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RESUMO

O sistema endocanabinoide estd diretamente relacionado a diversos processos fisiologicos,
como controle da homeostase, ingestdo de alimentos, comportamentos de luta ou fuga e em
processos neuroldgicos complexos, como a formacgao, consolidacao e evocacao de memorias,
sendo filogeneticamente conservado desde os primeiros vertebrados. Este trabalho teve como
objetivo descrever o gene codificador de um dos receptores desde sistema, o CB1, bem como
revelar suas caracteristicas bioquimicas em Homo sapiens e Danio rerio, investigando a
possivel existéncia de uma homologia entre os genes e seu receptor proteico associado, além
de analisar o potencial uso do D. rerio para estudos sobre a influéncia do sistema
endocanabinoide nos processos formagdo, consolidagdo e evoca¢do de memorias. A
metodologia adotada para este estudo exploratorio e descritivo foi a revisao bibliografica sobre
o sistema endocanabinoide, sua relacdo filogenética, a expressao do gene e seu receptor proteico
em artigos cientificos e periddicos, além do uso de ferramentas de biologia computacional para
determinar o grau de similaridade entre os genes e o receptor das duas espécies. Concluiu-se
que hd uma similaridade significativa entre os genes e a proteina receptora, permitindo
considerar que o D. rerio ¢ um modelo bioldgico compativel para os estudos da influéncia do
sistema endocanabinoide nos processos ligados a formacdo, consolidacdo e evocagdo de

memorias.

PALAVRAS-CHAVE: Canabinoides. Homologia. Receptor CB1. Sistema Endocanabinoide.



ABSTRACT

The endocannabinoid system is directly related to several physiological processes, such as
homeostasis control, food intake, fight or flight responses and in complex neurological
processes, such as memory formation, consolidation and evocation, being phylogenetically
conserved since the earliests vertebrates. This study aimed to describe the coding gene for one
of the receptors of this system, the CB1, as well as to reveal its biochemical characteristics in
Homo sapiens and Danio rerio, investigating the possible existence of a homology between the
genes and their associated protein receptor, in addition to analyzing the potential use of D. rerio
for studies on the influence of the endocannabinoid system on the processes of formation,
consolidation and evocation of memories. The methodology adopted for this exploratory and
descriptive study was the bibliographic review about the endocannabinoid system, its
phylogenetic relationship, the expression of the gene and its resulting protein receptor in
scientific articles and journals, in addition to the use of computational biology tools to
determine the degree of similarity between the genes and the receptor of the two species. It was
concluded that there is a significant similarity between the genes and the receptor protein,
allowing us to consider that D. rerio is a compatible biological model for the studies of the
influence of the endocannabinoid system in the associated processes to the memories formation,

consolidation and evocation.

KEYWORDS: Endocannabinoid System. Cannabinoids. CB1 receptor. Homology.
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1- INTRODUCAO

O sistema endocanabinoide é uma descoberta relativamente recente no meio cientifico.
Embora o principal constituinte psicoativo da Cannabis sativa, o A°-tetra-hidrocanabinol (A°-
THC) tenha sido descoberto em 1964 (GAONI; MECHOULAM, 1964), foi apenas em 1988

que o primeiro receptor canabinoide foi identificado em roedores (DEVANE et al., 1988).

As plantas do género Cannabis, popularmente conhecidas como maconha ou marijuana,
sdo cultivadas ha séculos por conterem propriedades medicinais e psicoativas (PERTWEE,
2006). Evidéncias indicam que estas plantas podem ter surgido originalmente na Asia Central
(MCPARTLAND, 2019) e, provavelmente, se espalharam pelo mundo através de rotas
migratorias e comerciais (MALCHER-LOPES, 2007), além de estarem entre as primeiras
plantas a serem usadas como medicamento, principalmente em rituais e cerimonias religiosas

(MATOS et al., 2017).

Embora a Cannabis spp. possa ser usada como fitoterapico (SMALL, 2015), ela ¢
historicamente considerada uma droga ilicita desde 1912, a partir da Convengao Internacional
do Opio (WILLOUGHBY, 1925), sendo a mais consumida do mundo (UNODC, 2016; WHO,
2016). A principal razao para seu uso de forma recreativa € o efeito de euforia, relaxamento e
alteragdo de percepcao, que inclui a intensificacdao de experi€éncias como comer, ver, ouvir € de
prazer durante as relagdes sexuais, além de aumentar a sociabilidade (HALL, 2003). Neste caso,
considera-se que o THC ¢ o responsavel pela fungdo psicotropica da planta, que ao entrar em

contato com os receptores endocanabinoides causa os efeitos citados (GOLCALVES, 2014).

A Cannabis spp. ¢ fonte de pelo menos sessenta e seis compostos da classe dos
canabinoides, dentre os quais destacam-se o A’-THC, o A%-tetrahidrocanabinol (AS-THC), o
canabidiol (CBD), o canabinol (CBN), o canabigerol (CBG), o canabicromeno (CBC), o
canabiciclol (CBL) e a canabielsoina (CBE) (ELSOHLY, 2002), sendo todos ligantes exdgenos

do sistema endocanabinoide.

Nas ultimas décadas, o interesse em conhecer os mecanismos de a¢do destes compostos
e seus efeitos sobre a satde tem se expandido, devido, principalmente, a demonstracao do
potencial de seu uso no tratamento de diversas doencas (SLEDZINSKI, 2020). Estudos clinicos
verificaram que os canabinoides melhoram a qualidade de vida de pacientes com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), cancer e portadores de doencas neuroldgicas e
neurodegenerativas, como a esclerose multipla e o Alzheimer (BONFA, 2008; MOLLINAR,
2020; WISNIEWSKI, 2014). As constatagdes positivas destes estudos com relacdo a sua



aplicabilidade terapéutica elevam, portanto, o grau de importancia da investigacdo cientifica
dos canabinoides e do sistema endocanabinoide, uma vez que possuem grande importancia

farmacologica e de qualidade de vida para pacientes com quadros clinicos complexos.

O sistema endocanabinoide ¢ uma grande e intrincada rede de neuromodulacio
espalhada por diversas partes do corpo de vertebrados e invertebrados (ELPHICK;
EGERTOVA, 2001), estando diretamente associado ao desenvolvimento do sistema nervoso
central e periférico bem como desempenhando papel fundamental no processamento cognitivo
e fisiologico (LU; MACKIE, 2021). Este importante sistema neuromodulador ¢ composto pelos
canabinoides enddgenos e seus respectivos receptores, assim como por enzimas responsaveis

pela sintese e degradagdo destas substancias (PACHER et al., 2006).

Os ligantes endogenos deste sistema sdo a araquidonoiletalonamida (anandamida, AEA)
(DEVANE et al., 1992) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) (MECHOULAM et al., 1995). A
AEA ¢ sintetizada a partir do precursor N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE), um fosfolipidio
presente na membrana plasmatica, pela acdo de clivagem da fosfolipase D (NAPE-PLD) (LIU
et al., 2006; DAINESE et al., 2020). Ja o 2-AG ¢ sintetizado a partir do precursor acido
araquidonico inativo, pela a¢do das enzimas diacilglicerol lipase (DAGL, DAGL, e DAGLg)
ou fosfolipase C (PLC) (MURATAEVA et al., 2014). Com relagdo a degradagdo, a AEA ¢
degradada por hidrolise pela enzima amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) em 4acido
araquidonico e etanolamina (LIU et al., 2006; DAINESE et al., 2020), enquanto o 2-AG ¢
degradado por hidrolise pela enzima monoacilglicerol lipase (MAGL) em acido araquidonico

e glicerol (MURATAEVA et al.,, 2014) (Figura 1).



