FABRICIO LUIZ ASSINI

INTERAGAO ENTRE OS SISTEMAS ADENOSINERGICO E
ENDOCANABINOIDE, ATRAVES DOS RECEPTORES A; E CB;,
NO CONTROLE DA MEMORIA ESPACIAL

FLORIANOPOLIS —SC
2011






FABRICIO LUIZ ASSINI

INTERACAO ENTRE OS SISTEMAS ADENOSINERGICO E
ENDOCANABINOIDE, ATRAVES DOS RECEPTORES A, E CB;,
NO CONTROLE DA MEMORIA ESPACIAL

Tese apresentada ao Curso de Pds-
Graduacdo em Farmacologia como
requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Doutor em Farmacologia

Orientador: Prof. Dr. Reinaldo Naoto Takahashi

FLORIANOPOLIS -SC
2011



Catalogacdo na fonte pela Biblioteca Universitaria
da

Universidade Federal de Santa Catarina

Lss8ini, Fabricio Luiz

Interagdo entre of sistemas ade inérgico e
endocanabindide, atraveés dos receptores Al e CBl, no controle
da memdria espacial [tess] / Fabricio Luiz Assini ;
orientador, Reinaldo Naoto Takahashi. - Floriandpelis, SC,
2011.

16€ p.: il., grafs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa Catarina,
Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Péds-Graduacdo em
Farmacologia.

Inclui referéncias

1. Farmacologia. Neurorreguladores. 3. Endocanabindides.
4. Receptores de Canabindides. 5. Agregacdo Celular. I
Takahashi, Reinaldo Naoto. II. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia. III.
Titulo.
CDU 615




Aquele que vence a si mesmo é invencivel.
Sun Tzu



vi

A todos que,
espiritualmente,
minha familia.

genética
formam

ou
a



Vii

AGRADECIMENTOS

A Deus, que se revela nos detalhes impressionantes da natureza;

Aos meus pais, Emilio e Nida, pela sdlida base moral e apoio
incondicional;

A minha esposa Cristina, por me dar a sorte de um amor tranquilo. A
minha filha Mariah, fonte de toda a perseveranca deste pai obstinado.
Ao Pedro, filho que esta por vir, seja bem vindo!

Aos membros da familia Santana e seus agregados, pelo acolhimento.

Ao professor Reinaldo, meu agradecimento e o reconhecimento por sua
participacdo fundamental na minha formag&o profissional;

A profesora Carla Tasca, qua abriu as portas do seu laboratério para a
realizacdo dos ensaios bioquimicos;

Aos colegas da UnC-Concérdia: Maria Lionzo, André Villar e Rodrigo
Flores, companheiros de “oeste selvagem” e de constante troca de
idéias.

Aos colegas da Faculdade Estacio de S&: Gloria, Silvia, Rose, Koga,
Marcio, Murilo, Patricia Acioly, Patricia Barreto, Roberta, Rafael,
Ramiro e Micheline. Muito obrigado pelo clima alegre que conseguimos
manter em nosso ambiente de trabalho.

Aos colegas de laboratério, Cristiane, Rafael, Thiago, Pamplona, Pablo,
Livia, Marilia e Jéssica. Pelas conversas sempre produtivas e prazerosas.

Aos companheiros de experimentos: Carina Akemi, sempre sorrindo,
obrigado por todos os DVDs assistidos. Marcelo Duzzioni, grande
parceiro e melhor “mao” que eu ja vi operando. Tetsade Camboim, bom
humor em forma de pessoa e parceira nos ensaios bioquimicos. Fabricio
Pamplona, parceiro do Gltimo experimento, é sempre bom passar a tarde
com alguém que topa qualquer tipo de assunto!



viii

Aos professores do Departamento de Farmacologia, 0s quais — cada um
a sua maneira — serviram de referéncia para uma série de condutas que
hoje tomo em minha vida profissional.

Aos membros da banca, que disponibilizaram parte do seu tempo para
contribuir com este trabalho.

Aos funcionarios do Departamento, Diana, Rita, Zu, Pedro e Murilo.



SUMARIO
1. INTRODUGAO..........ooereeeeeeeeiieeeeeeseeesies s s 19
1.1. Memoria espacial ..........ccoeevverereinneneserse e 19

1.1.1. A participacéo do hipocampo na memoria espacial 20
1.1.2. O hipocampo além da memdria espacial.......... 22
1.2. O sistema adenoSinérgico .........ccceevvevveriereneseniennens 23
1.2.1. As origens e 0 metabolismo da adenosina........ 24
1.2.2. Os receptores adenosinérgicos ........cc.cevervenen. 25
1.2.3 O receptor adenosinérgico Ag....ccceevveverveieviesienans 25
1.2.3.1. Receptor A;: distribuicdo tecidual e localizagdo celular 25
1.2.3.2. Receptor A;: Vias de transducdo do sinal.......... 27
1.2.3.3. Receptor A;: InteragBes funcionais................... 27

1.2.3.4. Receptor A;: Efeitos de agonistas e antagonistas sobre a

memaria espacial ........c..ccceverreieiienere s 29
1.3. O sistema endocanabindide..............ccocerervecvrrriennn. 29
1.3.1 Sintese e degradacdo dos endocanabindides.......... 30
1.3.2. Os receptores canabinGides...........ccoceverveevreriennn. 31

1.3.3. O receptor canabindide do tipo 1.........cccevvuennee 32



1.3.3.1. Receptor CB;: Distribuicdo tecidual e localizacdo celular

........................................................................................ 32
1.3.3.2. Receptor CB;: Mecanismos de transducéo do sinal 33
1.3.3.3. Receptor CB; — InteragGes funcionais............... 34

1.3.3.4. Receptor CB; — Efeitos de agonistas e antagonistas sobre a

MemaAria espacial ..o 35
1.4. InteracOes adenosina X canabindides...................... 37
1.4.1 Comparagies geraiS.........cvvveruerererreeruereeseereeseenes 37

1.4.2. Evidéncias de interacdo entre os receptores A; e CB; 39

2. JUSTIFICATIVA. ...t 40
3. OBIETIVOS ...t 41
3.1. Objetivo Geral ......cccovveiiiiiieee e 41
3.2. Objetivos especifiCos.......cccovvvreieeiesieseieiene e 41
4. MATERIAL E METODOS ......ouivievieeiieeeeeeeeeeenis 41
A1 ANIMAIS .o s 41
4.2. Drogas € SOIUGOES ......cccevvvveierire s see e 42
4.3. Cirurgias eStere0taXiCas.......ccovrvevererrerverenereerreneenes 44
4.4. Administracdo local de drogas ..........ccceevvveveniennnns 45

4.5, HiStologia .....cccoveivieiiiiiccc e 45



xi

4.6. Testes cOmMPOrtamentais..........cooeeverereieneseenieseenes 45
4.6.1. Tarefa da Localizagdo de Objetos .................... 45
4.6.2. Teste do Labirinto AQUALICO.........ccevevrrervennnne. 47

4.7. Testes bioquIMICOS .......ccvivereieniie e 48

4.7.1 Preparacdo e incubacdo das fatias de hipocampo e cértex pré-

frontal ......ccooveieecc 48
4.7.2. Ensaio da liberagdo de L-[*H] glutamato ......... 49
4.7.3. Avaliacdo de viabilidade celular ...................... 49

4.7.4. Preparacdo das fragdes hipocampais para o ensaio de ligagéo

4.75. Ensaio de ligacdo em receptores adenosinérgicos A; e
€anabinOIdeS CBy ......ccecvveevvieiiecieeceeecee e 50

4.8. Desenho experimental.........cccccoocvvvvveveneinsieneniens 51
2.8.1. Validagdo do teste da localizacdo de objetos em
camundongos SWisS MAChO0S.........c.ccevvverererveieniens 51
4.8.2. Co-administracdo dos antagonistas A; e CBj: participacéao

do sistema glutamatérgico via receptor NMDA......... 52



Xii

4.8.3. Interacdo funcional entre os receptores A; e CB; localizados

no hipocampo no controle da amnésia induzida por agonistas de

ambOS 0S FECEPLOTES. ...ocvveeveierieeierie e 53
4.9. Andlise eStatistiCa........ccoevverererinireie e 53
5. RESULTADOS........coiiiiiiiieisiene et 55

6.

7.

7.

5.1. Validag&o do teste da localizacao de objetos em camundongos
SWISS MAECN0S. ..cevevieiisiiiteieee e 55
5.2. Co-administracdo dos antagonistas A; e CB; melhora a memoria
espacial de camundongos. Participacdo do sistema glutamatérgico via
receptor NMDA. ..o 61
5.3. Interacdo funcional entre os receptores A; e CB; localizados no

hipocampo no controle da amnésia induzida por agonistas de ambos

0S FECEPLONES. ...vveeeie ettt 76
DISCUSSAOQ ..., 95
CONCLUSOES ..o 109
REFERENCIAS........ooiveeeeeeseeeeeeveeeesseesseessessesnsnnens 110



LISTA DE ABREVIACOES

2-AG — 2 araquidonil glicerol

A; - Receptor A; da adenosina

ANOVA - Andlise de variancia

BSA - Albumina sérica bovina

CB; - Receptor canabindide ;

CCK - colecistocinina

CEUA - Comité de ética para 0 uso de animais
DAG - diacil glicerol

DMSO - Dimetilsulfoxido

E.P.M. - Erro padrao da média

FAAH — amido hidrolase de acidos graxos
i.p. - Via intraperitoneal

LTP — potenciacdo de longo prazo

MAPK - proteina quinase ativada por mitdgeno
MAGL — mono acil glicerol lipase

NADA — n-araquidonil dopamina

NAPE — n-araquidonil fosfatidil etanolamina
PBS — solugdo salina tamponada com fosfato
s.c. - Via subcutanea

SNC - Sistema nervoso central

THC - A°- tetrahidrocanabinol

Xiii



Xiv

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. As trés principais vias hipocampais. ................. 21
Figura 2. Representacdo esquematica do modelo da localizagdo de
(0] 0] 1] (01 46

Figura 3. Representacao esquematica do modelo do labirinto aquético.

Figura 4: Curva de tempo para a memdria de localizacdo de objetos em
CAMUNAONGOS. ... .vteeeeetiieeeseitieeessetteeesssbeeeessnbeeeessneeeeeeas 55
Figura 5: Efeitos de drogas glutamatérgicas sobre a memdria de
localizacdo de objetos em camudongos. ..........ceeeeeeeeinnns 57
Figure 6: Efeitos de drogas colinérgicas sobre a memoria de localizacdo
de objetos em camundongos. ........c.eeveriiivieeeiiiieee e, 58
Figura 8: Efeitos do tratamento com o0s antagonistas dos receptores
adenosinérgicos A; e canabindides CB; sobre a memdria de localizacdo
de objetos em camundoNgoS.........ocuveevveeerieenniee e 62
Figura 9: Efeitos da co-administracdo pré-treino de doses sub-efetivas
dos antagonistas dos receptores adenosinérgicos A; e canabindides CB;

sobre a meméria de localizacdo de objetos em camundongos.63



XV

Figura 10: Efeitos do tratamento com o0s antagonistas dos receptores
adenosinérgicos A; e canabindides CB; sobre a memdria avaliada no
labirinto aquatico em camudongos. .........cccveveerviereesnnn. 65

Figura 11: Efeitos da co-administracdo pré-treino de doses sub-efetivas
dos antagonistas dos receptores adenosinérgicos A;, DPCPX, e
canabindides CB;, AM 251, sobre a memoéria avaliada o labirinto
AQUALICO. . c.veeeeeeiiiiee ettt e e e 66

Figura 12: Participagdo dos receptores NMDA na melhora de
aprendizado induzida pela interacdo de doses sub-efetivas dos
antagonistas AL € CBlL......cceeveviiiieeeiiiee e 69

Figura 13: Participacdo dos receptores NMDA cortico-hipocampais na
melhora de aprendizado induzida pela interacdo de doses sub-efetivas
dos antagonistas A1 € CB1.....coccuviiieeeeeiiiiiiiieeeee e, 72

Figura 14: Liberagdo “ex-vivo” de L-[3H]-glutamato em fatias de
hipocampo e cortex pré-frontal em camundongos tratados com AM 251
0,25 mg/kg e/ou DPCPX 0,3 Mg/Kg. ....evvvveeirieeeeiiieeeens 75

Figura 15: Efeitos do tratamento com os agonistas dos receptores
adenosinérgicos A; e canabindides CB; sobre a memdria de localizacdo

de objetos em camudONgoS..........cueeerueeeriieeerieeeniee e 77



XVi

Figure 16: Avaliacdo da interacdo funcional entre receptores A; e CB;
no prejuizo de memorias dependentes de hipocampo. ...... 80
Figura 17: Avaliacdo da interacdo funcional entre receptores A; e CB;
no prejuizo de memorias dependentes de hipocampo ....... 82
Figura 18: Efeitos da infusdo na regido CAL do hipocampo do agonista
dos receptores adenosinérgicos A;, CCPA, sobre a memoria de
localizagdo de objetos em camudongos SWiss.................. 84
Figura 19: Participacdo da regido CA1l do hipocampo na interacdo
funcional entre receptores A; e CB; no prejuizo da memoéria de
localizag80 de ODjJetos. .......covveeiiieiieeeie e 86
Figura 20: Participacdo da regido CA1l do hipocampo na interacdo
funcional entre receptores A; e CB; no prejuizo da memoéria de
localizag80 de OhJetos. .......oovuveeiiiieiiee e 89
Figura 21: Ensaio para a avaliacdo da interacdo de ligantes do receptor

CB,; e a ligagdo do antagonista radioativo do receptor A;, *H-DPCPX.

Figura 22: Ensaio para a avaliacdo da interacdo de ligantes do receptor
A; e a ligacdo do antagonista radioativo do receptor CBj, *H-

SRIALTIOA. ..evveeeiieeiiiiiieeei e 93



XVii

RESUMO

Os sistemas endocanabindide e adenosinérgico, através dos receptores A; e
CB,, compartilham uma série de caracteristicas. Ou seja, ambos o0s
receptores ativam proteinas Gy, para mediar suas principais agdes, inibem a
liberacdo de diferentes neurotransmissores e sdo expressos em grandes
concentracdes no cdrtex, hipocampo e cerebelo. Além disso, agonistas dos
dois receptores prejudicam processos relacionados & memdria espacial
enquanto que antagonistas induzem melhora cognitiva. Apesar das
semelhangas entre os dois sistemas e da importancia da meméria espacial na
fisiopatologia de diferentes doengas, poucos estudos avaliaram a possivel
interacdo entre ambos os sistemas no controle da memoria espacial. Desta
forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a interagdo entre os sistemas
adenosinérgico e endocanabindide, através dos receptores A; e CB;, na
modulacdo da memdria espacial. Para isso validou-se o modelo da
localizacdo de objetos em camundongos, o qual pareceu sensivel a drogas
amnésicas ou pr6-mnemdnicas. Além disso, demonstrou-se que a regido
CA1 do hipocampo participa da aquisicdo da memoria de localizacdo de
objetos em camundongos. Posteriormente, utilizou-se o modelo recém
validado e o labirinto aquatico para avaliar o efeito pr6-mnembonico da co-
administracdo de antagonistas dos receptores A; e CB;. Esta interagéo
melhora o aprendizado de camundongos em doses até 20 vezes menores do
que aquelas utilizadas para produzir o mesmo efeito quando administradas
isoladamente. Na sequéncia demonstrou-se que as agdes da co-
administracdo sdo mediadas, pelo menos em parte, pela liberacdo de
glutamato e a interacdo deste com os receptores NMDA no hipocampo e no
cértex pré-frontal. No Gltimo grupo de experimentos, demonstrou-se que 0s
receptores A; e CB; do hipocampo interagem para modular a amnésia
induzida por agonistas de ambos. Ou seja, o efeito amnésico do agonista A;
¢ bloqueado pelo antagonista CB,, enquanto que o prejuizo de aprendizado
induzido pelo agonista CB; é atenuado pelo agonista A;. Sugerindo que
tanto o tbnus adenosinérgico quanto o endocanabindide interagem para a
modulacdo da amnésia induzida por agonistas dos receptores CB; e Ay,
respectivamente. Por fim, conclui-se que os sistemas adenosinérgico e
endocanabindide, através de seus receptores A; e CBy, interagem para o
controle de processos associados & meméria espacial de camundongos.
Palavras chaves: Sistema adenosinérgico. Sistema endocanabinoide.
Receptor A;. Receptor CB;. Interacéo.
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ABSTRACT

The adenosinergic and endocannabinoid systems share different
characteristics through the A; and CB; receptors. For example, both are
densely expressed in areas such as the cerebellum, prefrontal cortex, and
hippocampus. The binding of agonists to them activates Gi/o proteins
and similar mechanisms of signal transduction. Functionally, A; and
CB; receptor activation inhibits the release of different
neurotransmitters. In animal models of spatial learning, A; and CB;
receptor agonists and antagonists have been reported to impair and to
facilitate learning and memory, respectively. Despite these evidences,
there are no studies evaluating the interaction between both systems in
spatial memory processes. Initially, we have done a pharmacological
validation of the object-location task in mice. This task is sensitive to
amnesic and pro-mnemonic drugs, and the expression of memory seems
to be dependent on the CA1 hippocampus. In a second set of results, we
have shown that coadministration of subeffective doses of A; and CB;
antagonists improves acquisition of spatial learning evaluated either in
the water maze or in the object-location task. This effect was dependent
on glutamate release into the hippocampus and prefrontal cortex. The
blockade of NMDA receptors in the CA1 hippocampus and prefrontal
cortex counteracts the effects of the coadministration evaluated in the
object-location task. This suggests that the simultaneous blockade of the
adenosinergic and endocannabinoid tonuses might enhance memory,
and that the mechanism of this effect is dependent on glutamate release
into the hippocampus and prefrontal cortex. The last group of
experiments evaluated the interaction between A; and CB; receptors in
the amnesia induced by the agonists of both. The result suggests that the
amnesia induced by an A; agonist is blocked by a CB; receptor
antagonist. On the other hand, the learning deficits induced by the CB;
receptor agonist are attenuated by the A; receptor activation. This
suggests that the adenosinergic and endocannabinoid systems might
modulate amnesia induced either by A; or CB; agonists. Finally, these
results also suggest that the adenosinergic and endocannabinoid systems
interact to modulate behavioral processes associated with spatial
memory.

Key Words: Adenosinergic system. Endocannabinoid system. A;
receptor. CB; receptor. Interaction.
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1. INTRODUCAO

1.1. Memo6ria espacial

Antes de discorrer a respeito da memoria espacial é importante
contextualiza-la dentro das diferentes classificagdes de meméria, bem
como deixar claro a diferenca entre aprendizado e memoria. De acordo
com Kandel e colaboradores (2000), aprendizado é o processo no qual
adquirimos conhecimentos e memoéria é a sua codificacdo,
armazenamento e posterior evocagdo. Desta forma, percebe-se que
memdaria ndo é algo estatico, isolado ou uma simples fungdo cerebral,
sendo melhor caracterizada como uma rede complexa de funcdes inter-
relacionadas trabalhando para manejar informacgoes.

As classificagfes da memoria sdo baseadas em observacoes
clinicas e/ou evidéncias neuropsicoldgicas. Em geral, memoria pode ser
dividida em memoria de curta ou longa duracdo. A meméria de curta
duracdo possui capacidade limitada e dura somente alguns segundos a
minutos. Enquanto que a memoria de longa duracdo armazena
quantidades maiores de informacfes por horas ou até anos (Kandel et
al., 2000). Outros autores propdem que a meméria de longa duracéo
pode ser dividida em declarativa (explicita) e a ndo-declarativa
(implicita) (Anderson, 1976). A memdria declarativa refere-se a
informacdo que é transmitida, podendo ser subdividida em episddica e
seméntica. A memdria ndo declarativa esta relacionada a habilidades
motoras (Squire, 1986; Tulving e Schacter, 1990).

Com relacdo a memoria espacial, O’Keefe e Nadal (1978)
classificaram-na como um subtipo de memoria episddica porque
armazena informagdes dentro da organizagdo espago-tempo. Todavia,
outros autores sugerem que a memoria espacial faz parte de varias
categorias, uma vez que envolve aspectos da memoria ndo-declarativa,
declarativa, bem como das memdrias de curta e longa duragdo
(Moscovitch et al., 2006). Usualmente este tipo de memoria esta
relacionado com a resposta da pergunta “onde?”, a qual pode ser obtida
através de comportamentos exploratérios comuns a todas as espécies de
animais. Estes comportamentos sdo considerados a expressdo da
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curiosidade natural ou a necessidade de adquirir informagdes quando os
sujeitos sdo expostos a novos ambientes ou estimulos (Thinus-Blanc,
1996). Assim, a memoria espacial poderia ser considerada como a
funcdo cerebral responsavel por reconhecer, codificar, armazenar e
evocar as informagOes espaciais sobre a organizacao de objetos ou rotas
especificas (Kessels et al., 2001).

A organizacdo desta informagdo espacial envolve pelo menos
duas dimensdes, uma relativa ao espacgo corporal e outra relacionada ao
espaco externo. A informacdo obtida por estas duas fontes é organizada
e utilizada por dois processos: conhecidos como estratégias egocéntricas
e alocéntricas (Burgess, 2006). A estratégia egocéntrica é baseada nas
informacfes proporcionadas por pistas corporais, ou seja, nesta
estratégia o sujeito funciona como seu proprio ponto de referéncia e
desta forma as posicdes dos objetos sdo definidas em relacéo a posicao
do individuo no espago (Klatzky, 1998). Por outro lado, a estratégia
alocéntrica depende de pistas espaciais, assim 0 sujeito memoriza a
localizacdo alvo utilizando-se de pontos de referéncia ambientais
(Benhamou e Poucet,1996). Desta forma, a localizacdo de um alvo em
particular é estabelecida através de pontos de referencia proximos e
distantes que s@o independentes do observador (Klatzky, 1998). Apesar
de distintas, as estratégias egocéntricas e alocéntricas trabalnam em
paralelo, sendo que a prevaléncia de uma sobre a outra dependera de
fatores especificos de cada tarefa realizada (Burgess, 2006).

1.1.1. A participagéo do hipocampo na memdria espacial

A primeira evidéncia da participag¢do do hipocampo no controle
da meméria surgiu com a descricdo do caso do paciente H.M. na década
de 1950, o qual apresentou amnésia severa apds a remocao cirdrgica do
logo temporal medial (Scoville e Milner, 1957). Nos anos seguintes,
diversos trabalhos com pacientes portadores de lesdo hipocampal
confirmaram o papel do hipocampo no controle da memédria espacial
(Maguire et al., 1996; Abrahams et al., 1997; Teng and Squire 1999;
Rosenbaum et al., 2000; Astur et al., 2002). De maneira interessante,
Maguire e colaboradores (2006) mostraram que motoristas de taxi da
cidade de Londres, os quais demandam sobremaneira da memoria
espacial, possuem o volume hipocampal maior do que individuos
controle. Além disso, trabalhos avaliando lesées ou o efeito do
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envelhecimento sobre o hipocampo de roedores e primatas ndo-
humanos, confirmam o papel fundamental desta area em tarefas
relacionadas a memoria espacial (de Bruin et al., 2001; Pouzet et al.,
2002). De fato o hipocampo representa a estrutura chave para
aprendizado espacial em diferentes seres vivos. Anatomicamente, 0
hipocampo possui trés vias que ligam suas diferentes regifes: a via
perforante, que se projeta a partir do cértex entorrinal até as células
granulosas do giro denteado; a via das fibras musgosas, composta pelos
axOnios das células granulosas que se projetam para as células
piramidais da regido CA3 do hipocampo; e a via colateral de Shaffer,
que consiste nas ramificacdes excitatérias das células piramidais da
regido CA3 e termina nas células piramidais da regido CA1 (Kandel et

al., 2000).
Via colateral
Schaffgr

Giro
Denteado

Vias das fibras Via Perforante

Musgosas

Figura 1. As trés principais vias hipocampais. A via das fibras perforantes
proveniente do cortex entorrinal forma sinapses com as células granulosas do
giro denteado. As células granulosas projetam ax6nios que formam a via das
fibras musgosas que se comunicam com as células piramidais da regido CA3.
Estas se projetam para a regido CAl através da via colateral de Schaffer.
Adaptado de Kandel et al., (2000).

