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RESUMO

O canabidiol (CBD), principal constituinte ndo psicotomimético da Cannabis sativa,
apresenta propriedades ansioliticas e ¢ capaz de prejudicar a reconsolidagdo da memoria
aversiva contextual em ratos. Os mecanismos de acdo e as regides encefalicas envolvidas
nesses efeitos do CBD estdo sendo elucidados. O CBD age por meio de diversos alvos
farmacologicos, tais como os receptores canabinoides CB1, CB2 e os serotoninérgicos 5-
HTia. O antagonismo de receptores CB1 preveniu os efeitos do CBD sobre a reconsolidagao
da memoria. J4 o antagonismo de receptores 5-HTia preveniu os efeitos anti-
aversivos/ansioliticos do CBD. O antagonismo dos receptores CB2 prejudicou a consolidagao
da memoria. O hipocampo dorsal (HPCd) ¢ uma regido-chave na expressao e reconsolidagao
de memorias aversivas contextuais, embora poucos estudos investigaram tais aspectos em
fémeas. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do CBD sobre a expressdo e a
reconsolidagdo da memoria aversiva contextual em ratas e os possiveis mecanismos de a¢ao
envolvidos. A hipotese de trabalho ¢ que o CBD recruta receptores diferentes do HPCd para
produzir seus efeitos sobre a ansiedade e a memoria. Ratas Wistar adultas foram submetidas
ao condicionamento aversivo contextual (CAC) e, no dia seguinte, foram tratadas com CBD
(1, 3 ou 10 mg/kg, i.p.) ou veiculo (VEH) antes da sessdo de reexposi¢do por 5 min ao
contexto pareado. Houve reducdo significativa do comportamento de congelamento nos
grupos tratados com 3 ou 10 mg/kg de CBD em relacdo ao grupo controle. Esse efeito foi
prevenido em fémeas pré-tratadas intra-HPCd com WAY100635 (0,0001 pg/0,5uL;
antagonista 5-HT1a), mas ndo com AM251 (0,0002 ng/0,5uL; agonista/antagonista inverso
CB1) ou AM630 (0,001 pg/0,5uL; antagonista CB2), o que sugere que o CBD produz efeito
ansiolitico/anti-aversivo através da ativagdo dos receptores 5-HTia hipocampais.
Posteriormente, avaliamos o efeito do CBD nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg i.p. administradas
previamente a exposi¢do no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Neste teste, nenhum
efeito do CBD foi observado, independentemente da dose testada. A seguir, investigamos os
efeitos do CBD sobre a reconsolidagdo da memoria em ratas. Utilizamos novamente o CAC,
mas neste caso, ratas Wistar adultas foram reexpostas ao contexto pareado por 2 min e
imediatamente apds receberam CBD i.p. (10 mg/kg) ou intra-HPCd (30 nmol/0,5uL por
hemisfério). No dia seguinte e 7 dias mais tarde, elas foram avaliadas no contexto pareado e,
posteriormente, submetidas a sessdao de reinstalacdo. Os dados obtidos sugerem que a
administragdo sistémica ou local de CBD prejudicou a reconsolidagdo da memoria aversiva de
forma duradoura. Tal efeito (sistémico) foi prevenido em animais tratados intra-HPCd com
AM251, mas ndo AM630. Em conjunto, nossos resultados indicam um recrutamento
diferencial de receptores 5-HT1a e CB1 do HPCd nos efeitos do CBD sobre a ansiedade e
memoria em ratas.

Palavras-chave: canabidiol, hipocampo, memoria aversiva contextual, ansiedade,
reconsolidagao, fémeas.



ABSTRACT

Cannabidiol (CBD), the main non-psychotomimetic constituent of Cannabis sativa,
has anxiolytic properties and is capable of impair reconsolidation of contextual aversive
memory. The mechanisms of action and brain regions involved in these effects of CBD are
being elucidated. CBD acts through several pharmacological targets, such as CB1, CB2
cannabinoid receptors and 5-HTia serotonergic receptors. The antagonism of CBI1 receptors
prevented the effects of CBD on memory reconsolidation. Antagonism of 5-HTia receptors
prevented the anti-aversive/anxiolytic effects of CBD. Antagonism of CB2 receptors impaired
memory consolidation. The dorsal hippocampus (dHPC) is a key region in the expression and
reconsolidation of contextual aversive memories, although few studies have investigated such
aspects in females. The aim of this study was to investigate the effects of CBD on the
expression and reconsolidation of contextual aversive memory in rats and the possible
mechanisms of action involved. The working hypothesis is that CBD recruit’s different
receptors than dHPC to produce its effects on anxiety and memory. Adult Wistar rats were
subjected to contextual aversive conditioning (CAC) and the following day treated with CBD
(1, 3 or 10 mg/kg, systemic) or vehicle (VEH) before re-exposure session for 5 min to the
paired context. There was a significant reduction in freezing behavior in the groups treated
with 3 or 10 mg/kg of CBD compared to the control group. This effect was prevented in
females pretreated intra-HPCd with WAY 100635 (0.0001 pg/0.5uL; 5-HTia antagonist), but
not AM251 (0.0002 pg/0.5uL; CB1 inverse agonist/antagonist) or AM630 (0.001 pg/0.5 pL;
CB2 antagonist), which suggests that CBD produces an anxiolytic/anti-aversive effect through
hippocampal 5-HT)a receptors. Subsequently, we evaluated the effect of CBD at doses of 1, 3
and 10 mg/kg systemic administered prior to exposure in the elevated plus maze (LCE) test.
In this test, the effects of CBD were not observed in any of the doses tested, suggesting that,
in this test, there was no change in the behavioral parameters. Next, we investigated the
effects of CBD on memory reconsolidation in rats. We used CAC again, but in this case adult
Wistar rats were re-exposed to the paired context for 2 min and immediately afterwards
received CBD systemic (10 mg/kg) or intra-HPCd (30 nmol/0.5uLL per hemisphere). On the
following day and 7 days later, they were evaluated in the paired context and subsequently
submitted to a reinstallation session. The data obtained suggest that the systemic or local
administration of CBD impaired the reconsolidation of aversive memory in a lasting way.
Such a (systemic) effect was prevented in animals treated intra-HPCd with AM251, but not
AM630. Together, our results indicate a differential recruitment of HPCd 5-HTi1a and CBI
receptors in the effects of CBD on anxiety and memory in female rats.

Keywords: cannabidiol, hippocampus, contextual aversive memory, anxiety,
reconsolidation, females.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANABIDIOL: DA QUIMICA A FARMACOLOGIA

1.1.2 A quimica fundamental do canabidiol

O canabidiol (CBD) ¢ um dos mais de 150 compostos canabinoides, das mais de 400
substancias presente na Cannabis sativa. O CBD ¢ o segundo canabinoide mais abundante da
planta, ficando atrds apenas da molécula mais abundante, o A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC)
(NELSON et al., 2020). Quimicamente, através da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC, do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry), o CBD
recebe a denominacdo de 2-[(1R,6R)-3-metil-6-(prop-1-en-2-il)ciclohexo-2-en-1-il]-5-
pentilbenzeno-1,3-diol.

O CBD ¢ um terpenofenol de 21 carbonos, composto por um esqueleto
tetrahidrobifenil, um nucleo biciclico que representa um aduto formado pelo monoterpeno, p-
quimeno, e o derivado alquilresorcinol, olivetol, conforme ilustra a Figura 1 (BRUNETTI et

al., 2020; NELSON et al., 2020; SHAHBAZI et al., 2020).
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Figura 1. Representacio da estrutura quimica das moléculas de CBD e A9-THC. Tanto o CBD, quanto o
A9-THC, contém o esqueleto de tetrahidrodifenil. O CBD apresenta trés outras classes principais de
canabinoides (dibenzopiranos, benzopiranos e prenil-olivetois aciclicos) (A) e cinco variagdes estruturais
principais que ocorrem em todas as classes de canabinoides (B). Ambas as moléculas fazem parte dos mais de
150 canabinoides de origem natural (fitocanabinoides) encontrados no complexo metaboloma da Cannabis
sativa. Atualmente, ambos sdo os compostos mais abundantes e estudados da Cannabis sativa. Fonte: Nelson et
al., 2020.

O CBD emergiu na literatura cientifica na década de 40, quando Adams e
colaboradores (1940) o isolaram do extrato de Cannabis sativa. Entretanto, sua estrutura
quimica exata foi elucidada apenas em 1963, pela dupla de cientistas Rafaecl Mechoulam e
Youval Shvo (MECHOULAM e SHVO, 1963). Este ¢ um dos marcos historicos na quimica e
na farmacologia dos compostos canabinoides. O termo ‘“canabinoide” refere-se ndo apenas a
uma unica substancia, mas sim, a uma familia de compostos quimicos, de varias subclasses,
que atuam no sistema endocanabinoide (eCB). Atualmente, o termo canabinoide também
abrange os inimeros compostos sintéticos utilizados na pesquisa basica e clinica. Esses
compostos sdo derivados principalmente de modificagdes ndo enzimaticas e estereoquimicas
apos a produ¢do de um precursor comum. Por outro lado, o termo “fitocanabinoide” ¢

reservado aos constituintes naturalmente presentes nas plantas de Cannabis sp (NELSON et

al., 2020).
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O CBD e o A9-THC dividem os holofotes quando o tema aborda os derivados da
Cannabis sativa. Apesar de ambos apresentarem a mesma féormula molecular, C21H3002, € o
mesmo peso molecular 314,469 g/mol, eles ndo sdo a mesma molécula. O CBD e o A9-THC
sao enantiomeros estruturais e, como ilustra a Figura 2, o CBD ¢ um terpenoide obtido a partir
da alquilacdo de um alquilresorcinol com uma unidade de monoterpeno. Ja o A9-THC ¢
substituido na posicdo 1 por um grupo metil, na posi¢do 3 por um grupo 2,6-di-hidroxi4-
pentilfenil e na posi¢do 4 com um grupo propil-en-2-il (GAONI & MECHOULAM, 1963). A
diferenca estrutural ¢ facilmente reconhecida pela presenca de dois grupos hidroxila (OH) na
molécula de CBD, mas nao na de A9-THC (BRUNETTI et al., 2020, MECHOULAM et al.,
2002). Essa diferenca quimica-estrutural resulta em diferengas na farmacocinética (PK) e
farmacodinamica (PD), topicos que serdo abordados nas se¢des seguintes. Na terapéutica, de
forma simplista, o0 A9-THC apresenta efeito psicotomimético e euforiante, enquanto o CBD ¢

rotulado como nao psicotomimético, ndo euforiante e relaxante (MECHOULAM et al., 2014).

CBD R=H A>THC R=H
CBDA R=COOH A% THCA R=COOH

Figura 2: Estrutura quimica do canabidiol (CBD) e (-) - trans -A 9 —tetrahidrocanabinol (A9-THC).
Compostos terpenofendlicos de 21 carbonos que é formado apds a descarboxilagdo de um precursor do acido
canabididlico, ou sinteticamente com trifluoreto de boro (BF3) eterato. Fonte: Ujvary e Hanus, 2016.

1.1.3 Farmacocinética do canabidiol

A caracterizagdo da estrutura quimica e descoberta das rotas de sintese do CBD
permitiram grande avango no estudo dos efeitos farmacoldgicos em modelos experimentais.
Impulsionado por sua versatilidade, o CBD tem sido estudado como tratamento para diversas

doengas, principalmente, pela via oral (IZGELOV et al., 2020). O CBD, assim como outros


https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/can.2015.0012
https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/can.2015.0012
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medicamentos, usufrui da tecnologia farmacéutica, fato que possibilita melhora substancial na
biodisponibilidade e, consequentemente, no efeito terapéutico. Uma metanalise recente indica
que diversas outras vias de administracdo seguem sob avaliagdo, como por exemplo, a via
intravenosa, oromucosa, inalatéria, transdérmica ¢ fumada (MILLAR et al., 2018; WORLD
HEALTH ORGANIZATION et al., 2017).

A PK (farmacocinética, do inglés, pharmacokinetic) do CBD depende da via de
administracao, da frequéncia e da dose de exposicdo. De forma geral, o CBD ¢ altamente
lipossoluvel, caracteristica que favorece o deslocamento transmembrana no organismo. Por
outro lado, a baixa solubilidade aquosa (estimada em menos de 6%) dificulta a solubilizagao
no ambiente aquoso do trato gastrintestinal (AGURELL et al., 1981; MILLAR et al., 2018;
WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2017). Por via oral, o CBD ¢ menos absorvido
quando comparado a via inalatoria. Se inalados, os canabinoides tem PK semelhante a via de
administracdo intravenosa e, consequentemente, o efeito mais rapido € obtido por essa via. A
Cmax (concentracdo plasmatica maxima medida no intervalo de tempo especificado) é obtida
entre 3-10 minutos, comparado a, aproximadamente, 120 minutos por via oral em humanos. A
administracao inalatéria ou oromucosa de canabinoides ¢ capaz de reduzir o extenso
metabolismo de primeira passagem observado na via oral (HUESTIS, 2005; HUESTIS, 2007;
IZGELOV et al., 2020; MILLAR et al., 2018, MILLAR et al., 2020). Além das vias de
administragdo supracitadas, atualmente o CBD também ¢ encontrado em produtos
alimenticios (SILMORE et al., 2021), em suplemento alimentar para atletas (MCCARTNEY
et al., 2020; NAIK & TROIJIAN, 2021), alimentos de carater medicinal, como os brownies
(WOLF et al., 2017) e mais recentemente, vaporizado em cigarros eletronicos (KINTZ, 2020).

A distribui¢do do CBD estd intimamente ligada a sua absor¢do. O volume de
distribui¢do (Vd) do CBD ¢ relativamente alto e atinge o valor médio de 32 L kg apos
administracao intravenosa, contudo, € baixo ap6s inalagcdo, com valores aproximados de 3,4 L
kg! (HUESTIS, 2007; OHLSSON et al., 1986). Desta forma, a faixa usual do Vd ¢ de 20-40
L kg! (MILLAR et al., 2018; LANDMARK et al., 2020). O CBD apresenta alta
lipossolubilidade e ampla ligagdo as lipoproteinas plasmaticas. Tais caracteristicas resultam
no padrao farmacocinético tipico de alta biodisponibilidade, uma vez que, o CBD atinge
inicialmente o tecido adiposo e 6rgdos bem perfundidos como o figado, cérebro, coragdo e
pulmdes. Contudo, a concentragdo plasmatica decai rapidamente até alcangar o equilibrio
entre os compartimentos. Ap6os o uso repetido, o CBD e outros canabinoides acumulam-se no

tecido adiposo e podem resultar na persisténcia da atividade canabinoide por varios dias (2-5)



19

e até semanas apods cessar a administragdo (HUESTIS, 2005; HUESTIS, 2007; IZGELOV et
al., 2020; MILLAR et al., 2018, MILLAR et al., 2020).

O extenso metabolismo de primeira passagem do CBD desencoraja seu uso através
da via oral. Estima-se que cerca de 70 a 75% da dose utilizada por esta via ¢ removida pelo
metabolismo hepatico de primeira passagem antes de atingir a circulacdo sistémica
(PERUCCA e BIALER, 2020). O figado e o intestino sdo os principais sitios de
biotransformacao, através das enzimas do complexo do citocromo P450, e suas diferentes
isoformas, como por exemplo, a CYP2C19 e/ou CYP3A4 ¢ adicionalmente a CYP2C9,
CYP1A2 e CYP2D6 (DOOHAN et al., 2021; HUESTIS, 2007, BRUNETTI et al., 2020;
IZGELOV et al., 2020). As principais reagdes de biotransformacdo s3o a hidroxilacdo ¢ a
descarboxilagdo, que originam os principais metabdlitos do CBD: o 7-hidroxi-canabidiol (7-
OH-CBD) e o 7-carboxicanabidiol, respectivamente (7-COOH-CBD) (DOOHAN et al., 2021;
HUESTIS, 2007; BRUNETTI et al., 2020; [IZGELOV et al., 2020; ZENDULKA et al., 2016).
Vale ressaltar que informagdes detalhadas sobre a atividade farmacologica dos metabdlitos do
CBD em humanos ainda sdo pouco relatadas na literatura (UIVARY e HANUS, 2016)

Recentemente, a discussdo cientifica sobre a possivel conversdo do CBD em THC in
vivo foi iniciada. Isso ocorreu apds este fato ter sido demonstrado em condig¢des in vitro em
ambientes acidos, semelhante as condigdes gastrintestinais (WATANABE et al., 2007,
MERRICK et al., 2016, BONN-MILLER et al. 2016). Essa hipotese foi levantada para tentar
explicar parte dos efeitos adversos do CBD como, por exemplo, a tontura, euforia,
pensamento anormal, dificuldades de concentracdo, nausea e taquicardia (LACHENMEIER et
al.,, 2019). Embora a literatura atual seja contraditoria, a maioria dos estudos sugere que a
probabilidade dessa conversdo realmente ocorrer € baixa ou inexistente, mesmo quando altas
doses de CBD sdo administradas (GROTENHERMEN, RUSSO ¢ ZUARDI, 2017; CRIPPA
et al., 2020). No entanto, essa informacdo permanece pertinente para o desenvolvimento de
formulacdes, veiculos (CRIPPA et al.,, 2021), embalagens protetoras adequadas, guiar a
cadeia de transporte do medicamento e indicar as melhores condi¢des de armazenamento para
o CBD, de modo a ndo comprometer sua estabilidade.