Figura 1 - Vias metabolicas de biossintese e inativagdo de 2-AG e Anandamida
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2-AG: 2-araquidonoil glicerol; MAGL: Monoacilglicerol lipase; DAGL: Diacilglicerol lipase; EC:
Endocanabonoide; EMT: Transportador de membrana de endocanabinoides; PLC: Fosfolipase C; FAAH:
Amida hidrolase de acidos graxos; NAPE-PLD: N-acilfosfatidiletanolamina fosfolipase D; NAT: N-
acetiltransferase.

Fonte: GODOY-MATOS et al., 2006.

O sistema endocanabinoide possui dois receptores, o0 CB1 e 0 CBo (HOWLETT, 2005),
sendo ambos associados a proteina Gio, (PERTWEE, 2005). H4, ao menos, trés eventos
intracelulares que podem ser desencadeados por receptores desta categoria, incluindo a inibicao
da adenilato ciclase com consequente reducao dos niveis intracelulares de AMPc e da ativagao
de proteinas quinases A, mediando efeitos de curto e longo prazo; o estimulo da sinalizagao de
proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAP quinases); a inibi¢do de canais de Ca™

voltagem dependentes e estimulo de canais de K*, reduzindo o influxo de Ca* e aumentando a



saida de K" da célula; e estimulo da fosfatidilinositol-3-quinase ¢ consequente mobiliza¢do
intracelular de Ca*? (para revisdo ver GUZMAN, SANCHES; GAVE-ROPERH, 2002) (Figura
2).

Figura 2 - Mecanismos de transdugéo intracelulares apds a ativac@o de receptores canabinoides do tipo CB;

THC: Tetrahidrocanabinol; AC: Adenilato ciclase. AMPc¢: Monofosfato ciclico de adenosina; K*: Potassio;
Ca®": Calcio; G: Proteina G.
Fonte: HONORIO; ARROIO; SILVA, 2006.

Os receptores CBj sdo encontrados principalmente, ainda que ndo exclusivamente, no
sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) e estao associados a sinalizacao de analgesia,
controle motor, cognicdo, memdria, respostas emocionais € homeostase em humanos e
mamiferos (WALKER; HOHMANN, 2005; CAGNI, 2012). J& os receptores CB: sdo
encontrados nas células do sistema imune e sao, provavelmente, moduladores da liberagao de
citocinas e migracao celular do sistema imunologico (PERTWEE, 2006), estando
frequentemente relacionados a sistemas periféricos, mas podendo, também, ser encontrados no

SNC, atuando nas células da microglia (HOWLETTet al., 2002).

O receptor CBj possui duas variantes, 0 CB1a € 0 CBi» (RYBERG et al., 2005; SHIRE
etal., 1995), e estima-se que estas variantes integrem menos que 5% do total de receptores CB1

em humanos. Estudos indicam que as variantes CBi. ¢ CBip podem ser unicas da espécie



humana, uma vez que ndo foram identificadas em roedores (XIAO et al., 2008). Até o momento
ndo foi identificada diferenga significativa na afinidade das variantes para os agonistas
exodgenos do receptor CBj, entretanto, ndo se sabe se estas desempenham funcao semelhante

ou igual ao receptor primario, em termos de eficacia e potencial (XIAO et al., 2008).

Apesar de ndo terem sido identificadas as variantes do receptor CB; em outros
organismos além dos seres humanos, o sistema endocanabinoide parece ser evolutivamente
conservado (WOLKERS et al, 2015; WOLKERS; MECESCAL-DE-OLIVEIRA;
HOFFMANN, 2017; ELPHICK; EGERTOVA, 2005). As enzimas responsaveis pela produgio
e degradacdao dos ligantes enddgenos do sistema endocanabinoide (AEA e 2-AG) foram
identificadas desde nematodeos, como o Caenorhabditis elegans e cnidarios como a Hydra
viridis, até teledsteos como o Danio rerio e vertebrados terrestres como o Gallus gallus, o que
indica que sua origem evolutiva ¢ filogeneticamente conservada (ELPHICK; EGERTOVA,
2005).

Supde-se que os receptores CB; e CB; estejam presentes em todos os ancestrais comuns
aos eucariotos (ELPHICK; EGERTOVA, 2005), o que indicaria que sua existéncia é anterior
aos atuais vertebrados e invertebrados, ainda que isso ndo signifique que todos os eucariotos
utilizem estes receptores com a mesma funcao; alguns organismos podem ter desenvolvido seu
proprio sistema endocanabinoide com seus proprios receptores e ligantes endogenos diferentes

daqueles conhecidos em humanos e outros mamiferos (ELPHICK; EGERTOVA, 2005).

Os receptores do sistema endocanabinoide como conhecemos, ou seja, com as fungdes
descritas anteriormente, foram identificadas em baiacus, como o Fugu rubripes, e peixes
menores como D. rerio, o que indica que a existéncia dos receptores CB1 e CB: pode ser
tracado, pelo menos, até os primeiros teleésteos (YAMAGUCHI; MACRAE, BRENNER,
1996; SODERSTROM; JOHNSON, 2000; 2001). Estes receptores foram também descritos em
Chondrichthyes, como tubardes e arraias, € em cordados mais primitivos, incluindo os peixes

agnatas como as feiticeiras e as lampreias (ELPHICK; EGERTOVA, 2005).

Neste contexto, considerando a sua conservacao do ponto de vista evolutivo, o uso de
peixes como o D. rerio como modelo biologico para o estudo do sistema endocanabinoide e
dos efeitos de substancias canabinoides endogenas e exdgenas sobre fungdes fisiologicas ganha
destaque, considerando o crescimento no uso desta espécie para estudos neurofarmacolédgicos,
bem como seu baixo custo e a facilidade de criagio e manutencdo (KALUEFF;

ECHEVARRIA; STEWAERT, 2014). Ao considerar que o uso destas substincias para o



tratamento de diversas patologias vem crescendo, a compreensdo dos mecanismos fisioldgicos
e moleculares pelos quais elas interagem com os sistemas neurais, bem como os possiveis
efeitos colaterais causados pela sua utilizagdo devem ser investigados, visando a adequagdo na
indicacao de seu uso, avaliando-se seu custo-beneficio. Neste contexto, o presente estudo busca
tracar a similaridade entre o receptor CB; humano e D. rerio com vistas a utilizacdo desta
espécie para estudos avaliando o efeito de substancias canabinoides sobre os processos de
formagdo, consolidacao e evocagao de memorias, ja que esta ¢ uma funcao neural altamente
influenciada pela acao do sistema endocanabinoide (MILLER, 1978; DE SOUZA et al., 1994;
ERICKSON et al., 2006; LI; KIM, 2017; COHEN et al., 2020).



2 -OBJETIVO GERAL

Descrever o gene codificador do receptor CB; ¢ a proteina codificada, e avaliar a sua
similaridade entre seres humanos (H. sapiens) e zebrafish (D. rerio) por meio de ferramentas
de biologia computacional, prospectando sua utilizagdo como modelo biolégico para o estudo

da memoria.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
v" Descrever o gene codificador do receptor CB; € suas isoformas em H. sapiens e D. rerio.

v' Investigar a existéncia de homologia entre o gene codificador do receptor CBi em H.

sapiens com o peixe D. rerio;

v" Checar a existéncia de homologia entre os aminoacidos do receptor CB1 de H. sapiens

com o CBi de D. rerio e inferir sua fungao;

v' Analisar o potencial uso do D. rerio para estudos da influéncia do sistema canabinoide

nos processos de formagao, consolidagdo e evocacao de memorias.