Esta organizacdo anatémica facilitou a execucdo de estudos in
vivo e in vitro que resultaram tanto na caracterizacdo das células de
lugar (O’Keefe e Dostrovsky, 1971), quanto do fenbmeno da
potencializa¢do de longo prazo (LTP) (Bliss e Collingridge 1993), os
quais podem ser considerados fundamentais para o processamento de
memodrias espaciais. No ano de 1948, Edward Tolman prop6s que o
aprendizado de animais em labirintos ndo seria proporcionado pela
simples associacdo entre estimulos externos e  respostas
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comportamentais, uma vez que seus desempenhos melhoravam com 0s
treinos. Desta maneira, Tolman concluiu que o0s animais criavam
representacdes do ambiente externo para localizar um alvo dentro de um
labirinto, chamando tal estratégia de mapa cognitivo. Esta teoria
encontrou suporte com a caracterizagdo das “células de lugar” no
hipocampo (O’Keefe e Dostrovsky, 1971), as quais podem ser
identificadas por registro in vivo de neurdnios das regies CAl e CA3.
Estas células possuem padrdes de despolarizacdo que variam de acordo
com a conformacdo espacial de objetos no ambiente ou com as
dimensdes dos campos exploratérios (para revisdo ver Kentros, 2006) e
auxiliam na formagdo do mapa cognitivo.

Por outro lado, a LTP é considerada por muitos o substrato
eletrofisiolégico da memoéria. No hipocampo a LTP acontece em
qualquer uma das trés vias citadas anteriormente, porém a via colateral
de Shaffer é a mais estudada delas. Nestas vias uma breve sequéncia de
despolariza¢Ges produzira alteragdes sinépticas duradouras de maneira a
aumentar a forca sinaptica (Bliss e Collingridge 1993). Uma série de
evidencias aponta para o receptor N-metil D-aspartato (NMDA) como a
estrutura chave para o inicio da LTP (Collingridge et al., 1983; Shankar
et al., 1998). Descrevendo-a brevemente, pode-se dizer que a ativacao
do receptor NMDA leva ao influxo de calcio na célula. Quando o célcio
entra na célula ativa proteinas quinases (por exemplo, a calcio
calmodulina quinase 1) (Malenka et al., 1989). Esta enzima ativa 0
receptor AMPA, o qual aumenta a condutancia para o sddio e 0 potassio
e por consequéncia a resposta celular ao glutamato (Lynch, 2004). O
influxo de célcio também leva a ativacdo da enzima adenilato ciclase a
qual produz o segundo mensageiro AMPc. Este ativa a enzima proteina
quinase C levando a fosforilagdo do fator de transcri¢cdo responsivo ao
AMPc (CREB), a sintese proteica e a mudangas na estrutura sinaptica
(Eichenbaum e Cohen 2001).

1.1.2. O hipocampo além da memoria espacial

Além da presenca das células de lugar e da ocorréncia da LTP,
0 hipocampo é um dos primeiros alvos para as mudancas fisioldgicas e
estruturais relacionadas ao envelhecimento (Hasan e Glees, 1973).
Trabalhos recentes mostram que pacientes com esquizofrenia,
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depressdo, transtorno bipolar, transtorno do déficit de atencdo e
hiperatividade ou dependéncia a drogas (Bolla et al., 1998; Barch, 2005;
Doyle, 2006; Clark et al., 2009) apresentam prejuizos cognitivos
associados ao mau funcionamento hipocampal. Desta forma, o
entendimento dos diferentes processos relacionados a memoria espacial
¢ fundamental para a busca por tratamentos que exercam efeito pré-
cognitivo nestes pacientes.

Embora drogas que aumentam a atividade colinérgica (Salinas
et al., 1997), dopaminérgica (Hitchcott et al., 1997) ou glutamatérgica
(Lee et al., 2007) nas sinapses, sejam utilizadas clinicamente para
minimizar a disfuncdo cognitiva de pacientes com doencas de
Alzheimer, Parkinson ou esquizofrenia, estas drogas ndo séo livres de
efeitos indesejados (Winslow et al., 2011). Desta forma, a utilizacdo de
moduladores destes neurotransmissores possivelmente possibilitaria o
efeito pro-cognitivo desejado com menos efeitos adversos.

Dentre os moduladores sinapticos, destacam-se a adenosina e 0s
endocanabinodides (eCB). Ambos possuem ampla distribuicdo pelo
sistema nervoso central (SNC) e diferentes evidéncias sugerem que
estejam envolvidos com processos cognitivos (ver itens 1.2.3.4 e
1.3.3.4). Embora agonistas e/ou antagonistas destes sistemas ja tenham
sido utilizados clinicamente (Hayes, 2003; Roser et al., 2008), foram
descritos efeitos adversos significativos (Lee et al., 2009). Sendo assim,
a interacdo de drogas que modulem os dois sistemas poderia os efeitos
cognitivos desejados e minimizar os efeitos adversos. Além disso, o
entendimento da forma como os dois sistemas interagem para controlar
0s processos de meméria espacial aumentaria as possibilidades de
tratamento para patologias relacionadas ao mau funcionamento
hipocampal.

1.2. O sistema adenosinérgico

A adenosina ndo é armazenada em vesiculas nem sofre
exocitose como um neurotransmissor classico, ou seja, é liberada do
citoplasma para o liquido extracelular (LEC) através de transportadores,
ou origina-se ap6s a quebra do ATP por uma série de enzimas. No LEC,
a adenosina ird interagir com seus receptores e exercer sua importante
fungéo neuromodulatéria.
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1.2.1. As origens e 0 metabolismo da adenosina

A primeira forma de geracdo de adenosina no LEC é através da
quebra enziméatica do ATP. Este é co-liberado em associacdo a uma
série de neurotransmissores, entre eles a acetilcolina, a dopamina, a
serotonina (5-HT) e a noradrenalina (Fredholm et al 1982). Na sinapse,
o ATP sofre hidrélise por enzimas ecto-nucleotidases, ecto-
fosfodiesterases e apirases, as quais podem desfosforilar qualquer
nucleotideo de adenina até 5°-AMP. Este sofrera a a¢do da enzima 5°-
nucleotidase a qual o transformard em adenosina (Robson et al., 2006).
Esta € uma importante via para a manutencdo de tbnus basal de
adenosina no cérebro e pode ser incrementada com a liberagéo de ATP a
partir dos astrécitos (Pascual et al., 2005).

Outro mecanismo regulador dos niveis de adenosina no LEC é a
difusdo facilitada por transportadores de nucleotideos. Existem dois
tipos de transportadores conhecidos: 1) aqueles que transportam a
adenosina através da membrana de acordo com a gradiente de
concentracdo; 2) ou ainda os transportadores que levam a adenosina para
dentro da célula, mesmo contra a gradiente de concentragdo (Geiger e
Fida, 1991). As concentracfes intracelulares de adenosina livre s&o
mantidas baixas, devido a atividade da enzima adenosina quinase, desta
forma o fluxo normal de adenosina é em dire¢cdo ao interior celular
(Dunwiddie e Masino, 2001). Todavia, qualquer estimulo (por exemplo,
isquemia) que aumente as concentraces intracelulares de adenosina
(para revisdo ver Cunha, 2005) fara com que a adenosina saia para o0
espaco extracelular.  Outra via para a formagdo de adenosina
intracelular, é a quebra da S-adenosilhomocisteina (SAH) pela enzima
SAH-hidrolase formando adenosina e homocisteina (Dunwiddie e
Masino, 2001).

A inativacdo da adenosina acontece tanto pela transformacéao da
mesma a AMP através da acdo da enzima adenosina quinase. Ou por sua
transformacdo a inosina pela enzima adenosina deaminase. As duas
reaces acontecem no meio intracelular, sendo a via da adenosina
quinase mais efetiva quando as concentragdes de adenosina sao
menores. Por outro lado, a via da adenosina deaminase ganha
importancia quando crescem as concentragdes de adenosina (Meghyji,
1991).
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1.2.2. Os receptores adenosinérgicos

Existem quatro receptores para a adenosina, sdo eles: 0s
receptores Az, Asa, Asp € As. Todos sdo receptores acoplados a proteina
G (GPCR) e tradicionalmente podem ser divididos em dois grupos:
aqueles que inibem a enzima adenilato ciclase, 0s receptores A; e As; €
0 grupo dos receptores que estimulam a adenilato ciclase, composto
pelos receptores Axa € Azg (Fredholm et al.,, 2001). Entretanto esta
classificagdo pode ser revista, uma vez que 0S receptores
adenosinérgicos parecem mediar suas acdes por diferentes vias de
transducdo do sinal, dependendo do grau de ativacdo e de sua
localizacdo tecidual e celular (Cunha, 2005).

Os receptores A, terdo suas caracteristicas detalhadas no item
1.2.3. Os receptores A,n Sd0 expressos no cérebro em menores
quantidades que os receptores A;, porém apresentam funcdes relevantes
no estriado, bulbo olfatério e hipocampo (para revisdo ver Cunha et al.,
2008). O papel dos receptores A, parece estar relacionado com sua
habilidade de interagir com outros receptores para neurotransmissores e
neuromoduladores (para revisao ver Ribeiro e Sebastido, 2011), ou seja,
realizar uma espécie de “sintonia fina” da atividade nervosa. Com
relacdo aos receptores A,g, sua presenca foi identificada em células ndo
neuronais como: macrofagos, linfocitos, neutréfilos, células endoteliais
(Aherne et al., 2011). Além disso, embora tenham baixa afinidade pela
adenosina em situacdes fisioldgicas, trabalhos recentes indicam um
papel protetor importante em situac@es de hipoxia (Aherne et al., 2011).
Por fim, a presenca dos receptores Az também foi demonstrada em
neurénios, tanto em ensaios de ligagdo quanto em estudos funcionais.
Entretanto, diferentemente dos receptores A; e A,a as funcgdes dos
receptores As; parecem ser mais evidentes em astrdcitos e na microglia
(Borea et al., 2009).

1.2.3 O receptor adenosinérgico A;

1.2.3.1. Receptor A;: distribuicéo tecidual e localizagéo celular
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Embora existam maiores quantidades do receptor A; no
neocoOrtex e em outras areas limbicas, estes receptores também sdo
abundantes no estriado, ganglios da base e cerebelo (Fastbom et al.,
1987). Dentre as diferentes células cerebrais, sua expressao é maior em
neurénios, todavia também estdo presentes nos astrocitos (Biber et al.,
1997), micrdglia (Gebicke-Haerter et al., 1996) e olidodendrocitos
(Othman et al., 2003).

Em neurbnios hipocampais, o0s receptores A; exibem
localizacdo tanto pré- quanto pos- sinaptica destes receptores (Tetzlaff
et al., 1987; Rebola et al., 2003). Estes dados, associados a trabalhos
que mostram o efeito inibitério de agonistas do receptor A; sobre a
liberagdo de glutamato (Ambrosio et al., 1997), acetilcolina (Cunha et
al., 1994) ou serotonina (Okada et al., 2001), conclui-se que parte dos
receptores A; hipocampais localizam-se em terminais pré-sinapticos de
neurdnios glutamatérgicos, colinérgicos ou serotoninérgicos. Com
relacdo aos receptores A; pés-sinapticos, Rebola e colaboradores (2003)
mostraram que estes se localizam em terminais marcados para as
subunidades 1, 2a e 2b do receptor NMDA, sugerindo que estes
receptores A; auxiliam no controle das fungdes do receptor NMDA nos
fendmenos de plasticidade sindptica hipocampal. Além disso, existem
diferencas na distribuicdo dos receptores A; dentro das diferentes areas
hipocampais. Ou seja, a expressdo de RNAmM para estes receptores
sugere que exista uma maior concentracdo de receptores na regido CA3
do que na CA1l (Ochiishi et al., 1999; Johansson et al., 1997).
Entretanto, a ligacdo do agonista radioativo para o receptor A; (*H-
CHA\) é muito parecida nas duas areas (Johansson et al., 1997).

E importante salientar que os receptores A; também possuem
papel fundamental em outros tecidos além dos neuronais. Ou seja, é
através do receptor A; que a adenosina reduz a frequéncia cardiaca
(Froldi e Belardinelli, 1990), a taxa de filtracdo glomerular e a liberacéo
renal de renina (Spielman e Arend, 1991), induz broncoconstricdo (El
Hashim et al., 1996) e inibe a lipdlise. Desta forma, agonistas deste
receptor sdo candidatos ao tratamento de arritmias, angina ou diabetes
do tipo 1 (para revisdo ver Kiesman et al., 2009).
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1.2.3.2. Receptor A;: Vias de transducéo do sinal

O receptor A; tem suas acBes mediadas pela ligacdo proteinas
Gi/o e a consequente inibicdo da enzima adenilato ciclase, ativacdo de
fosfolipases, inibicdo de canais de célcio ou ainda ativacdo de canais de
potéssio (Hass e Selbach, 2000). Com relacéo as diferentes isoformas da
subunidade a da proteina G, em cultura de neurdnios hipocampais de
ratos os receptores A; interagem com as subunidades G;i, G, Gz €
Gyo1 (Straiker et al., 2002).

Em tecidos neuronais as acGes dos receptores A; parecem ser
mediadas basicamente pela interacdo de proteinas Gi com canais de
calcio ou potassio. Por exemplo, em cultura de células piramidais da
regido CA3 do hipocampo a ativacdo de receptores A; inibe a corrente
de célcio por canais do tipo N (Mogul et al., 1993), sugerindo que o
efeito inibitorio pré-sinaptico destes receptores seja mediado pela
reducdo do influxo de calcio (Wu e Saggau 1994). Ainda no hipocampo,
a hiperpolarizacdo causada por agonistas A; foi acompanhada por
aumento da condutdncia para o0 potassio em neurbnios piramidais
(Gerber et al., 1989).

Em células CHO transfectadas com o receptor Ay, a transducdo
do sinal é mediada pela interacao da subunidade Gai e a via do trifosfato
de inositol/diacilglicerol ou ainda, o dimero Py parece ativar a via da
fosfolipase A2 (Freund et al., 1994). Em células de mdsculo liso, a
ativagdo do receptor A; aumenta a concentracdo de célcio intracelular
através da formacdo de trifosfato de inositol (Gerwins e Fredholm,
1995). Por fim, em células atriais a ativacdo do receptor A; aumenta a
condutancia para o potassio através de canais retificadores de corrente
(Belardinelli e Isenberg, 1983)

1.2.3.3. Receptor A;: Interacgdes funcionais

A adenosina, através da interacdo com receptores A; pré- e pés-
sinapticos, é responsavel pela modulacdo das funcdes de uma série de
neurotransmissores e neuromoduladores. Esta a¢do neuromodulatéria
acontece tanto por interagdo com os mecanismos de transdugdo do sinal,
quanto através da formacdo de dimero com outros receptores (para
revisdo ver Ferre et al., 2007). Nesta sessdo serdo descritas as interacfes
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funcionais entre as agdes da adenosina mediadas pelo receptor A; e
outros GPCR, com excecdo do receptor CBy, a qual sera descrita no
topico 1.4.2.

Uma das primeiras interacBes descritas foram aquelas dos
receptores A; com os receptores dopaminérgicos. O receptor A; interage
com os receptores D; nos ganglios da base para controlar a liberacdo de
GABA na substancia negra (Floran et al., 2002) e no nlcleo accumbens
(Mayfield et al., 1999), bem como a liberacdo da prdpria dopamina no
estriado (O’Neill et al., 2007). Além disso, Le Crom e colaboradores
(2002) demonstraram que a ativagdo do receptor A; parece facilitar a
desenssibilizacdo do receptor D;.

Além da dopamina, a adenosina através do receptor A; também
controla as acOes de diferentes neuropeptideos. Por exemplo, o efeito
analgésico da adenosina parece estar relacionado com a inibicéo tanto da
liberagdo quanto da acdo do peptideo relacionado com o gene da
calcitonina, a qual é mediada pela interacdo da adenosina com o receptor
A, (Carruther et al., 2001). Ainda, Cunha-Reis e colaboradores (2008)
demonstraram que a liberacdo hipocampal de GABA controlada pelo
peptideo intestinal vasoativo é regulada pela interacdo da adenosina com
0 receptor Ay, proporcionando evidéncias da interacdo dos receptores A;
com sinapses GABAergicas hipocampais. Outro peptideo que parece ter
suas agdes controladas pelos receptores A; é 0 neuropeptideo Y (NPY),
uma vez que agonistas do receptor A; bloqueiam o efeito inibitorio do
NPY sobre a exocitose de glutamato (Qian et al., 1997).

Com relacdo aos receptores metabotrépicos do glutamato
(mGLU), as evidéncias sugerem que sdo os diferentes mGLU que
parecem regular a atividade do receptor A;. Por exemplo, o efeito
inibitorio sobre a exocitose glutamato de agonistas dos receptores A; é
inibido por agonistas dos receptores mGLU (Budd e Nichols, 1995). Por
outro lado, em astrdcitos agonistas dos receptores A; e mGLU parecem
somar seus efeitos, uma vez que aumentam o influxo de calcio de
maneira significativa quando perfundidos conjuntamente (Ogata et al.,
1994).

Por fim, é preciso destacar as interagcdes entre os receptores A; e
Aza. Inicialmente mostrou-se que a ativagdo do receptor Ay diminua o
papel inibitorio de agonistas A; sobre sinapses excitatorias (Cunha et al.,
1994). Recentemente, Ferré e colaboradores (2007) demonstram que
ambos os receptores formam dimeros. Este dimero A;/A,n parece
controlar a liberagdo de glutamato de maneira dependente das
concentracBes de adenosina. Ou seja, aumentos ou diminui¢bes nas
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concentracBes de adenosina extracelular teriam efeitos opostos sobre a
liberacdo de glutamato (para revisdo ver: Sebastido e Ribeiro, 2009).

1.2.3.4. Receptor A;: Efeitos de agonistas e antagonistas sobre a
meméaria espacial

A prépria adenosina como um neuromodulador tem um
importante papel em mecanismos de aprendizado e memdria por
interagir com o receptor A;. Ou seja, diversos trabalhos demonstram que
agonistas deste receptor prejudicam tanto a LTP hipocampal (Arai et al.,
1990) quanto o desempenho de animais em tarefas de aprendizado
dependentes de hipocampo (Normile e Barraco, 1991; Suzuki et al.,
1993).

Por outro lado, os antagonistas dos receptores A; parecem ser
Uteis no tratamento de disturbios de memdria (Stone et al., 1995), uma
vez que ha trabalhos sugerindo que estas drogas facilitam a memoria de
animais testados na esquiva inibitéria (Pereira et al., 2002) e na tarefa de
alterndncia espontdnea (Schingnitz et al., 1991). Além disso,
antagonistas do receptor A; revertem os prejuizos de memdria induzidos
pela disfuncéo colinérgica (Pitsikas e Borsini, 1997), pela administracéo
do antagonista NMDA, MK-801 (Fraser et al., 1997) ou ainda pelo
tratamento crénico com metilfenidato (Mioranzza et al., 2011). Por fim,
¢ importante ressaltar que a deplecdo dos receptores A; em
camundongos parece ndo afetar o comportamento destes animais em
tarefas de aprendizado e meméria (Giménez-Llort et al., 2002; Lang et
al., 2003; Giménez-Llort et al., 2005) .

1.3. O sistema endocanabinoide

O sistema endocanabindide é composto pelos canabindides
enddgenos (eCB), seus receptores e enzimas de sintese e degradacdo.
Embora o termo endocanabindide tenha sido proposto por Di Marzo e
colaboradores no ano de 1994, pode-se dizer que a identificagdo do
composto psicoativo da planta Cannabis sativa, o A*-tetrahidrocanabinol
(THC) (Gaoni e Mechoulan, 1964), a caracterizagdo dos receptores
canabindide do tipo 1 (CB;) (Matsuda et al., 1990) e canabindide do tipo
2 (CB,) (Munro et al., 1993), bem como a identificacdo do primeiro
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ligante end6geno anandamida (Devane et al., 1992), foram fundamentais
para todo o conhecimento acerca do tema produzido nos Gltimos anos.

1.3.1 Sintese e degradacao dos endocanabindides

Os eCB sdo lipidios originados a partir de ésteres, éteres e
amidas de &cidos graxos de cadeia longa poliinsaturada (Di Marzo et al.,
1998). Atualmente sdo conhecidos cinco eCB: desde os mais estudados
N-aracdoniletanolamina (anandamida) e 2-aracdonilglicerol (2-AG) até
0s ainda menos conhecidos noladin, virodamina e N-aracdonildopamina
(Pertwee, 2005). De maneira semelhante a adenosina, os eCBs ndo sao
armazenados em vesiculas, sendo sintetizados e liberados a partir de
estimulos fisiolégicos como a despolarizacdo neuronal (Di Marzo et al.,
1994) ou ainda patologicos como na resposta ao estresse (O’Sullivan et
al., 2011).

Existem varias vias para a sintese e degradacdo da anandamida
e do 2-AG. A anandamida origina-se a partir de um precursor
fosfolipidico, o N-araquidonil-fosfatidil-etanolamina (NArPE). O
NArPE é transformado em anandamida por quatro vias distintas, sendo
que a mais estudada e direta (aquela que ndo produz intermediarios) é a
via catalisada pela enzima N-acil-fosfatidiletanolamina-fosfodiesterase
(NAPA-PLD). As outras trés vias sdo catalisadas pelas seguintes
enzimas: 1) fosfolipase C e tirosina fosfatase; 2) fosfolipase A1/2 e
fosfolipase D; 3) af-hidrolase e glicerolfosfodiester-fosfodiesterase;
(Liu et al., 2008). Os intermediarios produzidos nas trés vias ndo
possuem grande afinidade pelos receptores canabindides e podem
interagir com outros receptores. Por exemplo, o intermediario
palmitoiletanolamina tem acdo antiinflamatéria enquanto que o
oleoiletanolamina tem acdo anoréxica (Alexander e Kendall, 2007). Ao
contrario da anandamida, o 2-AG € sintetizado predominantemente a
partir do diacilglicerol (DAG) através da agdo da enzima DAG-lipase.
Duas isoformas da DAG-lipase ja foram clonadas (Sugiura et al., 2006),
sendo que a DAG-lipase o parece ser mais abundante no cérebro (Gao et
al., 2010).

A inativacdo dos eCB é dependente da recaptacdo destes para o
interior celular. Embora tenham caracteristicas lipidicas, as evidéncias
sugerem que a recaptacdo ocorra através da difusdo facilitada por
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transportador (Di Marzo, 2008). Depois de re-captados, a anandamida é
metabolizada pela enzima amida hidrolase de &cidos graxos (FAAH),
enquanto que o 2-AG é metabolizado pela monoacilglicerol lipase
(MAGL) (Di Marzo e Petrozino, 2007), pelas enzimas ap-hidrolase 6 e
12, além da FAAH (Blankman et al., 2007). E importante salientar que
tanto a anandamina quanto o 2-AG podem tornar-se substratos para a
enzima ciclooxigenase 2 (COX2) em situa¢Ges onde ocorra a diminuicao
da atividade da FAAH ou da MAGL (Rouzer e Marnett, 2008). Por fim,
existem evidéncias que os eCB possam ser metabolizados pela enzima
lipooxigenase (Ueda et al., 1995) ou ainda pelas enzimas do citocromo
p450 (Bornhein et al., 1995).