A excre¢do do CBD ocorre, principalmente, através das fezes devido a reagdo de
glicuronida¢dao e em menor grau, através dos rins (HUESTIS, 2007; DOOHAN et al., 2021,
PERUCCA e BIALER, 2020; SPINDLE et al., 2019). Porém, ele também pode ser detectado
em outras amostras bioldgicas, como no fluido oral e nos cabelos (COULTER e WAGNER,
2021; HEINL et al., 2016; LIN et al., 2020; SPINDLE et al., 2020). Estima-se que a meia-
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vida de eliminagdo seja de aproximadamente 22 horas ap6s administracio intravenosa, apesar
da meia-vida inicial rapida desta via (aproximadamente 6 min) (OHLSSON et al., 1986).
Outros autores relataram valores maiores de meia-vida de eliminacao final, cerca de 24 + 6h
apods administragdo intravenosa e 1 =4 h com a via inalatéria (HEUBERGER et al., 2015).

A meia-vida de eliminagdo do CBD ¢ varidvel e segue a linha de raciocinio basico de
outros medicamentos como o equilibrio entre compartimentos € composi¢do corporal, uso
concomitante de outras drogas e a cronicidade ou nao do uso de Cannabis sp ou compostos
derivados (GROTENHERMEN, 2003; HUESTIS, 2007; PERUCCA e BIALER, 2020).

Apesar da difusdo de farmacos e produtos contendo canabinoides, a PK dessas
substancias e, particularmente, do CBD ainda é um campo em evolucdo. A literatura cientifica
carece de dados em humanos e a extrapola¢do da PK do CBD de estudos in vitro e modelos
animais deve ser cuidadosa. A maioria dos trabalhos disponiveis utilizou tamanho de amostra
reduzido e nem todos incluiram ambos os sexos ou géneros. Além disso, poucos estudos
analisaram o CBD isoladamente. Os estudos mais frequentes englobam a avaliacdo da PK do
CBD em combina¢do com A9-THC, ou ainda, na forma de extrato de Cannabis sp., bem

como, fumantes cronicos de cigarros de Cannabis sp. sdo frequentes.

1.1.4 Farmacodinamica do canabidiol

O CBD desde sua descoberta e elucidagao (ADAMS et al., 1940; MECHOULAM e
SHVO, 1963) despertou a curiosidade da comunidade cientifica, uma vez que ndo reproduzira
os efeitos tipicamente associados ao consumo de Cannabis sp. Mais de 60 anos se passaram e,
até o momento, o (s) mecanismo (s) de acado do CBD nao esta (ao) totalmente esclarecido (s).

Atualmente, estima-se que cerca de 65 alvos moleculares sdo passiveis de modulagdo pelo

CBD (ELSAID & LE FOLL, 2020; SILVESTRO et al., 2020).

Como citado anteriormente, a alta lipofilicidade do CBD otimiza o transporte
transmembrana, incluindo a barreira hematoencefalica. O sistema nervoso central (SNC) ¢
irrigado rapidamente com o composto logo ap6s ministra-lo, em maior ou menor grau, de
acordo com a via de administragdo (HUESTIS, 2007; MILLAR et al., 2018). No SNC o CBD
apresenta propriedades anticonvulsivantes, antidepressivas, ansioliticas, antipsicoticas e
neuroprotetoras (PATEL et al., 2017; CRIPPA et al., 2018; ELSAID & LE FOLL, 2020;
BRITCH et al.,2021).



21

A maioria dos efeitos do CBD no SNC surgem a partir da modulagdo e interagdo
deste com diferentes receptores como, o receptor canabinoide do tipo 1 e 2, CB1 e CB2,
respectivamente, GPR55 (receptor acoplado a proteina G 55), TRPV1 (receptor vaniloide de
potencial transitorio tipo 1), PPAR-y (receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama)
e 5-HTia (receptor serotoninérgico do subtipo 1A) conforme revisado por Pisanti et al.,

2017). Esses alvos moleculares estio ilustrados na Figura 3.

O CBD se liga fracamente ao sitio ortostérico dos receptores CB1 e CB2 (PETITET
et al., 1998; THOMAS et al., 1998). Estudos que avaliaram os valores de K; (K; ¢ a constante
de equilibrio de dissociacdo do farmaco para o receptor, medida em experimentos de
competi¢ao) indicaram valores distintos entre modelos animais ¢ humanos. A afinidade para
receptores CB1 no sitio ortostérico em humanos ¢ de K; = 1,5 uM, em camundongos ¢ de 4,9
e 4,8 uM Recentemente, outros trabalhos demonstraram que o CBD ¢ capaz de se ligar ao
CB1 em seu sitio alostérico e neste, age como modulador negativo (DEVANE, 1992;
MECHOULAM et al., 2002; RYBERG et al., 2007; PERTWEE, et al., 2008; LAPRAIRIE
et al., 2015; McPARTLAND et al., 2015; JURKUS et al., 2016; PISANTI et al., 2017,
THAM et al.,, 2019; LU & MACKIE, 2020; NELSON et al., 2020; PACHER et al., 2020;
SHAHBAZI et al., 2020), apesar de in vitro sugerir ter propriedades agonistas demonstradas
pelo ensaio de ligacdo de [35S] GTPy S, em que o CBD foi capaz de antagonizar os
agonistas dos receptores canabinoides (CP55940 e R -(+)-WIN55212) no receptor CB1 de

camundongo e no receptor CB2 humano.

O CBD tem baixa afinidade por receptores CB2 (PETITET et al., 1998; THOMAS et
al., 1998), mas apresenta comportamento do tipo agonista inverso fraco (THOMAS et al.,
2007), uma agdo que pode ser responsavel pelo antagonismo de CP-55,940, neste mesmo
receptor com valores de Ki = 4,2 = 2,4 uM. Em receptores CB2, o CBD também pode atuar
como modulador positivo e exercer acdo do tipo agonista. Esta acdo provém da inibi¢dao da
enzima amida hidrolase de 4cido graxo (FAAH; ICso 28 uM) e da proteina de ligagdo de
acidos graxos (FABP; ICso 11-25 uM). A FAAH ¢ uma das enzimas que degrada os
canabinoides enddgenos, anandamida (EAE) e o 2-araquidonilglicerol (2-AG) ambos ligantes
endogenos para CB1 e CB2. Logo, a inibicdo de FAAH ¢ capaz de elevar as concentragdes de
AEA e o 2-AG na fenda sinaptica. J4 a FABP ¢ uma das proteinas responsaveis pelo
transporte desses endocanabinoides e auxilia no processo de recaptacdo e reciclagem de

endocanabinoides.
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O CBD ¢ analogo a capsaicina e se comporta como um agonista do TRPV1. Ainda, o
CBD ¢ considerado agonista de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HTia (BISOGNO et al.,
2001; RUSSO et al., 2005; LIGRESTI et al., 2006; 2016; CAMPOS et al., 2008; PERTWEE,
2009; RESSTEL et al., 2009; McPARTLAND et al., 2015).
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Figura 3 — Alvos moleculares e possiveis mecanismos de a¢do do CBD. O CBD exerce seus efeitos através
dos receptores metabotropicos CB1, CB2, Al, 5-HTia e GPR 55 e também através da modulacdo de canais
idnicos, como os canais idnicos do tipo TRPV1, TRPV2, TRPA1, TRPMS e de célcio, Ca*. Esse fArmaco inibe
a enzima de degradagdo da AEA e 2-AG, a FAAH, e as FABPs que medeiam o transporte da AEA e do 2-AG
para a fenda sinaptica. Inibir a degradacdo AEA e 2-AG converge na ativacdo indireta dos receptores CB1 e/ou
CB2. O CBD também modula a neurotransmissdo serotoninérgica e ativa o receptor 5-HTa, modula fatores de
transcricdo génica, como o PPAR o/y. O CBD também ¢ capaz de inibir a recaptacdo de adenosina, antagoniza o
GPR55, TRPMS e canais de Ca?* do tipo T. Adaptado de JURKUS et al., 2016 e PACHER et al., 2020.

1.2 O SISTEMA ENDOCANABINOIDE (eCB)

O sistema eCB ¢ altamente organizado, sincrono e atipico, que ocupa o posto de um
dos maiores sistemas moduladores do organismo. Didaticamente, o sistema eCB ¢ composto
pelos receptores classicos, ligantes enddgenos, enzimas de sintese e degradacdo e seus
transportadores. Este sistema tem a caracteristica particular de neurotransmissao retrogada,

além de ter seus neurotransmissores sintetizados sob demanda, ou seja, quando um estimulo €
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fornecido (MECHOULAM et al., 2014; McPARTLAND et al., 2015; JURKUS et al., 2016;
PACHER et al., 2020).

Os receptores canabinoides classicos sdo os receptores CBl1 e CB2. Ambos
receptores sao acoplados a proteina G inibitoria (GPCR, Gi/0), inibem a adenilil ciclase e
certos canais de calcio sensiveis a voltagem, estimulam a MAPK (proteina cinase ativada por
mitdgenos) e os canais de potassio retificadores internos (GIRKs) (HOWLETT et al., 2002).
Fisiologicamente, o CB1 e o CB2 sdo ativados por ligantes enddgenos que incluem: N-
araquidonoiletanolamina (anandamida, AEA), N-homo-y-linolenoiletanolamina (OEA), N-
docosatetra-7,10,13,16-enoiletanolamina  (docosatetraecnoetanolamida, DEA) e o 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) (MECHOULAM et al., 1995; DEVANE et al., 1988; 1992,
NELSON et al., 2020).

O receptor CB1 foi clonado a partir de tecidos de ratos, camundongos e humanos
(97-99% de homologia entre as espécies) e ¢ amplamente expresso no SNC e em diversos
outros 6rgdos, incluindo o tecido adiposo, o figado e a pele (LU & MACKIE, 2020). No SNC,
o receptor CB1 estd presente em neurénios GABAérgicos, incluindo interneurdnios, € em
sinapses glutamatérgicas, colinérgicas, glicinérgicas e serotoninérgicas, principalmente nos
terminais pré-sinapticos (LU & MACKIE, 2020; SHAHBAZI et al., 2020).

O receptor CB2 foi descoberto em uma biblioteca HL60 da leucemia humana como
um fragmento de cDNA que exibiu 68% de homologia com o receptor canabinoide CBI.
Inicialmente, o CB2 foi caracterizado como um receptor periférico, que ndo era expresso no
SNC, mas em macréfagos na zona marginal do baco (MUNRO et al., 1993). Entretanto,
atualmente ¢ sabido que o CB2 também estd presente em regides cerebrais importantes para a
memoria e aprendizado, como o hipocampo (HPC) (TSOU et al., 1998) e células nervosas de
origem imunoldgica, como a microglia (LU & MACKIE, 2020; NELSON et al., 2020;
SHAHBAZI et al., 2020).

Além dos receptores CB1 e CB2, estudos recentes apontaram outros GPCRs como
possiveis membros “Orfaos” da familia dos canabinoides, principalmente o GPR 18, GPR 55 ¢
o GPCR 119. Outros receptores com estreita relagdo filogenética, os oOrfaos da classe A
GPCRs, GPR3, GPR6 ¢ GPR12, também foram associados aos canabinoides e todos esses
podem interagir desempenhando papéis fisiologicamente relevantes, mas sugerem efeitos
terapéuticos promissores. Contudo, até o0 momento da confec¢ao deste texto, nenhum deles foi

farmacologicamente validado como “receptor canabinoide tipo 3” pelo Comité da Unido


https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?ligandId=2364
https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?ligandId=5444
https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?ligandId=729
https://www.guidetopharmacology.org/GRAC/LigandDisplayForward?ligandId=729
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Internacional de Farmacologia Clinica e Bésica através da Nomenclatura de Receptor e
Classificacao de Medicamentos (IUPHAR BPS Guide to PHARMACOLOGY, 2020).

A partir da descoberta dos receptores canabinoides, iniciou-se a corrida pela busca de
possiveis agonistas, antagonistas e a identificacdo dos ligantes endogenos para esses
receptores. Os principais, € melhor caracterizados, ligantes enddgenos sdo a AEA e o 2-AG
(DEVANE et al., 1992; MECHOULAM et al., 1995; SUGIURA 1995), ambos elucidados na
década de 1990. Os endocanabinoides sdo neurotransmissores moduladores que nao ficam
armazenados em vesiculas e atuam como mensageiros sindpticos retrogrados. A
neurotransmissdo retrograda faz com que os endocanabinoides sejam sintetizados sob
demanda. Ambos, AEA e 2-AG, apresentam rotas de sintese complexas, que se iniciam a
partir de estimulos, como despolarizacio de neurdnios pelo influxo de ions calcio (Ca*").
Ocorre também ativacdo secundaria mediante vias intrinsecas de outros receptores
metabotropicos que recrutam a fosfolipase C (PLC). O recurso “sob demanda” dos eCBs
significa que estes sao liberados de maneira temporal e espacial muito precisa, o que contrasta
fortemente com a administra¢do de ligantes canabinoides exogenos, como o THC e CBD (LU
& MACKIE, 2020).

Ap6s liberagdo, os eCBs sdo rapidamente removidos do espaco extracelular por um
processo de transporte de membrana ainda ndo totalmente caracterizado, via EMT
(transportador de endocanabinoides de membrana). Dentro da célula, a AEA sofre hidrolise,
principalmente, pela FAAH. O 2-AG ¢ hidrolisado, majoritariamente, pela monoacilglicerol
lipase (MAGL) na pré-sinapse, mas também ocorre degradagdo via ABDH6 (dominio o/p-
hidrolase 6) e nos dendritos pela FAAH, a AEA e o 2-AG interagem com os receptores CB1 e
CB2 de maneira orto e alostérica. Ainda pouco se sabe sobre a modulagdo alostérica
dos receptores CB2, mas varios moduladores alostéricos positivos e negativos dos receptores

CBI ja foram descritos, incluindo o CBD (PACHER et al., 2020; SHABAZI et al., 2020).
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Figura 4 — Visao geral do sistema endocanabinoide na modulacio da plasticidade sinaptica em microglia e
neurdnios. Os endocanabinoides N-araquidonoiletanolamina (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) s@o
sintetizados sob demanda, a partir de estimulos, como o influxo de ions calcio, na pré-sinapse. Esse estimulo
leva a despolarizagdo do neurdnio pods-sinaptico. O aumento do calcio intracelular estimula a enzima
diacilgilcerol lipase (DAGL) que catalisa a sintese de 2-AG a partir de diacilgilcerol (DAG) e também catalisa a
sintese de AEA através da enzima N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-PLD), a partir de
glicerofosfolipideos e da fosfatidiletalonamina. Uma vez sintetizados, a AEA e o 2-AG iniciam a sinalizag@o
retrogada e so liberados do neurénio pds-sinaptico para a fenda sindptica em que ficam disponiveis para ligacao
nos receptores CB1 e CB2. Apos estimulag@o dos receptores, os eCBs sdo transportados novamente para o meio
intracelular através do transportador de endocanabinoides de membrana (EMT), expresso tanto na pré- como na
pos-sinapse e partem para as respectivas vias de degradagdo. O 2-AG ¢ degradado principalmente pela enzima
monoacilglicerol lipase (MAGL), enquanto a AEA ¢ degradada pela amida hidrolase de acido graxo (FAAH). As
enzimas DAGL, NAPE-PLD, MAGL ¢ FAAH sdo expressas amplamente em todo o SNC. Adaptado de
LIGRESTI et al., 2016 e PACHER et al., 2020.

1.3 PROCESSAMENTO DAS MEMORIAS E O HIPOCAMPO

Tudo o que fazemos ocorre em algum lugar, em um momento no tempo e durante um
estado fisiologico. Coordenadamente, esse conjunto de fatores converge no processamento
cognitivo de nossas experiéncias individuais. A soma desse cendrio gera um determinado
contexto. Os contextos em que 0s eventos ocorrem sao essenciais, pois ¢ através deles que
ocorre a comunicacdo do meio interno (fisioldgico) com o meio externo. Essa comunicagdo ¢
traduzida na codificagdo das memorias, incluindo as memorias aversivas e/ou traumaticas

(CHAAYA et al., 2018). O contexto ¢ capaz de moldar a percepcgao atual e compila episodios
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passados aos atuais. Isso fornece o substrato para a tomada de decisdes que pode ser traduzida
em uma a¢ao comportamental. Mas o que de fato ¢ um contexto? Brevemente, contexto ¢ o
cenario, a soma do plano de fundo interno (cognitivo ¢ hormonal) com o externo (ambiente e
social). Em conjunto, esses fatores formam as representagdes internas, que tem o poder de
moldar e ditar o comportamento dos seres vivos (DUDAI, 1989: DUDAI 2004; MAREN et
al., 2013).

Grande parte do conhecimento que temos hoje sobre o comportamento humano
diante de situacdes de perigo foi obtido através de estudos baseados no condicionamento
aversivo contextual (CAC). O CAC ¢ um paradigma classico da década de 1920, que até hoje,
¢ util para o estudo das memorias aversivas contextuais. Este paradigma tem diversas
vantagens. Primeiro, o CAC ¢ de facil manipulagdo, segundo, requer pouco recurso estrutural
e financeiro e, por fim, ¢ mundialmente aceito devido ao seu perfil de reprodutibilidade
experimental. Vale ressaltar que este paradigma ndo ocorre apenas em condigdes
experimentais controladas, mas sim acompanha os seres vivos durante a sua evolu¢dao, uma
vez que ocorre naturalmente entre as espécies (GROSS & CANTERAS, 2012). Outra
vantagem do CAC, digna de nota, ¢ que ele tem como principal componente o contexto que,
como mencionado anteriormente, ¢ uma das pegas centrais no processamento das memorias
aversivas contextuais (MAREN et al., 2013).