3 - METODOLOGIA

O estudo exploratério e descritivo foi realizado baseando-se em revisao bibliografica e
no uso de ferramentas de biologia computacional para obtencdo de dados sobre o receptor

endocanabinoide CB1 em H. sapiens e em D. rerio.

A revisdao da literatura nas bases de dados Google Scholar, SciELO, PubMed e
Periodicos Capes utilizou como entrada as seguintes palavras-chave: “sistema
endocanabinoide”, “receptor CB;”, “isoformas CBia ¢ CB1p”, “canabinoides exdgenos e
memoria” e seus correspondentes em inglés. Além disso, os termos foram combinados

utilizando o operador booleano “AND” para compor a estratégia de busca.

A localizagdo cromossdmica dos genes codificadores do receptor CBi, assim como a
descri¢do da sua composi¢do, foi obtida a partir do banco de dados Genetics Home References
(https://ghr.nlm.nih.gov/) (NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2021). As sequéncias de
de nucleotideos e residuos de aminoacidos (FASTA) do gene do receptor CB1 de H. sapiens e
D. rerio foram obtidas no banco de dados NCBI - National Center of Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e no UniProtKB — UniProt Knowledge base
(https://www.uniprot.org/). A ferramenta ProtParam (https://web.expcasy.org/protparam/)
(GASTEIGER et al., 2005) no banco de dados Expasy, foi utilizada para revelar as
caracteristicas moleculares, como o percentual individual de aminoécidos na composi¢ao da
proteina, peso molecular e composicdo atomica. A  ferramenta  Protter
(http://wlab.ethz.ch/protter/) foi utilizada para revelar a estrutura secundaria das proteinas. Foi,
ainda, utilizada a plataforma The Zebrafish Information Network — Zfin (https://zfin.org/) para
descri¢ao do gene e proteina em D. rerio. Analise comparativa (analise de identidade e grau de
similaridade) do gene CNR! e da proteina CB; de H. sapiens e D. rerio foram feitas utilizando
a ferramenta BLAST - Basic Local Alignment Search  Tool  (https:/
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), selecionando a opc¢do “Nucleotide>Nucleotide; e
selecionando a opcao “Protein>Protein”, seguindo como “Non- redundant protein sequences
(nr)” no topico “Database”. A titulo de comparagdo, em ambas as analises ocorreu inser¢ao do
taxid: 7955 no tdpico “Organism”. Nesta analise, a identidade (%) revelou a quantidade de
matches entre as sequéncias e o valor estatistico (E-value). Estes dados foram levantados no

periodo de outubro/2021 a fevereiro/2022.



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 GENE DO RECEPTOR CANABINOIDE 1 (CB1) DE Homo sapiens - CNRI
4.1.1. Definicdo do gene CNR1

O CNRI ¢ o gene que codifica um dos receptores canabinoides, o receptor CB1. Este
receptor ¢ membro da familia dos receptores acoplados a proteina G, que inibem a atividade da
adenilato ciclase de forma dose-dependente e estéreo seletiva. Ele esta localizado no
cromossomo 6, na regido 6ql4-15 (Figura 3), e ¢ amplamente expresso no sistema nervoso
central, principalmente no encéfalo (RPKM 6.2), além de outros tecidos, incluindo o tecido

adiposo (RPKM 2.7) (gene ID: 1268) (NCBI, 2022a) (Figura 4).

Figura 3 - Localizagdo do gene CNRI no cromossomo 6 (6q14-15) de Homo sapiens (linha azul)

p26.3 p24.2 p223 p221 p2131 p211 pl2.3 p121 q2 q13 qid1 qid3 q16.1 q16.3 q21 221 q22.31 q22.33 q23.2 241 q24.3 q25.3 q26 g2
( :

Fonte: NCBI, 2022a.

Figura 4 -Expressao do gene CNRI em Homo sapiens em 27 tecidos humanos expresso em RPKM (reads per
kilobase por milion mapped reads)

[e=]

RPKM

Amostras

Fonte: Adaptado de NCBI (2022a)
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4.1.2. Isoformas do gene CNR1

O gene CNRI pode passar por splicing alternativo dentro da extremidade 5° do quarto
éxon, gerando duas isoformas, a CB1a € a CB1p (SHIRE et al., 1995; RYBERG et al., 2005;
XIAO et al., 2008), produzindo proteinas com regides N-terminais alternativas, quando
comparadas com o receptor CBi. De acordo com Shire et al. (1995), o CB1a € o resultado do
splicing incomum gerado a partir do mRNA que codifica o CB; e ndo de um éxon separado
como normalmente acontece (SHIRE et al., 1995). Quando expresso o CB1a ¢ traduzido em um
receptor formado por 61 residuos de aminoéacidos a menos que o receptor CB1, com 28 residuos
de aminoacidos diferentes na regido N-terminal (SHIRE et al., 1995). Ja o CBip € uma segunda
variante de splicing, onde 99 bases da porcao codante sdo retiradas do mRNA, levando a uma

dele¢do in-frame de 33 aminoacidos (RYBERG et al., 2005).

Estudos indicam que o mRNA do receptor CB; € o transcrito mais abundante e que as
variantes CB1a e CBjp representariam menos que 5% do total de receptores CB1 (XIAO et al.,
2008). Em estudos mais recentes, Bagher et al. (2013) e Gonzalez-Mariscal et al. (2016)
demonstraram que, em um nivel funcional, os receptores CB; s3o mais abundantes que as
variantes CB1, ¢ CBip nas regides encefalicas avaliadas, entretanto ndo se sabe se os niveis
destas trés isoformas de receptores canabinoides pode mudar durante o desenvolvimento,
envelhecimento ou em estados mentais alterados. Ha evidéncias, por exemplo, que os niveis de
mRNA das variantes do receptor CB; varie em linfonodos de pacientes portadores de linfoma
ndo-Hodgkin (GUSTAFSSON et al., 2008). J4 em outros tecidos periféricos, como nos
hepatdcitos, foi encontrada predominéncia da isoforma CB1v, enquanto nas ilhotas pancreaticas
a expressdo das isoformas CBi» € CB1a foram de 60% e 25% respectivamente da expressao da

isoforma CB1 (GONZALEZ-MARISCAL et al., 2016).

Estas trés variantes transcritas de receptores canabinoides apresentam um padrdo de co-
expressdo no encéfalo humano, e foi demonstrado que cada uma delas pode formar
homodimeros e heterodimeros em células embrionarias humanas de rim (HEK 293A), de forma
espontanea, na auséncia de ligantes canabinoides, com maior afinidade para formacao de
homodimeros que heterodimeros. Além disso, o padrao de co-expressao do receptor CB; e cada
uma das isoformas aumenta a expressdo do receptor na superficie celular e aumenta a
fosforilagdo da ERK dependente da proteina Gin, em resposta a agonistas canabinoides,
demonstrando que as isoformas CBia € CB1» podem desempenhar um papel importante no

funcionamento do sistema endocanabinoide (BAGHER et al., 2013).
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4.1.3. Caracterizacao bioquimica do receptor CB1

O gene CNRI, quando expresso, da origem ao receptor CBi. O receptor CB1 media
diversos efeitos induzidos por substancias canabinoides endogenas e exogenas, incluindo a
modulacdo da ingestdo de alimentos, da memoria, de atividades locomotoras, da nocicepgao,
entre outros. O receptor CB; tem uma localizacdo pré-sinaptica (Figura 1), e sua ativagao
influencia a sinalizagdo sindptica e a liberacdo de neurotransmissores. Esta localizagdo foi
demonstrada por meio da demarcacdo das regides N-terminal e C-terminal da proteina

utilizando anticorpos e a observagdo em microscopia eletronica (para revisao ver LUTZ, 2002).