1.3.2. Os receptores canabinoides

A caracterizacdo dos receptores canabinodides aconteceu na
década de 90, cerca de 30 anos ap6s a identificacdo do THC. O primeiro
receptor identificado, o receptor CBy, foi clonado inicialmente em ratos
(Matsuda et al., 1990) e, posteriormente, em seres humanos (Gerard et
al., 1991) e em camundongos (Chakrabarti et al., 1995). A
caracterizacdo e clonagem do receptor CB, aconteceram na seguinte
sequéncia: seres humanos (Munro et al., 1993), camundongos (Shire et
al., 1996) e ratos (Griffin et al., 2000). Entretanto, dados recentes
sugerem que existem duas isoformas para o0s receptores CB, em
humanos e camundongos (Liu et al., 2009).

Em humanos, o receptor CB; é amplamente distribuido pelo
cérebro e medula espinhal (Howllet, 2002). Por outro lado, o receptor
CB, é expresso em grandes niveis nos leucécitos e baco e, em menores
concentrac@es, no tecido muscular, figado, intestino, testiculos e tecido
adiposo (Roche et al., 2006). Além disso, uma segunda isoforma do
receptor CB, parece existir no cérebro (Liu et al., 2009).

Embora os receptores CB; e CB, sejam bem conhecidos e
caracterizados, muito se discute sobre a existéncia de um receptor
“CB3”. Caso sejam considerados como receptores canabinodide todos
aqueles com afinidade para os eCB, teriamos uma grande variedade de
receptores candidatos. Uma vez que a anandamida exibe afinidade por
diferentes receptores, por exemplo: receptor TRP do tipo vanil6ide
(TRPV) (Huang et al., 2002), o receptor acoplado a proteina G 55
(GPR55) (Drmota et al., 2004), o receptor acoplado a proteina G 119
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(GPR119) (Overton et al., 2005), os receptores PPARa (Sun et al.,
2007) e PPARy (Bouaboula et al., 2005). Em meio a tal miscelanea, o
subcomité do receptor canabindide, o qual é vinculado ao comité de
nomenclatura de receptores e classificacdo de drogas da Unido
Internacional de Farmacologia Basica e Clinica, propuseram critérios
para que um receptor seja considerado o “CBj3”. Dentre estes critérios,
temos: 1) o receptor deve ser ativado em seu sitio ortostérico, com
poténcia significante, por um ligante CB,/CB,; 2) o receptor deve ser
ativado por um agonista CB;/CB, endbgeno em concentracdes
“fisiologicamente” relevantes; 3) caso seja um GPCR, deve possuir
sequéncia e aminoacidos semelhantes aos receptores CB1/CB;; 4) Néo
deve ser um receptor que ja possua um ligante enddgeno bem
estabelecido; 5) Deve ser expresso em células de mamiferos que
sabidamente liberem eCB em concentragfes relevantes (Pertwee et al.,
2010). Desta maneira pode-se dizer resumidamente que nenhum dos
receptores descritos acima se encaixa em todos 0s critérios
estabelecidos.

1.3.3. O receptor canabindide do tipo 1

1.3.3.1. Receptor CB;: Distribuicdo tecidual e localizacéo celular

Herkenhan e colaboradores (1991), utilizando o agonista
radioativo CB, [H] CP-55,940, publicaram o trabalho pioneiro o qual
concluia que a localizacdo dos receptores CB; coincidia com o0s
substratos neurais sugeridos para os efeitos comportamentais de
agonistas deste receptor. Nos anos seguintes diferentes técnicas
demonstraram ndo sé a ampla distribuicdo destes receptores pelo SNC,
mas também que o receptor CB; é 0 GPCR com maior expressao no
cérebro (Henkerhan et al., 1991; Howlett et al., 2002). Grandes
concentracBes dos receptores CB; foram detectadas no bulbo olfatério,
ganglios da base, cerebelo, hipocampo e areas limbicas do cortex
cerebral, especialmente o cdrtex cingulado e frontal (Henkerhan et al.,
1991).
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Com relacdo ao hipocampo, os receptores CB; foram detectados
em maiores concentracfes em interneurénios GABAérgicos positivos
para a presenca da colecistocinina (CCK) (Marsicano e Lutz, 1999;
Freund et al., 2003). Por outro lado, a presenca de receptores CB; em
terminais glutamatérgicos foi sugerida através da presenca de RNAmM em
neurdnios piramidais da regido CAl e CA3 (Matsuda et al., 1993;
Marsicano e Lutz, 1999). Posteriormente, foi confirmada a presenca do
receptor tanto nas células piramidais (Marsicano et al., 2003) quanto nas
células musgosas (Johnston e Amaral, 2004), as quais parecem conter as
maiores quantidades de receptor CB; dentre o0s neurfnios
glutamatérgicos hipocampais (Monory et al., 2006). Por fim, €
importante mencionar que além da localizagdo neuronal, os receptores
CB; foram caracterizados em cultura de microglia (Walter et al., 2003) e
astrocitos de ratos (Sanchez et al., 1998).

Em neurdnios, os receptores CB; localizam-se essencialmente
nos terminais  pré-sindpticos, onde exercem sua funcdo
neuromodulatéria. Por outro lado, pequenos niveis de receptores CB;
foram encontrados em partes proximais do axo6nio, dendritos ou no
corpo celular (Nyiri et al., 2005; Leterrier et al., 2006). Além da
presenca na membrana citoplasmatica, Mclntosh e colaboradores (1998)
demonstraram a presenca de receptores CB; na membrana nuclear de
neuroblastomas e trabalhos recentes sugerem que a maioria dos
receptores ndo chega a membrana citoplasmatica, ou seja, permanecem
associados ao lisossomo (Rozenfel e Devi, 2008) onde podem interagir
com a subunidade G; da proteina G, sugerindo que os receptores CB;
intracelulares possam ter func¢des ainda ndo conhecidas.

1.3.3.2. Receptor CB;: Mecanismos de transducéo do sinal

A ativacdo de proteinas Gi/o e a consequente inibicdo da
atividade da enzima adenilato ciclase foi a primeira via de transducéo do
sinal caracterizada agonistas do receptor CB; (Howlett e Fleming 1984,
Howlett 1985, Howlett et al., 1986). Ha evidéncias que as isoformas
1,3,5,6 ou 8 da adenilato ciclase estdo envolvidas em tal efeito, uma vez
que sua co-expressado resulta em diminui¢do das concentragdes de AMPc
mediada pela ativacdo do receptor CB; (Rhee et al., 1998).

Além disso, as diferentes isoformas da proteina Gi parecem ser
ativadas de maneira distinta por diferentes agonistas do receptor CB;
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(Mukhopadhyay et al., 2002). Isto €, em células N18TG2 a ligagdo do
agonista CB;, WIN 55,212-2, leva ativacdo das isoformas Gj;, G, € Giz
enquanto que a metanandamida atua como agonista para a isoforma Gjz
e como agonista inverso para a isoforma Gj; e Gj; (Mukhopadhyay e
Howlett 2005). Outro trabalho, demonstrou-se que o WIN 55,212-2
ativa isoformas da proteina Gi/o com eficacia diferente para cada uma
delas, sugerindo que mesmo um Unico ligante pode ativar diferentes vias
(Prather et al., 2000).

Além da inibicdo da adenilato ciclase, as proteinas Gy, ativadas
pelo receptor CB; também ativam canais de potassio retificadores de
corrente (GIRKs) (Henry e Chavkin 1995, Mackie et al., 1995).
Diferentes trabalhos mostram a ativagcdo do GIRK2 e do GIRK4 tanto
em odcitos quanto em neurdnios (Henry e Chavkin 1995, McAllister et
al.,, 1999, Guo e lkeda 2004, Azad et al., 2008). Os receptores CB;
também modulam a fun¢&o de canais de calcio voltagem dependentes. A
inibicdo de canais de célcio do tipo L foi demonstrada em vasos
sanguineos cerebrais (Gebremedhin et al., 1999), em células da retina
(Straiker et al., 1999) e no trato solitario de ratos (Endoh 2006). Além
disso, o efeito inibitorio pré-sinaptico dos eCB parece ser mediado pela
ativacdo do receptor CB; e a subsequente inibi¢do do canal de célcio do
tipo N (Freund et al., 2003, Howlett 2005). Por fim, os canais de célcio
do tipo P/Q também sdo modulados negativamente pelos receptores CB;
(Mackie et al., 1995, Fisyunov et al., 2006).

Por outro lado, em células pré-tratadas com a toxina pertussis a
ativagdo do receptor CB; leva a ativacdo da adenilato ciclase, sugerindo
que o receptor CB; possa interagir com proteinas Gs (Kearn et al.,
2005). Além disso, a co-expressao das isoformas 2,4 ou 7 da adenilato
ciclase também resultou na producédo de AMPc mediada pela ativacdo
do receptor CB3, entretanto este efeito provavelmente é mediado pelo
dimero Gg, (Rhee et al., 1998). Por fim, a via da MAPK ¢ ativada apos a
ligagdo de agonistas a GPCR e estd associada a proliferacéo,
diferenciacéo ou morte celular. A cascata da MAPK inclui a ativagao de
proteinas como ERK 1/2, proteina quinase c-Jun NH,-terminal (JNK),
p38 MAPK ou ERKS, as quais sdo ativadas apos a ligacdo de agonistas
ao receptor CB; in vivo ou in vitro (Howlett, 2005; Paradisi et al., 2008).

1.3.3.3. Receptor CB; — Interagdes funcionais
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A localizacdo pré-sinaptica e o papel inibitério do receptor CB;
fazem as agdes mediadas por este receptor passiveis de interacdo
funcional com diversos neurotransmissores. Neste contexto, ha trabalhos
mostrando que o receptor CB; possui amplo papel inibitério nas
sinapses do SNC, exercendo influéncia sobre a liberagdo de acetilcolina
(Gessa et al, 1998), GABA (Tersigni e Rosemberg, 1996),
noradrenalina (Gobel et al., 2000), dopamina (Cadogan et al., 1997),
serotonina (Nakazi et al., 2000), glutamato (Sulivam et al., 1999),
glicina (Jennings et al., 2001), d-aspartato (Breivogel et al., 1999) e
colecistocinina (Beinfeld e Conally, 2001).

Dentre os exemplos de interagdo funcional pode-se citar aquela
gue ocorre entre o sistema eCB e os opidides enddgenos, evidenciada
por diferentes estudos que mostram tanto sensibilizacdo (Pontieri et al.,
2001; Vigano et al., 2004) quanto tolerancia cruzada (Robledo et al.,
2008) entre drogas opitides e canabinoides. Outros trabalhos sugerem
interagcdo entre o receptor CB; e 0 receptor dopaminérgico D3, uma vez
que o blogueio do receptor CB; potencializa o efeito de busca por
alimento induzido pelo agonista D3, quinerolana (Duarte et al., 2004).
Além disso, a interagdo funcional entre receptores CB; e quimiocinas
(uma familia de pequenas proteinas associadas a migracdo celular) foi
sugerida na substancia cinzenta periaquedutal de ratos, onde a ativacdo
dos receptores para as quimiocinas potencializou o efeito analgésico do
agonista canabindide WIN 55,212-2 (Benamar et al.,, 2008).
Recentemente, Hudson e colaboradores (2010) sugeriram a interacao
funcional e fisica entre receptores CB; e By-adrenérgicos em células
HEK 293H.

E importante ressaltar que neste topico foram citadas apenas
algumas das intera¢fes funcionais dos receptores CB;, com o objetivo
de mostrar que os receptores canabindides interagem com uma série de
outros receptores além dos adenosinérgicos. A propdsito, as interacdes
CB; x adenosina serdo descritas no item 1.4.

1.3.3.4. Receptor CB; — Efeitos de agonistas e antagonistas sobre a
meméoria espacial

As grandes concentragdes do receptor CB; (Herkenham et al.,
1991) e a presenca da anandamida e do 2-AG no hipocampo e em outras
regides associadas a memoria (Felder et al., 1996; Di Marzo et al.,
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2000) sdo consistentes com a nog¢do de que o sistema eCB participa da
modulacdo de processos cognitivos.

O prejuizo do aprendizado e da memoria esta entre os efeitos
comportamentais mais comuns dos canabindides (Lichtman et al.,
1995). Embora o efeito amnésico do THC j& tenha sido descrito em
humanos (Ranganathan e D’Souza, 2008), a maioria dos trabalhos
envolve animais. Estes estudos mostram que agonistas do receptor CB;
prejudicam a memoria dependente do hipocampo em modelos de
condicionamento operante (Suenaga et al., 2008, Hampson e
Deadwyler, 2000), memoria espacial de trabalho (Lichtman et al., 1996;
Mishima et al., 2000; Nakamura et al., 1991; Wegener et al., 2008) e
memadria espacial de referéncia (Varvel et al., 2001; Varvel et al., 2005;
Robinson et al., 2007; Da Silva e Takahashi, 2002). Além disso, a
infusdo de agonistas canabindides no hipocampo, principalmente o
dorsal (Wise et al., 2009), afeta 0 desempenho dos animais avaliados
tanto no labirinto radial quanto no labirinto em T elevado (Lichtman et
al., 1995; Egashira et al., 2002; Suenaga e Ichitani, 2008).

Por outro lado, alguns autores relatam que a administracdo do
antagonista do receptor CB; - rimonabanto (Rinaldi-Carmona et al.,
1995) - melhora a memoria de animais testados no labirinto radial
(Lichtman, 2000; Wolff e Leander, 2003), na tarefa da memédria de
reconhecimento social (Terranova et al., 1996) e no labirinto em T
elevado (Takahashi et al., 2005). Com relagdo aos outros
antagonistas/agonistas inversos do receptor CB;, 0 AM 251 parece
reverter o prejuizo da memdria de reconhecimento de objetos induzido
pelo MDMA (Nawata et al., 2010), o antagonista CB;, SLV330, induziu
melhora cognitiva em ratos testados na tarefa do reconhecimento social
(De Bruin et al., 2010) e o antagonista CB;, CE, quando administrado
antes ou imediatamente apds o treino, reduziu o nimero de erros dos
animais testados no labirinto radial (Wise et al., 2008).

Corroborando os estudos farmacoldgicos, trabalhos com
camundongos que tiveram os receptores CB; deletados (Knockout)
mostram que estes animais possuem plasticidade sinaptica aumentada
(Bohme et al., 2000) e melhor desempenho na tarefa de reconhecimento
de objeto quando comparado ao animal controle (Reibaud et al., 1999;
Maccarrone et al., 2002). Em resumo, 0 conjunto destes dados sugere
que o sistema eCB, através dos receptores CBj, esta envolvido na
modulacdo da memoria espacial e que antagonistas destes receptores
parecem possuir atividade pré-cognitiva. Todavia, esta generalizacdo é
valida somente para este tipo de memoria, uma vez que o perfil de acéo
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de drogas canabindides sobre outros tipos de memoéria é bastante
diverso. Por exemplo, diferentes autores mostram que o bloqueio dos
receptores CB; prejudica o processo de extin¢cdo de memorias aversivas
enguanto que a ativacdo deste receptor parece facilitar (Pamplona et al.,
2006; de Oliveira Alvares et al., 2008).

1.4. InteragBes adenosina X canabindides

1.4.1 Comparagc0es gerais

Revendo as caracteristicas de ambos os receptores descritas
anteriormente, pode-se perceber que os receptores A; e CB; sdo dois
GPCR amplamente distribuidos pelo SNC de mamiferos, com grandes
concentragGes em &reas como cerebelo, cortex pré-frontal e hipocampo
(Fredholm et al., 2005; Mackie, 2006). A ligacdo de agonistas
enddgenos ou exdgenos em ambos 0s receptores leva & ativacdo de
proteinas Gi/o e desencadeia mecanismos de sinalizacdo intracelular
semelhantes, como por exemplo: inibicdo da atividade da enzima
adenilato ciclase (Van Calker et al.,, 1979; Howlett et al., 1986),
blogueio de canais de calcio do tipo N e P/Q (Ambrésio et al., 1997;
Twitchell et al., 1997), ou ainda a ativacdo de canais de potassio
retificadores de corrente (Takigawa e Alzheimer, 2002; Guo e Ikeda,
2004). Comportamentalmente, a ativagdo tanto de receptores A; quanto
CB; induz prejuizos de aprendizado em animais (Suzuki et al., 1993;
Von Lubitz et al., 1993; Varvel et al., 2001; Da Silva e Takahashi,
2002) e, por outro lado, o blogueio de ambos reverte prejuizos induzidos
por drogas amnésicas (Mioranzza et al., 2011; Guidali et al., 2011;) ou
lesbes (Harkany et al., 1999; Mazzola et al., 2003). No quadro 1 séo
descritas mais caracteristicas de ambos os receptores com o objetivo de
possibilitar maiores comparagoes.
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Quadro 1. ComparacOes entre diferentes aspectos relativos aos

receptores adenosinérgicos-Al e canabingides-CB1

RECEPTOR | RECEPTOR CB; | REFERENCIA
A
Mecanismo | Gi/G, GilG, Cordeaux et al.,
de Inibicho  da | Inibicdo da | 2004,
transducdo | adenilato adenilato ciclase; Howlett et al.,
primario ciclase; Inibicdo de canais | 1986;
Inibicio  de | de Ca®* tipos N, | Mackie e Hille,
canais de Ca** | P/Q; 1992;
tipos N, P/Q; | Ativacdo de canais | Henry e
Ativacdo de | de K' retificadores | Chavkin, 1995;
canais de K* | de corrente;
retificadores
de corrente;
Mecanismo | G, Gs Cordeaux et al.,
de Estimulacéo Estimulacéo da | 2004,
transducdo | da adenilato | adenilato ciclase; Glass e Felder,
secundario | ciclase; 1998;
Gy/Gu1
Estimulacéo
da fosfolipase
C
Distribuicdo | Cortex, Cortex,  cerebelo, | Mahan et al,
tecidual no | cerebelo, hipocampo, 1991;
Sistema hipocampo, ganglios da base. Lopes et al,
Nervoso bulbo 2004;
Central olfatdrio, Herkenham et
estriado. al., 1990;
Distribuicdo | Rins, coragdo, | Neurénios dos | Mahan et al.,
tecidual em | testiculos, sistemas  sensorial | 1991;
outras areas | pulmdes; somatico e | Pertwee et al.,
autbnomo; 1992;
Testiculos;
Localizacdo | Pré- e POs- | Pré-sinapse; Howlett et al.,
sinéptica sinapse; 2002;
Oshiichi et al.,

1999 ;
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Efeitos de | Analgesia, Analgesia, inibicdo | Fredholm et al.,
agonistas inibicdo da | da liberacdo de | 2010;
liberagdo de | neurotransmissores, | Abood et al.,
glutamato, amnésia, 2010;
amneésia, hipolocomocéo.
inibicho  da
liberagdo de
renina.

1.4.2. Evidéncias de interacéo entre os receptores A; e CB;

Além das semelhangas neuroanatomicas e neuroquimicas ja
apresentadas, ha evidéncias que os receptores A; e CB; interagem em
diferentes areas cerebrais. Os primeiros indicios mostraram que a
incoordenagdo motora induzida por agonistas canabinodides poderia ser
atenuada pela infusdo intracerebelar de antagonistas do receptor A;
(Dar, 2000). Posteriormente, De Santy e Dar (2001) sugeriram que 0
sistema adenosinérgico, via receptor A;, poderia facilitar a
incoordenagdo motora induzida pelo THC. Na sequéncia, outros autores
demonstraram a desensibilizacdo heter6loga entre ambos os receptores.
Ou seja, Kouznetsova e colaboradores (2002) mostraram a diminuicao
da poténcia do agonista canabindide (WIN 55,212-2) em neurbnios
hipocampais depois da incubacdo do agonista A;. Além disso, outros
pesquisadores evidenciaram a atenuacao da inibicdo da enzima adenilato
ciclase induzida por agonistas A; ap6s o tratamento crénico com THC
(Selley et al., 2004). Outra evidéncia da interagdo de ambos o0s
receptores € sugerida pelo fato do antagonista dos receptores CB;, AM
251 10 uM, ser capaz de deslocar para a direita a ligacdo de agonistas do
receptor A; (Savinainen et al., 2003), fato que figura entre as hipdteses
para explicar a acdo do AM 251 como agonista inverso dos receptores
CB; (Pertwee, 2005).

Trabalhos recentes mostram que o efeito inibitério de agonistas
CB; sobre a liberacdo de glutamato em sinapses hipocampais é
modulado pelo tonus de adenosina endogena, através da ativacdo do
receptor A; (Hoffman et al., 2010). Nesta linha de raciocinio, Souza e
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colaboradores (2011) mostraram que a ativagdo dos receptores A;
também pode atenuar o efeito inibitério de agonistas CB; sobre a
liberacdo de GABA. Por outro lado, é importante deixar claro que Serpa
e colaboradores (2009) ndo evidenciaram “cross-talk” entre os
receptores Al e CB1 na modulacdo da LTP avaliada em fatias de
hipocampo de ratos.

2. JUSTIFICATIVA

Desta forma, conforme descrito na Introducdo desta tese, 0s
sistemas adenosinérgico e endocanabindide, através da modulacdo de
seus receptores A; e CB;, desempenham importante papel
neuromodulatério inibitorio sobre a exocitose de diferentes
neurotransmissores. Este efeito parece ser mediado pela ativacéo de vias
de transducdo do sinal semelhantes. Além disso, ambos 0s receptores
sdo amplamente distribuidos em areas relacionadas & cognigdo, como o
cortex pré-frontal e o hipocampo. Reforgando esta idéia, agonistas dos
receptores A; e CB; prejudicam a LTP e induzem efeito amnésico em
modelos de memdria espacial, por outro lado, antagonistas parecem
exercer efeito pré-cognitivo. Por fim, evidéncias da interacdo
neuroquimica em sinapses hipocampais para o controle da exocitose de
glutamato e GABA, sugere que trabalhos avaliando a interacdo
funcional dos receptores A; e CB; sobre processos de memdria espacial
poderdo ter consequéncias importantes. Principalmente quando se
percebe que o hipocampo estd relacionado a distdrbios cognitivos
descritos nas doengas de Parkinson, Alzheimer, esquizofrenia ou mesmo
o0 abuso de drogas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Caracterizar a interacdo dos sistemas adenosinérgico e
endocanabindide, através da modulacdo dos receptores A; e
CB;, no controle de processos relacionados a memdria espacial
em camundongos Swiss.

