respostas (teste A, e B, — Figura 21 B). A interacdo entre dexametasona
e AM 251 pode ser encontrada em alguns trabalhos, como por exemplo,
um estudo realizado em 2010 por Evanson e colaboradores, onde eles
realizaram somente analises bioquimicas dos niveis de corticosterona.
Nesse artigo, animais tratados com dexametasona apresentam uma
diminuicéo dos niveis de HACT e corticosterona em resposta ao estresse
por contencdo. Isso ocorre pela supressdo do eixo HPA, causada
segundo Evanson e coloboradores (2010) pelo feedback rapido através
da sinalizacéo eCB. Para confirmar esse padrdo de resposta foi realizada
a administracdo de AM 251 apés o estresse por retencdo, e foi
observado que essa droga ndo leva a alteracGes por si s6 nos niveis de
corticosterona. Entretanto, o AM 251, nesse trabalho, foi capaz de
reverter os efeitos da dexametasona sobre a concentracao plasmatica de
corticosterona, ja que a supressdo do eixo foi inibida (EVANSON et al.,
2010). Todavia, ainda ndo se tem dados biogquimicos para poder
confirmar essa interacao.

Os dados encontrados na etapa 3, revelam que uma dose baixa de
dexametasona ndo é capaz de gerar nenhum efeito sobre a consolidacdo
da memoria. Resultado diferente ao encontrado no trabalho de Carrol e
colaboradores (1981), no qual foi descrito o “teste de supressdao do eixo
HPA por dexametasona”. Nele doses altas dessa droga sdo capazes de
causar uma potente retroalimentacdo negativa sobre a liberacdo de
glicocorticoides, levando a uma reducdo significativa nos niveis
plasméticos desses horménios, prejudicando a consolidacdo da
memoria. E possivel observar também uma melhora no processo de
consolidagdo causado pela dexametasona, como exemplificado por
Roozendaal (1999). Ele relata que a administracdo de dexametasona
apos o condicionamento de medo, foi capaz de gerar uma melhor
consolidacdo da memoria, devido a supressdo dos niveis de
corticosterona na circulagcdo, ou seja, auxiliando na manutencdo de
concentracBes 6timas desse hormonio. J& no trabalho realizado por Cole
e colaboradores (2000), onde se avaliou a supressdo do eixo HPA pela
dexametason ap6s uma situacdo de estresse agudo, baixas doses de
dexametasona foram incapazes de reduzir a resposta ao estresse. Além
disso, doses elevadas foram capazes de diminuir a resposta ao estresse a
niveis proximos ao basal, indicando que somente doses altas sdo capazes
de causar uma supressdo do eixo HPA. Resumindo até o0 momento, tanto
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uma situacdo aversiva elevada, quanto doses altas de dexametasona sdo
capazes de causar uma supressao do eixo.

Segundo de Bitencourt e colaboradores (2013), a administracéo
de dexametasona (em dose elevadas) pode levar a uma maior liberagédo
de eCB, sendo esses neurotransmissores responsaveis pela facilitacdo do
processo de extingdo da meméria aversiva. Assim, os resultados
encontrados no nosso experimento podem seguir a mesma dinamica,
mas nesse caso impedindo a melhora da consolidagdo da memoria, fato
ja discutido e que se chamou aqui de “alivio” da memoria de medo
(RIEBE et al., 2012). Por fim, pode-se também ter uma supressao
parcial do eixo HPA, causada pela prdpria dexametasona (SOUZA,
2011), causando uma menor liberacdo de corticosterona, e assim, um
prejuizo na resposta de medo condicionada, sem que haja uma
intereragdo com o sistema eCB.