A sinalizagao desta proteina receptora tipicamente envolve a reducao dos niveis de
AMPc (RYBERG et al., 2005). O receptor CB; esta associado a proteina Gio, que promove a
inibi¢do da enzima adenilato ciclase, reduzindo os niveis intracelulares de AMPc e gerando os
efeitos inibitérios do receptor (PERTWEE, 2005). Além disso, a ativagdo do receptor também
promove a inibicdo de canais de Ca™? voltagem dependentes e a abertura de canais de K",
modulando a liberagao de neutotransmissores na fenda sinaptica. No hipocampo, por exemplo,
a ativagdo retrograda de receptores canabinoides esta envolvida na indugdo de um evento
denominado supressdo da inibi¢ao induzida pela despolarizacao (DSI), no qual a ativacao de
receptores canabinoides inibe transitoriamente a liberagdo do neurotransmissor acido gama-

aminobutirico (GABA) (LUTZ, 2002).

O receptor CB; (UniProtKB: P21554-1) ¢ constituido por uma sequéncia de 472
aminoacidos e sua massa molecular ¢ de 52.858 Da. A tabela 1 apresenta a composi¢do de
aminoacidos da sequéncia primaria do receptor CBi. A proteina apresenta um total de 39
residuos de aminoacidos carregados negativamente (Asp + Glu) e 44 residuos de aminoacidos
carregados positivamente (Arg + Lys) e sua meia vida estimada ¢ de 30 horas em reticuldcitos

de mamiferos (in vitro) (GASTEIGER et al., 2005).
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Tabela 1 - Composi¢ao e frequéncia de aminoacidos da sequéncia primaria do receptor CB; de Homo sapiens

Aminoacido | Abreviatura | Quantidade | Frequéncia (%)

Alanina Ala 34 7,2
Arginina Arg 20 4,2
Asparagina Asn 17 3,6
Aspartato Asp 24 5,1
Cisteina Cys 13 2,8
Glutamina Gln 14 3,0
Glutamato Glu 15 32
Glicina Gly 21 4,4
Histidina Hs 13 2,8
Isoleucina Ile 38 8,1
Leucina Leu 53 11,2
Lisina Lys 24 5,1
Metionina Met 16 3,4
Fenilalanina Phe 28 59
Prolina Pro 16 3,4
Serina Ser 40 8,5
Treonina Thr 29 6,1
Triptofano Trp 5 1,1
Tirosina Tyr 14 3,0
Valina Val 38 8,1
Pirrolisina Pyl 0 0
Selenocisteina Sec 0 0

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do ProtParam (GASTEIGER et al., 2005) com base
na sequéncia de aminoacidos no formato FASTA.

A sequéncia de aminoacidos (FASTA) ¢ apresentada na Figura 5 e a predicdo da
localiza¢dao dos dominios transmembrana citoplasmaticos e nao citoplasmaticos apresentada na
Figura 6. E possivel observar a distribuicio dos sete dominios transmembrana e dos dominios
citoplasmaticos C-terminal e extracelular N-terminal e, ainda, 4 possiveis sitios de N-

glicosilacdo.



Figura S -Sequéncia de aminoacidos no formato FASTA do receptor CB; de Homo sapiens

1a
MESILDGLAD
51
TSFRGSPFQE
116
NFMDIECFMW
1ed
PSYHFIGSLA
218
TASVGSLFLT
260
PLLGWNCEKL
318
AHSHAVRMIQ
3668
VLIICWGPLL
416
SKDLRHAFRS
466
KSTWVEIAKVT

28
TTERTITTDL
Pl
KMTAGDHPQL
128
LNPSQOLALA
176
VADLLGSVIF
228
AIDRYISTIHR
278
QSVWCSDIFPH
326
RGTOKSITIIH
376
AIMVYDWFGHK
428
MFPSCEGTAQ
478
MSWSTDTSAE

EL)
LYWESHNDIOY
B
VPADQVNITE
13&
VLSLTLGTFT
188
VYSFIDFHVF
238
PLAYKRIVTR
288
IDETYLMFWI
EEL)
TSEDGEVONT
EE1]
MNELIKTVEA
428
PLDNSMGDSD

AL

4
EDIKGDMASK
L]
FYNEKSLS5FK
14a
VLENLLWLCY
1%a
HREDSRNVFL
248
PEAVVAFCLM
208
GVTSVLLLFI
248
RPDQARMDIR
398
FCSMLCLLNS
448
CLHKHANMNAA

5a
LGYFPQKFPL
lea
ENEENIQCGE
15a
ILHS5R5LRCR
208
FEKLGGWTASF
258
WTIAIVIAVL
Jea
WYY MY TLWE
358
LAKTLVLILY
468
TVHPIIYALR
458
SVHRABAESCT

Fonte: UNIPROT, 2022a.
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Figura 6 -Predicdo da localizagdo dos dominios transmembrana citoplasmaticos e ndo citoplasmaticos a partir

do Protter do receptor CB de Homo sapiens
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Fonte:Adaptada de OMASITS et al., 2014.

Como observado, o receptor CB; possui sete dominios transmembrana e pertence a
superfamilia das rodopsinas. Em sua regido C-terminal, pode interagir com duas Proteinas de
Interagdo do Receptor Canabinoide chamadas CRIP1, € CRIP1b. A interacao da proteina CRIP1,
atenua de forma constitutiva, mas ndo agonista-dependente, a inibi¢do do canal voltagem-
dependente de Ca*'nos neurdnios, diminuindo a agdo do receptor (NIEHAUS et al., 2007),
modulando e alterando a interagdo do receptor CB1 com a proteina Giio (OLTRABELLA et al.,
2017).
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Este receptor possui duas isoformas identificadas como CBi1a (UniProtKB: P21554-2) e
CBib (UniProtKB: P21554-3), diferindo em sua composicdo de aminodcidos na regido N-
terminal (SHIRE et al., 1995). A isoforma CBia possui uma sequéncia de 411 aminoacidos e
massa molecular de 45.874 Da. Apresenta 61 aminoacidos a menos que a isoforma CBj,
diferindo nos 28 primeiros aminoacidos da regido N-terminal (SHIRE et al., 1995). A tabela 2
apresenta a composi¢ao e a frequéncia de aminoacidos da sequéncia primaria do receptor CBia.
A proteina apresenta um total de 28 residuos de aminoacidos carregados negativamente (Asp +
Glu) e 37 residuos de aminoacidos carregados positivamente (Arg + Lys) e sua meia vida
estimada ¢ de 30 horas em reticuldcitos mamiferos (in vitro) (GASTEIGER et al., 2005). A
sequéncia de aminoacidos (FASTA) da isoforma CBi, € apresentada na Figura 7 ¢ a predi¢ao
da localizag¢ao dos dominios transmembrana citoplasmaticos e nao citoplasmaticos apresentada

na Figura 8.

Tabela 2— Composicdo e frequéncia de aminoacidos da sequéncia primaria do receptor CB1, de Homo sapiens

Aminoacido | Abreviatura | Quantidade | Frequéncia (%)

Alanina Ala 33 8,0
Arginina Arg 18 4,4
Asparagina Asn 13 3,2
Aspartato Asp 16 3,9
Cisteina Cys 14 34
Glutamina Gln 11 2,7
Glutamato Glu 12 2,9
Glicina Gly 15 3,6
Histidina Hs 13 32
Isoleucina Ile 34 8,3
Leucina Leu 47 11,4
Lisina Lys 19 4,6
Metionina Met 15 3,6
Fenilalanina Phe 22 5,4
Prolina Pro 15 3,6
Serina Ser 37 9,0
Treonina Thr 26 6,3
Triptofano Trp 6 1,5
Tirosina Tyr 10 2,4
Valina Val 35 8,5
Pirrolisina Pyl 0 0
Selenocisteina Sec 0 0

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do ProtParam (GASTEIGER et al., 2005)
com base na sequéncia de aminoacidos no formato FASTA.