3.2. Objetivos especificos

e Validar o modelo da localizagdo de objetos em camundongos
Swiss machos;

o Verificar a participacdo do hipocampo na aquisicdo da memoria
de localizagéo de objetos em camundongos Swiss machos;

e Caracterizar o efeito da co-administracdo de doses sub-efetivas
dos antagonistas dos receptores A; e CB; no modelo da
localizacdo de objetos e o labirinto aquatico;

e Investigar a participacdo da neurotransmissdo glutamatérgica
cortico-hipocampal na melhora cognitiva induzida pela co-
administracdo de doses sub-efetivas dos antagonistas dos
receptores A; e CB;.

e Avaliar a interacdo entre o0s sistemas adenosinérgico e
endocanabinoide, através dos receptores A; e CB;, no prejuizo
de aprendizado induzido por agonistas de ambos os receptores.

e Investigar a interacdo dos receptores A; e CB;, localizados na
regido CA1 do hipocampo, na amnésia induzida por agonistas
de ambos os receptores.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Nos experimentos realizados nesta tese foram utilizados
camundongos Swiss machos provenientes do Biotério Central da
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Universidade Federal de Santa Catarina. Apds o desmame, 0s animais
foram encaminhados para o Biotério Setorial do Departamento de
Farmacologia. No minimo uma semana antes dos experimentos 0s
animais eram trazidos para o biotério do laboratério de
Psicofarmacologia I. Durante este periodo os animais eram mantidos,
em grupos de no maximo 15, em caixas plasticas (40 x 32 x 17 cm),
tendo livre acesso a agua e a comida. Os camundongos foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada (22 + 2 °C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas (fase clara 07h00min-19h00min). Todos o0s
procedimentos usados no presente estudo estdo de acordo com as
normas de conduta com animais experimentais da Sociedade Brasileira
de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e do Comité de Etica para
0 Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-
UFSC,protocolo: PP0280)

4.2. Drogas e Solugdes

As solugdes utilizadas como controle correspondiam ao veiculo
no qual eram dissolvidas as drogas testadas. Desta forma, utilizou-se
solucdo salina (NaCl 0,9%) nos experimentos que envolveram
comparagBes com animais tratados com MK-801, d-cicloserina,
escopolamina ou tacrina. A solucdo controle para 0s grupos comparados
ao DPCPX ou CCPA foi dimetilsulféxido (DMSO) 10% dissolvido em
solucdo salina. Devido a caracteristica lipofilica dos ligantes
canabindides, 0 WIN 55,212-2 e 0 AM 251 foram dissolvidos em salina
(NaCl 0,9%) com 10% de DMSO mais 0,1% de Tween 80 e a solucdo
controle consistiu do veiculo utilizado para dissolver estas drogas. A
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS 0,1M) foi utilizada como
veiculo das drogas infundidas em diferentes &reas cerebrais. No quadro
1 s&o descritas a nomenclatura quimica, mecanismo de acdo, doses, vias
e referéncias para a selecdo das drogas utilizadas nos diferentes
experimentos realizados nesta tese. Os tampdes utilizados nos
experimentos bioquimicos terdo sua composicdo descrita no item 4.7.
Por fim, todas as drogas administradas por via sistémica foram diluidas
em um volume de 1mL/100g de animal.
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Tabela 1: Drogas utilizadas nos diferentes experimentos desta tese.

Drogas Nomenclatura Mecanism | Doses / Referénci
Quimica (Fabricante) odeacdo | (Vias) as
AM 251 N-(Piperidina-1-il)-5-(4- | Antagonist | 0,25; 0,5; | Biala e
iodofenil)-1-(2,4- a do| 1,0 e 25| Kruk,
diclorofenol)-4-metil- receptor mg/kg 2008;
1H-pirazola-3-carbox- canabinéid | (viai.p.) Haller et
amida (Tocris, USA). e CB1 1 nMOL al., 2004;
(intra-CA1) | Nasehi et
al., 2009.
CCPA 2-Chloro-N- Agonista 0,01; 0,05 e | Prediger e
cyclopentyladenosine do 1,0 mg/kg Takahashi,
(Tocris, USA). receptor (viai.p.) 2005;
adenosinér | 0,5; 1,0 e | Prediger et
gico A, 10,0 nM | al., 2006.
Intra-CAl
d- [(R)-4-amino-3- Agonista 0,2; 2,0 e | Zlomuzica
cicloserina isoxazolidone] dos 20,0 mg/kg et al.,
(RBI, USA), receptores | (viai.p.) 2007.
glutamatér
gicos do
tipo
NMDA
DPCPX 8-ciclopentil-1,3- Antagonist | 0,3; 1,0; 6,0 | Batista et
dipropilxantina a do | mg/kg al., 2006;
(Tocris, USA) receptor (viai.p)
adenosinér
gico A,
Escopolami | [(_,S)-_-(hydroxymetil)- | Antagonist | 0,25; 0,5 e | Murai et
na benzeneacetic acid | a 1,0 mg/kg al., 2007;
a.,2_,4 5 ,7)-9- colinérgic | (viai.p.)
methyl-3-oxa-9- 0
azatricyclo[3.3.1.02,4]n | muscarinic
on-7-ylester 0
hydrobromide] (Sigma,
USA)
Lidocaina [2-diethylamino-N-(2,6- | Blogueado | Solucdo 4% | Mingaud
dimethyphenyl) r de canais | (Intra-CAl) | et al.,
acetamide] de sodio. 2007.
(Sigma, USA)
MK-801 MK-801 [(5R,10S)-(-)- | Antagonist | 0,01; 0,05 e | Lukawski
5-methyl-10,11- a dos | 0,1 mg/kg et al.,
dihydro-5H- receptores | (viai.p.) 2008.
dibenzo[a,d]cylcohepten | glutamatér
5,10-imine maleate] gicos do | 0,5mM
(RBI, USA) tipo Intra-CAl Resayof et
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NMDA Intra-PFC al., 2008;
Tacrina [1,2,3,4-tetrahydro- Inibidor 0,3; 15 e | Zhaoetal,
5-aminoacridine seletivo da | 3,0 mg/kg 2007.
hydrochloride] enzima (viai.p.)
(Tocris, USA). acetilcolin
esterase
WIN [R-(+)-(2,3-dihidro-5- Agonista 0,1; 0,5 e | Manzaned
55,212-2 metil-3- [{4- | dos 1,0 mg/kg o et al,
morfolinil}metil] pirol | receptores | (viai.p.) 2010;
[1,2,3-de-]-1,4- canabinéid | 10 nM
benzoxazina-6-il)(1- es CB; e | Intra-CAl Suenaga e
naftalenil) metanona | CB, Ichitani et
mesilato] al., 2008.
(Tocris, USA)

4.3. Cirurgias estereotaxicas

Cada animal foi anestesiado com hidrato de cloral 4% e, depois
de verificada a perda total dos reflexos, imobilizado em um aparelho
estereotdxico (David Kopf®, USA). Em seguida, procedeu-se a
tricotomia, a assepsia com alcool iodado e a inje¢do com lidocaina (com
2 % de vasoconstritor, por via subcutanea, para anestesia local e reducao
do extravasamento sanguineo no momento da incisdo) na parte posterior
da cabeca de cada animal. Ao final, a calota craniana foi exposta, apés a
raspagem do peridsteo, e perfurada com uma broca odontol6gica para a
insercdo de uma cénula-guia na regido CA1l do hipocampo (-2,0 mm
posterior, = 2,0 mm lateral ao bregma e -1,5 mm dorso-ventral), ou no
cortex pré-frontal (+1,6 mm posterior, + 0,5 mm lateral ao bregma e -1,2
mm dorso-ventral), conforme as coordenadas de Paxinos e Franklin
(2001). A érea aberta, feita para a introducdo da cénula-guia, foi
preenchida com acrilico auto-polimerizavel. Ap6s o término da cirurgia,
cada animal foi aquecido por uma lampada de 40 W, a fim de amenizar
a hipotermia induzida pela anestesia geral. Ap6s a recuperacdo total, 0s
animais foram reconduzidos a sua caixa moradia, onde permaneciam
recebendo agua e racdo a vontade por 5 dias até o teste experimental.
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4.4. Administracgao local de drogas

Os tratamentos foram administrados com o auxilio de uma
bomba de infusdo (Insight®) na qual era acoplada uma seringa de
Hamilton. As drogas utilizadas foram infundidas num volume de 0,5 pL
por um periodo de 60 s, sendo que a agulha injetora permaneceu por
outros 60 s dentro da canula-guia para que todo seu contetdo se
difundisse para os tecidos adjacentes.

4.5. Histologia

Para a confirmacdo da localizacdo das canulas, apés o término
dos experimentos, 0s animais foram anestesiados com hidrato de cloral
40% e perfundidos intracardiacamente com solucéo salina (NaCl 0,9%),
seguida de solucdo de formaldeido 4%. Em seguida, os animais foram
decapitados e receberam uma micro-injecdo de solucdo de Azul de
Evans 0,5% (0,5 pL). Os cérebros foram retirados e checados quanto a
localizagdo das céanulas. Animais que ndo apresentavam localizacdo
correta das canulas foram descartados da anélise estatistica dos dados. A
média de animais descartados por bloco experimental variou entre 15 e
20%.

4.6. Testes comportamentais

4.6.1. Tarefa da Localizacdo de Objetos

O aparelho utilizado para o teste da localizagdo de objetos era
uma caixa quadrada de acrilico transparente (50,0 cm lados X 40,0 cm
altura), dividida em nove quadrantes. Os objetos eram dois retangulos
plasticos idénticos (3,0 cm lado X 4,5 cm lado X 4,5 cm altura) os quais
eram colados ao chdo de maneira equidistante 7 cm de dois lados da
caixa.

O teste da localizacdo de objetos foi proposto inicialmente para
ratos (Ennaceur et al., 1997) e posteriormente adaptado (Murai et al.,
2007) e padronizado para camundongos Swiss (Assini et al., 2009). O
procedimento consistia em uma sessdo de treino com duracéo de 3 min,
na qual o animal era colocado na caixa e explorava-a livremente. Neste
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momento eram registrados o nimero de quadrantes cruzados pelo
animal e o tempo de exploracdo de cada um dos objetos colocados na
caixa. Depois do treino os animais retornavam a sua caixa moradia e
aguardavam até o momento do teste.

Os intervalos entre treino e teste variaram entre 30, 90, 180 ou
360 min para os diferentes grupos testados. Ou seja, dependendo do
objetivo do experimento era utilizado um ou outro intervalo entre treino
e teste. Isso porque depois de realizada a curva de tempo percebeu-se
que, quando testados aos 30 ou 360 min os animais controle nao
expressavam a memoria de localizagdo de objetos, fato que acontecia
apenas quando os animais eram testados com intervalos entre treino e
teste de 90 ou 180 min. Desta forma, para avaliar drogas ou
procedimentos que prejudicassem o aprendizado utilizou-se o intervalo
de tempo de 180 min, enquanto que para a investigacdo de drogas ou
procedimentos que melhoravam o aprendizado foi utilizado o tempo de
360 min.

No momento do teste os animais retornavam a caixa do treino,
porém um dos objetos havia sido mudado de lugar. Neste momento
registrava-se o tempo de exploracdo de cada um dos objetos. Os
seguintes comportamentos foram considerados como exploragdo do
objeto: cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia.
Estes tempos eram utilizados para o célculo do indice de localizacdo de
objetos, o qual foi utilizado como parametro de memoria.

TREINO TESTE

,,,,,, 30
=) ‘ ‘

50

180 1
”””””””””” 360 B i e
(minutos) 1 1

Figura 2. Representacdo esquematica do modelo da localizagdo de objetos.
Indice de localizacdo do objeto = [t(S)oj gar nove X 100/ [t(S)obj ugar nove +
t(S)obj_lugar_antigo]
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4.6.2. Teste do Labirinto Aquético

O aprendizado e a memdria espacial de camundongos também
foram avaliados através do teste do labirinto aquatico (Morris et al.,
1984) seguindo uma adaptacdo da metodologia utilizada em trabalhos
anteriores deste departamento (Medeiros et al., 2007 e Prediger et al.,
2007).

O labirinto aquatico consiste de um tanque circular de cor preta
(97 cm de diametro e 60 cm de altura), localizado no interior de uma
sala com pistas visuais nas paredes. O tanque era preenchido com agua
mantida a uma temperatura entre 25 + 2°C através de um sistema de
resisténcias elétricas. Foram estabelecidas 4 posicdes de partida (Norte,
Sul, Leste e Oeste) que dividiam a superficie do labirinto em 4
guadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste e Sudoeste). No interior do
tanque era colocada uma plataforma de acrilico transparente (10 x 10
cm), submersa 1 a 1,5 cm da superficie da agua.

O protocolo experimental consistia em sessdes de treino e teste.
Durante o treinamento, 0s animais eram liberados para nadar até
encontrar a plataforma ou até um tempo maximo de 60 s. Caso o0 animal
ndo encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era conduzido
manualmente até ela, onde permanecia por 10 s. Os tempos de laténcia
até o animal encontrar a plataforma eram registrados. Apds os 10 s, 0
animal era retirado do labirinto e colocado em uma caixa por 20 s, sendo
entdo posicionado no ponto de partida seguinte. Este procedimento era
realizado 5 vezes na sessdo de treino, porém o0s animais partiam de
pontos diferentes enquanto que a plataforma permanecia na mesma
posi¢do (quadrante Sudeste).

Na sessdo de teste, realizada 6 h apos a sessdo de treino, 0s
animais eram novamente liberados para nadar a partir da posi¢do Norte,
no entanto, a plataforma era removida do labirinto. O tempo de nado
gasto pelos animais no quadrante onde se encontrava a plataforma na
sessdo de treino era registrado. Este valor foi utilizado para calcular a
porcentagem de tempo no quadrante correto, o qual foi utilizado como
indice de memoria.
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Figura 3. Representacao esquematica do modelo do labirinto aquético. * %
tempo no quadrante correto = (t(S)_guadrante correto X 100)/ 60

4.7. Testes bioquimicos

4.7.1 Preparacdo e incubacdo das fatias de hipocampo e cdrtex pre-
frontal

Os animais foram mortos por decapitacdo e as areas estudadas
rapidamente removidos e mantidos em tampdo Krebs-Ringer
bicarbonato (KRB = NaCl 122 mM; KCI 3 mM; CaCl, 1,3 mM; MgSO,
1,2 mM; KH,PO,4 0,4 mM; NaHCO3; 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado
e gaseificado com carbogénio (95% O, - 5% CO,) para atingir o pH 7,4.
As fatias (0,4 mm de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador
de tecidos Mcllwain® e pré-incubadas em placas de 96 pocos em tamp&o
KRB por 1 hora a 37°C. Apds este periodo de incubacao, as fatias foram
submetidas aos ensaios de liberacdo de glutamato e de viabilidade
celular.
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4.7.2. Ensaio da liberacgo de L-[*H] glutamato

A liberagdo de L-[*H] glutamato foi realizada segundo descrito
por Molz et al., 2005. Apo6s a incubacdo, o meio contendo tampdo KRB
foi retirado e as fatias foram incubadas na solucéo salina balanceada de
Hanks (HBSS, CaCl, 1,29 mM, NaCl 136,9mM, KCI 5,36 mM, MgSO,
0,65 mM, Na,HPO,4 0,27 mM, KH,PO4 1,1 mM, Glicose 2 mM, Hepes
5 mM) por 15 min. O ensaio para a liberacdo de glutamato foi realizado
através da incubacdo das fatias por 7 minutos com a adigdo de 0,33
uCi/ml L-[*H] glutamato e com 100 pM de glutamato ndo-marcado.
Apds esse periodo o meio foi descartado e as fatias lavadas por 3 vezes
com 1 mL de HBSS. Na sequéncia as fatias foram novamente incubadas
por 15 minutos com 300 pL de HBSS e o sobrenadante foi coletado para
a mensuragdo da quantidade de L-[°H] glutamato liberada. As fatias
foram rompidas através da incubacdo por 12 horas com 0.1%
NaOH/0.01% SDS e as aliquotas dos lisados foram utilizadas para a
determinacéo do contetido intra-celular de L-[*H] glutamato (Tavares et
al., 2002; Molz et al., 2008). A determinacdo do contetido intracelular
de L-[*H] glutamato foi avaliada em um contador de cintilacéo liquida.
A quantidade de glutamato liberada foi determinada calculada em nmol
de glutamato por miligrama de proteina por minuto e os valores
expressos em porcentagem total de L-[*H] glutamato. A dosagem de
proteinas foi realizada através do método de Lowry e colaboradores,
(1975).

4.7.3. Avaliacdo de viabilidade celular

O MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium
brometo = Thiazolyl blue) é um sal de tetrazolium solivel em agua, que
é convertido a um formazam pdrpura insoltvel apés clivagem do anel de
tetrazolio por desidrogenases mitocondriais (Jacobsson & Fowler,
1999). Apds o periodo de 1 h de pré-incubagéo as fatias de hipocampo e
cortex pré-frontal foram incubadas por 20 min com MTT (0,5 mg/ml) a
37° C e o formazam reduzido foi solubilizado pela adi¢do de DMSO. A
viabilidade celular é proporcional a leitura da absorbancia medida em
leitor de Elisa (540 nm).
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4.7.4. Preparacdo das fracOes hipocampais para o ensaio de ligagdo

Os extratos para os ensaios de ligacdo foram preparados a partir
do hipocampo de camundongos. Os animais foram sacrificados por
decapitacdo e tiveram seu hipocampo removido. Na sequéncia, um
conjunto de 4 hipocampos foi homogeneizado em 5 ml do tampé&o de
preparacao (320 mM de sacarose, 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA,
5 mM de MgCl,, pH=7,4) em gelo. O homogenato foi centrifugado a
1.600 g por 10 min e o precipitado foi descartado. O sobrenadante foi
centrifugado novamente a 16.000 x g por 1 hora. O pellet foi re-
suspenso em tampao (50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 5 mM de
MgCl,, pH=7,4) e utilizado no ensaio de ligacdo. E importante salientar
que no ensaio de ligacdo utilizando o *H-DPCPX, este pellet re-
suspendido foi tratado com solucéo de adenosina deaminase 4 U/mL por
30 minutos. As concentragcbes de proteinas totais nas fracGes
membranar e citos6lica foram determinadas por comparagdo com
solucdo padrdo de albumina de soro bovino (BSA), seguindo o método
de Bradford (1976).

4.75. Ensaio de ligacdo em receptores adenosinérgicos A; e
canabinoides CB;

O ensaio de ligagdo foi realizado utilizando fragdo de
membrana de hipocampo de camundongo, conforme metodologia
previamente descrita (Hirst et al., 1996; Abood et al., 1997; Souza et al.,
2011). As membranas foram homogeneizadas e diluidas em tampéo de
amostra (50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 3 mM de MgCl,,
pH=7,4) resultando em uma concentracao final de 1 mg/ml de proteinas
totais. O ensaio de ligagdo constituiu na incubagdo de 50 pg de proteinas
a um tubo contendo 0,5 nM do antagonista do receptor CB; radioativo
[*H]-SR141716A (43 Ci/mmol), ou entdo, 0,5 nM do antagonista
adenosinérgico A, radioativo [°H]-DPCPX, em quantidade suficiente de
tampdo de ensaio (50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 3 mM de
MgCl,, 1 mg/ml de BSA, 100 uM de PMSF, pH=7,4), totalizando um
volume final de 500 pl. A ligagdo inespecifica foi estimada pela adigdo
de 10 uM do agonista canabindide WIN 55212,2 ou 10 uM do agonista
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dos receptores A; CCPA, ambos sem marcacdo radioativa. Apo6s
incubacdo por 1 h a 37 °C, o ensaio de ligacdo foi terminado pela adi¢édo
de 1 ml do tampéo de ensaio resfriado em gelo e filtragdo a vacuo por
filtros de feltro previamente tratados com polietilenamina (0,1 %) por
pelo menos 2 h, seguidos de 3 lavagens com 3 ml de tampao (Tris-HCI
50mM, EDTA 1mM, MgCl, 3mM, 1 mg/ml BSA, pH=7.4) gelado. Os
filtros foram mergulhados individualmente em 1 ml de liquido de
cintilacdo e agitados por 1 h antes da determinacdo da radioatividade.

4.8. Desenho experimental

Os experimentos realizados foram divididos em 3 etapas
descritos brevemente a seguir:

2.8.1. Validacao do teste da localizacao de objetos em camundongos
Swiss machos

Uma vez que se avaliaria a interacdo entre os sistemas
adenosinérgico e endocanabindide sobre processos de memoria espacial
em camundongos, 0s experimentos desta tese iniciaram-se com a
validacdo de um modelo animal para este tipo de memoria.

Este grupo de experimentos iniciou-se com uma curva de tempo
para a expressdo da memoria de localizacdo de objetos. Deste
experimento foram selecionados dois intervalos entre treino e teste: o
intervalo de 180 min foi utilizado para testar drogas que tivessem
potencial amnésico, uma vez que neste tempo 0 grupo controle
expressava a memoria de localizacéo de objetos. O intervalo de 360 min
foi empregado para avaliar drogas com potencial préd-mneménico,
porque neste tempo 0s grupos controle ndo expressavam mais a
memodria de localizacdo de objetos. A validade preditiva do modelo foi
confirmada ap6s a verificacdo do efeito de drogas colinérgicas e
glutamatérgicas com atividade amnésica e pro-mnemdnica,
respectivamente. A participacdo da regido CALl do hipocampo na
aquisicdo desta memoria foi confirmada ap6s a inativacdo desta area,
uma vez que animais testados 180 min depois do treino passavam a ndo
mais exibir tal memoria.
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4.8.2. Co-administracdo dos antagonistas A; e CB;: participacdo do
sistema glutamatérgico via receptor NMDA

Uma vez que os sistemas adenosinérgico e endocanabindide,
através de seus receptores A; e CB; apresentam semelhancas,
especulou-se que a co-administracdo de antagonistas de ambos poderia
produzir efeito prd-cognitivo, em doses menores do que aquelas
necessdrias para causar o0 mesmo efeito quando administradas
isoladamente.

Os experimentos descritos a seguir foram realizados nos dois
modelos com grupos diferentes de animais. Primeiramente, realizaram-
se curvas dose-resposta para os antagonistas dos receptores A;, DPCPX
0,3; 1,0 e 6,0 mg/kg, e do receptor CB;, AM 251 0,25, 1,0 e 2,5 mg/kg.
Com estas curvas pbde-se confirmar o efeito pr6-mnemonico das
maiores doses quando administradas 30 minutos antes do treino. Na
sequéncia, foi realizada a administragdo conjunta das doses sem efeito
em diferentes propor¢6es, ou seja, DPCPX 0,3 + AM 0,25; DPCPX 1,0
+ AM 0,25; DPCPX 0,3 + AM 1,0 e DPCPX 1,0 + AM 1,0 (mg/kg i.p.
30 minutos antes do treino).

Depois de observada a melhora do aprendizado para as
diferentes propor¢des, selecionou-se a co-administracdo de DPCPX 0,3
mg/kg + AM 0,25 mg/kg, para avaliar seus efeitos sobre a consolidagdo
e a evocacdo da meméria. Entretanto, como ndo foram observados
resultados positivos, nos experimentos seguintes avaliou-se os efeitos da
co-administracdo apenas sobre o0s processos de aquisicdo do
aprendizado.

Desta forma, optou-se por utilizar o antagonista dos receptores
NMDA, MK-801, para avaliar se 0 aminoacido excitatério glutamato
participava da melhora cognitiva observada. Uma vez que o efeito da
co-administracdo  foi  bloqueado pelo MK-801 administrado
sistemicamente, este também foi infundido no cortex pré-frontal e na
regido CA1 do hipocampo, permitindo sugerir ainda a participacéo dos
receptores NMDA nas duas &reas estudadas.

Para relacionar com o efeito farmacoldgico, realizou-se um
ensaio de liberacdo de glutamato em fatias de hipocampo e cértex de
camundongo. Neste experimento 0s animais receberam a administracéo
sistémica dos seguintes tratamentos: Controle, DPCPX 0,3 mg/kg, AM
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251 0,25 mg/kg ou DPCPX 0,3 mg/kg + AM 251 0,25 mg/kg, depois de
30 min os animais foram sacrificados e deu-se inicio ao ensaio de
liberagcdo de glutamato. Neste experimento observamos um aumento da
liberagdo de glutamato nas fatias de cortex e hipocampo dos animais que
haviam recebido a co-administracdo. Por fim, como o excesso deste
neurotransmissor esti associado a neurotoxicidade, foi realizado um
ensaio para avaliar a viabilidade celular de fatias de cdrtex e hipocampo
apos o tratamento. Para isso, 0s animais receberam os tratamentos pela
via intraperitoneal, 6 horas ap6s o tratamento foram sacrificados,
tiveram as duas areas do cérebro retiradas e realizou-se 0 ensaio do
MTT.

4.8.3. Interacdo funcional entre os receptores A; e CB; localizados
no hipocampo no controle da amnésia induzida por agonistas de
ambos 0s receptores.