Um resultado interessante ocorreu nos animais que receberam
dexametasona 0,3 mg/kg, 1h antes do condicionamento de medo. Nesse
grupo ndo foi observado potencializagdo, nem generalizagdo da
memoria de medo, ou seja, nenhum aumento da porcentagem de
congelamento nos teste A; e B;. Entretanto, foram encontrados niveis
elevados de congelamento, semelhantes aos animais tratados somente
com AM 251, nas sessOes de teste A, e B,. Essa dindmica também
ocorre para a dose de 0,1 mg/kg de dexametasona, a qual também foi
testada durante a fase de padronizacdo do protocolo experimental, sendo
gue esse fato parece ser intrinseco desse agonista. Esse curioso resultado
pode ser explicado, em parte, pelo fato da dexametasona possuir um
tempo de meia vida muito longo, entre 36-54h, e por esse motivo seus
efeitos sobre o processo mneménicos, como a consolidagdo, pode
decorrer e variar durante esse periodo (MEIKLE e TAYLOR, 1977,
BELKEBIR-MASBAH et al., 1999). Entretanto, pode-se ndo ter uma
ligacdo entre os dois sistemas, quando se levou em conta que 0s niveis
de congelamento do grupo co-tratado, ndo foi significativamente
diferente do grupo controle e nem dos animais tratados somente com
dexametasona, fatos que poderiam sugerir que a diminuicdo nos niveis
de congelamento, foi causada somente pela supressdo parcial do eixo
HPA e, como consequéncia, uma diminuigdo dos niveis plasmaticos de
corticosterona, a niveis similares aos observados durante o periodo
diurno.

A ligacdo entre os sistemas eCB e glicocorticdides ndo é
observada quando realizamos o protocolo inverso, experimento 4. Ou
seja, a tentativa de simular niveis noturno de corticosterona durante o
dia, pela administragdo de corticosterona, e logo ap6s observar a
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influéncia desse tratamento sobre o bloqueio CB1. Os resultados
revelam que a corticosterona per se € capaz de gerar uma
potencializacdo na consolidacdo da memdria de medo contextual,
resposta similar a encontrada nos animais tratados somente com AM
251, esse dados estdo representados na figura 25 (MARSICANO e
LAFENETRE, 2009). Nossos resultados estio de acordo com a
literatura, ja que uma elevacao dos niveis de glicocorticoides é capaz de
gerar uma melhora na consolidacdo da memoéria (CORDERO et al.,
2002; AKIRAYV, 2013). Por exemplo, no trabalho realizado por Cordero
e Sandi (1998), onde corticosterona injetada intraperitonealmente (i.p.)
foi capaz de causar um melhor condicionamento de medo contextual.
Todavia, nesse trabalho essa resposta é mantida por 7 dias, fato ndo
encontrado no nosso, podendo ser explicado pela diferenca na dose
aplicada, no caso 5 mg/kg contra 1,0 mg/kg do nosso protocolo. Esse
aumento da resposta de medo concorda com Korte (2001), onde a
administragdo de corticosterona em doses capazes de simular uma
situacdo de estresse, ou 0 pico de liberacdo fisioldgico, foi capaz de
reduzir a exploracdo dos bragos abertos no LCE, caracterizando um
aumento persistente da resposta de medo, ocorrendo o que se chamou de
potencializacdo da resposta de medo. Como ja foi relatado acima, neste
caso essa potencializacdo ndo foi duradoura, possivelmente porque a
dose aplicada ndo foi capaz de gerar tal resposta comportamental, ja que
outros trabalhos revelam que doses altas de corticosterona sdo capazes
de gerar um potencializagdo duradora (COROMIDAS et al., 1994;
JONES et al., 1994; KORTE, 2001), e isso ocorre possivelmente por
uma ativacdo prolongada dos receptores GR . Por exemplo, em estudos
realizados em primatas com altos niveis plasmaticos de corticosterona, é
possivel observar uma resposta de potencializada e duradora (KALIN et
al., 1998). No trabalho realizado por Liston e colaboradores (2013),
também é possivel observar essa resposta, nesse estudo altas doses de
corticosterona sdo aplicadas durante o periodo de depressdo do ritmo
circadiano em camundongos (dia), e é possivel observar, primeiramente
um aumento da concentracdo de corticosterona plasmatica, um aumento
da formacdo de novas espinhas dendriticas e a manutencdo dessas
espinhas recém-formadas ap6s um periodo de tempo prolongado (7
dias). Por fim, uma melhora persistente na realizacdo da tarefa
comportamental aprendida, ou seja, ocorreu uma 6tima consolidacéo
(LISTON et al, 2013). Dados ndo publicados do laboratério
demonstram que a dose usada era subefetiva em outra condi¢do, sendo
realizado um treino fraco durante o periodo vespertino, podendo
justificar o fato dela ndo ser sub-efetiva pela manha.
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Entretanto, ndo €é observado um aumento esperado na
porcentagem de congelamento pela administracdo de corticosterona +
AM 251. Era esperado que nesse grupo ocorresse a potencializagdo da
resposta de medo, e que essa resposta fosse mantida, ou seja, também
era esperada uma maior durabilidade (persisténcia) da memdria de
medo, ja que a administracdo de corticosterona exdgena aumentaria as
taxas desse glicocorticoides a niveis similares aos observados nos
animais que passaram pelo condicionamento durante o periodo noturno,
e como pode ser visto no experimento 1, o grupo tratamento com AM
251 0,3 mg/kg possui uma resposta de medo condicionada
potencializada, generalizada e persistente, diferente do grupo
corticosterona + AM 251 que apresentou somente uma resposta
potencializada. Ou seja, ndo foi possivel mimetizar os efeitos do
blogueio CB1 noturnos atrdves da administracdo de corticosterona
durante o periodo diurno.