Figura 7 - Sequéncia de aminoacidos no formato FASTA do receptor CB,de Homo sapiens

16
MALQIPPSAP
68
NPSQOQLATAV
118
ADLLGSVIFY
168
IDRYISIHRP
218
SVCSDIFPHI
268
GTOQKSIIIHT
318
IMVYDVFGEM
368
FPSCEGTAQP
418
SVSTDTSAEA

28

3@

SPLTSCTWAD MTFSTKETSKE

76
LSLTLGTFTV
128
YSFIDFHVFH
178
LAYKRIVTRP
220
DETYLMFWIG
278
SEDGEVQVTR
328
NKLIKTVFAF
378
LDNSMGDSDC

2a
LENLLVLCVI
13@
REDSRMVFLF
13
KAVVAFCLMW
230
VTSVLLLFIV
288
PDOQARMDIRL
338
CSMLCLLNST
38e
LHKHANNAAS

48
MEENIQCGEN
ca
LHSRSLRCRP
148
KLGGVTASFT
1%
TIAIVIAVLP
248
YAYMY TLWEA
208
AKTLVLILVY
248
VNPIIYALRS
39
VHRAAESCIK

5@
FMDIECFMVL
lce
SYHFIGSLAV
158
ASVGESLFLTA
208
LLGWMNCEKLQ
258
HSHAVRMIQR
Jee
LITCWGPLLA
358
KDLRHAFRSM
408
STVEIAKNTM

Fonte: UNIPROT, 2022a.
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Figura 8 - Predicao da localizagdo dos dominios transmembrana citoplasmaticos e ndo citoplasmaticos a partir

do Protter do receptor CB1. de Homo sapiens
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A isoforma CBip possui uma sequéncia de 439 aminoacidos e massa molecular de
49.060 Da. Esta isoforma ¢ gerada pelo splicing que resulta em uma delecdo in-frame de 33
aminoacidos da proteina CB1 naregido N-terminal (RYBERG et al., 2005). A tabela 3 apresenta
a composicao de aminoacidos da sequéncia primadria do receptor CBi1». A proteina apresenta um
total de 35 residuos de aminodcidos carregados negativamente (Asp + Glu) e 40 residuos de
aminodacidos carregados positivamente (Arg + Lys) e sua meia vida estimada ¢ de 30 horas em
reticulocitos mamiferos (in vitro) (GASTEIGER et al., 2005) A sequéncia de aminoacidos da
isoforma CBl, ¢ apresentada na Figura 9, a predicdo dos dominios transmembrana

citoplasmaticos e ndo citoplasmaticos ¢ apresentada na Figura 10.

Tabela 3— Composi¢éo e frequéncia de aminoacidos da sequéncia primaria do receptor CBi, de Homo sapiens

Aminoacido | Abreviatura | Quantidade | Frequéncia (%)

Alanina Ala 33 7,5
Arginina Arg 19 4,3
Asparagina Asn 16 3,6
Aspartato Asp 21 4,8
Cisteina Cys 13 3,0
Glutamina Gln 12 2,7
Glutamato Glu 14 3,2
Glicina Gly 18 4,1
Histidina Hs 13 3,0
Isoleucina Ile 36 8,2
Leucina Leu 51 11,6
Lisina Lys 21 4,8
Metionina Met 15 34
Fenilalanina Phe 25 5,7
Prolina Pro 14 32
Serina Ser 37 8,4
Treonina Thr 28 6,4
Triptofano Trp 5 1,1
Tirosina Tyr 11 2,5
Valina Val 37 8,4
Pirrolisina Pyl 0 0
Selenocisteina Sec 0 0

Fonte: Os autores. Tabela construida com dados extraidos do ProtParam (GASTEIGER et al., 2005) com base
na sequéncia de aminoacidos no formato FASTA.



Figura 9 - Sequéncia de aminoécidos no formato FASTA do receptor CB1, de Homo sapiens

16
MKSTLDGLAD
51
KSLSSFKEME
118
MLLVLCVILH
166
DSRNWVFLFKL
218
VVAFCLMWTI
2608
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Fonte: UNIPROT, 2022a
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Figura 10 -Predi¢do da localizacdo dos dominios transmembrana citoplasmaticos e ndo citoplasmaticos a partir

do Protter do receptor CB1, de Homo sapiens
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Fonte: Adaptada de OMASITS et al., 2014.

Os receptores canabinoides CB; estdo localizados predominantemente no meio
intracelular na auséncia de ligantes, enquanto os dois receptores oriundos de splicing
alternativo, CB1a € CBip, estdo localizados na membrana plasmatica, quando expressos em

células HEK 293A. Diferengas no comprimento ou na sequéncia da regido N-terminal nas
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isoformas CB1a ¢ CBi1p quando comparadas ao CB;i poderia facilitar a localizagdo destas

variantes na membrana plasmatica (BAGHER et al., 2013).

Embora os conhecimentos acerca dos papéis biologicos desempenhados pelas isoformas
do receptor CB; ainda sejam restritos, a isoforma CBp parece ter relacdo com o metabolismo
de glicose. Estudos indicam que, o tecido pancreatico apresenta elevados niveis de expressao
do receptor CBi, sendo que a isoforma CB1, € expressa apenas nas células 3, regulando suas
fungdes (GONZALEZ-MARISCAL et al., 2016; BERMUDEZ-SILVA, 2008; KIM et al.,
2011; NAKATA; YADA, 2008). Gonzaléz-Mariscal et al. (2016) demonstraram que o sistema
endocanabinoide de ilhotas pancreaticas isoladas desempenham um papel importante na
redug¢do da secrecdo de insulina, colocando este receptor como um possivel alvo para o
desenvolvimento de terapias para o tratamento do diabetes ¢ da obesidade. Nas células
pancredticas o receptor CByp influencia a atividade da enzima adenilato ciclase e seu bloqueio
aumenta a secre¢do de insulina de forma glicose dependente (GONZALEZ-MARISCAL et al.,
2016).

Assim como muitos receptores acoplados a proteinas G, o receptor CB; apresenta sitios
de ligacao alostéricos, nos quais ligantes podem alterar a afinidade ou a eficiéncia dos ligantes
ortostéricos, alterando as ag¢des dos ligantes enddgenos, sendo possiveis sitios de intervencao

medicamentosa (ROSS, 2007).

4.2. ANALISE COMPARATIVA DO GENE CNR! E DA PROTEINA CB; DE Homo sapiens

E Danio rerio

Foi realizado o alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene CNR! de H. sapiens
contra o genoma completo do D. rerio (taxid: 7955). Os resultados demonstraram a presenga
de um gene cnrl em D. rerio (NM_212820.2) apresentando 76% de identidade (710/940 nt),
com E-value de 0 e 0% de gaps (6/940). Os resultados do alinhamento das proteinas
demonstraram a presenca de uma proteina receptora CB; em D. rerio (NP_997985.1)
apresentando 71% de identidade (341/482 aa) com positivos de 81% (395/482) e 5% de gaps
(26/482). Os alinhamentos de nucleotideos e aminoacidos sao apresentados nas Figuras 11 e

12.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_212820.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=YGMN3EBD016

Figura 11 - Alinhamento do gene CNRI de Homo sapiens e o gene cnrl de Danio rerio
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Figura 12 - Alinhamento da proteina receptora CB; de Homo sapiens e a proteina receptora CB de Danio rerio
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Fonte: NCBI, 2022b.