Utilizando o modelo da localizacdo de objetos foram realizadas
curvas dose-resposta para o agonista dos receptores A;, CCPA 0,01;
0,05 e 0,1 mg/kg, e para o agonista do receptor CB,, WIN 55,212-2 0,1;
0,5 e 1 mg/kg, ambos administrados 30 min antes do treino. Nestes
experimentos pode-se confirmar o efeito amnésico da maior dose de
cada uma das drogas. Na sequéncia, foram realizados 0s seguintes
protocolos: contra a dose amnésica do agonista CB; foram administradas
duas doses do antagonista A;, DPCPX 0,3 e 1,0 mg/kg, ou do agonista
A;, CCPA 0,01 e 0,05 mg/kg. Por outro lado, contra o prejuizo de
aprendizado induzido pelo CCPA 0,1 mg/kg, foram administradas duas
doses do antagonista CB;, AM 251 0,25 e 0,5 mg/kg, ou do agonista
CBy, WIN 55,212-2 0,1 e 0,5 mg/kg.

4.9. Analise estatistica

Todos os experimentos foram apresentados com média * erro
padrdo da média (EPM) de cada um dos grupos. O nimero de animais
para os diferentes tratamentos avaliados comportamentalmente variou
entre 8 e 12 camundongos. Para 0s experimentos biogquimicos, as
andlises foram realizadas em duplicatas de no minimo 4 e no maximo 6
amostras. Na curva de tempo para a expressdo da memdria de
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localizagdo de objetos, o teste t foi utilizado para a determinacdo da
mudanca de desempenho no teste da localizacdo de objetos, ou seja, a
avaliacdo se a % de tempo explorando o objeto trocado de lugar diferia
significativamente de um valor teérico de 50%. A andlise de variancia,
ANOVA, de uma-via foi utilizada para avaliar a diferenca entre grupos
tratados e o grupo controle. A ANOVA de duas vias foi utilizada quando
se investigava interagdes entre diferentes tratamentos. Utilizou-se
ANOVA de duas ou trés vias com medidas repetidas em duas situacgdes:
1) para avaliar as possiveis diferencas de laténcia para encontrar a
plataforma em cada um dos treinos do labirinto aquatico ou 2) para
investigar se os animais exploraram de maneira desigual cada um dos
objetos disponibilizados durante o treino da tarefa de localizacdo de
objetos. Os experimentos bioquimicos foram analisados com ANOVA
de uma via (liberacdo de glutamato) ou o teste t (ensaio de ligacdo). Por
fim, o teste post-hoc de Newman-Keuls foi empregado para confirmar as
diferencas entre os diferentes grupos. O nivel de significancia adotado
em todos os experimentos foi P<0,05. Todos 0s testes estatisticos foram
realizados utilizando o programa Statistica® (StatSoft Inc., Tulsa,
Oklahoma, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Validacéo do teste da localizacdo de objetos em camundongos
Swiss machos.

O primeiro grupo de resultados envolve 0s experimentos
realizados com o objetivo de validar o modelo da localizacdo de objetos
para camundongos Swiss machos. Para isso foi realizada uma curva de
tempo para a expressdo da memdria de localizagdo de objetos; avaliou-
se a sensibilidade do modelo a drogas colinérgicas e glutamatérgicas
com agdo amnesica ou pro-mnemdnica; e o papel da regido CAl do
hipocampo na aquisi¢do desta meméria.

A figura 4 mostra a memoria de localizacdo de objetos em
grupos de camundongos avaliados com diferentes intervalos de tempo
entre treino e teste. A andlise estatistica sugere que 0s animais testados
30 (t=0,59; p=0,57) e 360 (t=-0,8; p=0,53) minutos apds o treino nao
distinguem entre o objeto que permaneceu no lugar e o que foi trocado.
Por outro lado, aqueles animais testados 90 (t= - 3,96; p<0,05) e 180 (t=-
4,02; p<0,05) minutos apds o treino exploram o objeto trocado de lugar
por mais tempo, dado que reflete um maior indice de localizacdo de
objetos.
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Figura 4: Curva de tempo para a memoria de localizagdo de objetos em
camundongos. Swiss. SecOes de teste foram realizadas 30, 90, 180 e 360 min
depois do treino. # p<0,05 versus 50% do tempo de exploragdo do objeto
trocado mantido no durante o teste; N= 8-10 por grupo.
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Para os experimentos seguintes, selecionamos o intervalo de
180 minutos para a avaliacio do efeito amnésico e o intervalo de 360
minutos para testar drogas que melhorem o aprendizado. Na figura 5 séo
mostrados os efeitos de drogas que interagem com o receptor NMDA
sobre o indice de localizacdo de objetos. A figura 5, demonstra que a
administragdo de MK-801 0,05 e 0,1 mg/kg prejudicou o aprendizado
dos camundongos [F(3,32)=9,40; p<0,05], conforme o sugerido pela
andlise estatistica por ANOVA de uma-via e confirmado pelo post-hoc
de Newman-Keuls. A figura 5g mostra o efeito da d-cicloserina sobre a
memodria de localizacdo de objetos em animais testados com intervalo
entre treino e teste de 360 minutos. A anélise estatistica por ANOVA de
uma-via sugere efeito significativo do tratamento [F(3,32=4,40 p<0,01]
e 0 post-hoc de Newman-Keuls indica que o tratamento com d-
cicloserina 20 mg/kg melhorou a memodria de localizagdo de objetos dos
animais.
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Figura 5: Efeitos de drogas glutamatérgicas sobre a memoria de localizacéo de
objetos em camudongos. * p<0,05 contra o grupo controle. N= 8-9 por grupo.

Seguindo a validagdo farmacol6gica do modelo, na figura 6 séo
mostrados os efeitos de drogas colinérgicas sobre o indice de localiza¢éo
de objetos. A figura 6, indica que, quando comparados aos animais
controle, os camundongos testados com escopolamina (0,25, 0,5 ou 1,0
mg/kg) ndo foram capazes de distinguir entre o objeto que permanece no
lugar e o outro que foi alterado. Estes dados sé&o confirmados pela
analise estatistica por ANOVA de uma-via [F(3,29)=13,98; p<0,01] e
pelo post-hoc de Newman-Keuls. Por outro lado, para a figura 65 a
andlise estatistica sugere efeito significativo do tratamento
[F(3,32)=3,32; p<0,05], o qual é confirmado pelo post-hoc de Newman-
Keuls para o grupo tratado com tacrina 1,5 mg/kg.
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Figure 6: Efeitos de drogas colinérgicas sobre a memoria de localizacdo de
objetos em camundongos. * p<0,05 contra o grupo controle. N=8-9 por grupo.

Na sequéncia foi avaliada a participacdo da regido CALl do
hipocampo sobre a aquisicdo da memdria de localizagdo de objetos em
camundongos. Quando se compara aos animais controle, a infusdo de
lidocaina 4% na regido CAl do hipocampo prejudicou de maneira
significativa a aquisi¢cdo da memdria de localizacdo de objetos (t=2,21;
p<0,05), como apresentado na figura 7.
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Figura 7: Efeitos da infusdo pré-treino de lidocaina 4% na regido CAl do
hipocampo sobre o indice de localizacdo de objetos em camundongos. * p<0,05
contra o grupo controle; N= 10-12 por grupo.

A tabela 2 mostra o efeito dos diferentes tratamentos sobre a
locomocgdo e o tempo de exploragdo dos dois objetos durante os 3
minutos de treino. Todas as drogas foram administradas 30 minutos
antes do treino por via intraperitoneal, com exce¢do da lidocaina 4%, a
qual foi infundida no hipocampo 10 minutos antes dos animais serem
colocados no aparelho. A analise por ANOVA de uma via sugere que
nenhum dos tratamentos alterou de maneira significativa a atividade
locomotora dos animais: MK-801 [F(3,32)= 0,61; p=0,60]; d-cicloserina
[F(3,32)= 3,03; p=0,09]; escopolamina [F(3,29)= 1,57; p=0,21]; tacrina
[F(3,32)= 1,91; p=0,14] ou lidocaina [F(1,22)=0,13; p=0,71]. Além
disso, a analise por ANOVA de uma via com medidas repetidas sugere
que nenhum dos tratamentos alterou de maneira significativa a
exploracdo dos objetos: MK-801 [F(3,32)= 2,72; p=0,97]; d-cicloserina
[F(3,32)=1,81; p=0,19]; escopolamina [F(3,29)= 0,78; p=0,51]; tacrina
[F(3,32)=0,26; p=0,85] ou lidocaina 4% [F(1,22)=0,06; p=0,81].
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Tabela 2: Efeitos dos diferentes tratamentos sobre o0s parametros
comportamentais registrados durante o treino de camundongos Swiss no teste da
localizagdo de objetos.

Tratamento Locomocao Tempo Tempo
mg/kg (média + explorando explorando
EPM) objeto 1 objeto 2
©) (s)
(média + (média =
EPM) EPM)
Salina 48,1+59 40+0,9 3,3+0,7
MK-801 0,01 52,727 3,1+£05 3,4+0,7
MK-801 0,05 579127 39106 2,6+£05
MK-801 0,10 52,7+6,3 45+10 2,206
Salina 50,6 + 8,4 3,1+0,7 24+09
d-cicloserina 0,2 40,3+2,3 2,710 25%0,6
d-cicloserina 2,0 56,6 £ 5,7 34107 3215
d-cicloserina 20,0 64,3+5,3 56+1,1 3,3+0,3
Salina 46,1 +3,9 41+04 39+05
Escopolamina 528+1,8 45+0,7 3,705
0,25
Escopolamina 46,8 £ 6,1 50%0,5 4,1+0,8
0,50
Escopolamina 37,8+£5,9 44+09 3,010
1,00
Salina 47,3+50 36+05 3,4+0,6
Tacrina 0,3 43,0+2,38 41+13 34+05
Tacrina 1,5 344+27 35+0,5 3,3+0,6
Tacrina 3,0 40,3+4,1 52+14 56+£20
PBS 441+ 3,0 6,1+0,8 58+11
Lidocaina 4% 46,3 +2,3 58+0,6 52+0,8
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5.2. Co-administracdo dos antagonistas A; e CB; melhora a
memoria espacial de camundongos. Participacdo do sistema
glutamatérgico via receptor NMDA.

Depois de validado o modelo da localizacdo de objetos,
utilizou-se este em associagdo ao labirinto aquatico para avaliar o efeito
pr6-mnemoénico da interacdo de antagonistas dos receptores
adenosinérgicos A; e canabindides CB;. Para isso foram realizadas
curvas dose-resposta para ambos 0s antagonistas e, na sequéncia, doses
sem efeito foram co-administradas com o objetivo de caracterizar o
efeito aditivo.

A figura 8 mostra o efeito da administracdo pré-treino dos
antagonistas dos receptores A; e CB; sobre o indice de localizacdo de
objetos. A figura 8 evidencia que a administracdo do antagonista dos
receptores A;, DPCPX 6,0 mg/kg, melhorou o aprendizado dos animais.
Esta constatacdo € confirmada tanto pela anélise estatistica por ANOVA
de uma-via [F(3,38)= 2,53; p<0,05] quando pelo post-hoc de Newman-
Keuls. A figura 8g mostra os efeitos da administragdo do antagonista dos
receptores CB;, 30 minutos antes do treino, sobre o indice de localiza¢do
de objetos. A andlise estatistica por ANOVA de uma-via sugere efeito
significativo do tratamento [F(3,33)=2,85; p<0,05], e o post-hoc de
Newman-Keuls confirma a diferenca significativa entre o grupo controle
e 0s animais tratados com a dose de AM 251 2,5 mg/kg.
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Figura 7: Efeitos do tratamento com o0s antagonistas dos receptores
adenosinérgicos A; e canabindides CB; sobre a memoéria de localizagdo de
objetos em camundongos. * p<0,05 contra o grupo controle. N= 10-12 por

grupo.

Depois de caracterizadas as doses efetivas do antagonista dos
receptores A;, DPCPX, e do antagonista dos receptores CB;, AM 251.
Doses sem efeito (DPCPX 0,3 - 1,0 mg/kg e AM 251 0,25 - 1,0 mg/kg)
foram co-administradas em diferentes propor¢fes para caracterizar a
interagdo entre os dois antagonistas. A figura 9 mostra o efeito destas
co-administragdes 30 minutos antes do treino sobre os indices
relacionados a memoria registrados no teste da localizacdo de objetos. A
analise estatistica por ANOVA de uma-via detectou efeito significante
do tratamento [F(4,37)=3,83; p<0,01] e o post-hoc de Newman-Keuls
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indicou diferenga significativa em relacdo ao grupo controle para as
seguintes co-administraces: AM 0,25 mg/kg + DPCPX 0,3 mg/kg; AM
1,0 mg/kg + DPCPX 0,3 mg/kg e AM 1,0 mg/kg + DPCPX 1,0 mg/kg.
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Figura 8: Efeitos da co-administracdo pré-treino de doses sub-efetivas dos
antagonistas dos receptores adenosinérgicos A; e canabindides CB; sobre a
memdria de localizagdo de objetos em camundongos. * p<0,05 contra 0 grupo
controle. N=8-10 por grupo.

Os valores dos parametros comportamentais registrados durante
0 treino para 0s experimentos representados nas figuras 4-6 sdo
mostrados na tabela 4. A atividade locomotora dos animais registrada
durante os 3 minutos de treino ndo foi alterada pelo tratamento com
DPCPX [F(3,38)=0,34; p=0,85], AM 251 [F(3,33)=1,25; p=0,75] ou
pelas co-administracfes [F(4,37)= 0,94; p=0,45]. Além disso, a andlise
por ANOVA de duas-vias com medidas repetidas realizada para
certificar que os animais ndo possuiam preferéncia por algum dos
objetos sugeriu que os animais tratados com DPCPX [F(3,38)=0,83;
p=0,74], AM 251 [F(3,33)=2,25; p=1,13] ou com as co-administracdes
[F(4,37)= 0,49; p=0,95] ndo diferiram no tempo de exploracdo de cada
um dos objetos apresentados durante o treino.
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Tabela 3: Efeitos da administracdo do DPCPX, AM 251 e da co-adiministra&o,
30 minutos antes do treino, sobre os pardmetros comportamentais registrados
durante o treino de camundongos no teste da localizacéo de objetos.

Tratamento Locomocao Tempo Tempo
(mg/kgi.p.) (Média + explorando | explorando

EPM) objeto 1 objeto 2

©) (s)
(média = (média =
EPM) EPM)

Controle 46,7 £ 5,6 250,22 29+0,.3

DPCPX 0,3 455+4,0 2,4+0,2 3,0+£0,3

DPCPX 1,0 49,8+33 2906 30+04

DPCPX 6.0 434+4]1 25104 2807

Controle 54,0+ 8,3 2,7+0;3 2906

AM 0,25 49,0+49 2,3+04 2,4+05

AM 10 52,8+4]1 3005 2,7+06

AM 25 429+28 2606 2503

Controle | Controle 387+24 3,705 41+04

AMO0,25 | DPCPX0,3 47,6 +7,6 2,8+0,7 3,1+£05

AMO0,25 | DPCPX1,0 42,1 +4.4 40+0,6 35+0,3

AM1,0 | DPCPX0,3 354+3]1 3,7+0,3 35+04

AM1,0 | DPCPX1,0 334+75 2,1+05 2,8+0,6

Apos haver evidenciado a melhora do aprendizado induzida
pela co-administragdo dos antagonistas dos receptores A; e CB; no
modelo da localizacdo de objetos, reforcamos os resultados realizando
protocolos semelhantes no labirinto aquatico. Nas figuras 10 e 11, os
efeitos dos diferentes tratamentos sdo mostrados em porcentagem de
tempo que 0s animais permaneceram no quadrante correto, ou seja, a
porcentagem de tempo gasto durante o teste no quadrante onde estava a
plataforma durante o treino. A anélise estatistica por ANOVA de uma-
via dos dados apresentados na figura 10, e 10g sugere efeito
significativo tanto do tratamento com DPCPX [F(3,36)=3,51; p<0,05]
quanto com AM 251 [F(3,39)= 3,55; p<0,05]. Além disso, a analise por
post-hoc de Newman-Keuls confirma o aumento significativo da
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porcentagem de tempo no quadrante correto para 0s animais tratados
com DPCPX 6,0 mg/kg ou AM 251 2,5 mg/kg.
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Figura 9: Efeitos do tratamento com o0s antagonistas dos receptores
adenosinérgicos A; e canabindides CB; sobre a memdria avaliada no labirinto
aquético em camudongos. * p<0,05 contra o grupo controle. N= 10-12 por
grupo.

Depois de caracterizada a dose efetiva e as ndo efetivas dos
antagonistas dos receptores A; e CB; no teste do labirinto aquético, as
doses sem efeito foram co-administradas em diferentes propor¢oes. Os
valores da porcentagem de tempo no quadrante correto para 0sS
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diferentes grupos sao apresentados na figura 11. A anéalise estatistica por
ANOVA de uma-via sugere efeito significativo do tratamento
[F(4,37)=3,71; p<0,01] e o post-hoc de Newman-Keuls confirma uma
melhora no aprendizado dos animais tratados com as seguintes co-
administragdes: DPCPX 0,3 mg/kg + AM 0,25 mg/kg; DPCPX 1,0
mg/kg + AM 0,25 mg/kg e DPCPX 1,0 mg/kg + AM 0,25 mg/kg.
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Figura 10: Efeitos da co-administragdo pré-treino de doses sub-efetivas dos
antagonistas dos receptores adenosinérgicos A;, DPCPX, e canabindides CB;,
AM 251, sobre a memoria avaliada o labirinto aquatico. * p<0,05 contra o
grupo controle. N= 10-11 por grupo.

Os dados referentes a laténcia para encontrar a plataforma
durante o treino dos experimentos apresentados nas figuras 10 e 11 séo
mostrados na tabela 5. Os dados foram analisados com ANOVA de
duas-vias com medidas repetidas e ndo foi encontrada diferenca
significante para a interacdo entre o tratamento e as laténcias durante o
treino: DPCPX [F(12,148)=0,78; p=0,66]; AM 251 [F(12,152)= 1,28;
p=0,23] e co-administra¢des [F(16,148)=0,92; p=0,53].
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Tabela 4: Efeitos dos diferentes tratamentos sobre a laténcia (s) para encontrar a
plataforma durante o treino de camundongos no teste do labirinto aquatico.

Tratamento Laténcia (s) £+ EPM

(mg/kg i.p.) Treino1-Treino 5
Administra | Controle 515 | 4247 | 57+1 | 4545 | 4246
¢éo Pré- | DPCPX 0,3 5245 | 3149 | 4449 | 4748 | 4848
treino DPCPX 1,0 4748 | 5046 | 48+6 | 44+8 | 3918

DPCPX 6.0 59+0 | 4447 | 42+7 | 4246 | 4745

Administra | Controle 5045 | 4545 | 58+1 | 4445 | 4446
céo Pré- | AM 0,25 5643 | 54+5 | 49+4 | 4747 | 3149
treino AM 1,0 47+6 | 3348 | 4746 | 5116 | 4246
AM 2,5 5940 | 44+6 | 58+1 | 4546 | 5143
Administra | Control | Control | 50+5 | 46+7 | 53+6 | 56+2 | 4748
¢80 Pré- | yioos | opce | 4925 | 5456 | 4315 | 4157 | 600
treino X0,3 B B - - -
AMO,25 Qi’%F’ 53+4 | 4517 | 4547 | 4048 | 486
AM1,0 )Ezggp 5544 | 60+0 | 377 | 40+7 | 45%6
AM1,0 QE%F’ 49+6 | 45+9 | 48+7 | 3319 | 5146

Uma vez demonstrada a interacdo entre os antagonistas dos
receptores A; e CB; na aquisicdo de memédrias dependentes de
hipocampo, selecionamos a co-administragdo com DPCPX 0,3 mg/kg e
AM 251 0,25 mg/kg para os experimentos seguintes. Na tabela 6 sdo
mostrados o0s efeitos da administracdo pos-treino e pré-teste dos
antagonistas A; e CB; isoladamente ou em associagdo (DPCPX 0,3
mg/kg + AM 251 0,25 mg/kg) sobre as medidas de memoria avaliadas
no teste da localizacdo de objetos e no labirinto aquatico. A analise
estatistica por ANOVA de uma-via dos dados apresentados na tabela 6
sugere que a co-administracdo ap6s o treino dos antagonistas dos
receptores A; e CB; ndo foi capaz de alterar os pardmetros relacionados
a memoria no modelo da localizacdo de objetos [F(3,35)=1,55; p=0,21]
e no labirinto aquéatico [F(3,23)=0,09; p=0,99]. Da mesma maneira, a
co-administracdo 30 minutos antes do teste ndo afetou o indice de
localizacdo de objetos [F(3,34)=0,44; p=0,72] ou a porcentagem de
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tempo gasto no quadrante correto no labirinto aquéatico [F(3,24)=1,68;
p=0,19].

Tabela 5: Efeitos da administragdo pds-treino e pré-teste do antagonista dos
receptores A; DPCPX 0,3 mg/kg e do antagonista dos receptores CB; AM 251
0,25 mg/kg, isoladamente ou em combinagdo, sobre o0s parametros
comportamentais avaliados durante o teste nos modelos da Localizacdo de

Objetos e do Labirinto Aquatico. N=7-10 por grupo.

Tratamento indicede | % de tempo
(mg/kg i.p.) localizagdo no
de objetos guadrante
(%) correto
Média + Média £
EPM EPM
Administracéo CONTROLE 52,02 +6,11 | 30,46 + 3,34
Pos-treino AM 0,25 4519+ 3,61 | 20,71 +3,50
DPCPX 0,30 38,45+451 | 16,42 +3,32
AM 0,25 + 49,81+4,88 | 25,60+ 3,53
DPCPX 0,30
Administracéo CONTROLE 50,69 + 8,33 | 23,09 4,33
Pré-teste AM 0,25 56,15+ 4,14 | 23,33 + 3,99
DPCPX 0,30 53,62 +4,52 | 22,61 +2,23
AM 0,25 + 60,49+ 7,26 | 23,57 +£5,25
DPCPX 0,30

Uma vez que a co-administragdo ndo alterou a consolidagéo
nem a evocagdo do aprendizado, nos experimentos seguintes investigou-
se 0s possiveis mecanismos pelos quais a co-administracdo pré-treino do
DPCPX 0,3 mg/kg + AM 251 0,25 mg/kg melhorava memérias
dependentes de hipocampo em camundongos. Na figura 12 é mostrada a
participacdo do receptor NMDA na melhora cognitiva induzida pela co-
administragdo dos antagonistras dos receptores A; e CB;.
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Figura 11: Participagdo dos receptores NMDA na melhora de aprendizado
induzida pela interacdo de doses sub-efetivas dos antagonistas Al e CB1. *
p<0,05 contra o grupo controle. N= 7-9 por grupo.

A analise por ANOVA de duas-vias dos dados mostrados na
figura 12 sugere que ha efeito significativo da co-administracdo no
modelo da localizacdo de objetos [F(1,34)=3,84; p<0,05] e no labirinto
aquatico [F(1,30)=3,52; p<0,05]; significancia do tratamento com o
antagonista dos receptores NMDA, MK-801 0,01 mg/kg, no teste da
localizacdo de objetos [F(1,34)=14,3; p<0,01] e no labirinto aquético
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[F(1,30)=5,96; p<0,05]; e ¢ significativa a interacdo entre os tratamentos
sobre o indice de localizacdo de objetos [F(1,34)=4,67; p<0,05] e sobre
a porcentagem de tempo gasto no quadrante correto [F(1,30)= 5,18
p<0,05]. O post-hoc de Newman-Keuls confirma a melhora de
aprendizado induzida pela co-administracdo de DPCPX 0,3 mg/kg +
AM 0,25 mg/kg, e ainda, 0 bloqueio deste efeito pela administracdo do
antagonista dos receptores NMDA, MK-801 0,1 mg/kg, nos dois
modelos animais utilizados.