Apesar deste modelo ser conhecido como “condicionamento Pavloviano” em
homenagem as descobertas de Ivan Pavlov, em 1927, antes disso ja haviam cientistas que
trabalhavam em protocolos com estimulos elétricos e analise do comportamento defensivo em
animais. Atualmente, as contribui¢des dos cientistas “old school” ainda sdo aplicadas. Por
exemplo, este trabalho utilizou o CAC para induzir, avaliar e modular farmacologicamente o
comportamento defensivo de roedores, nomeadamente, congelamento (do inglés, freezing)
expresso por ratas e ratos da linhagem Wistar.

Funcionalmente, o CAC parte do pressuposto de que estimulos biologicamente
relevantes, como um choque elétrico nas patas, sdo capazes de produzir alteragdes plasticas no
ambito hormonal, neuroquimico e cognitivo. Essas alteracdes sdo retidas na forma de
memoria, a partir de representagdes internas nos circuitos neuronais. As representagdes
internas podem entdo ser novamente acessadas, modificadas ou mantidas. Para cada um
desses caminhos, hd protocolos comportamentais adequados, que torna o processamento

mnemonico um prato cheio para intervencdes farmacoldgicas.



27

A Figura 5 ilustra o CAC. Neste paradigma, pelo menos dois tipos de estimulos sdo
requeridos: um estimulo inicialmente neutro (EN) e um estimulo incondicionado (EI). O EN,
como um contexto, per se nao deve desencadear respostas comportamentais defensivas
significativas (Figura 5A). O EI deve ser um estimulo biologicamente relevante, como um
choque elétrico nas patas. No entanto, a partir do momento em que o EI e o EN sdo pareados
ou associados, o EN torna-se agora um estimulo condicionado (EC), como indicado na Figura
5B. A reexposi¢ao do animal ao EC ¢ capaz de desencadear a resposta defensiva condicionada
(RC). O aumento da RC no contexto ¢ uma das garantias de que houve sucesso no protocolo
de condicionamento. Essa garantia foi refor¢ada por Tulving em 1983, que afirmou que “a
expressdao do comportamento nos animais, assim como a declaracdo por humanos, pode ser a
unica prova de que a memoria existe”.

A RC ndo ¢ restrita ao comportamento propriamente expresso. Ela pode ser
visualizada através da alteragdo de alguns parametros fisioldgicos, tal como o aumento da
pressdo arterial ¢ de hormonios relacionados ao estresse (LEDOUX, 2000). A quantificaciao
do comportamento de congelamento durante a exposi¢cdo ao EC ¢ utilizada como pardmetro
de reten¢do da memoria (Figura 5C).

@ PRIMEIRA VEZ NO CONTEXTO DIA DO CONDICIONAMENTO
Dia 1 Dia 2 Dia 3

ESTIMULO NEUTRO BAIXA EXPRESSAO

oot o ESTIMULO NEUTRO ESTIMULO INCONDICIONADO ~ ESTIMULO CONDICIONADO  ELEVADA EXPRESSAQ

(contexto) (chogue nas patas) (contexto) DE CONGELAMENTO

Figura 5 — Condicionamento aversivo ao contexto e protocolo experimental utilizado. (A) Animais naive
expostos pela primeira vez ao EN expressam baixos niveis de congelamento. (B) Quando ocorre a apresentagdo
de um estimulo biologicamente relevante, como um choque nas patas, o contexto neutro ¢ atualizado com
propriedades afetivas negativas. A partir desta associagdo ou condicionamento, o EN torna-se o EC e a
reexposi¢do a ele é capaz de induzir niveis mais altos de congelamento. EN, estimulo neutro; EI estimulo
incondicionado; EC estimulo condicionado. Adaptado de Maren e colaboradores (2013).

O CAC permite ndo apenas avaliar o repertorio de comportamentos associados as
situacdes de estresse e aversdo, mas também permite o estudo das fases do processamento da
memoria, como por exemplo, a consolidagdao (CAHILL; McGAUGH et al., 2000; DUDALI,
2004), a reconsolidagdo (ALBERINI & LEDOUX, 20015; FRANZEN et al., 2019), o estado
de limbo ou fase intermedidria (FRANZEN et al., 2019; VAVERKOVA et al., 2020) e a
extingdo (BOUTON, 2006). O CAC também permite o estudo dos processos associados as
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fases da memoria, entre eles, a reativagdo (CAHILL et al., 2001), a expressdo da memoria
(DELORENZI et al.,, 2014), a labilizacdo (BARREIRO et al., 2013) e a reinstalagdo
(RESCORLA & HETH, 1975; FRANZEN et al., 2019). E importante salientar que todas as
fases e processos mnemonicos aludidos sdo componentes indeclindveis do processamento das
memorias traumaticas e podem ser modulados através da farmacologia canabinoide (NEY et
al., 2019; SBARSKI & AKIRAV, 2020), exceto o processo de reinstalacao que ainda carece
de estudos farmacoldgicos adicionais. O processamento da memoria tem natureza dinamica,
sendo composto pelas fases e processos subjacentes mencionados anteriormente. A Figura 6
ilustra as fases e processos mnemonicos de particular interesse para a hipotese trabalhada
neste documento.

A aquisicdo ¢ o primeiro processo decorrente do confronto com uma nova
informacao. Entdo, essa instru¢ao permanece instavel ou labil por um periodo de tempo
limitado, de aproximadamente 6 horas, denominada de janela temporal de estabilizagao.
Durante esse lapso temporal, vias intracelulares sdo acionadas para estabilizar o trago de
memoria até a sua conformagdo final, etapa chamada de consolidagdo (McGAUGH, 2000).
Uma vez consolidada, a memoria pode ser evocada através da tentativa voluntaria de
lembranga, ou caso pistas suficientes sejam apresentadas (por exemplo, o tempo de
permanéncia do animal no contexto durante a sessao de reexposi¢ao).

O acesso e declaracdo da lembranca podem ser a unica prova da real existéncia de
uma memoria (TULVING, 1983). Para uma evocagdo efetiva, pistas adequadas devem ser
reapresentadas. Em modelos experimentais com animais de laboratorio, a evocacdo da
memoria ¢ obtida pela reexposicdo do animal ao EC. Por outro lado, ambientes nao
associados ao estimulo aversivo, como a caixa de moradia dos roedores e contextos diferentes
do qual ocorreu o condicionamento aversivo ao contexto, por vezes, ndo sdo capazes de
induzir respostas defensivas condicionadas. Neste caso, quando a evocacdo e expressdao do
comportamento ndo sdo capazes de provocar um erro de predigao (discrepancia de
informagdes entre algo esperado e aquilo que ocorre), as atualizagdes da memoria e/ou
intervengdes farmacoldgicas nesse ambiente ndo sdo eficazes em modificar o comportamento
(BUSTOS et al., 2009; FRANZEN, et al., 2019). Contudo, recentemente foram demonstradas
que manipulagdes farmacologicas fora do contexto pareado também podem servir como uma
possibilidade de manipulagdo da memoria aversiva contextual (MARIN et al., 2020).

A memoria evocada pode ou ndo ser detectada comportamentalmente. Em ambos os

casos, ela pode se tornar labil e sofrer modulacdo farmacologica para enfraquecer ou se
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fortalecer. Assim como na consolidagdo, a chance para modificar o comportamento também
estd limitada a janela temporal de aproximadamente 6 horas, chamada de janela de
reconsolidagdo (ALBERINI & LEDOUX, 2013; LEE & FLAVELL, 2014; LEE et al., 2017,
FRANZEN et al., 2019; HAUBRICH et al., 2020). As intervengdes farmacologicas podem ser
feitas ao longo de todas as fases da memoria. Contudo, o momento da intervengdo ¢ que
determina o desfecho comportamental e a cascata intracelular neuronal que serd o alvo
modulado (ALBERINI, 2005; HAUBRICH et al., 2020).

Para verificar se um farmaco ¢ capaz de atenuar a expressao transitoria ou aguda da
RC, a interven¢do deve ser feita antes do animal ser exposto ao EC e, desta forma, o
comportamento pode ser mensurado e avaliado durante a sessdo (BARREIRO et al., 2013).
Por outro lado, se a manipulacdo farmacologica for realizada apos a apresentacdo breve da
pista contextual, outros processos sdo desencadeados (ALBERINI, 2005; SOETER &
KINDT, 2011). A mesma droga podera exercer efeitos semelhantes comportamentalmente, ou
seja, atenuar a RC. Porém, esse desfecho ocorre através da interferéncia em vias e substratos
neurais, por vezes, distintos (DELORENZI et al., 2014; BOLSONI et al., 2019; HAUBRICH
et al., 2020).



30

@ PROCESSO DE REATIVAGAO E EXPRESSAO DA MEMORIA SEM RE-EXPOSICAO NAO
\ HA REATIVACAO
Y 0 Caixa moradia
/\; Hipocampa H
f v’gj,z dorsal ) [ “\\‘ {i* Hrp;mamiuaé
‘R (__/ )a. p éj L — = orsa;
1 . ’ :’I" . i (—/

" h MEMORIA EXPRESSA

i Otrago existe, mas o
i comportamento ndo € . A
expresso

Re-exposicdo F~—<o
ao contexto

Engrama inativo

Engrama inativo

N =

, A E
e TN i
i . | .y 1 o :

ntervengao ¥
T ™ farmacolégica | . ! I I
" g : :
C‘Eﬁ_ Hipocampo . o | 2 s |
o= dorsdl | Reforgado o — :
(-/ . | Aumenta I
) A | | @ o — :
4 3 v : Y’ [ F |
b a . . I 2 *Q S > C :
: 4 : > [ [ |
gy 2 ﬁ I o I
e L "N | 1
Re-exposi¢éo ~ 3 . . Mantid i I # El i
ao contexto . I antido S Mantido :
l 70X d : o |
- | C : = :
Engrama reativado {Engrama labil B : T 5 | I /\ r |
——————— (passivel de modificacdo | . | [ .
: Tempo : durante ~6h) : | r I
I suficiente | I S ' | I 3 |
| 2-5 min | \ > HE £ !
————————— o s L Reda
CIRCUITOS NEURAIS COMPORTAMENTO

Figura 6 — As memorias podem ser reativadas, labilizadas e modificadas através da reconsolidacio (A) A
reexposi¢do ao contexto o qual ocorreu o0 CAC ¢ capaz de promover a reativagdo dos circuitos neurais/engramas
hipocampais que codificam a memoria aversiva. O engrama reativado pode induzir ou ndo a expressdo do
comportamento, logo, a reativa¢do da memoria ¢ uma etapa limitante. (B) Nem todos os contextos sdo capazes
de reativar os engramas da memoria aversiva. Em locais ndo pareados, como a caixa moradia de roedores, o
engrama esta latente e ndo induz alteragdo comportamental detectavel. (C) Caso a reexposigdo ao contexto
pareado ocorra por tempo suficiente o engrama ndo ¢ apenas reativado, mas também ¢ labilizado e torna-se
passivel de modificac¢do. Esse periodo ¢é limitado, por aproximadamente 6 horas e, durante esta janela temporal,
intervencdes farmacologicas sdo capazes de modificar a composi¢do dos circuitos neurais envolvidos. O
desfecho final dessa modificagdo é mensuravel através do comportamento, que neste caso, pode ser mantido,
aumentado ou diminuido. A analise destas variagdes comparada a grupos controle indica o sucesso ou nao da
intervencdo. FONTE: autora.

1.4 SEXO, GENERO, HORMONIOS SEXUAIS E MEMORIAS AVERSIVAS
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De forma andloga, a expressdo da RC comportamental ¢ a ponta de um iceberg que
tem submerso inimeros fendmenos de plasticidade sindptica e cognicdo. Esses fendmenos sao
confrontados com as experiéncias prévias de cada individuo e sdo capazes de direcionar o
organismo em questdo, para a escolha da melhor estratégia de enfrentamento da situagdo
atual. Em roedores, alguns comportamentos defensivos foram caracterizados, embora, eles e
seus testes comportamentais foram padronizados através da métrica de modelos animais que
consideraram apenas a resposta comportamental expressa por machos. Ou seja, os padrdes e
conclusdes comportamentais foram lapidados e adaptados a partir das respostas, niveis e
estratégias adotadas por machos para consolidar o “padrio ouro” dos paradigmas
comportamentais. Logo, essa padronizagdo negligenciou o possivel dimorfismo sexual no
comportamento defensivo e deixou uma grande lacuna aberta na historia das neurociéncias e
da farmacologia (ARCHER, 1973; BLANCHARD et al., 1976; SHANSKY, 2020).

Na tentativa de estreitar parte desta lacuna, no ano de 2014, o Instituto Nacional da
Saude (NIH, do inglés, National Institutes of Health) publicou novas diretrizes que exigiram a
inclusdo do sexo e género como varidvel biologica na pesquisa basica e clinica,
respectivamente. Em junho de 2015, a mesma institui¢do realizou a divulgacdo de um guia
para incentivar os cientistas na pesquisa de ambos os sexos (COLLINS e TABAK, 2014;
NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2015). A temética também foi destaque do volume
176, da edigcdo especial de numero 21 da tradicional revista de farmacologia “Britsh Journal
of Pharmacology” que abordou a importancia das diferengas sexuais na pesquisa em
farmacologia, e ja4 em seu editorial, traz consigo a mudanca nas diretrizes da revista que, teve
como objetivo, garantir que o sexo ndo seja mais uma variavel ignorada (DOCHERTY et al.,
2019).

Fémeas e mulheres foram deixadas em segundo plano na ciéncia ao longo dos anos.
Essa negligéncia resultou em um viés de sexo em diversas areas das ciéncias biologicas, que
incluem a neurociéncia e a farmacologia, areas alvo deste trabalho (BERRY & ZUCKER,
2011; CHECK HAYDEN, 2010). Curiosamente, a descoberta das diferengas sexuais no
comportamento animal ndo ¢ algo recente. Estudos da década de 30 e 50 verificaram que, em
modelos de aprendizagem, o comportamento de ratas era “mais varidvel” do que o dos
machos (McNEMAR & STONE, 1932; BROADHURST, 1959). Mas, o que poderia ser um
prato cheio para o avango da ciéncia e consagrar maior aplicabilidade translacional aos
estudos ndo clinicos, na verdade foi interpretado por outro lado: o lado excludente, enviesado

e tendencioso para o estudo unico do sexo.
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Diversos fatores contribuiram para o cenario enviesado das diferengas sexuais em
modelos animais (CRAIG et al., 2004; PRENDERGAST et al.,, 2014). Entre eles, a
segregacao e a falta de representatividade histérica de mulheres na ciéncia (ECKLUND et al.,
2012), e a atribui¢ao de complexidade demasiada ao organismo de sexo feminino em virtude
do par de cromossomos X, que lhe fornece flutuagdes hormonais ciclicas relacionadas a
reproducdo. Ainda, outro fator agravante pode ser a tentativa de explicar as diferencas
comportamentais emocionais de humanos com o foco direcionado para o ciclo estral de outros
mamiferos. E comum atribuir a explicagdo do dimorfismo encontrado em animais apenas aos
hormdnios sexuais (GRAY & LEVINE, 1964; GRAY, 1971). Fatores técnicos relacionados a
escrita dos relatorios cientificos, artigos, teses e dissertagdes também contribuem. Por
exemplo, a auséncia de informag¢do de qual sexo foi utilizado em artigos cientificos e o uso de
palavras qualificadoras como, “melhor” ou “pior”, mas ndo “diferente” durante secdes de
interpreta¢do de resultados entre machos e fémeas, foram capazes de direcionar a escolha para
apenas um sexo (McNEMOR & STONE, 1932). Além disso, devido as interpretacdes e
descrigoes de “melhor” desempenho dos machos em modelos experimentais, quando
comparados as fémeas, os protocolos comportamentais acabaram padronizados e ajustados de
acordo com as estratégias de enfrentamento adotadas por esse sexo (BROADHURST et al.,
1959; ARCHER 1973; SHANSKY, 2018). A soma de todos esses fatores transformou a
variavel sexo em um grande problema que, tendenciosamente, excluiu mulheres e fémeas de
outras espécies dos avancos cientificos (SHANSKY, 2020).

Diferencas sexuais no comportamento defensivo ndo s3o mero acaso ou
coincidéncia. As diferencas sexuais tém notavel participagdo evolutiva e adaptativa entre as
espécies. Um exemplo interessante destas diferengas ¢ o papel de cada um dos sexos em uma
colonia de roedores. Nelas, fémeas apesar de menores em tamanho, geram e defendem sua
prole, enquanto machos tendem a proteger o territorio da colonia (BLANCHARD et al.,
1976). No CAC, assim como em qualquer outro modelo experimental, o repertorio de
comportamentos ¢ limitado. Tradicionalmente, no CAC o comportamento mais estudado e
mensurado ¢ o de congelamento. O congelamento ¢ detectado através da postura arqueada,
com auséncia de movimentos, exceto, os relacionados com a respiragdo e as vocalizagdes.
Sabidamente, o congelamento ¢ expresso em magnitudes diferentes entre machos e fémeas.
Por exemplo, fémeas expressam menor nivel de congelamento quando comparadas aos
machos em tarefas contextuais, mesmo quando a mesma intensidade de choque elétrico (EI)

nas patas ¢ fornecido (GUPTA et al., 2001; MAREN et al., 1994).
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No ambito hormonal, os horménios gonadais sdo relevantes para o processamento
da memoria e para a expressdo comportamental subsequente. Tal fato varia com o tipo de
condicionamento utilizado. Algumas dessas variacdes foram detectadas em protocolos que
utilizaram condicionamento ao som, mas nao o CAC (GUPTA et al., 2001; MAREN et al.,
1994). Por outro lado, outros trabalhos optaram pela técnica de ovariectomizagdo das fémeas
associada ao aprendizado e memoria e, por isso, prejuizos cognitivos significativos foram
detectados (GRAHAM et al., 2013, 2014). Os hormdnios gonadais sao fundamentais nao
apenas para as fungdes relacionadas a reprodugdo, mas também para o desenvolvimento e
manuten¢do das fungdes fisiologicas das fémeas. Os hormonios gonadais sdo potentes
neuromoduladores e essenciais para o aprendizado e memoria, como aborda a recente revisao
de Taxier e colaboradores (2020). Logo, os estudos devem avaliar o organismo feminino de
forma global, quando a hipotese de trabalho ndo for a elucidacao da influéncia hormonal sob
um ou mais parametros. Mesmo com os incentivos a inclusdo do sexo como varidvel
biolégica, muitos paradigmas devem ser rompidos. E necessario que haja uma mudanca
cultural e estrutural na forma de condugdo dos estudos comportamentais. Essas mudangas
podem ser capazes de produzir um corpo de conhecimento mais equitativo, representativo e,

portanto, translacional (SHANSKY & MURPHY, 2021).