4.3. DESCRICAO DO RECEPTOR CB; DE Danio rerio

O gene cnrl em D. rerio esta localizado no cromossomo 20, na posi¢ao 902.412-915-
234 (Figura 13) (ZFIN, 2022; ENSEMBL, 2022). Apresenta duas variantes proteicas por meio
de splicing alternativo identificadas como CNRI-201 e CNRI-202, que, diferentemente do
transcrito em humanos e camundongos, os quais apresentam um Unico exon, apresentam dois e
trés exons, respectivamente (OLTRABELLA et al., 2017). Quando expresso, este gene origina
a proteina receptora CB; constituida por 475 aminoacidos massa molecular de 53.044 Da e sete
dominios transmembrana para ambas as variantes (UNIPROT, 2022a; 2022b). A sequéncia

FASTA de aminoacidos do receptor ¢ apresentada na Figura 14.
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O receptor CB1 em D. rerio ¢ ortologo ao receptor CB; de H. sapiens (PHANTER,
2022), sendo que, no que concerne a estimulagdo pelos endocanabinoides (AEA e 2-AG),
desempenha fungdes semelhantes ao observado em seres humanos, mediando a regulacao de
fungdes como atividade locomotora, respostas de fuga, ingestdo de alimentos, processos
inflamatorios, controle de estresse, sistema de recompensa e desenvolvimento neural (KRUG;
CLARK 2015; GOMEZ et al., 2008). Em outras espécies de peixes, como o Leporinus
macrocephalus, por exemplo, foi demonstrado que o sistema endocanabinoide pode estar
envolvido na modulagdo nocicep¢ao, mediando respostas de analgesia endoégena induzida por
estresse  (WOLKERS et al. 2015, WOLKERS; MECESCAL-DE-OLIVEIRA;
HOFFMAN;2017), tendo sido sugerido que receptores CB1 presentes na regido do telencéfalo
dorsomedial, regido supostamente homologa a amigdala (PORTAVELLA et al., 2004),
estariam envolvidos nesta resposta (WOLKERS; MECESCAL-DE-OLIVEIRA; HOFFMAN,
2017).

Em D. rerio, CB; é extensamente expresso no sistema nervoso central, sistema
digestivo, cabeca e odcitos (AGR, 2022). Estudo utilizando hibridizacao in sifu demonstrou a
expressao do gene cnrl na regido da area predptica, telencéfalo, diencéfalo e mesencéfalo, além
do bulbo olfatério em diferentes fases do desenvolvimento larval. No adulto, o gene cnrl ¢

altamente expresso no encéfalo, bago e testiculos (OLTRABELLA et al., 2017).

Assim como observado em seres humanos, o D. rerio também apresenta em sua regiao
C-terminal um sitio que pode interagir com uma proteina de Interagdo do Receptor Canabinoide
chamada CRIP;,, detectada no encéfalo do peixe ja durante seu estagio larval, incluindo regides

como tronco encefalico e mesencéfalo (OLTRABELLA et al., 2017).

Figura 13 - Localizagdo do gene cnrlem Danio rerio
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Figura 14 -Sequéncia de aminoécidos no formato FASTA do receptor CB; de D. rerio
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Fonte: UNIPROT, 2022b.

4.4. CANABINOIDES EXOGENOS E SEUS EFEITOS SOBRE A MEMORIA

Os efeitos dos canabinoides sejam eles enddgenos ou exdgenos sdo primariamente
mediados pelos receptores canabinoides CB; e CB2 (MATSUDA, 1997), como previamente
discutido. O receptor CB1, em especial, apresenta um papel mediador importante nos processos
de memoria e aprendizado, devido a sua localizagdo em areas relacionadas ao processamento
destas fung¢des no sistema nervoso central, como no cortex frontal, giro cingulado, cértex motor,

ganglio basal, hipocampo e cerebelo (MACKIE, 2005).

A aprendizagem e a formagao de memorias consistem em fungdes superiores do sistema
nervoso central e estdo relacionadas a aquisicdo de informagdes sobre nosso ambiente interno
ou externo que poderdo produzir modificagdes nos comportamentos exibidos, de forma
permanente ou transitoria. O processo de aquisicdo de memorias € construido por fases
sequenciais que se iniciam pela aquisi¢do da informacdo, seguida pela consolidagdo,

armazenamento e sua evocacao, quando necessario (LORENZINI ef al., 1999). A memoéria nao



26

se trata de processo unitario, mas de processos variados, incluindo tipos de memorias diferentes
que sdo processadas também por regides encefalicas distintas, que, no dia a dia, operam de

forma paralela, interagindo umas com as outras (HENKE, 2010).

Dentre os diferentes tipos de memorias, existem as memorias implicitas ou ndo
declarativas e as memorias explicitas ou declarativas (HENKE, 2010; KANDEL, 2014). A
memoria explicita apresenta-se de duas formas, memoria episédica e memoria semantica. A
memoria episodica, ou ainda, memoria autobiografica, ¢ utilizada para evocar informagdes
sobre acontecimentos, lugares, sons e experiéncias, enquanto a memoria semantica ¢ utilizada
para aprender o significado de palavras e conceitos novos (KANDEL, 2014; BARCLAY et al.,
1974, BLAKEMORE, 1977). J& as memorias nao declarativas envolvem a memoria de
procedimentos, habilidades motoras, de héabitos e condicionamentos, sendo responsavel por
armazenar informag¢des que sdo adquiridas sem consciéncia, € que orientam nosso

comportamento de modo inconsciente (SCHACTER, 1987).

As memorias podem, ainda, ser categorizadas de acordo com sua durabilidade, sendo
que a memoria de curto prazo se refere a um armazenamento limitado de informagdes por um
curto periodo de tempo, em geral, inferior a um minuto, e estas memorias devem ser evocadas
periodicamente para que continuem fazendo parte deste armazenamento até que possam ser
retidas por tempos mais prolongados, passando a fazer parte da memoria de longo prazo
(COWAN, 2008). A memoria de longo prazo, diferente da memoria de curto prazo, armazena
uma quantidade ilimitada de informagdes por tempo indefinido (RANGANATHAN, 2006;
BADDELEY, 1999). A memoria de trabalho ou memoria operacional trata-se de uma memoria
de curto prazo que ¢ marcada pela capacidade de manipulacdo das informagdes oriundas da
percepcao e da memoria de longo prazo armazenada, sendo, portanto, uma combinagdo de
diversos componentes da meméria (MILLER, 1956; BADDELEY et al., 1975; ERICSSON,
1995).

Evidéncias experimentais indicam que o hipocampo ¢ uma &area necessaria para a
aprendizagem associativa e formagcdo de memorias, tanto a curto quanto a longo prazo. O
hipocampo primata se conecta reciprocamente com todas as areas de associa¢do neocorticais,
seja diretamente ou indiretamente, a partir dos Cornos de Amon 1,2 e 3 (CA1l, CA2 e CA3) ou
do subculum para regides do cortex frontal (CF), temporal (CT), cingulado (CC) e retrosplenial
(CR), ou ainda por meio do cortex parahipocampal (CPh), perirrinal (CPr) ou entorrinal (CEr).
Além disso, o hipocampo recebe projegdes corticais com informacdes altamente elaboradas que

poderdo ser armazenadas na forma de memorias (para revisdo ver HENKE, 2010) (Figura 15).
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A ativagdo do hipocampo com estimulos de alta frequéncia a partir de regides como o CEr pela
via perfurante promovem potenciagdes de longa duracio (LTP do inglés long-term
potentitation) que consistem em um aumento da eficacia sindptica que pode durar horas, dias
ou até semanas, envolvendo a liberagdo de neurotransmissores excitatorios, como o glutamato,
atuando em receptores ndo-NMDA. As LTP sdo eventos eletrofisioldgicos necessarios a

formag¢ao de memorias de longo prazo (KANDEL, 2014).