Os dados para locomocdo e tempo explorando cada um dos
objetos durante o treino sdo mostrados na tabela 7. A analise por
ANOVA de duas-vias indica que os tratamentos ndo alteraram de
maneira significativa a locomogdo dos animais durante o treino, co-
administragdo: [F(1,34)=2,38; p=0,13]; tratamento com MK-801:
[F(1,34)=0,15; p=0,69] e interacdo co-administracdo X MK-801:
[F(1,34)=0,98; p=0,32]. Além disso, a analise por ANOVA de trés-vias
com medidas repetidas indica que ndo houve diferenca entre o tempo de
exploragéo dos dois objetos durante o treino [F(1,34)=0,58; p=0,45].

Tabela 6: Efeitos da administracdo de diferentes tratamentos, 30 minutos antes
do treino, sobre os parametros comportamentais registrados durante o treino de
camundongos Swiss no teste da localizagdo de objetos.

Tratamento Locomocéo Tempo Tempo
(mg/kg i.p.) Média = explorando | explorando
EPM objeto 1 objeto 2
(s) (s)
(média £ (média £
EPM) EPM)
CONTROLE CONTROLE | 585+6,6 3,2%£0,6 3,707
CONTROLE CO-AD 441+39 34%08 40+05
MK-801 0,01 CONTROLE | 53,2+3,7 39%0,6 30%05
MK-801 0,01 CO-AD 50,6 +4,1 35%05 28%0,7

Na tabela 8 sdo mostradas as laténcias para encontrar a
plataforma durante o treino dos animais tratados com AM 0,25 mg/kg
ou DPCPX 0,3 mg/kg, isoladamente ou em combinacdo, na presenca ou
ndo do MK-801. A anélise por ANOVA de trés-vias sugere que ndo
houve diferenca significativa entre os grupos [F(4,120)=0,59; p=0,66]
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Tabela 7: Efeitos dos diferentes tratamentos sobre a laténcia para encontrar a
plataforma no treino da tarefa do labirinto aquatico.

Tratamento Laténcia (s) £ EPM

(mg/kg i.p.) Treino1-Treino5
CONTROL | CONTROL | 55%4, | 42+7, | 4248, | 45+7, | 3746,
E E 6 5 2 2 1
CONTROL | CO-AD 6010, | 4648, | 5246, | 5243, | 4746,
E 0 4 4 5 6
MK-801 CONTROL | 53#4, | 457, | 4448, | 5242, | 2749,
0,01 E 3 4 3 9 7
MK-801 CO-AD 4746, | 4248, | 4945, | 356, | 41+9,
0,01 2 7 0 7 2

CO-AD= AM 251 0,25 mg/kg + DPCPX 0,3 mg/kg i.p.

Depois de caracterizada a participacdo dos receptores NMDA
na melhora do aprendizado induzida pela co-administragdo de DPCPX
0,3 mg/kg + AM 0,25 mg/kg, foi selecionado o modelo da localizacéo
de objetos para avaliar o papel dos receptores NMDA localizados no
hipocampo e no cortex pré-frontal. Na figura 13 sdo mostrados dos
dados referentes a infusdo do MK-801 no hipocampo (Fig 13,) ou no
cortex pré-frontal (Fig 13g) em animais que receberam a co-
administragdo sistémica de DPCPX 0,3 mg/kg + AM 0,25 mg/kg. A
analise por ANOVA de duas-vias sugere efeito significativo da co-
administracdo: Fig 134 [F(1,30)= 2,35; p<0,05] e Fig 13 [F(1,32)=2,05;
p<0,05]; da infusdo do MK-801[F(1,30)= 1,25; p<0,05] e Fig 13g
[F(1,32)=10,59; p<0,05]; e por fim efeito significativo da interacdo entre
a co-administragdo e a infusdo do MK-801 no hipocampo
[F(1,30)=4,96; p<0,05] e no cortex pré-frontal [F(1,32)=4,76; p<0,05].
A andlise post-hoc de Newman-Keuls confirma a melhora do
aprendizado induzida pela co-administracdo e também a reversdo deste
efeito apds o bloqueio dos receptores NMDA no hipocampo e no cortex
pré-frontal.
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Figura 12: Participacdo dos receptores NMDA cortico-hipocampais na melhora
de aprendizado induzida pela interacdo de doses sub-efetivas dos antagonistas
A, e CB;. # p<0,05 comparado ao grupo co-administragdo + PBS; N= 8-10 por
grupo.

Os parémetros registrados no treino que se referem aos dados
apresentados na figura acima sdo mostrados na tabela 9. A analise
estatistica por ANOVA de duas-vias sugere que ndo houve diferenca
significativa para a locomocdo durante o treino em nenhum dos
experimentos: infusdo intra-hipocampo: [F(1,30)=0,03; p=0,85] e
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infusdo intra cortex pré-frontal [F(1,32)=0,51; p=0,99]. Além disso, a
analise por ANOVA de trés vias com medidas repetidas para a
exploracdo dos objetos durante o treino sugere que ndo houve diferenca
entre os grupos: infusdo intra-hipocampo: [F(1,30)=0,03; p=0,85] e
infusdo intra cdrtex pré-frontal [F(1,32)=0,51; p=0,99].

Tabela 8: Efeitos de diferentes tratamentos sobre os parametros
comportamentais registrados durante o treino de camundongos Swiss no teste da
localizagdo de objetos.

Tratamento Locomogao Tempo Tempo
(0,5 pL/camundongo) (Média+ | explorando | explorando
EPM) objeto 1 objeto 2
(s) (s)
(média = (média =
EPM) EPM)
Infusdo intra-CA1

PBS CONTROLE | 58,5 +6,6 52+0,8 57+08
PBS CO-AD 441+39 6,4+0,6 6,004
MK CONTROLE | 53,2+3,7 59+0,8 50+0,6
MK CO-AD 50,6 +4,1 55+0,3 48+0,6

Infusdo intra-Coértex Pré-frontal
PBS CONTROLE | 44,8+39 4,0+0,8 45405
PBS CO-AD 48,8+ 4,0 42+0,6 48+0,7
MK CONTROLE | 54,7+6,1 47+05 38+0,7
MK CO-AD 54,6 +7,3 4,2+0,7 3605

CO-AD= AM 251 0,25 mg/kg + DPCPX 0,3 mg/kg i.p.

ApOs caracterizar a participacdo dos receptores NMDA,
localizados no hipocampo e no cortex pré-frontal, sobre os efeitos
comportamentais produzidos pela co-administracdo dos antagonistas dos
receptores A;, DPCPX 0,3 mg/kg e CB;, AM 251 0,25 mg/kg, dois
ensaios bioquimicos foram realizados. No primeiro se verificou a
liberacdo de glutamato apds a co-administragdo sistémica dos
antagonistas. No segundo a viabilidade celular dos neurénios cortico-
hipocampais foi avaliada através do ensaio com MTT.
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A figura 14 mostra os valores da % de glutamato liberados em
fatias de hipocampo (Fig 14,) e cortex pré-frontal (Fig. 14g) em animais
tratados sistemicamente com solugéo controle, DPCPX 0,3 mg/kg, AM
251 0,25 mg/kg isoladamente ou em combinagdo. A anlise estatistica
por ANOVA de uma-via sugere efeito significante para o tratamento
tanto no ensaio realizado com fatias de hipocampo [F(3,24)=2,97
p<0,05] quanto naquele realizado com fatias de cortex pré-frontal
[F(3,24)=2,50 p<0,05]. O post-hoc de Newman-Keuls corrobora o
aumento significativo da liberacdo de glutamato induzida pela
administragdo conjunta dos antagonistas dos receptores A; e CB;.
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Figura 13: Liberagdo “ex-vivo” de L-[3H]-glutamato em fatias de hipocampo e
cortex pré-frontal em camundongos tratados com AM 251 0,25 mg/kg e/ou
DPCPX 0,3 mg/kg. * p<0,05 contra o grupo controle.

Por fim, uma vez que a liberacdo de glutamato esta associada a
neurotoxicidade, se realizou o ensaio do MTT para averiguar a
viabilidade celular das éreas previamente estudadas. Conforme se
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observa na tabela 10 e confirma-se pela andlise estatistica por ANOVA
de uma-via, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos tanto
no hipocampo [F(3,8)=0,39; p=0,75] quanto no cértex pré-frontal
[F(3,8)=0,76; p=0,62].

Tabela 9: Reducdo do MTT em fatias de hipocampo e cortex pré-frontal de
camundongos tratados com AM 251 0,25 mg/kg e/ou DPCPX 0,3 mg/kg.

Tratamento Hipocampo Cortex Pré-frontal
(mg/kg) (MTT % do controle) (MTT % do controle)
AM 0,25 100,14+ 7,4 92,41 +7,2
DPCPX 0,3 108,30+ 7,6 88,30+ 144
CO-AD 92,55+5,1 97,10+ 3,4

CO-AD= AM 251 0,25 mg/kg + DPCPX 0,3 mg/kg i.p.

5.3. Interacéo funcional entre os receptores A; e CB; localizados no
hipocampo no controle da amnésia induzida por agonistas de ambos
0s receptores.

No terceiro grupo de experimentos avaliou-se a possivel
interacdo entre os receptores A; e CB; no controle da amnésia induzida
por ambos os receptores. Na figura 15 sdo mostrados os experimentos
realizados com o objetivo de caracterizar o efeito amnésico dos
agonistas dos receptores A; e CB;, CCPA e WIN 55,212-2
respectivamente. A analise estatistica por ANOVA de uma-via sugere
efeito significante tanto para o tratamento com CCPA [F(3,40)=2,56;
p<0,05] (Fig 15,) quanto para o tratamento com WIN 55,212-2
[F(3,38)=3,49; p<0,05] (Fig 15g). O post-hoc de Newman-Keuls
confirmou a reducéo significativa do indice de localizacdo de objetos
dos animais tratados com CCPA 0,1 mg/kg ou WIN 55,212-2 1,0
mg/Kkg.
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Figura 14: Efeitos do tratamento com o0s agonistas dos receptores
adenosinérgicos A; e canabindides CB; sobre a memodria de localizacdo de
objetos em camudongos. * p<0,05 contra o grupo controle. N=8-12 por grupo.

Os dados relativos ao treino dos experimentos mostrados na
figura acima sdo descritos na tabela 11. A andlise estatistica sugere que
ndo houve diferenca para a atividade locomotora entre 0s grupos
tratados com CCPA [F(3,40)=0,78; p=0,93] (Fig 15,) ou WIN 55,212-2
[F(3,38)=0,56; p=0,86]. Além disso, a analise por ANOVA de duas-vias
com medidas repetidas sugere que o tempo de exploragdo de cada um
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dos objetos ndo foi diferente: CCPA [F(3,40)= 0,76; p=0,59] e WIN
55,212-2 [F(3,38)=0,67; P=0,50].

Tabela 10: Efeitos de diferentes tratamentos sobre os parametros
comportamentais registrados durante o treino de camundongos Swiss no teste da

localizagdo de objetos.

Tratamento Locomocéo Tempo Tempo
mg/kg (Média + explorando explorando
(s.c.) EPM) objeto 1 objeto 2
(s) (s)
(média £ EPM) | (média £ EPM)
Controle 48,2+43 44+0,8 49+0,9
CCPA 0,01 46,2+ 3,1 40+05 50+0,8
CCPA 0,05 43,6 £59 49+0,7 5008
CCPA 0,10 50,5+5.2 45+0,6 42+0,7
Controle 38,9+4.2 5407 59+0,8
WIN 55212-2 | 36,8+4;3 59+0,5 57+11
0,10
WIN 55212-2 | 335+39 6,0+1,0 6,1+0,8
0,50
WIN 55212-2 | 30,6+32 53+0,8 5109
1,00

Uma vez caracterizada a dose amnésica dos agonistas A; e CB;,
0s proximos experimentos foram realizados para avaliar a influéncia da
ativacdo ou do bloqueio de um receptor sobre o efeito amnésico do
outro. Ou seja, na figura 16,5 sdo mostrados os dados referentes a
influéncia do bloqueio do receptor CB; sobre a amnésia induzida pelo
CCPA. A andlise estatistica destes dados sugere efeito significante do
tratamento com o CCPA 0,1 mg/kg [F(1,54)=9,25 p<0,01], AM 251
[F(2,54)= 5,58 p<0,01] e a interagdo entre os tratamentos [F(2,54)=9,14
p<0,01]. O teste post-hoc de Newman-Keuls confirma a amnésia
induzida pelo CCPA e também o blogueio deste efeito pela
administragdo do antagonista CB;, AM 251 0,5 mg/kg. Por outro lado,
na figura 16z sdo mostrados os dados relativos ao efeito da ativacdo do
receptor CB; sobre o prejuizo do aprendizado induzido pela ativacdo do
receptor A;. A andlise estatistica destes dados sugere que embora exista
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efeito significante do tratamento com CCPA [F(1,68)=185,4 p<0,001],
nem o tratamento com o WIN 55,212-2 [F(2,68)=5,4 p=0,11] tampouco
a interacdo entre tratamentos [F(2,68)= 6,4 p=0,93] produziram
alteraces significantes.
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Figura 15: Avaliacdo da interagdo funcional entre receptores A; e CB; no
prejuizo de memorias dependentes de hipocampo. * p<0,05 contra 0 grupo
controle. N=10-12 por grupo. # p<0,05 comparado ao respectivo controle.

Os dados do treino referente aos resultados mostrados na figura
16 podem ser observados na tabela 12. A andlise estatistica sugere que
ndo houve diferenca significativa para os pardmetros registrados em
nenhum dos dois experimentos, seja para a exploracdo de ambos os
objetos durante o treino: interacdo CCPA 0,1 X AM 251 [F(4,54= 1,45;
p=0,89] e interacdo CCPA X WIN 55,212-2 [F(4,68= 3,32; p=1,92], ou
para a atividade locomotora: interacdo CCPA 0,1 X AM 251 [F(2,54=
2,01; p=1,32] e interagdo CCPA X WIN 55,212-2 [F(2,68= 2,80;

p=0,87].

Tabela 11:

Efeitos de diferentes

tratamentos

sobre 0s

parametros

comportamentais registrados durante o treino de camundongos no teste da
localizagdo de objetos.

Tratamento Locomocao Tempo Tempo
(Média+ | explorando | explorando
EPM) objeto 1 objeto 2
(s) (s)
(média + (média =
EPM) EPM)
Controle Controle 30,9+3,1 3,6+0,5 3,9+0,8
Controle AM 0,25 325+24 3,9+0,9 3,7+1,1
Controle AM 0,50 299+ 3,6 46+09 45+0,7
CCPA 0,10 | Controle 30,8+2,8 43+05 41+0,8
CCPA 0,10 | AM 0,25 339+31 39+1,0 42+0,8
CCPA 0,10 | AM 0,50 35,1+3,8 3,1+0,9 3,3+0,8
Controle Controle 32,2+49 44 +0,7 3,6+0,9
Controle WIN 0,1 31,3+48 39+0,5 31+13
Controle WIN 0,5 299+35 40+1,0 3,8+0,7
CCPA 0,10 | Controle 30,2+39 3,3+0,8 3,9+0,8
CCPA 0,10 | WINO,1 319+35 3,0+£1,0 48+0,8
CCPA 0,10 | WINO,5 29,2+ 3,6 43+0,8 49+10
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No experimento seguinte avaliou-se o efeito do bloqueio ou da
ativacdo do receptor A; sobre a amnésia induzida pelo agonista do
receptor CB;. Na figura 17 é mostrado o efeito do tratamento com o
antagonista do receptor A;, DPCPX 0,3 e 1,0 mg/kg, sobre o prejuizo de
aprendizado induzido pelo tratamento com o agonista do receptor CB;,
WIN 55,212-2 1,0 mg/kg. A analise por ANOVA de duas-vias sugere
que embora exista efeito significante do tratamento com o WIN
[F(1,44)=0,77 p<0,05], ndo foram estatisticamente significantes os
efeitos do tratamento com DPCPX [F(1,44)=0,67 p=0,33] nem a
interacdo entre os tratamentos [F(2,44)=1,11 p=0,33]. Por outro lado, na
figura 17g foram significantes tanto o efeito do tratamento com o
agonista CB; [F(1,48)=15,63 p<0,01], quanto os efeitos do tratamento
com agonista A; [F(2,48)=7,14 p<0,05] e a interacdo entre 0s
tratamentos com WIN e CCPA [F(2,48)=5,17 p<0,05]. A analise post-
hoc de Newman-Keuls confirma tanto o efeito amnésico do tratamento
com WIN 1,0 mg/kg, bem como o blogueio deste efeito nos animais que
receberam a administracdo de CCPA 0,05 mg/kg.



82

>

Indice de localizagdo do objeto (%)

20 T T T
@) g o (@] o o
£ ¢ 3§ & g
3 < < I} 2 N
5} o I [} =} P
w o w =
Controle Win 1,0 mg/kg
S B
< 80
2
(]
2 70
S T T —
S 60-
(=]
us
[SRIoL X CEPEE T EVRE PR FRRPR
N
S 40-
o
3 301
8
§ 20 T T T
= 0 0 0 0
g e} e} % e} 0
3 2 2 2 2 3
=} o o =k o o
@® fe) fe) ® o Ie)
[ = a1 = ol
Controle Win 1,0 mg/kg

Figura 16: Avaliacdo da interagdo funcional entre receptores A; e CB; no
prejuizo de memorias dependentes de hipocampo. * p<0,05 contra 0 grupo
controle. # p<0,05 comparado ao respectivo controle. N= 8-10 por grupo.

Os parametros comportamentais registrados no treino dos
experimentos apresentados acima sdo descritos na tabela 13. A analise
estatistica sugere que ndo houve diferenca significativa para o0s
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parametros registrados em nenhum dos dois experimentos, ou seja, 0s
animais exploraram os dois objetos de maneira semelhante: interacdo
WIN X DPCPX [F(4,44)= 0,68 p=2,70] e interacio WIN x CCPA
[F(4,48)= 0,97 p=2,35]. Além disso, ndo houveram diferencas
significativas na atividade locomotora: interagio WIN X DPCPX
[F(2,44)= 1,58 p=0,90] e interacdo WIN x CCPA [F(2,48)= 3,01
p=4,55].

Tabela 12: Efeitos de diferentes tratamentos sobre os pardmetros
comportamentais registrados durante o treino de camundongos Swiss no teste da
localizag&o de objetos.

Tratamento Locomogao Tempo Tempo
(Média+ | explorando | explorando
EPM) objeto 1 objeto 2
(s) (s)
(média + (média =
EPM) EPM)
Controle Controle 35,2+4,2 3,2+0,6 35+1,0
Controle DPCPX 0,3 | 363+3,6 39+0,6 41+11
Controle DPCPX 1,0 | 349+53 38+1.2 2,8+£0,9
WIN 1,0 Controle 35,2+48 3,1+0,8 4,0+0,9
WIN 1,0 DPCPX 0,3 | 369%5,3 29+172 3,809
WIN 1,0 DPCPX 1,0 | 28,2+6,3 3,3+0,8 39+1,1
Controle Controle 371+41 54+0,9 56+0,9
Controle CCPA 0,01 349+44 59+0,8 51+1,0
Controle CCPA 0,05 33,840 41+11 39+0,8
WIN 1,0 Controle 34,332 53+05 51+0,7
WIN 1,0 CCPA 0,01 35644 50£1.2 4713
WIN 1,0 CCPA 0,05 33530 53+£1,0 45+13

Os experimentos seguintes foram elaborados com o objetivo de

avaliar a participacdo da regido CA1l do hipocampo de camundongos
sobre 0s seguintes efeitos observados anteriormente: 1) o bloqueio do
efeito amnésico do agonista A; através da administracdo do antagonista
dos receptores CBy; 2) a reversdo do prejuizo de aprendizado induzida
pela agonista CB1, WIN 55,212-2, apds o tratamento com o agonista
dos receptores A;, CCPA.
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Dada a inexisténcia de trabalhos sugerindo a faixa de dose na
gual o CCPA - quando infundido na regido CAl do hipocampo —
induzia efeito amnésico, foi realizada uma curva-resposta para os efeitos
da infusdo desta droga sobre a memdria de localizacdo de objetos (fig.
18). A andlise estatistica por ANOVA de uma-via sugere efeito
significativo do tratamento [F3,44=4,94; p<0,01] e o post-hoc de
Newman-Keuls confirma o efeito amnésico da infusdo intra-hipocampal
de CCPA 10 nMOL.
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Figura 17: Efeitos da infusdo na regido CAl do hipocampo do agonista dos
receptores adenosinérgicos A;, CCPA, sobre a memdria de localizagdo de
objetos em camudongos Swiss. * p<0,05 contra o grupo controle. N= 12 por

grupo.

Na outra pagina sdo mostrados os dados relativos ao treino dos
animais que receberam a infusdo intra-hipocampal de PBS ou CCPA
(0,5; 1,0 ou 10 nM). A analise estatistica - ANOVA de uma via - para o
efeito do tratamento sobre a locomocdo dos animais sugere que nao
houve diferenca significativa [F(3,44)=0,35; p=2,69]. Além disso, a
andlise por ANOVA de duas-vias com medidas repetidas para o tempo
de exploracdo de cada um dos objetos durante o treino, sugere que o
tempo de exploracdo de ambos foi semelhante [F(6,86)=0,56; p=0,80].
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de diferentes

tratamentos

sobre o0s
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pardmetros

comportamentais registrados durante o treino de camundongos no teste da

localizagdo de objetos.

Tratamento Locomocao Tempo Tempo
nM intra CAl (Média + explorando explorando
EPM) objeto 1 objeto 2
(s) (s)
(média £ EPM) | (média + EPM)

Controle 49,1+51 3,1+0,5 3504
CCPA 0,5 459+43 29+08 3,1+0,6
CCPA 1,0 43,8+5,0 3,1+0,9 30+0,5
CCPA 10,0 474572 3,3+0,4 3,1+0,7

No experimento seguinte investigou-se o papel dos receptores
A; e CB; da regido CALl do hipocampo sobre o bloqueio da amnésia
induzida pelo agonista A;, CCPA, evidenciado ap6s o tratamento com o
antagonista dos receptores CB; AM 251. Na figura 19, sdo mostrados
os efeitos da infusdo intra-CAL do antagonista CB;, AM 251 1uMOL,
sobre a acdo da administracdo sub-cutanea do agonista A;, CCPA 0,1
mg/kg. A anélise por ANOVA de duas-vias sugere efeito significativo
do tratamento com CCPA [F(1,28)=4,65 p<0,05] e da interagdo entre o0s
tratamentos com AM 251 e CCPA [F(1,28)=4,55 p<0,05], porém ndo ha
indicacdo de efeito significante exclusivamente para o AM 251
[F(1,28)=2,67 p=0,11]. A analise post-hoc de Newman-Keuls confirma
o efeito amnésico da administracdo sistémica do CCPA e o bloqueio
deste efeito pela infusdo intra-CALl do antagonista CB;, AM 251. Na
figura 19 é exposto o efeito da infusdo intra-CA1 do agonista A; na
presenca ou na auséncia do antagonista CB;, AM 251, o qual foi
administrado sistemicamente. A analise por ANOVA de duas-vias
sugere efeito significativo da infusdo com CCPA 10 nMOL
[F(1,26)=4.52 p<0,05], do tratamento sistémico com AM 251 0,5 mg/kg
[F(1,26)=1,25 p<0,05] e por fim, da interacdo entre ambos 0s
tratamentos [F(1,26)=4,26 p<0,05]. O post-hoc por Newman-Keuls
confirma o prejuizo do aprendizado pela infusdo do CCPA e também o
blogueio deste efeito pela administracdo do AM 251.
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Figura 18: Participagdo da regido CA1l do hipocampo na interacdo funcional
entre receptores A, e CB; no prejuizo da memoria de localizagdo de objetos. *
p<0,05 contra o grupo controle; # p<0,05 comparado ao respectivo controle.N=
7-8 por grupo.