1.5 ENGRAMAS NEURONAIS E O PROCESSAMENTO DA MEMORIA AVERSIVA
CONTEXTUAL

Diferentes substratos neurais participam da codificagdo, manutencdo e expressao das
memorias aversivas contextuais (GROSS & CANTERAS, 2012). Entre elas, o lobo temporal
medial (MTL), com particular destaque para o hipocampo (HPC). O HPC recebe atengdo
especial por ser uma estrutura que processa tanto componentes contextuais, quanto
componentes emocionais das memorias ao longo do seu eixo dorsal-ventral (CAHILL &
McGAUGH, 2011; CHAAYA et al., 2018).

No século XV, o cientista Julius Caesas Arantius descreveu o hipocampo pela
primeira vez. Mas foi apenas no século XX que, Santiago Ramon y Cajal e Raphael Lorente
de No, através da coloracao de Golgi, conseguiram detalhes da citoarquitetura hipocampal.
Posteriormente, outros estudos surgiram, principalmente, estudos de inativagao farmacoldgica

transitoria e com lesdes hipocampais. Tais intervencdes produziram déficits cognitivos em
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diversos tipos de memodria, inclusive, em memorias declarativas, das quais, a memoria
aversiva contextual faz parte (MAREN et al., 2013).

No ambito morfologico e funcional, o HPC de roedores pode ser dividido em duas
por¢des ao longo do seu eixo longitudinal, em por¢do ventral e dorsal. A por¢do ventral
(HPCv) esta mais relacionada aos componentes emocionais contextuais, enquanto a por¢ao
dorsal (HPCd) ¢ altamente eficaz em codificar os componentes espaciais (MAREN et al.,
2013). Essas diferengas entre as duas porgdes hipocampais podem ser explicadas devido a alta
conectividade do HPC com outras regides corticais e subcorticais. A conexao HPC-cortex,
coordenadamente, codifica, mantém, atualiza e dita as estratégias comportamentais adotadas
pelo organismo. O HPC compartilha circuitos com regides do cortex pré-frontal (CPF) que,
em roedores, ¢ subdivido em cortex cingulado anterior (CA), pré-limbico (PL) e cortex
infralimbico (IL). Ainda, ocorrem conexdes bidirecionais entre HPC e CPF, que envolvem
outras regides como, o nucleo reuniens do tdlamo e cortex perirrinal e entorrinal (GROSS &
CANTERAS, 2012; EICHENBAUM et al., 2017).

Também fazem parte da formacdo hipocampal as subdivisdoes CA1, CA2 e CA3, o
giro denteado, o subinculo e o cortex entorrinal (CE). Essas sub-regides fazem do
microambiente hipocampal uma estrutura altamente organizada que processa informagdes do
meio externo através da via trissindptica. Didaticamente, essa via € o caminho da informagao
espacial e emocional recebida até o seu processamento final, como ilustra a Figura 7.

A via trissinaptica inicia no cortex entorrinal, através da via perforante, a qual projeta
informacdes sensoriais (estimulos visuais e olfatdrios) advindos de seus coértices especificos.
Em seguida, as informag¢des partem até o giro denteado que envia seus axonios (compostos
pelas fibras musgosas) para as células piramidais da regido CA3. Posteriormente, o sinal
migra através da via colateral de Schaffer para a regido CA1l. Uma vez na CAl, a informagao
¢ dita como processada e, distribuida para as demais regides cerebrais (MAREN et al., 2013).

As alteragdes plasticas que ocorrem no microambiente hipocampal e suas conexdes,
estdo intimamente relacionadas com as respostas de medo, ansiedade e enfrentamento de
situacdes de estresse. Nesse contexto, um sistema de neurotransmissdo merece destaque: o
sistema eCB (LUTZ et al., 2015). O sistema eCB ¢ uma rede neuromodulatéria difundida no
organismo, o qual participa do desenvolvimento do SNC e periférico, capaz de sincronizar
muitos processos cognitivos e fisioldgicos, principalmente o aprendizado e memoria (NEY et
al., 2018; KRUK-SLOMKA et al, 2017, MORENA ¢ CAMPOLONGO, 2014;
MARSICANO e LAFENETRE, 2009).



35
(A) VIAS DO HIPOCAMPO DORSAL

Colaterais

de Shaffer Sortex

entorrinal

-~ @ CIRCUITOS HIPOCAMPAIS

Re-exposigdo
ao contexto

Via perfurante/
Fibras M Giro denteado
ibras Musgosas /:/ Giro denteado

Cortex entorrinal
(camadas)
<l

~ '\. b
N M
© CIRCUITOS HIPOCAMPAIS E MANUTENCAO DA MEMORIA

Familiarizacio e Reexposicéo z \
mPFC HPC \\\ Fo |r mPFC @\ I‘\ ’\.s\.
\ \ \ L, \ { k\". \
K \ 0 4 VM | |
| ) : {:I ' {
/ '_’ y - /;\f j.‘, \.
ST { / S
— \x / ' A v \
= T 2 ‘ v
: e v PRCandLEC|  VHPC
ESTIMULO NEUTRO ESTIMULO CONDICIONADO \
(contexto) (contexto)
l BAIXA EXPRESSAQ wJELEVADA EXPRESSAO
DE CONGELAMENTO & DE CONGELAMENTO

Figura 7 — Microambiente hipocampal envolvido na codificagio e manutencio da memdria (A) Cada
exposi¢ao ao contexto envolve a ativagdo de regides encefalicas responsaveis pela codificagdo do ambiente ¢ da
escolha da estratégia de enfrentamento. (B) Representagdo do diagrama da rede neural do hipocampo ¢ a via
trissindptica excitatoria. Inicialmente, o estimulo ¢é recebido através da camada II do cortex entorrinal (CE) e
seus axonios se projetam para o giro denteado (DG) através da via perfurante (PP), lateral (LPP) e medial
(MPP). Em seguida a informagdo segue para o DG que envia projecdes para as células piramidais em CA3 por
meio de fibras musgosas. O estimulo espacial segue para a regido CAl através dos neurdnios piramidais via
colaterais de Schaffer. Finalmente, os neurdnios piramidais da CA1 enviam proje¢des reversas para os neurdnios
das camadas profundas do EC. A CA3 também recebe projecdes diretas de neurénios da camada II de CE por
meio da PP. A CA1l recebe entrada direta de neurénios da camada III de CE através da via temporoamoénica
(TA). (C) Quando pistas contextuais sdo apresentadas pela primeira vez, as representagdes contextuais
hipocampais sdo conectadas e sincronizadas ao cortex pré-frontal medial através do nucleo reuniens (Re). Se a
memoria necessita ser novamente acessada através da reexposi¢do ao contexto este circuito ¢ novamente
recrutado. Adaptado de Deng et al. 2010 e BANNERMAN et al. 2014.
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1.6 O CANABIDIOL E A ANSIEDADE

O efeito ansiolitico do CBD emergiu na literatura na década de 1980, com o trabalho
do cientista brasileiro Anténio Zuardi e seus colaboradores (1982). Na ocasido, os autores
demonstraram que o CBD era dotado de propriedades ansioliticas, pois era capaz de reduzir
os efeitos ansiogénicos provocados pela administragdo do A9 -THC, quando submetidos ao
desafio de falar em publico (ZUARDI et al., 1993). Quase uma década depois, 0 mesmo
grupo demonstrou efeito ansiolitico do CBD em voluntérios saudaveis (CRIPPA et al., 2004).

A reducdo da ansiedade em humanos é um processo complexo. Envolve,
principalmente, a percepcao neural da situacdo estressante somada as experiéncias prévias
relacionadas (BLESSING et al., 2015; SKELLEY et a., 2020). Estudos mais refinados de
neuroimagem sugerem que o CBD ¢ capaz de alterar a atividade de diversas regides cerebrais
envolvidas com o processamento emocional e tomada de decisdes, como por exemplo, a
conectividade entre as regides pré-frontal, subcortical e circuitos hipocampo-amigdalares
(LUTZ et al., 2015; MAREN et al., 2013; NEY et al, 2019). O CBD diminuiu
significativamente a ansiedade subjetiva e aumentou a sedagdo mental, sugerindo que o CBD
reduz a ansiedade por exercer seus efeitos sobre a atividade de areas cerebrais limbicas e
paralimbicas (CRIPPA et al., 2004; 2011). Umas das consequéncias disso seria a reducdo da
ansiedade induzida por falar em publico, simulado em pacientes com fobia social
(BERGAMASCHI et al., 2011). Entretanto, pacientes com TEPT, submetidos a sessdo de
recordacdo do evento traumatico, sob efeito do CBD (dose relativamente baixa), ndo
obtiveram melhora nos sintomas de ansiedade, alerta e desconforto induzidos pela sessdo
(BOLSONI et al., 2022).

Apesar das evidéncias robustas, e por vezes contraditorias, da efetividade do CBD
como ansiolitico ou anti-aversivo, nenhum destes estudos mencionou mulheres no seu
publico. Apenas o trabalho de Zuardi e colaboradores (2017) relatou ambos os sexos no
estudo, o qual também avaliou a curva de resposta a dose. O resultado obtido foi uma curva
em forma de U invertido do efeito ansiolitico do CBD durante o desafio de falar em publico, e
diferencas sexuais ndo foram encontradas (ZUARDI et al., 2017).

Estudos mais recentes que investigaram os efeitos do CBD na ansiedade também
incluiram mulheres. Entretanto, apesar da inclusdo, ndo houve estratificacdo direta dos
resultados quanto ao género. Bolsoni e colaboradores (2022) avaliaram o efeito do CBD nos
sintomas induzidos pela recordacdo de eventos traumaticos em pacientes com TEPT. De

modo geral, o estudo relatou que o CBD 300 mg administrados por via oral tem impacto
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limitado na reducdo dos sintomas de ansiedade, alerta e desconforto induzidos pela
rememoracdo do evento traumadtico, apesar de reduzir o comprometimento cognitivo se
comparado aos pacientes que receberam placebo (BOLSONI et al., 2022). Resultado
semelhante quanto a ansiedade foram obtidos em pacientes com COVID-19 leve a moderado
(CRIPPA et al., 2021). Juntos, esses estudos sugerem que, apesar da vasta literatura suportar o
efeito ansiolitico do CBD em humanos, esse padrao nem sempre ¢ obtido e fatores como o
tipo de trauma envolvido, a intensidade da sessao de rememoracgao, a dose de CBD utilizada e
a existéncia de comorbidades devem ser levados em consideracgao.

Em ratos machos, o CBD j4 demonstrou ser capaz de, ndo apenas promover respostas
ansioliticas em baixas doses (2,5, 5 e 10 mg/kg) (GUIMARAES et al., 1990), mas também, de
prevenir respostas ansiogénicas no LCE em animais submetidos ao estresse por contencao e
no teste de conflito de Vogel. O mesmo foi visualizado nas respostas cardiovasculares, através
do recrutamento de receptores S5-HTia (RESTEL et al., 2008) e nos efeitos tipo
antidepressivos associados ao aumento do BDNF mediado pelos receptores 5-HTia
(ZANELATTI et al., 2010), incluindo animais diabéticos tipo 1 (CHAVES et al., 2021).

O efeito do CBD se fortaleceu nos ultimos anos e recentemente, tornou-se um
fitofarmaco produzido e vendido sob prescrigdo médica no Brasil. Contudo, apesar de seguir
em fase de farmacovigildncia, o mecanismo de acdo preciso pelo qual o CBD exerce efeito
ansiolitico nao ¢ totalmente conhecido. Os estudos que avaliaram o efeito do CBD em fémeas
associado a modulagdo da memoria aversiva e da ansiedade ainda sdo escassos. Porém,
resultados anti-aversivos obtidos em trabalhos prévios que utilizaram machos sugerem que o
receptor 5-HT1a € um dos principais receptores envolvidos no efeito ansiolitico (RESTEL et
al., 2006; CAMPOS e GUIMARAES et al., 2008; O’SULLIVAN et al., 2020).

Em animas de laboratorio, o padrao de resultado ansiolitico do CBD corrobora a
maioria dos achados em humanos (BITENCOURT & TAKAHASHI, 2018). Estes estudos
podem ser categorizados em pelo menos duas vertentes: uma que avalia respostas tipo-
ansiosas “inatas” em testes como o LCE e interagcdo social e, outra, que avalia respostas
provocadas por experiéncias prévias, através do condicionamento aversivo ou, diferentes tipos
de estresse (LISBOA et al., 2019; PELLOW et al., 1885). Assim, diferenciar e discutir essas
vertentes se faz necessdrio para maior compreensdo sobre quais componentes emocionais
podem ser modulados farmacologicamente pelo CBD. Tao importante quanto entender esses
componentes, também ¢ necessario definir o melhor momento para administragdo do CBD em

estudos que incluam o sexo como variavel biologica.
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2 HIPOTESE

A hipotese deste trabalho ¢ que o mecanismo de agdo subjacente ao efeito
ansiolitico/anti-aversivo do CBD recruta o receptor SHT-1A do hipocampo dorsal enquanto o

efeito amnéstico do CBD envolve o receptor CB1 do hipocampo dorsal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial mecanismo de agdo do CBD no hipocampo dorsal sobre a
redugdo aguda da expressao do congelamento, no prejuizo da reconsolidacio da memoria

aversiva contextual em ratas e avaliar o efeito do CBD no comportamento tipo-ansioso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar tratamento sistémico com o CBD antes da sessdo de reexposicao na expressao

da memoria aversiva contextual;

* Analisar se a fase do ciclo estral influencia os efeitos do CBD sobre a expressdo da

memoria de medo contextual durante a exposi¢ao ao contexto pareado;

» Investigar as diferencas sexuais nos efeitos do CBD antes da sessdo de reexposi¢ao na

expressdao da memoria aversiva contextual;

= Avaliar o efeito do CBD na auséncia da sessdo de reexposi¢ao de 5 minutos sobre a

expressao da memoria aversiva contextual;

* Investigar o efeito do antagonismo de receptores CB1, CB2 ou 5-HTia hipocampais
sobre os efeitos do tratamento sistémico com CBD na expressdo da memoria aversiva

contextual;

* Analisar o efeito tratamento sistémico com CBD sobre o comportamento tipo-ansioso

e atividade exploratoria geral no labirinto em cruz elevado;

= Avaliar o efeito do tratamento sistémico com CBD depois da sessdo de reexposicao de

2 minutos sobre a reconsolidagdo da memoria aversiva contextual;

* Investigar se o efeito do tratamento sist€tmico com CBD sobre a reconsolida¢do da

memoria € restrito a um periodo temporal de 6 horas apds a sessao de reexposi¢ao;

=  Avaliar o efeito tratamento sistétmico com CBD na auséncia de uma sessdao de

reexposicao de 2 minutos sobre a reconsolidacdo da memdria aversiva contextual;
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Investigar se o hipocampo dorsal é um sitio de agdo para o CBD prejudicar a

reconsolida¢ao da memoria aversiva contextual;

Investigar o efeito do antagonismo de receptores CB1 ou CB2 hipocampais e do
tratamento sist€mico com CBD sobre a reconsolidagdo da memoria aversiva

contextual.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvergicus) fémeas e machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), com
idade entre 90 e 100 dias e peso aproximado de 180 a 240 g para fémeas ¢ 300 a 400 g para
machos. Os animais de diferentes sexos foram alocados separadamente em caixas de
propileno padrdo para roedores com dimensdes de 36 x 30 x 15 cm. Dentro das caixas, uma
camada de serragem foi fornecida e um niimero maximo de 5 fémeas por caixa e 4 machos foi
mantido por caixa. Durante todo o tempo de permanéncia no biotério, os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura e luminosidade. O ciclo de luz
claro/escuro foi de 12 h. O inicio da fase clara as 07:00 h e a temperatura foi mantida em 22 +
2 °C, com agua e comida ad libitum. Todos os experimentos e procedimentos deste trabalho
foram executados apds aprovacdo do comité de ética para o uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA - N°® 6335220419). Todos os testes
comportamentais foram realizados durante a fase clara do ciclo claro/escuro. Foram
respeitadas as normas internacionais do cuidado e bem-estar animal que também estdo em
conformidade com o Guia do Instituto Nacional de Satude para o Cuidado e Uso de Animais

de Laboratério (NIH N° 80- 23, 1996).