Figura 15 - Circuito hipocampal humano relacionado a formacao de memorias declarativas.
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Fonte: Imagem modificada de KANDEL, 2014.

Estudos comportamentais em humanos demonstraram que canabinoides exodgenos
provenientes das plantas Cannabis spp., bem como o uso de canabinoides sintéticos (COHEN
et al., 2020) causam prejuizo nas memorias de curto-prazo (MILLER, 1978), na memoria
espacial (VASEGHI et al., 2018), na memoria condicionada (NASEHI, 2017), na memoria
aversiva (KERAMATI-NOJEDEHSADAT et al., 2017), na memoria de trabalho (COHEN et
al., 2020) e na memoria emocional (KHODAYAR et al., 2016), sendo a memoria de trabalho
e a de curto-prazo as mais afetadas (MILLER, 1978; DE SOUZA et al., 1994; ERICKSON et
al., 2006; LI; KIM, 2017; COHEN et al., 2020).

Os mecanismos especificos pelos quais o uso de canabinoides exdgenos causam
prejuizos na memoria ndo sdo completamente conhecidos. Estudos usando exames de imagem
demonstraram alteragdes fisicas no sistema nervoso central, causadas pelo uso de canabinoides,

na regido pré-frontal e limbica, associadas as funcdes cognitivas e emocionais (WEINSTEIN;



28

LIVNY; WEIZMAN, 2016). Além disso, as areas hipocampais associadas a formagdo de
memorias, como as regides CAl, 2 e 3 apresentam alta densidade de receptores CB1 (HEYSER
et al. 1993), o que pode sugerir que a alteracao da fun¢do do sistema endocanabinoide na regidao

do hipocampo esteja por tras dos prejuizos de memoria observados.

Canabinoides exdgenos podem aumentar a atividade do sistema endocanabinoide
(MASSA et al., 2004), mas ao contrario do que a logica propde, essa ativacdo nem sempre
reflete uma potencializa¢do do papel dos endocanabinoides; na verdade, em processos neurais
complexos os efeitos gerados pelos agonistas canabinoides ndo sdo capazes de imitar as agdes
do sistema endocanabinoide em sua condigdo fisiologica (RANGANATHAN; D'SOUZA,
2006). Provavelmente, esta diferenca entre a ativagdo deste sistema por agonistas exogenos €
endogenos se dé pelas diferentes formas de ativagdo dos receptores canabinoides para ambos
(MARSICANO, 2009; PERTWEE, 2008). A aplicacdo de agonistas exdgenos no encéfalo leva
a ativacdo generalizada dos receptores canabinoides na area de aplicacdo ou em todo o corpo
cerebral. J4 a ativagdo do sistema endocanabinoide pelos seus ligantes endogenos € regulada de
forma mais restritiva, limitadas pelo tempo de ativagdo e local (MARSICANO, 2009;
PERTWEE, 2008; STRAIKER; MACKIE, 2007). Neste sentido, acredita-se que apenas
algumas poucas células por um periodo curto de tempo (de segundos a minutos) estejam sob o
controle da ativagao fisiologica do sistema endocanabinoide, e esta seletividade celular permite
que o sistema endocanabinoide funcione de forma mais controlada. Durante uma atividade
neuronal especifica como o processamento das memorias, € possivel que o sistema
endocanabinoide seja ativado em regides limitadas do encéfalo e dentro de um periodo curto de
tempo, o que explicaria o porqué de as agdes generalizadas e duradouras dos agonistas exégenos
ndo imitarem as fungdes fisiologicas do sistema endocanabinoide (MARSICANO, 2009),

podendo ser responsaveis por prejuizos nestas fungdes.

Especificamente no que concerne a memoria e o papel do sistema endocanabinoide
hipocampal podemos citar a DSI, que se trata de uma fung¢ao eletrofisioldgica tipica do sistema
endocanabinoide no hipocampo (ALGER, 2002). Uma curta despolarizagdo dos neurdnios
piramidais do hipocampo induz a producdo e liberagdo de endocanabinoides, que irdo
retrogradamente atravessar a fenda sinaptica e ativar os receptores CB1 presentes nos terminais
pré-sinapticos dos interneuronios inibitérios GABAérgicos (ALGER, 2002; FREUND et al,
2003). Esta supressdao induz uma inibi¢do de curta duragdo da liberacdo do neurotransmissor
GABA, o que impede, temporariamente, as células piramidais de sua funcdo GABAérgica

inibitéria. Carlson et al. (2002) demonstrou que esta plasticidade sinaptica rapida e de curto
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prazo pode facilitar a indugdo da LTP dos neuronios piramidais, e como a LTP ¢ o modelo mais
conhecido para o armazenamento de informacgdes de longo prazo no encéfalo, ¢ provavel que a
supressao da DSI esteja diretamente envolvida com os processamentos de memoria no

hipocampo (MARSICANO, 2009).

Evidéncias de que o sistema endocanabinoide ¢ o principal sinalizador retrogrado da
DSI derivam de dois experimentos simultdneos de grupos independentes. Em ambos os
experimentos a DSI foi bloqueada pela aplicagdo de um antagonista do receptor CBi. Além
disso, a aplicagdo de um agonista do receptor CB; promoveu a oclusdo dos sitios de ligacao
para os endocanabinoides que os impediu de se ligarem nos mesmos receptores e causarem a
DSI (MAEJIMA et al., 2001; WILSON; NICOLL, 2001; MARSICANO, 2009). De acordo
com os autores, considerando que a DSI participa dos processos de memoria que em condigdes
fisiologicas acontecem de forma restrita em tempo e local, a ativagdo causada pelos agonistas
exogenos do receptor CB1 pode impedir a ativagao na hora e local adequados, da mesma forma
que um antagonista de CBj, resultando em prejuizo em fung¢des cerebrais complexas como a
memoria ¢ o aprendizado (MARSICANO, 2009; FRIDE, 2005; IVERSEN 2003; RIEDEL;
DAVIES, 2005).

Neste contexto, o uso de canabinoides exdgenos sintéticos ou extraidos de Cannabis
spp. poderiam prejudicar a formagdo e retengdo de memorias por meio da alteragdo dos
mecanismos fisioldgicos associados a geragdo de LTPs no hipocampo, por meio da inibigao ou
ativacdo da DSI. Os mecanismos envolvidos na formagdo de memorias ¢ o efeito dos
canabinoides sobre este processo ¢ um campo de pesquisas relativamente recente, sendo que
novos estudos sdo necessdrios para uma compreensdao mais aprofundada dos mecanismos

envolvidos nesta modulagao, utilizando-se diferentes ferramentas e modelos biologicos.

4.5. USO DO D. RERIO COMO MODELO BIOLOGICO PARA ESTUDOS DE MEMORIA
E SUA RELACAO COM O SISTEMA CANABINOIDE

Apesar de bem estabelecidos, os modelos biologicos para o estudo da memoria em
mamiferos, incluindo roedores, podem apresentar algumas desvantagens, principalmente por se
tratarem de modelos biologicos de alto custo, além da dificuldade de se acompanhar os efeitos
de determinadas substancias durante o desenvolvimento fetal, por exemplo, abrindo a

necessidade da definicdo de novos modelos biologicos nesta area do conhecimento.
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Nesta perspectiva, o uso de peixes e, em especial, do D. rerio como modelo biolégico
para o estudo de memoria e a sua relacdo com o sistema canabinoide apresenta uma série de
vantagens praticas como fertilizagdo externa e¢ a alta taxa de fecundidade que podem ser
controladas de forma mais eficiente; a transparéncia Optica, o que permite visualizar mudancas
estruturais e acompanhar o desenvolvimento encefalico larval sob a acdo das drogas citadas,

além do baixo custo de criagdo ¢ manutencao (KALUEFF, 2014; LAWRENCE, 2017).