As possiveis alteracdes na atividade locomotora, bem como no
tempo de exploracdo de cada um dos objetos durante o treino dos
animais sdo apresentados na tabela 14. Para a atividade locomotora, a
analise por ANOVA de duas-vias sugere que ndo houve diferenca
significativa induzida por nenhum dos tratamentos: interacdo AM x
CCPA [F(1,28)=2,0 p=0,8] e interacdo CCPA x AM [F(1,26)=0,68;
p=2,21]. Além disso, quando avaliada a diferenca de exploracdo dos
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dois objetos apresentados durante o treino, a analise por ANOVA de
trés-vias com medidas repetidas ndo indicou diferenca significativa
entre os grupos: [F(2,28)=0,75 p=0,30] (Fig 19,) e [F(2,26)=2,15
p=1,39] (Fig 19g).

Tabela 14: Efeitos de diferentes tratamentos sobre os pardmetros
comportamentais registrados durante o treino de camundongos no teste da
localizag&o de objetos.

Tratamento Locomocéo Tempo Tempo
(via) (Média+ | explorando | explorando
EPM) objeto 1 objeto 2
©) (s)
(média + (média +
EPM) EPM)

PBS (intra- | Controle 36,3+4,6 48+15 46+12
CAl) (s.c.)

PBS (intra- | CCPA 01| 35647 52+1,0 55+1,3
CAl) (s.c)

AM  (intra- | Controle 349+44 33£0,6 3,8+0,7
CAl) (s.c.)

AM  (intra- | CCPA 0,1 | 35435 4,4+0,9 40+0,6
CAl) (s.c)

PBS (intra- | Controle 37,1+£41 32+0,8 2609
CAl)

(i-p.)
PBS (intra- | AM 05| 34944 | 38+09 | 31+10
CA1) (i.p.)

CCPA (intra- | Controle 33,8+4,0 44+10 39+0,8
CAl) (i.p.)

CCPA (intra- | AM 05| 343+32 | 43x11 | 41207
CA1) (i.p.)

Por fim, investigou-se a participacdo dos receptores A; e CB;
localizados na regido CA1 do hipocampo, sobre a reversdo do prejuizo
de aprendizado induzido pelo agonista CB; observado apds a
administragdo do agonista A;. Na figura 20, observa-se o efeito da
infusdo intra-CA1 de uma dose do agonista A;, CCPA 1nMOL, sobre 0s
efeitos da administracdo sub-cuténea do agonista CB;, WIN 1,0 mg/kg.
A andlise estatistica por ANOVA de duas-vias sugere efeito
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significativo da infusdo do CCPA [F(1,26)=7,65 p<0,05]; da
administracdo do agonista CB; WIN 55,212-2 [F(1,26)=4,53 p<0,05] e
da interacdo entre os tratamentos [F(1,26)=4,17 p<0,05]. O post-hoc de
Newman-Keuls confirma o efeito amnésico do agonista CB; e também o
blogueio deste efeito pela ativacdo dos receptores A; localizados na
regido CA1 do hipocampo. A anlise estatistica dos dados apresentados
na figura 20g sugere efeito significativo da infusdo com WIN 55,212-2
10 nMOL [F(1,28)=4,86 p<0,05]; da administracdo sub-cutanea do
agonista A; [F(1,28)=12,16 p<0,05] e da interacdo entre os tratamentos
[F(1,28)=12,72 p<0,05]. A analise post-hoc confirma o bloqueio do
prejuizo do aprendizado induzido pelo agonista CB; apds a
administracdo do agonista A;.
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Figura 19: Participacdo da regido CAl1l do hipocampo na interacdo
funcional entre receptores A; e CB; no prejuizo da memdria de
localizacdo de objetos. * p<0,05 contra o grupo controle; # p<0,05
comparado ao respectivo controle. N=7-8 por grupo.

Os parametros registrados durante o treino foram analisados e
ndo se observou diferencas significativas. A analise por ANOVA de
duas-vias para a atividade locomotora ndo indicou diferencas
significativas: interacdo CCPA x WIN [F(1,26)=0,49; p=0,70];
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interacdo WIN x CCPA [F(1,28)=0,65 p=0,30]. Por fim, quando
avaliada a diferenca de exploracdo dos dois objetos durante o treino, a
andlise por ANOVA de trés-vias com medidas repetidas ndo indicou
diferenca significativa entre os grupos: [F(2,26)=0,82; p=0,94] (Fig
204) e [F(2,28)=0,89; p=0,70] (Fig 20g).

Tabela 15: Efeitos de diferentes tratamentos sobre o0s parametros
comportamentais registrados durante o treino de camundongos no teste da

localizagdo de objetos.

Tratamento Locomocao Tempo Tempo
(via) (Média £ explorando | explorando
EPM) objeto 1 objeto 2
©) ()
(média = (média =
EPM) EPM)

PBS (intra- | Controle 39,1+£3.2 4,7+0,9 46+0,6
CAl) (s.c.)

PBS (intra- | WIN 10| 383+%36 43+0,8 45+0,9
CAl) (s.c)

CCPA (intra- | Controle 29,1+4.4 34+£05 40+£0,9
CAl) (s.c.)

CCPA (intra- | WIN 10| 31,3+39 49+0,8 51+0,6
CAl) (s.c)

PBS (intra- | Controle 47,1+£5,1 3,8+£05 3,6+0,8
CAl) (s.c.)

PBS (intra- | CCPA 449140 40+0,6 41+1,0
CAl) (s.c.)

WIN  (intra- | Controle 438%55 3,4+0,6 3,1+0,7
CAl) (s.c.)

WIN  (intra- | CCPA 443+54 36+1,1 42+0,9
CAl) (s.c.)
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Uma vez que 0s experimentos comportamentais sugeriam a
interacdo entre os receptores A; e CB; no hipocampo, realizamos
ensaios de ligacdo contra os ligantes radioativos dos receptores A; (*H-
DPCPX) e CB; (*H-SR141716a). Na figura 21, observam-se os dados
do ensaio de ligacdo de concentragbes crescentes do agonista CB; (WIN
0,1 — 10,0 uM) ou do antagonista CB; (AM 0,1 — 10 puM) contra o
ligante radioativo dos receptores Al, (*H-DPCPX 5nM). A analise
estatistica destes dados sugere que o AM 251, na concentracdo de 10
1M, desloca a ligagdo do *H-DPCPX em aproximadamente 50% (t=6,9
p<0,001), com uma ICs, sugerida de 2,0 uM.

Depois de caracterizada a interacdo do antagonista dos
receptores CB; com o receptor Ay, na figura 22 é mostrada os resultados
do ensaio de ligacdo de concentragOes crescentes do agonista A; (CCPA
0,1 — 10,0 uM) ou do antagonista A; (DPCPX 0,1 — 10,0 uM) contra o
antagonista CB; radioativo (*H-SR141716a 0,5nM). Como se pode
observar, nenhuma das drogas afetou a ligagdo do *H-SR141716a nos
receptores hipocampais.
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Figura 20: Ensaio para a avalia¢do da interacdo de ligantes do receptor CB; e a
ligagdo do antagonista radioativo do receptor A,, *H-DPCPX. Todos os pontos
representam a média + EPM de 4-6 amostras. Além disso, cada curva de
saturacéo foi feito em duplicata.
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Figura 21: Ensaio para a avaliacdo da interacdo de ligantes do receptor A; e a
ligacdo do antagonista radioativo do receptor CB;, *H-SR141716a. Todos os
pontos representam a média + EPM de 4-6 amostras. Além disso, cada curva de
saturacdo foi feito em duplicata.
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6. DISCUSSAO

Nos experimentos realizados nesta tese avaliou-se a interagdo
entre 0s sistemas adenosinérgico e endocanabindide, através dos
receptores A; e CB4, no controle da memoria espacial. Para atingir este
objetivo, primeiramente foi realizada a validacdo farmacoldgica do
modelo da localizacdo de objetos em camundongos. Depois de
certificada a aplicabilidade do modelo, observou-se que a co-
administracdo de doses sub-efetivas dos antagonistas A; e CB; exerce
efeito prdé-cognitivo. Este efeito é mediado, pelo menos em parte, pela
liberagdo de glutamato e a interagdo deste com os receptores NMDA no
cortex pré-frontal e no hipocampo. Além disso, foi demonstrada a
interacdo funcional entre os receptores A; e CB; na amnésia induzida
por agonistas de ambos os receptores. Ou seja, a amnésia induzida pelo
agonista A;, CCPA, pode ser blogueada pelo antagonista CB;. Por outro
lado, a amnésia induzida pelo agonista CB; € atenuada pelo agonista A;.

O desenvolvimento de camundongos transgénicos e
“knockouts” tem sido um recurso valioso na farmacologia
comportamental. Todavia, a maioria dos modelos animais é validada
para ratos e, uma vez que nem sempre diferentes espécies podem ser
comparadas cognitivamente (Whishaw e Tomie, 1996), o uso de
camundongos nestas tarefas necessita de validagéo prévia. Além disso,
mesmo quando se compara diferentes linhagens de camundongos
percebe-se que pode haver diferengas de comportamento. Por exemplo,
Koopmans e colaboradores (2003) mostraram que os camundongos
C57BL desempenhavam melhor uma tarefa a ser executada em um
labirinto circular do que os camundongos Swiss, BALB/c e 129/sv.
Desta forma, como seriam utilizados camundongos Swiss, inicialmente
validou-se o comportamento destes animais no modelo da localizagdo de
objetos.

O modelo da localizagdo de objetos foi proposto por Ennaceur e
colaboradores (1997), estes perceberam que ratos eram capazes nao so
de codificar e armazenar caracteristicas do objeto, mas também a
localizacdo espacial dos mesmos. A opcdo pelo modelo deu-se porque
este ndo submete 0s animais a situagdes estressantes, como natacao
forcada ou privacdo de comida. Sendo assim, poder-se-ia avaliar as
interacdes entre os receptores A; e CB; no controle da memoria espacial
com menos interferéncias. Uma vez que ha trabalhos mostrando a
participagdo dos dois receptores em comportamentos alterados pelo
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estresse e no comportamento alimentar (Coupar e Tan, 2002; Bermudez-
Silva et al., 2010).

Primeiramente percebemos que a expressdo da memodria de
localizacdo de objetos varia conforme o intervalo entre treino e teste. Ou
seja, animais testados 90 ou 180 min apods o treino percebem a mudanca
no ambiente, enquanto aqueles testados 30 ou 360 min ndo diferenciam
o0s dois objetos. Resultados semelhantes foram demonstrados por Murai
e colaboradores (2007), os quais evidenciaram que camundongos
testados 60 e 120 minutos apds o treino apresentavam indices de
localizacdo de objetos significativamente maiores do que aqueles
testados com intervalos maiores. Por outro lado, observamos que 0s
animais testados com 30 minutos de intervalo ndo distinguiram entre o
objeto trocado de lugar e aquele que ndo foi movimentado. Este
resultado faz sentido quando se considera que as memdrias ndo séo
armazenadas imediatamente ap6s a aquisi¢do, ou seja, precisam ser
consolidadas para que entdo possam ser evocadas (McGaugh, 2000).
Desta forma percebemos que o teste da localizacdo de objetos possui
uma janela para a sua expressdo. Sendo assim, diferentes intervalos
entre treino e teste podem ser utilizados para a avaliacdo de drogas e/ou
procedimentos com efeito amnésico e/ou pro-mnemdnicos.

A validade preditiva do modelo da localizacdo de objetos foi
verificada utilizando-se drogas que modulam dois receptores
amplamente relacionados ao aprendizado e a memdria, sdo eles: os
receptores colinérgicos muscarinicos (para revisdo ver Hasselmo e
Sarter, 2011) e os receptores NMDA (para revisdo ver Riedel et al.,
2003). De maneira geral, pode-se perceber que camundongos Swiss
avaliados no modelo da localizagdo de objetos responderam tanto a
drogas amnésicas quanto a pro-mnemdnicas, as quais modularam direta
ou indiretamente os dois receptores.

A sensibilidade do modelo a drogas com efeito amnésico foi
avaliada através da administragdo do antagonista dos receptores
colinérgicos muscarinicos, a escopolamina, ou do antagonista do
receptor NMDA, MK-801. O prejuizo do aprendizado induzido por
ambos é conhecido ha décadas (Izquierdo, 1989; Benvenga e Spaulding,
1988), sendo que as duas drogas vém sendo amplamente utilizadas na
validacdo farmacoldgica de modelos animais (Murai et al., 2007
Belzung e Berton, 1997) ou na busca por drogas com acdo nootrépica
(Buccaffusco, 2009; da Silva et al., 2009). Na mesma linha de
raciocinio, o efeito pr6-mnemdnico do inibidor da enzima
acetilcolinesterase (iIAChE), tacrina, e do agonista do sitio da glicina dos
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receptores NMDA, d-cicloserina, sdo descritos em diferentes trabalhos
pré-clinicos, tanto em ratos (Murakami et al.,, 2000) quanto em
camundongos (Saxena et al.,, 2008). Além disso, os iAChE séo
utilizados clinicamente para o tratamento da doenca de Alzheimer
(Winslot et al., 2011) e a d-cicloserina tem seu uso sugerido para a
diminui¢do dos sintomas negativos e distdrbios cognitivos presentes em
pacientes com esquizofrenia (Buchanan et al., 2007).

Conforme mencionado na Introducdo, o hipocampo possui
papel fundamental no controle da memaria espacial. Embora o modelo
da localizacdo de objetos tenha sido validado em ratos para estudos
relacionados a meméria espacial (Ennaceur et al., 1997) e outros autores
utilizem-no avaliando o efeito de drogas sobre a memoria dependente de
hipocampo em camundongos (Fergunson e Sapolsky, 2007). Este
trabalho confirmou a participacdo da regido CA1l do hipocampo na
aquisicdo da memoria de localizagdo de objetos em camundognos. Em
resumo, este grupo de resultados sugere que 0s camundongos Swiss
exibem memdria de localizacdo de objetos num intervalo de tempo entre
90 e 180 min depois de treinados. A aquisi¢cdo desta memoria parece ser
dependente de hipocampo e pode ser influenciada por drogas amnésicas.
Além disso, drogas pr6-mnemonicas parecem estender a expressdo da
memodria de localizagdo de objetos para um tempo de 360 minutos.

Nos experimentos seguintes avaliamos a interacdo entre 0s
sistemas adenosinérgico e endocanabinoide, através de seus receptores
A; e CBy, no controle da memoria espacial. Para isso empregamos o
modelo da localizagcdo de objetos (Assini et al., 2009) e o labirinto
aquatico (Morris, 1984). Os resultados sugerem que a co-administracao
de doses sub-efetivas dos antagonistas A; e CB; exerce efeito pré-
mnemonico em animais avaliados na duas tarefas comportamentais.

O papel da adenosina e dos eCB sobre a memdria espacial foi
revisado na Introducéo. Brevemente, a adenosina e agonistas do receptor
A; prejudicam a LTP e o comportamento de animais avaliados em
modelos de aprendizado e memoria (de Mendonga e Ribeiro, 2001). Por
outro lado, antagonistas do receptor A; parecem exercer efeito pro-
cognitivo (Stone et al., 1995) e Fredhom e colaboradores (1999)
sugerem que os efeitos da cafeina sobre a cogni¢do devam-se ao
blogueio do receptor A;. De mesma forma, eCBs e agonistas do receptor
CBy, prejudicam a LTP e a aquisicdo da memdria espacial (Lichtman et
al., 1995) enquanto que antagonistas induzem melhora cognitiva
(Terranova et al., 1996; Takahashi et al., 2005). Em nossos
experimentos, 0 tratamento pré-treino de camundongos com o



98

antagonista A;, DPCPX, ou com o antagonista CB;, AM 251, melhorou
a expressdo da memoéria tanto no modelo da localizacdo de objetos
qguanto no labirinto aquético. Estes resultados corroboram os efeitos
descritos por outros autores (Fraser et al., 1997; Nawata et al., 2010; De
Bruin et al., 2010; Mioranzza et al., 2011) e confirmam a sensibilidade
do modelo da localizacdo de objetos para os antagonistas A; e CB;.

Uma vez que tanto o bloqueio do receptor A; quanto do CB;
levou a efeito pré-mneménico, especulamos que ambos 0s sistemas
participavam da amnésia exibida pelos animais controles. Sendo assim,
a co-administracdo das doses sub-efetivas de ambos os antagonistas
poderia levar a sinergismo ou efeito aditivo. Desta forma, administramos
diferentes combinacBes dos antagonistas A; e CB; em animais que
foram avaliados na tarefa da localizacdo do objeto ou no labirinto
aquatico. Os resultados mostram que a variagdo da dose dos antagonistas
A; ou CB; ndo interfere no efeito pr6-mnemonico observado, uma vez
gue todos os tratamentos foram capazes de melhorar a memdria espacial
em pelo menos um dos modelos utilizados.

Os estudos de interagBes entre drogas fazem parte da historia
da farmacologia e diferentes célculos vém sendo utilizados para a
caracterizacdo destas interacBes (para revisdo ver Tallarida, 2007).
Todavia, devido a natureza de nossos experimentos, ou seja: a resposta
ndo se intensifica com a dose e o efeito maximo é muito proximo do
minimo, a realizacdo de isobologramas ou o célculo do indice de
interacdo torna-se inviavel, dificultando a definicdo do efeito pro-
mnemonico da co-administragdo como aditivo ou sinérgico. Na
literatura existem evidéncias que os receptores A; e CB; interagem de
maneira aditiva. De Santy e Dar (2001) mostraram que a incoordenagdo
motora induzida pelo agonista CB; — CP55,920 — pode ser acentuada
pela administracdo intra-cerebelar do agonista A;, CPA. Recentemente,
Serpa e colaboradores (2009) avaliaram a liberacdo de glutamato,
através da inibicdo do potencial excitatorio pos-sindptico (PEPS),
induzido pelos agonistas A; (CPA) e CB; (WIN 55,212-2) em fatias de
hipocampo. Estes autores concluiram que a co-infusdo dos agonistas
produziu uma inibicdo do PEPS semelhante a soma da inibicdo induzida
por cada uma das drogas em separado, sugerindo que o0s sistemas
adenosinérgico e endocanabindide, através de seus receptores A; e CB;,
compartilham vias intracelulares associadas a liberacdo de glutamato em
sinapses hipocampais. Nesta tese demonstramos que a co-administragdo
dos antagonistas A; e CB; produziu efeito pré-cognitivo, este foi
evidenciado com a utilizacdo de doses até 20 vezes menores do que
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aquelas necessarias para produzir o mesmo efeito quando administradas
isoladamente, permitindo-nos inferir que os sistemas adenosinérgico e
endocanabinodide interagem no controle do processo de memoria
avaliado.

Embora diferentes autores tenham mostrado a participacgdo tanto
dos receptores A; (Pereira et al., 2002) quanto CB; (Clarke et al., 2008)
nos mecanismos de consolidacdo e evocacdo da meméria, a co-
administracdo das doses ndo-efetivas de DPCPX (0,3 mg/kg) e AM 251
(0,25 mg/kg) ndo alterou estes processos em camundongos avaliados
tanto no modelo da localizacdo de objetos quanto no labirinto aquatico.
A falta de efeito poderia ser justificada porque as doses utilizadas foram
muito baixas e ndo interferiram com a consolidacdo ou a evocacéo.
Desta forma, para descartar a auséncia da interagdo A;/CB; seriam
necessarios experimentos com outras doses. Por outro lado, uma vez que
haviamos observado interacdo entre 0s receptores na aquisi¢do da
memdaria espacial em dois modelos animais, optamos por investigar um
possivel mecanismo pelo qual a co-administracdo pré-treino melhorava
a memoria dos camundongos.

A hipétese levantada baseou-se no papel inibitorio da adenosina
e dos eCB, através dos receptores A; e CB;, e na evidéncia que
antagonistas A; (Sehmisch et al., 2001) e CB; (Garcia-Arencibia et al.,
2008) bloqueiam este tbnus inibitério, aumentando a liberagdo de
diferentes neurotransmissores. Em comum, os dois receptores modulam
a exocitose de glutamato (Poli et al., 1991; Sulivan et al., 1999),
dopamina (Chowdhury e Fillenz, 1991;Cadogan et al., 1997) e
acetilcolina (Brown et al., 1990; Gessa et al., 1998), levando-nos a
especular que a co-administracdo estaria aumentando a liberacdo de um
ou mais destes neurotransmissores para produzir seus efeitos pré-
cognitivos. Embora o papel da acetilcolina (Pepeu e Giovannini, 2010)
e da dopamina (ElI Ghundi et al., 2007) sobre a memoria espacial seja
incontestavel, optamos por avaliar a interacdo da co-administragdo com
a neurotransmissao glutamatérgica devido ao bem fundamentado papel
do receptor NMDA sobre o aprendizado (Robbins e Murphy, 2006) e a
LTP (Nakazawa et al., 2004). Além das ja mencionadas evidéncias
(Serpa et al., 2009) da interagdo dos agonistas dos receptores A; e CB;
no controle da liberagdo de glutamato em sinapses hipocampais.

Nossos resultados sugerem a participacdo do glutamato nos
efeitos observados em animais que receberam a co-administracdo e
foram avaliados tanto no teste da localizacdo de objetos quanto no
labirinto aquatico. Nesta linha de raciocinio, a interacdo comportamental
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entre os receptores A; ou CB; e os efeitos do glutamato mediados pelo
receptor NMDA ja foram demonstradas separadamente. Ou seja, ha
evidéncias que a amnésia induzida pelo antagonista NMDA, MK-801,
pode ser revertida tanto com antagonistas A:1/A,a (Mihara et al., 2007)
quanto com antagonistas CB; (De Bruin et al., 2010).

E valido lembrar que tanto os receptores A; quanto 0s
receptores CB; sdo expressos em diferentes areas relacionadas ao
aprendizado e a memoéria, como o hipocampo e o cortex pré-frontal
(Mahan et al.,, 1991; Herkenham et al., 1990). Desta forma, a
administragdo sistémica ndo excluiu a possibilidade dos efeitos
observados serem produzidos pela interagdo dos sistemas em mais de
uma area cerebral. Sendo assim, como observamos o efeito da infuséo
do antagonista NMDA no hipocampo e no cértex pré-frontal, podemos
sugerir que o efeito pr6-mnemonico investigado é mediado pelas acdes
do glutamato nas duas areas cerebrais avaliadas.

Uma vez que a interacdo entre os sistemas adenosinérgico e
endocanabindide, através dos receptores A; e CB;, em modelos animais
de memoria espacial e sua relagdo com a neurotransmissao
glutamatérgica é pouco estudada. Nossos resultados podem ser
justificados de maneira indireta tanto pela ampla expressdo dos
receptores A; e CB; nas duas areas avaliadas (Mahan et al., 1991;
Herkenham et al., 1990), quanto pela relagdo de ambos os receptores
com a neurotransmissdo glutamatérgica cortico-hipocampal. Por
exemplo, os eCB ligam-se a receptores CB; localizados em terminais
pré-sinapticos de neurdnios glutamatérgicos (Xu et al., 2010) e inibem a
liberacdo de glutamato (Misner e Sulivan, 1999). Além disso, Abush e
Akirav (2010) mostraram que o agonista CB; (WIN 55,212-2) inibe a
LTP hipocampal. Por outro lado, ha evidéncias que o bloqueio dos
receptores CB; também prejudica a LTP hipocampal (de Oliveira
Alvares et al., 2006; Abush e Akirav, 2010). Com rela¢do ao sistema
adenosinérgico, a  adenosina inibe a LTP  hipocampal
predominantemente por ligar-se aos receptores A; (Forghani e Krnjevic,
1995) e os antagonistas do receptor A; DPCPX (Canhdo et al., 1994) e
8-ciclopentilteofilina (CPT) (Klishin et al., 1995) facilitam a ocorréncia
de PEPS mediados pelo receptor NMDA em neurdnios hipocampais.
Sobre o cortex pré-frontal, de maneira semelhante ao hipocampo, a
ativacdo dos receptores A; (Marek et al., 2009) ou CB; (Lafourcade et
al., 2007) inibe a liberacdo de glutamato. Sendo assim, especulamos que
0 DPCPX e 0 AM 251 bloquearam o tonus inibitério adenosinérgico e
endocanabinodide, aumentando os niveis de glutamato nas sinapses
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cortico-hipocampais e levando a melhora cognitiva observada nos
animais tratados.