4.2 DROGAS

O canabidiol (CBD; 99,6% de pureza pelo BioSynthesis Pharma Group (BSPG -
UK), um modulador alostérico negativo e inibidor das enzimas de degradacdo dos
endocanabinoides, foi pesado em balanca analitica sob protecdo da luz. Apos preparo das
aliquotas, o CBD foi incorporado a 5 % de monooleato de polioxietilenosorbitol (Tween 80;
Vetec, Brasil) e homogeneizado com auxilio de espatula de aco inoxidavel para reducdo do
tamanho das particulas de cristais. Em seguida, ainda sob protecao da luz, cuidadosamente e
aos poucos, a solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (NaCl) foi adicionada com auxilio de
micropipeta. A cada volume de NaCl adicionado, foi executada a homogeneizagdo do
eppendorf em vortex. Essa etapa foi executada para evitar separagdo e sedimentagdo dos

componentes. Independentemente da dose preparada (1, 3, 10 mg/kg ou 30 nmol/), os mesmos
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critérios, procedimentos de preparo e manuseio foram aplicados. O CBD foi administrado
sistemicamente (i.p.) no volume de 1 ml/kg a partir de seringas estéreis de 1 mL e agulhas
hipodérmicas descartaveis de 13 x 4,5 mm e intra-hipocampal através de micro inje¢do com
auxilio de microseringas de 10uL.

O AM 251, antagonista/agonista inverso de receptores canabinoides do tipo 1
(Tocris, USA) foi dissolvido em solucdo de cloreto de sdédio (NaCl 0,9 %) contendo 5 % de
Tween 80 (Vetec, Brasil) e infundido no hipocampo dorsal na dose de 0,0002 pg/0,5uL em
cada um dos hemisférios hipocampais a uma taxa de infusdo de 0,25uL por minuto. Essa
concentragdo foi escolhida baseada em experimentos pilotos realizados em nosso laboratorio.

O AM 630, antagonista de receptores canabinoides do tipo 2 (Sigma-Aldrich)
dissolvido em solugdo de cloreto de s6dio (NaCl 0,9 %) contendo 5 % de DMSO e 5 % de
Tween 80 e infundido no hipocampo dorsal na dose de 0,001 pg/0,5uL em cada um dos
hemisférios a uma taxa de infusdo de 0,25uL por minuto. Essa concentracao foi escolhida
baseada em experimentos pilotos realizados em nosso laboratorio.

O WAY100635 (Sigma, EUA), um antagonista dos receptores de serotonina do tipo
5-HTia, foi dissolvido em solucdo de cloreto de sodio (NaCl 0,9%) e administrado intra-
hipocampo dorsal na dose de 0,0001 pg/0,5uL em cada um dos hemisférios a uma taxa de
infusdo de 0,25uL por minuto. Essa concentragdo foi escolhida baseada em experimentos
pilotos realizados em nosso laboratorio.

As solugdes controle/veiculo (VEH) foram preparadas utilizando a mesma
composi¢do de diluentes e/ou tensoativos das solucdes teste, com excecdo de que, nas
primeiras, nenhuma droga foi veiculada. Logo, as solucdes controles diferiram, entre os
experimentos, de acordo com o modo de preparo de cada uma das solucdes teste. O mesmo
volume, proporcional de veiculo e da solugdo teste, foram injetados. Isso ocorreu tanto

sistemicamente, quanto intra-hipocampal, de acordo com o experimento.

4.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Em sala apropriada para procedimento cirlirgico, os animais foram inicialmente
pesados e anestesiados com uma inje¢do i.p. contendo a mistura anestésica de cetamina (100

mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil) e xilazina (10 mg/ml/kg; Syntec Ltda., Brasil) no volume de
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1,0 ml/kg. Ap6s alguns minutos, e depois de atingir plano anestésico adequado, a verificagdo
dos sinais vitais e reflexos musculares foram executadas para assegurar anestesia profunda.
Em caso afirmativo, os animais passaram por tricotomia na regido superior frontal da cabeca e
foram posicionados no aparelho estereotaxico (Stoelting, EUA) com auxilio de duas barras
auriculares. Antes do posicionamento do animal, o campo cirtrgico foi cuidadosamente limpo
com alcool 70%. Apos ajuste do animal, no aparelho estereotaxico e antes da incisdo, a
superficie do campo cirurgico foi limpa com solu¢do de alcool iodado 2%. Em seguida, a
solugdo anestésica de lidocaina 3% com adrenalina 1:50000 (Dentsply Pharmaceutical, Brasil)
foi injetada por via subcutanea no local. A incisdo longitudinal da pele, teve inicio acima do
cranio, e permitiu a exposi¢do e raspagem do peridsteo, bem como da formagdo 6ssea do
cranio e das suturas lambdoide e coronal.

Ap6s verificagdo da formacdo dssea cranial, uma broca odontoldgica foi utilizada
para perfuracdo e afixagdo de um parafuso de aco inoxidavel no cranio. Este procedimento
com intuito de auxiliar a fixagdo da camada protetora de acrilico. Feita a fixagdo do parafuso,
canulas guias de aco inoxidavel (comprimento = 11,0 mm; didmetro externo = 0,6 mm),
foram implantadas, bilateralmente, no hipocampo dorsal. As coordenadas de implantagdo
foram as seguintes: AP = -3,0 mm a partir da Bregma, ML = £ 2,2 mm em rela¢do a sutura
central, DV = 1,8 mm a partir do osso do cranio. As coordenadas foram obtidas usando o
Atlas do Cérebro de Ratos (PAXINOS, WATSON, 2009) e ajustadas através de
procedimentos cirurgicos pilotos para fémeas. Uma vez as canulas implantadas a camada de
acrilico odontologico, autopolimerizavel e de secagem réapida, foi aplicada para cobrir toda a
superficie craniana exposta.

Apo6s o encerramento da cirurgia e verificacdo dos sinais vitais, o procedimento de
analgesia pos-cirirgica foi iniciado. Este consistiu na injecdo subcutanea (s.c.) de flunixina
meglumina (2,5 mg/kg; Schering-Plough, Brasil), uma substancia com propriedade
analgésica, antipirética e anti-inflamatoria. Posteriormente, os animais foram mantidos
dispostos em caixas de polietileno, sob uma manta elétrica aquecida por 30 minutos para
diminuir o risco de hipotermia e retorno dos reflexos musculares pos-anestesia. Por fim, os
animais foram levados ao biotério do Laboratorio de Neuropsicofarmacologia no qual
permaneceram em suas caixas-moradia em um nimero maximo de 5 animais por caixa por 7-
10 dias para recuperacdo. Em casos de comprometimento do bem-estar animal, decorrente de

sequelas advindas da cirurgia, fins humanitarios foram adotados.
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4.4 MICROINJECAO INTRA HIPOCAMPAL

Todas as microinjecdes foram realizadas no dia da sessdo de reexposicdo, antes desta
sessdo, para analise da expressdo da memodria e, apds, para os experimentos voltados ao
estudo da reconsolidacdo. O aparato de microinfusdo consistiu em uma microseringa
(Hamilton, EUA) de 10 pL conectada por um tubo de polietileno (PE10) a uma agulha
gengival adaptada (30 G; comprimento = 12 mm). A microinfusdo foi feita através da
introducdo da agulha gengival em cada uma das canulas implantadas durante a cirurgia com o
auxilio de uma bomba de microinfusdo (Insight, Brasil) na velocidade de 0,5 pL/min e
volume total de injecdo de 0,5 plL/hemisfério para as drogas e veiculos utilizados. Apos o
término do fluxo da solugdo, a agulha foi mantida no local por mais 30 segundos para reduzir

o fluxo retrogrado e garantia da microinfusao.

4.5 HISTOLOGIA

No final dos experimentos, as ratas foram profundamente anestesiadas como ja
descrito anteriormente. Apos atingirem plano anestésico adequado os animais receberam uma
solucdo contendo cloral hidratado (15%; 3,0 ml/kg; Vetec, Brasil) através de injecao
intraperitoneal, seguida pela microinjecdo central de corante azul de Evans (0,2
pL/hemisfério) para marcar os locais onde as drogas foram infundidas no dia da microinfusao.
Os cérebros foram removidos do cranio, fixados em formalina 10% (48 h) e submersos em
solucdao de sacarose 30% por, pelo menos, 72 h antes da realizacdo dos cortes histologicos
com intuito de garantir a crioprotecao do tecido. Para a verificacdao do sitio de microinfusao
da droga, cortes coronais de 20 uM de espessura foram obtidos utilizando um criostato (Leica,

Alemanha) a uma temperatura aproximada de -21 °C.

Os cortes foram fixados em laminas de vidro gelatinizadas para microscopia. Apos a
secagem, as laminas foram submetidas a coloragdo por hematoxilina-eosina, montadas com
resina sintética e cobertas com laminulas. Imagens histologicas representativas foram obtidas
com o auxilio de um microscépio optico (Eclipse 50i, Nikon, EUA) equipado com camera
digital. Os cortes foram comparados aos diagramas do cérebro de ratos (Paxinos e Watson,
2009) e apenas os animais com histologia confirmada para o hipocampo dorsal (sem

especificagdo de subdivisdes) bilateralmente foram incluidos na analise estatistica dos dados
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(a média de acerto foi de aproximadamente 80% do total de todos os grupos experimentais),

como indicada na Figura 8.

Figura 8. Hipocampo dorsal. Imagem representativa do sitio de inje¢do considerado como correto para a
microinfusdo do CBD, VEH ou dos antagonistas no HPCd em cortes transversais do cérebro de ratas Wistar.
Fonte: compilag@o do autor a partir de Paxinos, et al., 2019, e figura de propria autoria. Fonte: autora.

4.6 CONDICIONAMENTO DE MEDO CONTEXTUAL

4.6.1 Aparatos experimentais para o condicionamento, reexposi¢io e testes

O condicionamento aversivo ao contexto (CAC) foi realizado em uma caixa
retangular (35 x 20 x 30 cm), com paredes laterais e traseira de aluminio, parede frontal e
tampa removivel de acrilico, com piso gradeado, denominada contexto A (CTX-A). O piso do
CTX-A foi composto por barras de aco inoxidavel de 3 mm de diametro com espagamento
entre as barras de 9 mm (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil). Junto ao CTX-A, um gerador de
choques acoplado foi utilizado para pareamento neste ambiente (apenas no dia do
condicionamento, estimulo incondicionado, EI) para a aplicacdo dos estimulos elétricos nas

patas dos animais. Neste mesmo ambiente, na auséncia do EI, foram realizadas as sessdes de
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reexposicdo e de Teste A. Apenas durante sessdo de reexposicdo de Testes A, o
comportamento de congelamento foi quantificado. Durante estas sessOes, foi realizada a
contagem do tempo total de congelamento, e posteriormente, transformado em porcentagem

média do tempo. Os aparatos experimentais utilizados no CAC sao ilustrados na Figura 9.

@ APARATOS EXPERIMENTAIS UTILIZADOS NO CAC

Contexto A Contexto A
com gerador de choque acoplado

=/

Figura 9 — Condicionamento aversivo ao contexto (CAC). (A) Na imagem da esquerda a representagdo
grafica do CTX-A, confeccionado em aluminio, no formato de caixa retangular (35 x 20 x 30 ¢cm), parede frontal
de acrilico e tampa com sistema abre-fecha, também de acrilico, e piso gradeado para possibilitar a passagem da
corrente elétrica. Essa composi¢@o contextual foi utilizada tanto na sessdo de familiarizagdo quanto na sessdo de
reexposi¢do e Testes A. Na imagem da direita, o mesmo contexto, mas agora acoplado com o gerador de
choques elétricos, utilizado apenas durante a sessdo de condicionamento. Fonte: autora.

4.6.2 Aparato experimental para reinstalaciao

Neste trabalho, um protocolo de reinstalagdo foi utilizado para verificar o prejuizo,
ou ndo, da reconsolida¢cdo da memoria em fémeas, como previamente descrito por Franzen e
colaboradores (2019). A sessdo de reinstalagdo ocorreu no aparato denominado contexto B
(CTX-B). O CTX-B consistiu em uma caixa retangular (45 x 35 x 45 cm), com paredes
laterais e traseira confeccionadas em polietileno cinza e fosco. A parede traseira interna do
contexto foi coberta por listras pretas verticais. A parede frontal e a tampa do aparato foram
confeccionadas com material acrilico transparente. O piso do CTX-B foi composto por barras
de aco inoxidavel de 3 mm de didmetro com espacamento entre as barras de 10 mm foi
conectado a um gerador de choques elétricos (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil), conforme
disposto na Figura 10. O CTX-B acoplado ao gerador de choques foi utilizado apenas uma

vez e nenhum comportamento foi avaliado neste contexto.
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A configuracdo espacial da sala de experimentos foi alterada para execucao da sessdo
de reinstalacdo. O CTX-B foi disposto sob uma superficie preta. A vista da caixa de
condicionamento foi direcionada para uma parede movel de madeira da cor branca. O

protocolo experimental da reinstalagdo ¢ descrito na sessao 4.6.4

@ APARATO EXPERIMENTAL UTILIZADO NA REINSTALACAO

Il
WMM& g

Figura 10 — Aparato utilizado para o protocolo de reinstalagfo. (A) Ilustragdo do CTX-B, confeccionado em
polietileno cinza fosco e formato retangular (45 x 30 x 45 cm). O contexto também apresentou parede frontal e
tampa de acrilico com piso gradeado, que permitiu a passagem da corrente elétrica. Esse contexto foi utilizado
apenas na sessdo de reinstalagdo e nenhum tipo de comportamento foi analisado neste local. Fonte: autora.

4.6.3 Protocolo experimental para analise da expressio do comportamento de

congelamento sob efeito agudo do canabidiol

O protocolo experimental utilizado para avaliagdo da expressdo do comportamento
sob efeito do CBD ¢ ilustrado na Figura 11. Apds aclimatagdo minima de 30 min na sala de
experimentacdo, os animais foram inicialmente dispostos no CTX-A para a sessdao
denominada de “familiarizacdo” por um periodo de 3 min. Durante este tempo, os animais
ficaram livres para explorar e adquirir da representacdo espacial do ambiente. Finalizado o
tempo de 3 min, os animais foram retirados do CTX-A e devolvidos para caixa moradia.

No dia seguinte, cada animal foi novamente exposto ao CTX-A para realizagao do
condicionamento, ou seja, para administragdo dos choques nas patas. Durante o
condicionamento, os animais receberam apds 30 segundos iniciais (periodo pré-choque) trés
estimulos elétricos nas patas de 1 mA, 60 Hz, por 3 segundos e com 30 segundos de intervalo
entre cada estimulo.

Um dia depois do condicionamento ocorreu a sessdo de reexposicdo ao CTX-A
Nesta sessdo, os animais foram reexpostos ao CTX-A por 5 min na auséncia do EI e

paralelamente, tiveram seu comportamento avaliado e mensurado para certificacdo de que
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houve retencdo da memoria aversiva, em magnitude suficiente para se manifestar
comportamentalmente. As drogas utilizadas durante os experimentos foram administradas
antes da sessdo de reexposi¢ao sistemicamente (i.p., CBD) ou intra-hipocampal (antagonistas
CBI1, CB2 e SHT1A). Essa abordagem foi realizada com o intuito de avaliar a expressdo do
comportamento dos animais sob efeito das drogas avaliadas. Esse protocolo foi utilizado nos
experimentos de 1 até 5 e esta graficamente representado na Figura 11.

O comportamento denominado de congelamento, quantificado neste trabalho, foi
padronizado de acordo com Blanchard & Blanchard em 1969, em que se definiu a auséncia
total de movimentos do corpo e da cabeca, exceto, aqueles associados a respiragdo e a
vocalizagdo, e postura arqueada remetem ao comportamento de medo expresso por roedores.
Todos os experimentos foram gravados por um sistema de cdmera de video e DVD. A sessdo
de reexposicao foi de 5 min para os experimentos em que a administragao de CBD ocorreu 45
min antes do teste. Durante o periodo de 5 min, o congelamento foi quantificado em
segundos, com auxilio de um crondmetro, e posteriormente, transformado em porcentagem

em relacdo ao tempo total da sessao.

@ PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA AVALIACAO DA EXPRESSAO
DO COMPORTAMENTO NO CONTEXTO A

pre
Familiarizacdo Condicionamento T Reexposicao
I
1 dia 1 dia
y q F-'H q -
U s o //, - \ / -
3 min 3 El' 1T mA, 3s, 30s 5 min

Figura 11 - Protocolo experimental utilizado para avaliacio da expressio do comportamento sob efeito
agudo do CBD. (A) Na sessao de familiarizagdo, animais naive sdo expostos pela primeira vez ao CTX-A.
Nesse, expressam baixos niveis de congelamento. No dia seguinte, durante o condicionamento, ocorre a
administracdo de 3 choques nas patas de 1 mA, durante 3 segundos e com 30 segundos entre cada um dos
estimulos. Esse procedimento faz com que o ambiente, antes neutro, seja atualizado com propriedades afetivas
negativas, capaz de induzir niveis mais altos de congelamento. Por fim, no terceiro dia de protocolo, a sessdo de
reexposi¢do de 5 minutos é executada para avaliagdo e mensuragdo do comportamento de congelamento. E nesta
sessdo que ocorrem as manipulagdes farmacologicas. O CBD ¢ injetado e os antagonistas sdo microinfundidos
45 min antes da reexposi¢do dos animais ao CTX-A. Este protocolo foi utilizado apenas para os experimentos e
1 a 5. Fonte: autora.
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4.6.4 Protocolo experimental para analise do efeito do canabidiol sobre a

reconsolidacio da memoria aversiva contextual

O protocolo experimental utilizado para o estudo da reconsolidacdo ¢ representado
na Figura 12. A sessdo de familiarizacdo e de condicionamento ocorreu da mesma forma
como descrito, previamente, na secdo 4.6.1. No dia da sessdo de reexposi¢do o tempo de teste
e o momento de injecao das drogas foram alterados. Neste protocolo, a sessdo de reexposi¢ao
durou 2 minutos ¢ o CBD e/ou os antagonistas foram administrados, ndo antes, mas
imediatamente apos a sessdo de reexposi¢do. Um dia mais tarde, os animais foram testados
junto ao CTX-A, no Teste Al, bem como, novamente testados 7 dias mais tarde, no Testes
A2. No dia seguinte ao Teste A2, a técnica de reinstalacdo foi executada. Nessa técnica, os
animais foram expostos a um contexto inédito, diferente do CTX-A, denominado de CTX-B.
O CTX-B foi utilizado apenas para a sessdo de reinstalacdo, onde os animais foram dispostos
por 30 segundos, seguidos da administragdo de um tnico estimulo elétrico (1 mA, 60 Hz, por
3 s), e permaneceram no mesmo lugar por mais 30 segundos. Por fim, os animais foram
removidos do CTX-B. Como previamente padronizado e descrito por Franzen e colaboradores
(2019), ¢é considerada a reinstalacio da memoria, a avaliagdo e comparagdo do nivel de
congelamento entre o Teste A3 e a sessdo de reexposi¢dao. Caso o grupo apresente niveis de
congelamento no Teste A3 similares a si mesmo durante a sessdo de reexposi¢do, a memdoria ¢
considerada reinstalada. Caso os niveis de congelamento permane¢am significativamente
inferiores a sessdo de reexposicao, diz-se que a memoria ndo reinstalou e, neste ultimo caso,

ocorre a confirmag¢do do prejuizo de reconsolidacao.
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@ PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Intraperitoneal e/ou
intra hipocampal

Familiarizacdo Condicionamento Reexposicao Teste Al
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Figura 12 - Protocolo experimental para estudo da reconsolidaciio da meméria em fémeas. (A) A sessdo de
familiarizagdo ¢ o primeiro contato dos animais ao CTX-A, onde permanecem por 3 minutos para livre
exploragdo. Um dia mais tarde, ocorre o condicionamento através da administragdo de 3 choques nas patas de 1
mA, durante 3 segundos e 30 segundos entre cada estimulo. Esse pareamento entre CTX-A e choque faz com
que o ambiente, antes neutro, seja atualizado com propriedades afetivas negativas. Dessa forma, a reexposicao a
esse ambiente ¢ capaz de induzir niveis mais altos de congelamento, resposta defensiva tipica de roedores frente
estimulos aversivos. E depois da sessdo de reexposigdo que o CBD e/ou os antagonistas sio administrados. No
dia seguinte, o Teste Al ¢ executado, sem administragdo de drogas, e o0 mesmo ocorre 7 dias mais tarde, no Teste
A2. Um dia depois, a sessdo de reinstalagdo ¢ executada no CTX-B, quando 1 estimulo elétrico de 1 mA, por 3
segundos ¢ dado 30 segundos apds o animal ser colocado no contexto. Por fim, no ultimo dia de protocolo, o
Teste A3 ¢é realizado para detectar a reinstalagdo ou ndo do comportamento de congelamento. A confirmagao do
prejuizo da reconsolidagdo através do CBD ¢ indicado quando o nivel de congelamento no Teste A3 ndo retorna
ao nivel semelhante ao da sessdo de reexposigdo. Fonte: autora.

4.7 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) foi executado em um aparato
padronizado, confeccionado em MDF acinzentado (EP-151, Insight, Brasil). O LCE ¢
composto por 4 compartimentos que se cruzam em formato de cruz no qual, dois deles sao
abertos, porém, circundados por anteparos de acrilico com 1 cm de altura (50 x 10 cm) e dois
deles fechados por paredes laterais também de MDF cinza (50 x 10 x 40 cm), dispostos de

maneira oposta, como indicado na Figura 13.
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Figura 13 — Labirinto em cruz elevado (LCE). Representacdo grafica das dimensdes do LCE utilizado nos
experimentos comportamentais. Fonte: Wikipedia.

No inicio do teste, o experimentador adentrou a sala de experimento onde estava o
aparato do LCE e cuidadosamente posicionou o animal no quadrante central com a cabeca
apontada sempre para o mesmo sentido (braco fechado). O ambiente teve luminosidade
controlada de 40 lux. Um sistema de camera acoplado a monitores possibilitou a captag¢do da
imagem com vista de cima para todos os bragos e, desta forma, foi viavel a avaliagdo de todos
os comportamentos elencados para o teste. O teste teve duracdo de 5 minutos. O
experimentador permaneceu na antessala € acompanhou o animal pelo monitor. Entre um
animal e outro, a devida higienizagao foi executada através da solugao de etanol a 10% (v/v).
Todas as gravagdes foram arquivadas e encaminhadas para analise de outro experimentador,
cujo o mesmo nao tinha conhecimento dos tratamentos administrados.

Os parametros analisados foram (a) porcentagem de entradas nos bragos abertos
(%EA; [(entradas nos bragos abertos/total de entradas nos bragos abertos e fechados) x 100],
(b) porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TA; [(tempo nos bracos abertos/300) x100]),
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(c) frequéncia de posturas de avaliagdo de risco (SAP) e (d) nimero de entradas no brago
fechado (EF).

Os seguintes critérios de avaliagdo foram adotados para computar os
comportamentos descritos acima: (a) a entrada no brago fechado e aberto ocorreu quando os
animais colocaram as quatro patas no braco em questdo (b) a postura de avaliagdo de risco
(SAP) foi definida pelo comportamento tipico de estiramento, quando o animal colocou ao
menos uma pata em um dos bragos abertos e, posteriormente, volta a posi¢ao original no
centro do aparato ou no brago fechado (¢) o tempo de permanéncia foi quantificado no
momento da entrada do roedor (com as quatro patas) em um brago e assim a contagem
prosseguiu até que o mesmo se movesse € uma de suas patas fosse colocada em outra parte do
aparato. Em casos em que o animal caiu ou saltou dos bragos do labirinto, este foi
imediatamente recolhido e os dados excluidos da andlise estatistica, uma vez que, nao

completou o tempo total de teste. Todas essas situacdes estao ilustradas na Figura 14.
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Figura 14 - Representacio dos parametros analisados no labirinto em cruz elevado (LCE). (A) Vista de
cima do LCE antes de iniciar o experimento. (B) Experimentadora posicionando o animal no aparato. (C)
Animal disposto no quadrante central pronto para iniciar o teste. (D) Animal dentro do brago fechado, posigdo
que contabiliza o nimero de entradas no brago fechado. (E) Animal no brago aberto, posi¢do que viabiliza a
analise dos parametros nimero de entradas no brago aberto e porcentagem de tempo no brago aberto. (F) Animal
que saltou ou caiu dos bragos do aparato, apds fuga, critério de exclusdo do teste LCE. Fonte: autora.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados comportamentais foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e ao teste de Levene para a determinacdo da homogeneidade de variancia e
demonstrados como média + erro padrao da média (EPM). Depois da compilacdo dos dados

comportamentais foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de uma, duas vias ou fatorial.
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Nos experimentos em que apenas uma variavel independente se apresentava, como por
exemplo, os animais eram do mesmo sexo e¢ o fator preditor era apenas o tratamento
farmacologico a ANOVA de uma via foi executada.

Nas comparagdes em que a média de duas ou mais variaveis independentes foram
analisadas, como no caso de comparacdes que envolveram tratamento farmacoldgico e sexo, a
ANOVA fatorial foi utilizada. Nas comparagdes em que a média de duas ou mais variaveis
era requerida e houve a comparagao entre sessao de reexposicao e testes, a ANOVA de duas
vias com medidas repetidas foi utilizada. Apdés a ANOVA, em casos em que houve efeito
significante ou interag@o entre as variaveis, o teste post-hoc de Newman-Keuls foi executado.
Foram considerados efeitos significativos valores de P < 0,05 para determinacdo das
diferengas entre os grupos e / ou testes.

Em comparagdes entre dois grupos independentes sem reexposi¢do ao mesmo
contexto, o teste de “t” de Student foi adotado.

O eta-quadrado parcial (np2) foi calculado para estimar o tamanho do efeito de cada
variavel independente. Um valor de np2 > 0,14 foi considerado um efeito grande.

As andlises foram realizadas através do programa Statistica® (versdo 13; StatSoft
Inc., EUA) e os valores obtidos da média + erro padrdo da média (EPM) graficamente
representados através do programa GraphPad Prism® (versdo 7.0 GraphPadPrism, San Diego,

EUA).
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S DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Experimento 1: Efeito do CBD intraperitoneal 45 minutos antes da sessao de

reexposicao na expressio do congelamento em fémeas

Com o objetivo de investigar se 0 CBD poderia influenciar na expressao da memoria
aversiva contextual durante a sessdo de reexposi¢do, 41 ratas foram condicionadas no CTX-A
e, posteriormente, alocadas aleatoriamente em quatro grupos independentes (n=9 - 11/grupo)
com base no tratamento (VEH ou CBD 1, 3 ou 10 mg/kg i.p.) administrado 45 min antes da

sessao de reexposicao de 5 minutos como ilustra a Figura 15.

5.2 Experimento 2: Efeito do CBD intraperitoneal 45 minutos antes da sessio de

reexposiciao na expressio do congelamento e no ciclo estral em fémeas

Este experimento teve o objetivo de investigar se a fase do ciclo estral poderia
influenciar no efeito do CBD e na expressao da resposta defensiva diante ao contexto pareado.
Para isso, 62 ratas foram condicionadas no CTX-A e, no dia seguinte, alocadas em seis grupos
independentes (n=9 - 11/grupo) de acordo com a fase do ciclo estral e o tratamento com CBD
10 mg/kg intraperitoneal ou VEH, no dia da sessdo de reexposi¢cdo, como representado

graficamente na Figura 16.

5.3 Experimento 3: Efeito do CBD intraperitoneal 45 min antes da sessdo de

reexposicao na expressio do congelamento em machos e fémeas

Com o intuito de determinar se fémeas e machos podem diferir quanto aos efeitos do
CBD na expressdao do comportamento, 21 fémeas e 20 machos foram condicionados e
alocados em quatro grupos distintos (n = 10 - 11/grupo para fémeas e n = 9 - 10/grupo para
machos) com base no sexo e no tratamento (VEH ou CBD 10 mg/kg.ip). O desenho

experimental estd esquematizado na Figura 17.

5.4 Experimento 4: Efeito do CBD intraperitoneal na auséncia da sessido de

reexposiciao na expressio do congelamento em fémeas
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O presente experimento foi executado com o objetivo de investigar se o0 CBD exerce
efeito per se sobre o comportamento de congelamento ou se apenas a sessao de reexposicao ¢
capaz de promover um ambiente neural favoravel para o CBD exercer efeito comportamental.
Para tal, 18 ratas (n = 9 /grupo) foram previamente condicionadas ao CTX-A. No dia
seguinte, omitiu-se a sessdo reexposi¢cdo, mas de maneira similar aos demais experimentos, os
animais receberam aleatoriamente VEH ou CBD 10 mg/kg por via i.p. No dia seguinte, os
grupos foram testados no CTX-A e tiveram seu comportamento avaliado, como ilustra Figura

18.

5.5 Experimento 5: Efeito do antagonismo dos receptores CB1, CB2 ou 5-HT1a
do hipocampo dorsal e efeito do CBD intraperitoneal 45 min antes da sessio de

reexposicao na expressio do congelamento em fémeas

Com o objetivo de investigar alguns dos receptores que poderiam mediar o efeito do
CBD sobre a expressdo da resposta defensiva, 89 ratas submetidas a cirurgia estereotaxica
para implantagdo de canulas direcionadas ao hipocampo dorsal foram condicionadas no CTX-
A. Apos o condicionamento as ratas foram alocadas aleatoriamente em oito grupos distintos
de acordo com o tratamento intraperitoneal com veiculo ou CBD 10 mg/kg e com a infusdo
intra-hipocampal de VEH, AM 251 0,0002 pg/0,5uL, AM 630 0,001 pg/0,5uL e WAY
100635 0,0001 pg/0,5ul. dos antagonistas dos receptores CB1, CB2 e S5SHTIA,

respectivamente. O desenho experimental esta esquematizado na Figura 19.

5.6 Experimento 6: Efeito das doses de 1, 3 ou 10 mg/kg de CBD intraperitoneal

45 min antes do teste do labirinto em cruz elevado em fémeas

Este experimento teve o objetivo de complementar a anélise do efeito do CBD em
fémeas diante comportamentos de esquiva inibitoria e avaliacdo de risco, que diferem do
comportamento de congelamento. Para tal, 43 ratas foram alocadas em quatro grupos (n = 8-
15/grupo) com base no tratamento com VEH ou CBD (1, 3, ou 10 mg/kg, i.p.). Os animais
receberam o tratamento 45 minutos antes de serem submetidos ao teste de 5 min do LCE
(como previamente descrito na se¢ao 4.7). Os resultados sdo graficamente expressos na

Figura 20.
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5.7 Experimento 7: Efeito do CBD intraperitoneal apds a sessao de reexposi¢ao

na expressao do congelamento em fémeas

O presente experimento foi executado com o objetivo de investigar se o CBD seria
capaz de prejudicar a reconsolidacdo da memoria aversiva contextual. Para tal, 19 ratas foram
previamente condicionadas ao Contexto A. No dia seguinte, as ratas foram alocadas
aleatoriamente em dois grupos independentes (VEH n = 10 e CBD n = 9) com base no
tratamento (VEH ou CBD 10 mg/kg) administrado imediatamente apos a sessdo de

reexposicao como ilustra a Figura 21.

5.8 Experimento 8: Efeito do CBD intraperitoneal 6 horas apdés a sessio de

reexposicio na expressio do congelamento em fémeas

Com o intuito de determinar se o efeito do CBD ¢ restrito a janela temporal limitada,
realizou-se o seguinte experimento. Neste experimento, 18 ratas (n = 9/grupo), foram
previamente condicionadas e, um dia mais tarde, foram submetidas a sessao de reexposi¢ao de
2 min ao CTX-A e receberam aleatoriamente VEH ou CBD 10 mg/kg i.p., ndo
imediatamente, mas sim 6 h depois desta sessdo. No dia seguinte, as ratas foram testadas e
retestadas, 18 horas e 7 dias depois, respectivamente, e posteriormente submetidas a sessao de

reinstalacdo (como previamente descrito em 4.6.4), como indicado na Figura 22.

5.9 Experimento 9: Efeito do CBD intraperitoneal na auséncia da sessdao de

reexposiciao na expressio do congelamento em fémeas

Objetivando investigar se o CBD ¢ capaz de exercer efeito per se sobre o
comportamento de congelamento ou se apenas a sessao de reexposi¢do ¢ capaz de induzir a
labilidade da memoria 18 ratas (n = 9 / grupo) foram condicionadas ao CTX-A. No dia
seguinte, os animais receberam VEH ou CBD 10 mg/kg i.p., entretanto, omitiu-se a sessdo de
reexposi¢ao. Um dia mais tarde, os animais tiveram seu comportamento avaliado durante a

sessdo de Teste A1, como ilustra a Figura 23.
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5.10 Experimento 10: Efeito do CBD intra-hipocampal dorsal apés a sessao de

reexposicao na expressio do congelamento em fémeas

No intuito de investigar se o hipocampo seria um sitio neural importante para a¢ao
do CBD sobre a reconsolidagio da memoria aversiva contextual, realizou-se este
experimento. Para tal, 16 ratas foram previamente submetidas a cirurgia estereotdxica com
canulas direcionadas ao hipocampo dorsal (como previamente descrito em 4.5). Apds a
recuperagdo, foram condicionadas no CTX-A e alocadas em dois grupos distintos de acordo
com o tratamento intra-hipocampal com VEH ou CBD 30 nmol, bilateral. O desenho

experimental estd esquematizado na Figura 24.

5.11 Experimento 11: Efeito do CBD intraperitoneal apdés a sessio de
reexposicio e do antagonismo dos receptores CB1 ou CB2 no hipocampo dorsal na

expressiao do congelamento em fémeas

Com o objetivo de analisar quais receptores hipocampais poderiam mediar o efeito
do CBD no prejuizo de reconsolidacdo da memoria aversiva contextual, 60 ratas submetidas a
cirurgia estereotaxica com canulas direcionadas ao hipocampo dorsal (como previamente
descrito em 4.7), foram condicionadas no CTX-A. Apds o condicionamento as ratas foram
alocadas aleatoriamente em seis grupos baseados no tratamento intraperitoneal com VEH ou
CBD 10 mg/kg 1.p e na infusdo intra-hipocampal de VEH, AM 251 0,0002 pg/0,5uL e AM
630 0,001 pg/0,5uL, antagonistas dos receptores CB1 e CB2, respectivamente. O desenho

experimental esta esquematizado na Figura 25.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do CBD intraperitoneal 45 minutos antes da sessdo de reexposi¢ao na

expressio do congelamento em fémeas

Houve um efeito significativo do tratamento sobre o tempo de congelamento
expresso durante a sessdo de reexposi¢ao ao contexto pareado [F (337) = 8,8104, p = 0,00015;
np2 = 0,416].

Conforme ilustrado na Figura 15, durante a sessdo de reexposi¢do, os grupos CBD 10
mg/kg (p =0,001311) ou CBD 3 mg/kg (p = 0,038757), mas ndo o grupo CBD 1 mg/kg (p =
0,537714), expressaram significativamente menos congelamento do que o grupo controle.
Esses resultados sugerem que as duas maiores doses de CBD testadas produziram um efeito

anti-aversivo/ansiolitico.
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Figura 15 — A administracao sistémica de canabidiol (CBD) antes da reexposi¢cdo ao contexto reduz a
resposta de congelamento em fémeas. (A) Protocolo experimental utilizado. (B) Representagdo grafica dos
niveis de congelamento durante a sessdo de reexposicdo. Os dados s@o representados com média + E.P.M. da
porcentagem de congelamento (VEH n = 11; CBD 1 mg/kg, n = 10; CBD 3 mg/kg, n =9; CBD 10 mg/kg, n =
11). Os circulos representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A seta indica 0 momento da
administracdo do tratamento. * indica P < 0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA de uma via seguida pelo
teste de post - hoc de Newman-Keuls.