Resumindo os resultados do experimento 4, em todos 0s grupos
tratados foi observada uma potencializacdo da resposta de medo de
contextual. Entretanto, no grupo corticosterona + AM 251, ndo foi
relatada a generalizagdo da resposta de medo, muito menos a
durabilidade da potencializagdo, comportamento esperado para esse
grupo. Ja que o objetivo desse tratamento era simular uma maior
concentracdo de corticosterona durante o dia, podendo simular as taxas
de liberacdo noturna desse hormdnio, e avaliar uma possivel resposta
comportamental reforcada pelo bloqueio dos receptores canabindides
pelo AM 251. Levando, como j& foi explicado, a uma maior quantidade
e/ou um maior tempo de acdo dos glicocorticoides, podendo causar uma
melhor consolidagdo da memdria de medo contextual. Pode-se explicar
essa resposta de algumas maneiras: uma possivel questdo de dose, ou
seja, seria necessaria uma dose menor ou maior do que 1,0 mg/kg. Uma
provavel falta de interacdo entre os sistemas glicocorticoide e
endocanabinoide durante o processo de consolidacdo da memoria de
medo contextual no periodo diurno, pelo menos nesse protocolo
experimental. Por fim, ao tentar simular exogenamente 0s niveis
noturnos (elevados) de corticosterona durante o dia, deve-se levar em
consideragdo também outros fatores que podem contribuir contra essa
mimetizagdo de um “estado noturno”, por exemplo, a iluminago,
temperatura corporal, estado de sono/vigilia, etc.
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6. Conclusdes

O ritmo circadiano possui influéncia sobre o blogueio
farmacoldgico dos receptores canabinoides do subtipo 1 durante o
processo de consolidacdo da memdria. Também se confirmou uma
diferenca na concentracdo plasmatica de corticosterona em diferentes
periodos do dia, indicando que esse horménio sofre uma variagéo
circadiana. Além disso, o condicionamento foi capaz de gerar um
aumento da liberagdo da corticosterona, fato também esperado. Por fim,
pode-se ter uma interacdo entre 0s sistemas endocanabinoide e
glicocorticoides durante o processo de condicionamento de medo
contextual, sendo que essa interacdo pode, de certa forma, sofrer uma
influéncia do ritmo circadiano. Essa interagdo provavelmente ocorre
atraves do feedback negativo, realizado pelo sistema eCB, sobre o
sistema glicocorticoide, processo que foi muito abordado durante todo o
trabalho. Entretanto, ainda se faz necessaria a realizacdo de outros
ensaios bioquimicos, como a dosagem de corticosterona apds o
condicionamento e sobre o efeito do tratamento farmacoldgico e
comportamentais, como a adicdo de uma dose de corticosterona no
experimento 4. Todas esses ensaios serdo realizados assim que possivel,
com objetivo de confirmar a possivel interacdo entre os dois sistemas.
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