Esta hipdtese foi confirmada pelos resultados que mostraram o
aumento da liberagdo de glutamato em fatias de hipocampo e cortex pré-
frontal dos animais que receberam a co-administracdo de DPCPX e AM
251. Embora existam poucas evidéncias do efeito de antagonistas A; e
CB; sobre a liberacdo de glutamato especificamente no cértex pré-
frontal. Trabalhos avaliando outras areas sugerem que tanto a
administragdo sistémica (Borycz et al., 2007) quanto a infusdo local
(Quarta et al., 2004) do antagonista A;, CPT, levaram a um aumento da
liberacdo de glutamato no nicleo acumbens. Além disso, 0 DPCPX
aumenta os niveis de glutamato em fatias de hipocampo (Sehmisch et
al., 2001), sugerindo a presenca de um tdnus basal inibitério de
adenosina nestas preparacdes. Para o sistema eCB, Garcia-Arencibia e
colaboradores (2008) mostraram que a administracdo sistémica do
antagonista CB;, SR141716a, aumenta a liberacdo de glutamato em
sinapses estriatais. No hipocampo, ha evidéncias que tanto o agonista,
WIN 55,212-2, quanto o antagonista CB;, AM 251, podem inibir a
liberacdo de glutamato em sinaptosomas por um mecanismo
independente do receptor CB; (Kofalvi et al., 2003). Uma vez que
utilizamos fatias das dareas do cérebro estudadas, ndo podemos
desconsiderar a participacdo de células da glia nos resultados descritos.
Todavia, trabalhos recentes sugerem que é a ativacdo e ndo o blogueio
dos receptores A; (Stone et al., 2009) ou CB; (Navarrete e Araque,
2010) que aumenta a liberagéo de glutamato por astrdcitos, levando-nos
a crer que nossos efeitos estariam relacionados ao bloqueio dos
receptores A; e CB; em células neuronais. Uma vez que os niveis de
glutamato aumentados também estdo associados a neurotoxicidade (para
revisdo ver Gilessen et al., 2002), realizamos ensaio de viabilidade
celular que descartou esta hipétese. Desta forma, podemos concluir que
a co-administracdo dos antagonistas A; e CB; exerce seus efeitos por
bloguear o ténus inibitério exercido por ambos os sistemas, aumentando
os niveis de glutamato em sinapses cortico-hipocampais em
concentracBes que ndo interferem com a viabilidade celular.

No ultimo bloco de experimentos avaliou-se a interagéo
funcional entre os sistemas adenosinérgico e endocanabinoide, através
dos receptores A; e CB;, no controle da amnésia induzida por agonistas
de ambos os receptores. Inicialmente confirmamos o efeito amnésico do
agonista do receptor A;, CCPA, e do receptor CB;, WIN 55,212-2,
administrados por via sistémica ou intra-hipocampal, o qual ja havia
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sido demonstrado por outros autores. Por exemplo, Von Lubitz e
colaboradores (1993) mostraram que a administracdo intraperitoneal do
agonista A;, CPA, prejudicou o aprendizado avaliado no labirinto
aquatico. Por outro lado, embora existam grandes quantidades de
receptores A; na regido CA1 do hipocampo, a participacdo desta area na
amnésia induzida por agonistas deste receptor foi demonstrada apenas
por Ohno e Watanabe (1996), os quais mostraram que a infuséo intra-
CAl do agonista A;, CHA, aumentou o nimero de erros em animais
avaliados em modelo de memoria de procedimentos. Para os receptores
CB; existem mais evidéncias, ou seja, a administragdio do THC
prejudica aprendizado dependente de hipocampo em modelos de
memdria espacial (Ferrari, et al 1999; Heyser, et al 1993; Nakamura, et
al 1991; Varvel, et al 2001). Confirmando a participacdo do hipocampo
neste efeito, Hampson e Deadwyler (2000) mostraram que o prejuizo de
aprendizado induzido pelo WIN 55,212-2 esta relacionado a uma
diminuicdo da quantidade de potenciais de aglo registrados em
neurdnios hipocampais. Além disso, a infusdo intrahipocampal do THC,
WIN 55,212-2 ou CP55,940, prejudicou a memodria nos animais
avaliados no labirinto radial (Egashira et al., 2002), labirinto em T
(Suenaga et al., 2008) e no labirinto aquatico (Yim et al., 2008).

Nos experimentos seguintes mostramos que o efeito amnésico
do agonista A; poderia ser bloqueado pelo antagonista CB;, mas ndo
pelo agonista WIN 55,212-2. Por outro lado, o prejuizo de aprendizado
induzido pelo agonista CB; foi atenuado pelo agonista A;, mas nao pelo
antagonista DPCPX. Embora tenhamos observado interacdo funcional
entre os receptores A; e CBj, outros autores demonstraram que a
inibicdo do PEPS induzida pelo agonista A; ndo sofre influéncia da
ativacdo ou do bloqueio dos receptores CB; e que a inibicdo do PEPS
induzida pelo WIN 55,212-2 ndo é alterada pela presenca do CCPA ou
do DPCPX (Serpa et al., 2009).

Esta aparente discrepancia pode ser justificada por dois
aspectos. Primeiramente, poderiamos sugerir que apesar da relagao entre
o efeito amnésico dos agonistas A; e CB; e a inibicdo do PEPS no
hipocampo, os protocolos possuem grandes diferengas do ponto de vista
de mecanismos envolvidos. Ou seja, enquanto Serpa e colaboradores
utilizaram eletrofisiologia de fatias de hipocampo — o que lhes permitia
conclusdes pontuais - nossos resultados decorreram da administracdo
sistémica interferindo em respostas comportamentais. Desta forma, néo
podemos descartar que outras areas cerebrais ou mesmos outros sistemas
de neurotransmissdo estejam participando do processo. Outra diferenca
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relevante encontra-se nas espécies utilizadas, enquanto Serpa e
colaboradores (2009) utilizaram fatias de hipocampo de ratos, nosso
trabalho foi desenvolvido com camundongos. Com relagdo as diferencas
entre espécies para 0s sistemas adenosinérgico e endocanabinéide,
Hoffman e colaboradores (2005) mostraram que a inibicdo da
transmissdo glutamatérgica induzida pelo WIN 55,212-2 era evidente
em fatias de hipocampo de camundongos CD1 e ratos Sprague-Dawley,
mas ndo em camundongos C57BL/6J. Além disso, ha evidéncias que
camundongos C57BL/6J possuam maiores niveis endogenos de
adenosina no hipocampo do que ratos Sprague Dawley (Hoffman et al.,
2010). Estas evidéncias séo reforcadas por trabalhos que demonstram
que o aumento no PEPS induzido pela teofilina é proporcional as
concentracGes endogenas de adenosina do hipocampo (Dunwiddie e
Diao, 1994; Brundege e Dunwiddie,1996).

Uma vez caracterizada a interacdo funcional entre os sistemas
adenosinérgico e endocanabindide, através dos receptores A; e CB;, no
controle da amnésia induzida por agonistas de ambos 0s receptores,
passamos a investigar o papel da regido CA1l do hipocampo nestas
interagcbes. O desenho experimental levou em consideracdo tanto a
ampla distribuicao dos receptores A; e CB; pelo SNC, quanto a intricada
comunicacdo entre neurdnios ndo sé dentro da formacdo hipocampal
(Brun et al., 2002), mas também através de aferéncias ou eferéncias com
outras areas do cérebro (Thierry et al., 2000). Desta forma, a interacao
A; x CB; na regido CA1 ndo poderia ser sugerida apenas com a infusdo
local de uma droga e o bloqueio dos seus efeitos através da
administracdo sistémica de outra, ou ainda a co-administracdo intra-
hipocampal de duas drogas seria inviavel por questdes relacionadas ao
tempo de difusdo da droga e ao estresse dos animais. Sendo assim,
optamos por realizar dois experimentos com objetivos semelhantes,
porém desenhados para mostrar a participacdo dos receptores A; e CB;
localizados na regido CA1 do hipocampo nos efeitos observados.

Uma vez que este é o primeiro relato da interagdo
comportamental dos sistemas adenosinérgico e endocanabindide, através
dos receptores A; e CB; localizados na regido CA1 do hipocampo,
tornam-se necessario buscar por evidéncias indiretas que sustentem tal
constatacdo. Em trabalho recente, Pandolfo e colaboradores (2011)
mostraram que o AM 251 inibe a captacdo de adenosina em
sinaptosomas de hipocampo de ratos. Caso este efeito fosse extrapolado
aos nossos resultados, as concentracfes de adenosina na sinapse
estariam aumentadas e potencializariam as a¢des do CCPA. Todavia
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observamos um bloqueio do efeito do CCPA ap6s a infusdo do AM 251.
Esta discrepancia poderia ser explicada pela diferenca entre as doses do
AM 251 utilizada em ambos os experimentos. A 1Cso do AM 251 nos
ensaios avaliando a inibigdo da captacdo de adenosina foi de 7,36 pM
(Pandolfo et al., 2011) enquanto que a concentra¢do infundida no
hipocampo em nossos experimentos foi de 1 uM, levando-nos a sugerir
que nas concentracGes utilizadas em nosso protocolo o AM 251 parece
nédo interferir com a captagdo de adenosina. Esta dose foi selecionada
baseada no trabalho de Nasehi e colaboradores (2009), os quais
realizaram uma curva dose resposta para 0 AM 251 infundido na regido
CAL de ratos e evidenciaram que a dose de 1 UM ndo exerceu efeito
algum sobre o aprendizado no teste da esquiva inibitdria, enquanto que
doses maiores foram capazes de reverter 0 prejuizo de aprendizado
induzido pela apomorfina. Por outro lado, no cerebelo a incubagédo
conjunta do agonista CB;, WIN 55,212-2, e do agonista A;, PIA,
produziu efeito proximo do aditivo (Selley et al., 2004). Ou seja, um
aumento de aproximadamente 80% da estimulacéo da ativacéo do [*°S]-
GTPyS, ou uma inibi¢do da produ¢do da AMPc induzida pela forscolina
de aproximadamente 60%, quando comparada a droga que produziu o
maior efeito incubada isoladamente (Selley et al., 2004). Estes
resultados sugerem que as vias de ativacdo de ambos 0s receptores
convergem parcialmente e que séo limitadas pela atividade da adenilato
ciclase. Além disso, caso pudessem ser extrapolados para células
hipocampais, reforcariam nossa hip6tese da participacdo do tbnus
endocanabindide, através da ativagdo do receptor CBy, no controle da
amnésia induzida pelo agonista A;.

A segunda interacdo confirmada através da infusdo de drogas na
regido CA1 do hipocampo foi a atenua¢do da amnésia induzida pelo
agonista CB;, WIN 55,212-2, apds a administracdo do agonista Ay,
CCPA.  Estes resultados sugerem que a exacerbacdo do ténus
adenosinérgico, via receptor A;, modula negativamente os efeitos da
ativagdo do receptor CB;. De acordo com estes resultados, Moore e
colaboradores (2000) mostraram que 0 metabolismo da adenosina
enddgena, pela presenca da enzima adenosina d-aminase, leva a um
aumento na ativacdo do [*°S]-GTPyS induzida por agonistas CB; ho
hipocampo de ratos. Recentemente foi demonstrado que a adenosina
endogena, ligando-se em receptores A; no hipocampo, regula
negativamente a inibicdo da liberagcdo de glutamato (Hoffman et al.,
2010) e de GABA (Souza et al.,. 2011) induzida pelo WIN 55,212-2 em
sinapses hipocampais. A participacdo do receptor GABAg, que também
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ativa proteinas G, e é expressado em interneurbnios semelhantes ao
receptores CB; (Neu et al., 2007; Sloviter et al., 1999), parece ndo estar
relacionada com este efeito (Souza et al., 2011) apontando para uma
interacdo seletiva entre receptores A; e CB; no hipocampo.

Nos resultados discutidos anteriormente, demonstramos que a
co-administracdo dos antagonistas A; e CB; exercia efeito pro-cognitivo
através de um aumento da liberacdo de glutamato. Por outro lado, o
papel da neurotransmissdo GABAérgica sobre o efeito amnésico de
agonistas CB; (Wise et al., 2009) ndo pode ser descartado. Uma vez que
o efeito inibitério de agonistas CB; sobre a exocitose de GABA em
interneurdnios hipocampais € critico para os prejuizos de memdria
espacial induzido por estas drogas (Hajos et al., 2000; Robbe e Buzsaki,
2009; Robbe et al., 2006). Entretanto, € importante lembrar que estes
interneurdnios recebem aferéncias de neurénios glutamatérgicos (Freund
e Buzsaki, 1996; Freund e Katona, 2007), que também expressam
receptores CB; (Katona et al., 2006; Kawamura et al., 2006) e A;
(Ochiishi et al., 1999). Sendo assim, ciente das limitacbes do nosso
protocolo, podemos sugerir que a ativacdo do receptor A; modula
negativamente o efeito amnésico do agonista CB;, WIN 55,212-2 e que
novos trabalhos serdo necessarios para melhor elucidar 0os mecanismos
de tal interacéo.

Com relagdo a um possivel mecanismo molecular, trabalhos
prévios mostraram que os receptores A; e CB; compartilham isoformas
da subunidade a da proteina G. Neste sentido Straiker e colaboradores
(2002) mostraram — através da inibicdo de potencias excitatérios em
culturas de hipocampo de ratos — que 0s receptores A; podem ligar-se as
seguintes isoformas da proteina G: Gyg1, Ggil, Gaiz € Gyiz; €Nquanto que
os receptores CB; ligam-se as isoformas: Gg, G € Gg3, Mas ndo a
G,i1. Esta e outras evidéncias (Moore et al., 2000; Selley et al., 2004)
poderiam justificar neuroquimicamente a interacdo A;/CB; Nossos
resultados sugerem que as vias de sinalizagdo estdo interligadas em
algum ponto, desta maneira a ativagdo ou bloqueio de um receptor pode
influenciar nos efeitos do outro (Selbie e Hill, 1998). Esta interacdo é
um fendmeno amplo que acontece em diferentes células, as quais
normalmente possuem muitos tipos de GPCR. Todavia, estes receptores
compartilham uma grande quantidade de segundos mensageiros e isto
aumenta a possibilidade de interacGes (Brink et al., 2010).

Nas ultimas décadas outro tipo de interagdo entre receptores
vem sendo sugerida. S&o as intera¢fes intramembrana receptor-receptor
que foram descritas inicialmente em diferentes areas do cérebro através
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de ensaios de binding (Fuxe et al., 1983). O mecanismo molecular para
estas interacdes foi proposto por Zoli e colaboradores (1993) através da
existéncia de homo ou heterodimeros de receptores. Atualmente, sugere-
se que a ligacdo de agonistas a um receptor provoca alteragdes
conformacionais que podem propagar-se ao outro e desta forma alterar a
afinidade do segundo receptor por seus ligantes (Ferre et al., 2007).
Uma vez que demonstramos a interacdo entre receptores A; e CB; na
modulacdo de memdrias dependentes de hipocampo, optamos por
utilizar um ensaio de binding para complementar & avaliacdo da
interacdo de ligantes de ambos os receptores. Apds a realizacdo deste
ensaio podemos perceber que somente o bloqueio dos receptores CB;
diminui a ligagdo méxima para o ligante radioativo do receptor A;, °H-
DPCPX. De maneira semelhante aos nossos resultados, Savinainen e
colaboradores (2003) demonstraram que os antagonistas CB;, AM 251 e
SR141716a, na concentragdo de 10uM, deslocaram para a direita a
curva para o ativacdo do [*°S]-GTPyS induzida pelo agonista A,, 2-
cloro-adenosina, sem reduzir o efeito maximo, sugerindo um mecanismo
de antagonismo competitivo. Nossos resultados demonstram que 0 AM
251, na concentracdo de 10uM, altera a afinidade de ligantes do receptor
A, por seu sitio de ligagdo. Sendo que alguns autores sugerem que este
efeito poderia estar associado as acGes do AM 251 como agonista
inverso (Pertwee, 2005).

Embora os receptores A; formem dimeros com os receptores
adenosinérgico A, dopaminérgico Dj, purinérgico Pyy; e
glutamatérgico mGLU; (Franco et al., 2005) e a existéncia de dimeros
para a receptor CB; seja proposta com os receptores dopaminérgico Dy,
M-opidide, adrenérgico B, € 0 adenosinérgico A,a (Hudson et al.,
2010). N&o existem trabalhos até o momento evidenciando ou
descartando a existéncia de dimeros A(/CB;. Apesar de nossos
resultados demonstrarem a interacdo e ensaios de binding servirem de
evidéncias iniciais para a formagdo de dimeros. Ndo podemos sugerir
gue existam heterodimeros A;/CB; no hipocampo de camundongos, pois
precisariamos acrescentar dados de experimentos utilizando técnicas de
BRET-FRET a nossos resultados. Todavia, até mesmo esta técnica tem
suas limitagdes, uma vez que receptores com distancias equivalentes a
até 50 nm sdo considerados dimeros (Gurevich e Gurevich, 2008).
Entretanto, a maioria dos pesquisadores aceita a existéncia de dimeros
em linhagens de células transfectadas apds a utilizacdo destas técnicas
de fluorescéncia bimolecular (Carriba et al., 2008).
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Apesar de Hoffman e colaboradores (2010) terem mostrado que
0 bloqueio dos receptores A; potencialize o efeito inibitério do WIN
55,212-2 sobre sinapses glutamatérgicas hipocampais, em nossos
experimentos o tratamento com o DPCPX ndo alterou a amnésia
induzida pelo WIN 55,212-2. Este fato poderia ser explicado pelas
caracteristicas do modelo da localizagdo de objetos, ou seja, 0 mesmo
possui um valor de exploracdo minimo (aproximadamente 50% do
tempo exploracdo do objeto) o qual ndo pode ser diminuido ainda mais,
impossibilitando-nos de evidenciar a interagdo DPCPX/WIN 55,212-2.
Um experimento simples, porém ndo realizado, que descartaria ou
corroboraria tal hipdtese seria a co-administracdo de uma dose sem
efeito de WIN 55,212-2 associada ao DPCPX. Outro resultado, sem
interacdo evidente a ser mencionado, é a amnésia induzida pelo agonista
A, CCPA, a qual ndo foi atenuada pela ativacdo dos receptores CB;.
Nesta linha de raciocinio, Souza e colaboradores (2011) demonstraram
que a inibicdo da liberacdo de glutamato em sinapses hipocampais néo é
inibida pela co-incubagéo do agonista CB; WIN 55,212-2, enquanto que
o efeito inibitorio do WIN € atenuado pelo CCPA, sugerindo que a acéo
modulatdria negativa dos receptores A; sobre os receptores CB; parece
ndo ser reciproca.

Por fim, embora os efeitos comportamentais tenham sido
observados no teste a administracdo das drogas foi realizada antes do
treino. Desta forma, ndo podemos afirmar que seus efeitos acontecam
somente na aquisicdo do aprendizado. Sendo mais coerente sugerir que
estdo influenciando tanto a aquisi¢do quanto o inicio da consolidacéo
deste aprendizado. Com relacdo a possiveis efeitos sobre a evocacéo, o
uso de intervalos entre treino e teste longos - 180 a 360 minutos — faz
com que efeitos residuais sejam pouco provaveis. Além disso, 0 tempo
de meia vida de todos os tratamentos varia entre 30 e 120 minutos
(Hunter et al., 1989; Perlstein et al., 2002; Vezzani et al., 1989; Wilaz et
al.,1994), fato que minimiza ainda mais a possibilidade de efeitos sobre
a evocacdo. Ainda, como qualquer alteracdo sobre a atividade
locomotora dos animais seria relevante para a interpretacdo dos
resultados. E importante destacar que nenhum dos tratamentos afetou a
ambulacdo dos animais durante o treino. Um possivel efeito ansiogénico
ou ansiolitico dos tratamentos que viesse a interferir na aquisicdo da
memdria é minimizado pela posicdo dos objetos no aparelho. Ou seja,
ambos foram colocados a uma distancia de 7 cm das paredes e por isso
localizavam-se proximas a elas. Dada a tendéncia natural dos
camundongos a explorar os cantos do aparato (File, 2001), o efeito de
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drogas sobre o nivel basal de ansiedade dos animais dificilmente
impediria que os mesmos explorassem os objetos durante o treino. E
fato que se tivéssemos registrado o tempo de ambulagdo no centro do
campo aberto durante o treino esta afirmacdo poderia ser feita com
maior énfase.

Desta forma, esta tese prop06s-se a estudar as interacfes as entre
0s sistemas adenosinérgico e endocanabindide, através dos receptores A;
e CB;, na modulacdo da memoria espacial em camundongos. O estudo
da interacdo entre receptores permitird a psicofarmacologia a busca por
tratamentos mais eficazes e com menos efeitos adversos. Primeiro
porque as psicopatologias estdo envolvidas com anormalidades em mais
de um sistema de neurotransmissdo e segundo porque a interacao
permitira a utilizacdo de doses menores de cada um dos farmacos. Uma
vez reduzidas as doses, aumentam-se as chances de ligacdo apenas no
sitio primario de cada droga, por consequéncia a facilidade de prever
efeitos adversos importantes. Com rela¢do aos sistemas adenosinérgico e
endocanabin6ide, ambos modulam diferentes  sistemas de
neurotransmissdo, permitindo potencializar ou inibir as acfes de
determinados neurotransmissores sem utilizar agonistas ou antagonistas
diretos de seus receptores.

Observando o conjundo de nossos resultados podemos sugerir
que o blogueio simultineo dos sistemas adenosinérgico e
endocanabinoide, através dos receptores A; e CBj, é uma alternativa a
ser considerada em situaces onde seja necessaria a melhora cognitiva.
Além disso, os efeitos do antagonista CB; sobre as a¢des mediadas pelo
receptor A;, apontam tanto para o papel dos eCBs sobre os efeitos de
agonistas A; quanto para uma possivel explicacdo para efeitos
inesperados do AM 251. Finalmente, uma vez que 0 prejuizo de
memoria é um limitante do uso clinico de agonistas CB; Caso a
atenuacdo dos efeitos de agonistas CB; pela ativacdo do receptor A;
limite-se as sinapses hipocampais, a associacdo das duas drogas seria
interessante para possibilitar as agdes do agonista CB; sobre outras &reas
cerebrais, sem as altera¢fes promovidas pela ativacdo deste receptor no
hipocampo.
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7. CONCLUSOES

O modelo da localizacdo de objetos é util para a avaliacdo de drogas
com potencial amnésico ou pré-mneménico em camundongos Swiss
machos;

O bloqueio do tdnus adenosinérgico e endocanabindide, através da
administragdo conjunta dos antagonistas dos receptores A; e CBy,
produz uma melhora cognitiva em doses 10-20 vezes menores do que
aquelas necessarias para produzir o mesmo efeito quando blogueados
isoladamente;

A melhora cognitiva da co-administracdo é dependente da liberacdo de
glutamato — em concentragdes que ndo alteram a viabilidade celular - e
da interagdo deste com os receptores NMDA no hipocampo e no cortex
pré-frontal;

O tdnus endocanabindide perece ser relevante para o efeito amnésico de
agonistas do receptor A;. Uma vez que a amnésia induzida pelo agonista
A, CCPA, pode ser bloqueada pelo antagonista CB;, AM 251. Este
efeito é mediado pelos receptores A; e CB; localizados na regido CAl
do hipocampo;

Por outro lado, a ativacdo do receptor A; na regido CA1 do hipocampo
atenua o prejuizo de aprendizado induzido pelo agonista CB;, WIN
55,212-2, apontando para o papel do receptor A; no efeito de agonistas
canabindides mediados pelos receptores CB; hipocampais.
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