6.2 Efeito do CBD intraperitoneal 45 minutos antes da sessdo de reexposicao na

expressao do congelamento e no ciclo estral em fémeas
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Houve um efeito significativo do tratamento [F(1, 56) = 85,928, p = 0,000001; np2 =
0,605], mas ndo do ciclo estral [F(2, 56) = 0,80438; p = 0,45246; np2 = 0,027] ou interagdo
entre os fatores [F(2, 56) = 0,72101; p = 0,49072; np2 = 0,0251] sobre o tempo de
congelamento.

Como demonstrado na figura 16, os grupos tratados com CBD 10 mg/kg
expressaram significativamente menos congelamento durante a sessdo de reexposi¢do em
comparagdo com respectivos grupos VEH em todas as fases do ciclo estral (CBD - PRO p =
0,000132; CBD - EST p = 0,000129; CBD - DIES p = 0,000159). Durante a sessdo de
reexposicdo, as fémeas nas trés fases do ciclo estral tratadas com CBD 10 mg/kg se
comportaram de forma semelhante (p>0,861). Cada uma das fases investigadas expressou
significativamente menos congelamento quando comparadas os respectivos controles, VEH
(p<0,960). Esses resultados sugerem que o ciclo estral ndo influenciou a expressdo da

memoria e os efeitos induzidos pelo CBD na expressdo do medo contextual.
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Figura 16 — A administracdo sistémica de canabidiol (CBD) antes da reexposicdo ao contexto reduz a
resposta de congelamento em fémeas independentemente da fase do ciclo estral. (A) Protocolo experimental
utilizado. (B) Representacdo grafica dos niveis de congelamento durante a sessao de reexposi¢do. EST indica a
fase do ciclo estral estro; PRO proestro; DIE, diestro. VEH indica o grupo controle e CBD os grupos CBD 10
mg/kg. Os dados sdo representados com média + E.P.M. da porcentagem de congelamento (n = 9-11/ grupo). Os
circulos representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A seta indica o momento da
administra¢do do tratamento. * indica P < 0,05 comparado ao respectivo controle. ANOVA de uma via seguida
pelo teste de post - hoc de Newman-Keuls.

6.3 Efeito do CBD intraperitoneal 45 min antes da sessio de reexposicio na

expressao do congelamento em machos e fémeas

Houve efeito significativo do sexo [F(i, 35) = 55,923, p = 0,000001; np2 = 0,615], do
tratamento [F(i, 35) = 6,2440, p = 0,0017; np2 = 0,151 ] e da interacdo entre os fatores
[11,779; p=0,00155; np2 = 0,251].

Como representado na Figura 17, o grupo de fémeas tratado com CBD 10 mg/kg
expressou significativamente menos congelamento durante a sessdo de reexposi¢do do que o
respectivo grupo controle F-VEH (p = 0,000290). No entanto, o grupo de machos tratado com
CBD nao obteve diferenca significativa durante a sessdo de reexposi¢do quando comparado
ao respectivo grupo controle M-VEH (p = 0,513782). O grupo de machos controles (M-VEH)
obteve maior tempo de congelamento do que o grupo controle de fémeas F- VEH, (p =
0,007209). De maneira semelhante, o grupo de machos tratados com CBD 10 mg/kg
permaneceu significativamente mais tempo em congelamento do que o grupo de fémeas
tratado com CBD 10 mg/kg, F-CBD (p = 0,000160). Esses resultados sugerem que houve
diferencas sexuais na magnitude da expressdo da memoria para o comportamento de
congelamento e no efeito ansiolitico/anti-aversivo do CBD quando machos e fémeas foram

submetidos ao mesmo protocolo de CAC.
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Figura 17 — A administra¢ao sistémica de canabidiol (CBD) produziu efeitos dismorficos na expressiao do
congelamento quando ratos e ratas foram expostos ao contexto pareado (A) Protocolo experimental
utilizado. (B) Representagdo grafica dos niveis de congelamento durante a sessdo de reexposi¢do. Os dados sdo
representados com média + E.P.M. da porcentagem de congelamento (F-VEI, n = 11; F-CBD 10 mg/kg, n=11;
M-VEIL, n = 9; M-CBD 10 mg/kg, n = 9). Os circulos representam os valores individuais dos animais no
respectivo grupo. A seta indica o momento da administragdo do tratamento. * indica P < 0,05 comparado ao
respectivo controle. + indica P < 0,05 na comparagao entre os sexos. ANOVA de uma via seguida pelo teste de
post - hoc de Newman-Keuls.

6.4 Efeito do CBD intraperitoneal na auséncia da sessio de reexposicio na

expressiao do congelamento em fémeas

Nao houve efeito significativo do tratamento com CBD 10 mg/kg sobre o
congelamento expresso 24 h apos, durante o Teste Al (tis = 0,333260; p = 0,743265; np2 =
0,157). Conforme denota a Figura 18, ambos os grupos, CBD e VEH, apresentaram um tempo
de congelamento comparavel nesta sessdo. Esses resultados indicam que, os efeitos anti-

aversivos de uma administragdo de CBD persistem por menos de 24 h.
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Figura 18 — O efeito da administracio sistémica de canabidiol (CBD) em fémeas é especifico
para memorias aversivas contextuais evocadas (A) Protocolo experimental utilizado. (B) Representacdo
grafica dos niveis de congelamento durante a sess@o de reexposigdo, Teste Al. Os dados sdo representados com
Média = E.P.M. da porcentagem de congelamento (VEI n =9 ¢ CBD 10 mg/kg n = 9). Os circulos representam
os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A seta indica o momento da administragdo do
tratamento. Teste de “t” de Student para grupos independentes.

6.5 Efeito do antagonismo dos receptores CB1, CB2 ou 5-HTia do hipocampo
dorsal e efeito do CBD intraperitoneal 45 min antes da sessio de reexposicio na

expressao do congelamento em fémeas

Houve efeito significativo do tratamento [F (i, 80) = 22,345; p = 0,00001; np2 =
0,218], do pré-tratamento [F (3,80) = 6,1172; p = 0,00084; np2 = 0,186] e da interagdo entre os
fatores [F (3, 80) = 3,4328, p = 0,02084; np2 = 0,114] sobre o tempo de congelamento.

Conforme mostrado na figura 19, os grupos VEH — AM251 (p = 0,639313) e VEH —
WAY (p =0,922996), mas nao o grupo VEH — AM630 (p = 0,024018), expressaram niveis de
congelamento semelhante ao do grupo controle, VEH — VEH. Os grupos VEH-CBD e
AM251-CBD apresentaram menos tempo de congelamento do que seus grupos controles (p =

0,003292 e p = 0,001478, respectivamente). Em contraste, os grupos WAY — CBD e AM630
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— CBD tiveram valores semelhantes em relagdo aos seus respectivos grupos de controle (p =
0,829493 e p = 0,507110, respectivamente). Quando realizada a comparacao entre 0s grupos
tratados com CBD e os antagonistas, os grupos AM251 — CBD (p = 0,474676), AM630 —
CBD (p = 0,787445), apresentaram niveis semelhantes de congelamento. Entretanto, o grupo
WAY 100635-CBD apresentou maior tempo de congelamento do que o grupo VEH-CBD (p
= 0,014466). Em conjunto, esses resultados sugerem que o efeito anti-aversivo do CBD
administrado intraperitonealmente envolveu, em especial, a ativacdo de receptores 5-HT1a no

hipocampo dorsal.
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Figura 19 — Avaliacdo do envolvimento dos receptores CB1, CB2, e 5-HTia hipocampais no
efeito anti-aversivo/ansiolitico do canabidiol CBD (10 mg/kg .i.p.) em fémeas. (A) Protocolo experimental
utilizado. (B) Representagao grafica dos niveis de congelamento durante a sessdo de reexposigdo, Teste Al. Os
dados sdo representados como média = E.P.M. da porcentagem de congelamento (n = 10-12/ grupo). Os circulos
representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A seta preta indica o momento da
administracdo dos antagonistas no hipocampo dorsal e a seta cinza indica o momento da administragdo
intraperitoneal do CBD. * indica P < 0,05 comparado ao respectivo controle. # indica diferenga em relagdo ao
grupo VEH-VEH. O antagonismo dos receptores CB1, CB2 e 5-HT foi realizado através das drogas AM251
(0,0002 pg/0,5uL) e AM630 (0,001 pg/0,5uL), WAY 100635 (0,0001 pg/0,5uL), respectivamente. ANOVA de
uma via seguida pelo teste de post - hoc de Newman-Keuls. Apenas animais com acerto cirurgico bilateral foram
incluidos na andlise estatistica.
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6.6 Efeito das doses de 1, 3 ou 10 mg/kg de CBD intraperitoneal 45 min antes do

teste do labirinto em cruz elevado em fémeas

Nao houve efeito significativo do tratamento sobre nenhum dos parametros
avaliados: porcentagem de tempo no brago aberto (%TA) [F(339) =2,2191; p=0, 10123; np2
= 0145], figura 20A, porcentagem de entradas no brago aberto %EA [F(3, 39) = 2,0484, p =
0,12292; np2 = 0,136] figura 20B, nimero de entradas no braco aberto EA, [F(3, 39) =
2,2528, np2 = 0,097430] figura 20C, nimero de entradas no brago fechado EF [F(3, 39) =
1,2229, p = 0,31430; np2 = 0,085] figura 20D sugerindo que o CBD em doses de 1, 3 ou 10
mg/kg ndo foram capazes de alterar o comportamento tipo-ansioso. Ainda, ndo houve
diferenga significativa no parametro postura de avalia¢do de risco, SAP [F(3,39) = 2,8190, p =
0,05148; np2 = 0,178] figura 20E, indicando que o comportamento tipo ansioso ndo foi
afetado.
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Figura 20 — Efeito das doses de canabidiol (CBD, 10 mg/kg.i.p.) intraperitoneal sobre o comportamento
tipo-ansioso e atividade exploratéria geral no labirinto em cruz elevado. Os dados sdo representados com
média = E.P.M. da porcentagem de congelamento (VEH, n = 15; CBD 1 mg/kg, n = 9; CBD 3 mg/kg, n = §;
CBD 10 mg/kg, n = 11). Nao houve diferenca significativa entre os grupos em nenhum dos parametros
analisados (ANOVA fatorial). Os circulos representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo.

6.7 Efeito do CBD intraperitoneal imediatamente apos a sessdo de reexposi¢io

na expressio do congelamento em fémeas
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Houve efeito significativo do tratamento [F (i, 17) =8,8118, p = 0,00861; np2 =
0,341], da repeticao [F (2,34) = 14,796, p = 0,00002; np2 = = 0,465] e da interacdo entre esses
fatores sobre o tempo de congelamento [F (2, 34) = 5,5834, p = 0,00800; np2 = 0,247].
Conforme mostrado na figura 21, os grupos tratados com VEH e CBD apresentaram valores
semelhantes na sessdo de reexposi¢do (p = 0,9402), mas durante os testes Al e A2 o grupo
tratado com CBD expressou significativamente menos congelamento do que o respectivo
controle (p = 0,027158 e p = 0,0544). O grupo que recebeu VEH manteve os niveis de
congelamento durante o teste Al (p = 0,5429) e durante o teste A2 (p =0,1096).

Estes resultados sugerem que o CBD administrado sistemicamente prejudica a
reconsolidagdo da memoria quando a sessao de reexposicao € capaz de induzir um estado labil

e esse efeito persiste por pelo menos uma semana.
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Figura 21 — A administracio sistémica de canabidiol (CBD) apos a reexposicio ao contexto
reduz a resposta de congelamento nos testes A. (A) Protocolo experimental utilizado. (B) Representagdo
gréfica dos niveis de congelamento durante a sessdo de reexposicéo, Teste Al e A2. Os dados sdo representados
com Média = E.P.M. da porcentagem de congelamento (VEH n = 10 ¢ CBD 10 mg/kg n = 11). Os circulos
representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A seta indica o momento da administragdo
do tratamento. * indica P < 0,05 comparado ao respectivo controle. ANOVA de medidas repetidas de uma via
seguida pelo teste de post - hoc de Newman-Keuls.
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6.8 Efeito do CBD intraperitoneal 6 horas apos a sessio de reexposicio na

expressio do congelamento em fémeas

Houve efeito significativo da repeticao [F(3.4s) = 20,365, p = 0,00000; np2 = 0,560],
mas nao do tratamento [F(1,16) = 0,33431, p = 0,57118; np2 = 0,020] ou da interagdo entre os
fatores [F(3,48) = 0,68356, p = 0,5664; np2 = 0,040] sobre o congelamento. Durante a sessao
de reexposicao (p = 0,9103), Teste Al (p = 0,5469), Teste A2 (p = 0,7644) e Teste A3
(0,9031), ambos os grupos, VEH e CBD expressaram niveis de congelamento semelhante. No
teste Al, ambos os grupos apresentaram redu¢do dos niveis de congelamento em relacdo a
sessdo de reexposi¢do (VEH p = 0,0399 e CBD p = 0,0087). De maneira semelhante, também
ndo houve diferenca no Teste A2 em relacdo a sessdo de reexposicdo, € ambos 0s grupos
apresentaram reducdo dos niveis de congelamento referente tanto a sessdo de reexposi¢ao
(VEH p = 0,000166 e CBD p = 0,001972) quanto ao Teste A1 (VEH p = 0,0646 e CBD p =
0,5005). Apos serem submetidos a sessdo de reinstalacdo e expostos ao Teste A3, ambos os
grupos apresentaram aumento no nivel de congelamento quando comparados ao Teste A2
(VEH p = 0,6839 e CBD p = 0,6585), apresentando niveis de congelamento semelhantes a
primeira exposi¢ao ao contexto, conforme indica a figura 22.

Avaliados em conjunto, estes dados sugerem que o efeito do CBD sobre a
reconsolidagdo da memoria aversiva contextual s6 ocorre se o intervalo entre a reexposi¢do e

a administracao for inferior a 6 horas.
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Figura 22 — O prejuizo na reconsolida¢ido causado pela administracio sistémica de canabidiol (CBD) ¢é
restrito a janela temporal de 6 horas em fémeas. (A) Protocolo experimental utilizado. (B) Representacdo
grafica dos niveis de congelamento durante a sessdo de reexposi¢do, Teste Al, A2 ¢ A3 Os dados sdo
representados com Média + E.P.M. da porcentagem de congelamento (VEH n =9 ¢ CBD 10 mg/kg n =9). Os
circulos representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A seta preta indica o0 momento da
administragdo do tratamento. A seta cinza indica o momento da reinstala¢do. # indica P < 0,05 comparado ao
respectivo controle. ANOVA de medidas repetidas de uma via seguida pelo teste de post - hoc de Newman-
Keuls.

6.9 Efeito do CBD intraperitoneal na auséncia da sessio de reexposicdo na

expressiao do congelamento em fémeas

Conforme graficamente indicado na figura 23, o teste “t” de Student indicou que nao
houve efeito do tratamento para o Teste Al (tis= 0,394; p = 0,698847; np2 = 0,191) quando
omitida a sessdo de reexposicdo e o CBD administrado. Através deste resultado, pode-se
sugerir que o efeito do CBD sobre a reconsolidacdo da memoria € especifico para memorias

que foram evocadas e desestabilizadas.
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Figura 23 — Efeito do canabidiol (CBD) é especifico para memorias que foram evocadas. (A) Protocolo
experimental utilizado. (B) Representacdo grafica dos niveis de congelamento durante a sessdo de reexposicao,
Teste Al. Os dados sdo representados com média + E.P.M. da porcentagem de congelamento (VEI n =9 ¢ CBD
10 mg/kg n = 9). Os circulos representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A seta preta
indica 0 momento da administragdo do tratamento. Teste de “t” de Student para grupos independentes.

6.10 Efeito do CBD intra-hipocampal dorsal apos a sessdo de reexposicio na

expressao do congelamento em fémeas

Houve efeito do tratamento [F (i,14) = 18,385, p = 0,00075; np2 = 0,567], da
repeticao [F (3,42) =27,198, p = 0,000001; np2 = 0,66] e da interagao entre esses fatores [F (3,
42) =3,3647, p=0,02735; np2 = 0,193] sobre o congelamento.

De acordo com a figura 24, os grupos tratados com VEH e CBD apresentaram
valores semelhantes de congelamento durante a sessao de reexposi¢ao (p = 0,5660). Durante o
Teste Al o grupo tratado com CBD expressou significativamente menos congelamento do
que o respectivo controle (p = 0,00019) e 0 mesmo ocorreu durante o Teste A2 (p = 0,00013).

Entretanto, o grupo que recebeu VEH também reduziu a expressao do congelamento durante
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o Teste A2 (p = 0,00025), ndo apresentando diferenca com o grupo CBD neste mesmo teste (p
=0,4438). Apos serem submetidos a sessao de reinstalacao e expostos ao Teste A3, apenas o
grupo VEH restabeleceu os niveis de congelamento da sessdo de reexposi¢ao (p = 0,2637),
enquanto o grupo que recebeu CBD intra-hipocampal manteve baixo nivel de congelamento
em relacdo a si mesmo na sessao de reexposi¢do (p = 0,0024).