Outro ponto a ressaltar ¢ que seu sequenciamento genético ¢ amplamente conhecido,
havendo bases de dados especificas para a espécie, como o Zfin (www.zfin.org), além de ser
facilmente manipuldvel do ponto de vista genético, o que permite a criagdo de animais com
mutagdes especificas por meio de técnicas de engenharia genética (HOWE, 2013). Apresenta,

ainda, ciclo de vida curto, o que favorece a avaliagdo de substancias no decorrer de varios

momentos da vida (BASNET, 2019).

Além disso, o D. rerio apresenta similaridade morfologica e genética significativa com
mamiferos, incluindo o ser humano, podendo atingir at¢ 80% em determinados genes.
Considera-se, ainda, que esta espécie de peixe € um excelente modelo comportamental, por
apresentar uma ampla gama de comportamentos complexos, incluindo comportamentos sociais,
de ansiedade, de aprendizagem e memoria, e respostas de luta e fuga, o que nos permite avaliar
também doencas neuroldgicas e psiquiatricas (FRIEDRICH, 2012; LANGE, 2012; MORRIS,
2009).

No que concerne, especificamente, o sistema endocanabinoide, o presente estudo
demonstrou que o D. rerio possui o receptor CB; que apresenta 76% de similaridade com o
receptor CB1 de H. sapiens na sequéncia de nucleotideos e 71% na sequéncia de aminoacidos,
sendo este considerado um gene ortdlogo ao de humanos. H4, ainda, evidéncias que o receptor
CBi de D. rerio se liga a compostos canabinoides e apresenta efeitos bioldgicos similares aos
observados em humanos (BRAIDA et al., 2007; JONES et al., 2008; VIVEROS et al., 2005;
STEWART; KALUEFF, 2014; AKHTAR et al., 2013; MIGLIARINI; CARNEVALLI, 2008,
2009; OSEI-HYAMAN et al., 2005; PAl et al., 2013).

Ha evidéncias que CBj de D. rerio, se ligam a canabinoides naturais extraidos da
cannabis, promovendo efeitos biologicos. Estudos demonstram que altas doses do canabinoide
exdgeno A’-THC causam mudangas na atividade locomotora em D. rerio, reduzindo a distincia
e velocidade do nado (VIVEROS et al., 2005; STEWART; KALUEFF, 2014). Ja a aplicacao

da AEA, via banho por duas horas nos ovos de D. rerio aumenta a taxa de transcricao do gene
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cnrl durante a fase de eclosdo, acompanhado por um aumento da expressdo de genes
relacionados ao crescimento e ao metabolismo lipidico, que inclui a proteina de ligacao do
elemento regulador de esterol e o fator de crescimento semelhante a insulina 1 ¢ 2 (OSEI-

HYAMAN et al., 2005; MIGLIARINI; CARNEVALLI, 2008; PAl et al., 2013).

A afinidade dos receptores canabinoides de D. rerio aos compostos sintéticos
conhecidos por apresentarem acdes agonistas e antagonistas neste receptor em mamiferos
também ¢ demonstrada em diversos estudos. O agonista canabinoide sintético WIN55212-2 se
liga aos receptores CB1, demonstrando efeitos ansioliticos em D. rerio adulto, aumentando seu
comportamento de cardume e diminuindo o estresse em teste de escototaxia (caixa claro/escuro)
(CONNORS et al., 2014). Em embrides, a exposi¢do a este mesmo agonista € ao agonista
sintético CP55940 causa edema pericardico e do saco vitelino (AKHTAR et al., 2013). Ja o
tratamento com o antagonista canabinoide SR141716A em D. rerio adulto provoca alteragdes
na atividade locomotora e nas preferéncias condicionadas de local, e em embrides aumenta
consideravelmente o tamanho do saco vitelino enquanto diminui a quantidade de lipidios na
regido do telencéfalo e ao redor dos olhos (BRAIDA et al., 2007; JONES et al., 2008).
Evidéncias indicam, ainda que a exposi¢do ao antagonista canabinoide sintético AM251
durante a embriogénese de D. rerio causa alteragdes nas taxas de eclosdo e atraso na motilidade

das larvas (MIGLIARINI; CARNEVALIL 2009).

Neste contexto, o D. rerio pode ser considerado um modelo bioldgico compativel para
o estudo dos efeitos de compostos canabinoides exdgenos em processos fisioldgicos, incluindo
processos de desenvolvimento neural e formagdo e retencdo de memorias. De fato, existem
protocolos experimentais que permitem avaliar a memoéria em D. rerio. H4 protocolos
estabelecidos, por exemplo, para a avaliacdo da memoria condicionada, utilizando-se choque
elétrico como estimulo incondicionado e luz como estimulo condicionado (XU et al., 2007). Ja
com relacdo & memoria episddica, Hamilton et al. (2016) desenvolveu um protocolo que
permite a avaliacdo deste tipo de memdria utilizando-se atributos que incluem a familiaridade
com arena de teste e objetos. Este protocolo experimental refinado permitiu demonstrar que o
D. rerio ¢ capaz de reconhecer qual objeto foi observado, o local onde o objeto foi visto € o
contexto (cor do tanque). Dessa forma, podemos concluir que ha na literatura testes que
permitem a avaliagdo de diferentes categorias de memdria, utilizando este peixe, permitindo

seu uso em uma abordagem neurofarmacoldgica utilizando-se de compostos canabinoides.

O uso do D. rerio como modelo bioldgico para o estudo do efeito destas substancias ¢

ainda favorecido pelas diversas vias de administracdo possiveis para esta espécie. Em
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experimentos utilizando peixes, ¢ possivel realizar a administracdo de drogas por meio de
dilui¢do na agua e consequente receptacdo branquial do composto (STEWART; KALUEFF,
2014), o que permite a aplicagao da substancia sem a necessidade de manipula¢ao do animal e
consequentemente, ocasionando menor risco de estresse durante os experimentos. Além disso,
pode-se, ainda, aplicar as drogas por via alimentar, por meio da suplementagdo da ragdo com
estas substancias (WOLKERS et al., 2012), o que também permite a administragdo com menor
risco de desencadear respostas de estresse. Ademais, o D. rerio também permite a aplicagdo de
drogas por meios diretos, incluindo a inje¢do intraperitoneal (KINKEL ez al., 2010) onde a dose
aplicada pode ser calculada com precisdo, além da possibilidade de se realizar injegdes
intracerebrais (BARBOSA-JUNIOR et al., 2012), o que permite avaliar o efeito de substancias

agindo diretamente no tecido encefalico.

Sendo assim, considerando a similaridade observada entre os receptores CB; humano e
piscio, além de todos os protocolos experimentais apresentados, consideramos que o D. rerio
pode ser um excelente modelo bioldgico para os estudos dos efeitos dos canabinoides exdgenos
sobre os processos neurais da formacao, consolidacao e evocagao das memdrias, bem como de
comportamentos relacionados a estes processos. A implementacdo de novos modelos
bioldgicos como este cria novas possibilidades para o desenvolvimento desta area cientifica,
com a realizag¢do de experimentos que permitem uma avalia¢do detalhada, durante as diferentes
fases do desenvolvimento do sistema nervoso, desde a fase larval até a maturidade,

possibilitando um maior aprofundamento na area.
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