Analisados em conjunto, estes dados indicam que o hipocampo dorsal ¢ um sitio
importante para agdo do CBD sobre a reconsolidagdo da memoria aversiva contextual
sugerindo que vias de transdugdo de sinais presentes nessa regido podem mediar a agdo do

CBD neste efeito.
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Figura 24. A administracido de canabidiol (CBD) no hipocampo dorsal prejudica a reconsolida¢cio da
memoria aversiva contextual. (A) Protocolo experimental, (B) Representagdo grafica dos niveis de
congelamento durante a sessdo de reexposicao, TAl, TA2 e TA3. Os dados s@o representados como média +
E.P.M. da porcentagem de congelamento (VEH n =9 e CBD 30 nmol n = 9). A imagem superior direita refere-
se ao sitio da microinjec¢do. Os circulos representam os valores individuais dos animais no respectivo grupo. A
seta preta indica o momento da administragio do CBD ou VEH no hipocampo dorsal. A seta cinza indica o
momento da reinstalagdo. * indica P < 0,05 comparado ao respectivo controle. # indica diferenca em relacdo ao
mesmo grupo comparado a sessdo de reexposicdo. ANOVA de medidas repetidas de uma via seguida pelo teste
de post - hoc de Newman-Keuls. Apenas animais com acerto cirargico bilateral foram incluidos na analise
estatistica.

6.11 Efeito do CBD intraperitoneal apés a sessio de reexposicio e do
antagonismo dos receptores CB1 e CB2 no hipocampo dorsal na expressio do

congelamento em fémeas
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Houve efeito do tratamento [F (i, 53) = 13,390, p = 0,00058; np2 = 0,201], da
repeti¢do [F (3, 159) = 68,869, p = 0,00001; np2 = 0,565], mas ndo do pré-tratamento [F (2, 53) =
2,7288, p =0,07448; np2 = 0,09]. A analise também indicou que houve interagdo esses fatores
[F (6,159) = 2,2791, p = 0,03878; np2 = 0,079].

Durante a sessdo de reexposicdo todos os grupos expressaram niveis de
congelamento semelhante (p > 0,7407), assim como durante o TA1 (p > 0,1925) e TA2 (p >
0,8479). Quando realizada a comparagdo entre a sessdo de reexposicao e o Teste Al, os
grupos VEH — CBD (p = 0,000046), AM630 — VEH (p = 0,0212) ¢ AM630 — CBD (p =
0,00002) reduziram significativamente os niveis de congelamento. Entretanto, os grupos VEH
— VEH (p = 0,099432), AM251 — VEH (p = 0,7242) e AM251 — CBD (p = 0,7956) nao
apresentaram mudanca significativa na expressao do congelamento.

Apds serem submetidos a sessdo de reinstalagdo e expostos ao Teste A3, os grupos
VEH - VEH (p = 0,642662), AM251 — VEH (p = 0,9641), AM251 — CBD (p = 0,9623) ¢
AM630 — VEH (p = 0,3041) expressaram niveis de congelamento semelhantes a si mesmos
na sessdo de reexposi¢do. Por outro lado, os grupos VEH — CBD (p = 0,000043) e AM630 —
CBD (p = 0,00003), mantiveram niveis de congelamento significativamente inferiores quando
comparados a si mesmo na sessao de reexposi¢ao.

Avaliados em conjunto, estes dados indicam que (a) o CBD ¢ capaz de prejudicar a
reconsolidagdo da memoria, evidenciado pela sessdo de reinstalagdo, (b) a dose dos
antagonistas utilizados ndo interfere na expressao do congelamento per se, (¢) o antagonismo
do receptor CB2 no hipocampo ndo impede o prejuizo de reconsolidacdo induzido pelo CBD
e (d) o antagonismo do receptor CB1 no hipocampo ¢ capaz de reverter o efeito do CBD em

prejudicar a reconsolidagdo da memoria.
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7 DISCUSSAO

7.1 O CBD exerce efeito ansiolitico/anti-aversivo em fémeas

Ratas tratadas sistemicamente com 3 ou 10 mg/kg de CBD atenuaram a expressao de
congelamento em comparacao aos controles, sugerindo efeito anti-aversivo/ansiolitico (figura
15). Esse resultado confirma o encontrado em estudos anteriores em ratos e camundongos
machos avaliados no CAC e outros testes comportamentais (GUIMARAES et al., 1990;
MOREIRA et al., 2005; 2010; RESSTEL et al., 2006;2009; LEMOS et al., 2010; LEVIN et
al., 2012; JURKUS et al., 2016; ASSAREH et al., 2020; LIU et al., 2021).

O CBD foi capaz de produzir efeito anti-aversivo/ansiolitico em fémeas nas doses de
3 e 10 mg/kg, mas ndo na dose de 1 mg/kg (figura 15). Esse resultado corrobora dados
prévios em que a administracdo sist€émica de 10 mg/kg ou 3 mg/kg denotou propriedade
ansiolitica/anti-aversiva semelhante a do diazepam (2,5 mg/kg) no CAC em ratos (RESSTEL
et a., 2006), facilitadora da extingdo (BITENCOURT et al., 2008) e de prejuizo da
reconsolidagdo (STERN et al., 2012). Além disso, ambas as doses se encontram dentro da
faixa usualmente relatada como ansiolitica em roedores (2,5 - 30 mg/kg i.p.) em outros testes
comportamentais como o LCE (GUIMARAES et al., 1990; CHAVES et al., 2021) e o teste de
lambida punida de Vogel (MOREIRA et al., 2006). Por outro lado, no estudo de Assareh e
colaboradores (2020) a dose de 30 mg/kg 1.p, mas ndo as doses de 1; 10 ou 100 mg/kg 1.p, foi
efetiva em reducdo a expressdo do congelamento em camundongos. Em contraste com o
efeito ansiolitico, a maior dose utilizada neste estudo (10 mg/kg i.p) exerceu efeito
ansiogénico em outros estudos em que animais que receberam inje¢des didrias de CBD
durante 14 dias (ELBATSH et al., 2012). Esse resultado foi atribuido, pelo menos em parte, a
tolerancia devido a regulacdo negativa de receptores canabinoides induzida por agonistas
(OVIEDO et al., 1993).

Apesar da dose de 1 mg/kg i.p de CBD ser usualmente adotada em outros
paradigmas, que também avaliam comportamento tipo-ansioso, como o LCE (LEE et al.,
2017), neste estudo, nao houve diferenga sobre o comportamento de congelamento entre ratas
que receberam CBD e VEH. Isso sugere que, nestas condi¢cdes, o CBD ndo produziu o efeito
anti-aversivo/ansiolitico das demais doses avaliadas. Este resultado concorda com Assareh e

colaboradores (2020) que obteve efeito ansiolitico/anti-aversivo do CBD quando
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camundongos foram submetidos ao condicionamento auditivo, entretanto, nenhuma das doses
avaliadas, nesse mesmo estudo, exerceu efeito ansiolitico no teste claro-escuro.

Algumas diferencas na metodologia entre o presente estudo e aqueles que relataram
efeitos ansiogénicos e/ou bifasicos foram encontradas. Por exemplo, Levin e colaboradores
(2012), encontrou efeito bifasico do CBD 1 mg/kg i.p. quando comparou ratos da linhagem
Wistar com ratos da linhagem espontaneamente hipertensos (SHR), uma vez que, essa dose
promoveu efeito ansiolitico em ratos Wistar mas aumentou o congelamento em ratos SHR.
Este estudo utilizou linhagem de ratos SHR machos e protocolo de condicionamento
contextual com cinco estimulos de choque nas patas de 0,4 mA, em contraste com o presente
estudo que utilizou fémeas e trés estimulos de 1 mA. Long e colaboradores (2010) relataram
efeito ansiogénico do CBD com a dose de 1 mg/kg i.p. no teste claro-escuro, mas ndo no teste
de campo aberto, quando avaliou o efeito de 21 injecdes sist€émicas didrias em camundongos
adultos machos C57BL/6Jarc. No presente estudo, utilizou-se fémeas Wistar no protocolo de
CAC e avaliou-se uma unica administracdo do CBD. Elbatsh et al., (2012) encontrou efeito
ansiogénico do CBD quando administrou a dose de 10 mg/kg i.p. durante 14 dias em ratos
machos Lister-hooded nos testes de condicionamento aversivo, mas ndo detectou efeitos sobre
a atividade locomotora. Este efeito bidirecional do CBD pode estar relacionado aos niveis de
estresse induzidos pelo condicionamento e evocados na reativacdo da memoria durante a
reexposicdo ao contexto, em vez da forca da memoria em si. Outros paradigmas que
avaliaram comportamentos tipo-ansiosos foram utilizados, como por exemplo, o LCE (LEE et
al., 2017) que, sabidamente, apresenta eventos plasticos diferentes dos eventos desencadeados
pelo CAC e que sdo farmacologicamente modulados de diferentes maneiras pelo CBD
(BANNERMAN et al., 2014; MORENA ¢ CAMPOLONGO et al., 2014; BLESSING et al.,
2015; KRUK-SLOMKA et al., 2017; LU MACKIE et al., 2020; BRITCH et al., 2021). Logo,
a variacao entre os resultados deste estudo pode estar relacionada a fatores como a espécie
utilizada, ao teste comportamental empregado ou a dose e duragdo da administracao do CBD.

Majoritariamente, os resultados deste estudo reproduzem os achados obtidos em
estudos clinicos que avaliaram o efeito ansiolitico agudo do CBD. Por exemplo, em
voluntarios humanos submetidos a uma situagdo estressante, a dose de 300 mg de CBD via
oral foi eficaz em reduzir a ansiedade (ZUARDI et al., 1993), inclusive aquela induzida pela
ingestdo de THC (ZUARDI et al., 1982). Efeito semelhante foi obtido com 600 mg de CBD
em pacientes com fobia social, que nunca haviam recebido tratamento antes, durante o teste

simulado de falar em publico (BERGAMASCHI et al., 2011). Logo, o efeito ansiolitico do
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CBD em humanos ¢ geralmente obtido apds administragdo aguda (ZUARDI et al., 2006; LEE
etal., 2017; O’'SULLIVAN et al., 2020).

No presente trabalho ndo foram detectadas diferencas na expressdao do congelamento
entre as fases do ciclo estral e todos os grupos demonstram efeito anti-aversivo/ansiolitico do
CBD (figura 16). Esses resultados sugerem que, os hormonios gonadais ndo afetam
qualitativamente a capacidade de aprendizado, expressdo do congelamento e sensibilidade ao
CBD. Esses resultados concordam com estudos anteriores em que fémeas controles também
ndo variaram a expressao do congelamento no CAC, tanto no dia do condicionamento
(KASHEFI e RASHIDY, 2014), quanto no dia da reexposi¢do e teste subsequente (CHANG
et al., 2009; DA SILVA et al., 2016; FRANZEN et al., 2019).

O dimorfismo sexual pode influenciar as respostas comportamentais dos ratos no
CAC por si s0. Por exemplo, Gupta et al., (2001) e Maren et al., (1994) comparam machos e
fémeas diretamente quanto a expressao do congelamento e, em ambos os estudos, fémeas
expressaram menos congelamento, quando comparadas aos machos, sob as mesmas condi¢des
experimentais. Por outro lado, Markus e colaboradores (1997) encontraram redugdo na
reten¢do do aprendizado no CAC apenas na fase proestro e, na fase estro, machos e fémeas
obtiveram respostas semelhantes, mas nenhuma diferenca foi detectada quando expostos em
um contexto diferente do utilizado no condicionamento. No condicionamento auditivo,
durante a administracdo do som, fémeas expressaram maior nivel de congelamento do que
machos (GRESACK et al., 2009), entretanto, machos exibem retencdo a longo prazo do
condicionamento contextual de medo maior do que fémeas (GRESACK et al., 2009;
BARKER e GALEA et al., 2010). Vale ressaltar que, neste trabalho, as fémeas foram
distribuidas de forma semelhante entre os grupos quanto a fase do ciclo estral. Essa condi¢ao
ndo fornece a caracterizagdo do papel dos hormoénios gonadais sobre o comportamento
ansiolitico/anti-aversivo, bem como 0s mecanismos que sustentam tais diferengas. Por outro
lado, outros paradigmas que avaliam o comportamento tipo ansioso (MARCONDES et al.,
2001) e de aprendizado associativo (WARREN e JURASKA, 1997) como, condicionamento
aversivo ao som (MILAD et al., 2009), de preferéncia condicionada ao lugar (ROBERTS et
al., 1989; RUSSO et al., 2003), condicionamento com estimulo ocular (WOOD et al., 2001), o
condicionamento operante (SFIKAKIS et al, 1978) e o condicionamento apetitivo
(MORALES et al., 2014), indicaram variacdo no comportamento de acordo com a fase do
ciclo estral. Entretanto, neste trabalho, apenas fémeas foram sensiveis aos efeitos anti-

aversivos/ansioliticos do CBD (figura 17). Esse dado discorda dos resultados obtidos em
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estudos anteriores que avaliaram apenas ratos machos submetidos ao CAC (RESSTEL et al.,
2006; LEMOS et al., 2010). Alguns fatores, além do sexo, podem ter contribuido para essas
diferencas, como por exemplo, a duracdo e intensidade dos estimulos elétricos utilizados
durante o condicionamento. Por exemplo, Resstel e colaboradores (2006) e Lemos et al.,
(2010) obtiveram efeito ansiolitico do CBD em machos com a dose de 10 mg/kg i.p.,
entretanto, o primeiro utilizou seis estimulos de 2,5 mA, em uma sessdo de condicionamento
que durou 10 min, enquanto o segundo, utilizou 3 estimulos de 1 mA ao longo de 3 min em
machos que, anteriormente, passaram por cirurgia estereotaxica. Em contraste, no presente
estudo foram utilizados 3 estimulos de 1 mA, protocolo que demonstrou ser adequado para o
estudo da reconsolidagdo em fémeas (Franzen et al., 2019).

Os estudos supracitados devem ser comparados com cautela, pois, nenhum deles
comparou diretamente machos e fémeas sob as mesmas condi¢des experimentais no CAC
uma vez que, sabidamente, este protocolo produz respostas comportamentais dismorficas
(MAREN et al., 1994; GUPTA et al.,, 2001; GRUENE et al., 2015). Logo, ajustes nos
protocolos devem ser feitos para que os fendmenos neurobioldgicos envolvidos com o
processamento da memoria possam ser desencadeados. Este tipo de abordagem permite que a
modula¢do farmacoldgica com o CBD possa ocorrer (FATORE e FRATTA, 2010; CRAFT et
al, 2013; SHANSKY, 2018;2019; FRANZEN et al., 2019; SHANSKY ¢ MURPHY, 2021). O
ajuste no protocolo ¢ de suma importancia porque a forca ou intensidade da memoria ¢ um
fator limitante nas intervengdes farmacologicas e comportamentais nos estudos com animais
de laboratorio (MONTI et al., 2017). Em conjunto, os resultados desse trabalho, somados aos
estudos prévios, sugerem que, o dimorfismo sexual no condicionamento aversivo esta
relacionado com o processamento de informagdes hipocampais.

O CBD 10 mg/kg sistémico foi capaz de produzir efeito anti-aversivo/ansiolitico em
fémeas e esse efeito foi prejudicado pelo antagonismo dos receptores 5-HT1a, mas ndo CB1
ou CB2 do HPCd (figura 19). Esses resultados sugerem que os efeitos induzidos pelo CBD
sdo sensiveis a0 WAY 100635, antagonista do receptor 5-HT1a, injetado no HPCd, em uma
dose que ndo produziu nenhum efeito por si sd. Esse resultado concorda com estudos
comportamentais anteriores que demonstraram o envolvimento do receptor 5-HTia como
mediador dos efeitos ansioliticos/anti-aversivos do CBD por via sistémica e também quando
injetado em outras regides cerebrais (JURKUS et al., 2016; LEE et al., 2017; PATEL et al.,
2017; DE ALMEIDA e DEVI, 2020).
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Sistemicamente, o CBD ¢ capaz de antagonizar o efeito ansiogénico de altas doses de
A9-THC e produzir efeito ansiolitico (FUSAR-POLI et al., 2009; TODD et al., 2016;
ZUARDI et al. 1981). Além disso, o CBD atenua as consequéncias autondmicas ¢
comportamentais do estresse por contengdo em ratos, como a redugdo da pressdo arterial, a
frequéncia cardiaca e resposta ansiogénica no LCE 24 h depois do evento estressor
(RESSTEL et al.,, 2008). Os receptores 5-HTia do cérebro estdo localizados pré-
sinapticamente em corpos celulares nos nucleos da rafe do tronco cerebral e pds-
sinapticamente em vdrias estruturas limbicas, incluindo regides responsaveis pelas respostas
adaptativas a eventos aversivos, processamento e expressao da memdoria aversiva, como o
HPC (DEAKIN e GRAEFF, 1991; SHARP ¢ BARNES 2020; VILARO et al., 2020;
BARNES et al., 2021). Acredita-se que este receptor desempenhe um papel importante na
fisiopatologia dos transtornos de ansiedade. Um dos principais alvos moleculares propostos
para o CBD ¢ o receptor de serotonina 5-HT1a, apoiado pela interagdo direta com o sitio de
ligacdo ortostérico (RUSSO et al., 2005). O HPCd, além de ser crucial para o processamento
da memoria aversiva contextual (CAHILL & McGAUGH, 2011; MAREN et al., 2013;
CHAAYA et al.,, 2018) apresenta uma alta concentra¢do de receptores pds-sindpticos 5-HT1a
(CHALMERS e WATSON, 1991). A ativagdo de receptores pos-sinapticos 5-HTia foi
relacionada a adaptacao ao estresse (JOCA et al., 2003).

Corroborando os achados comportamentais deste trabalho, o antagonismo sistémico
do receptor serotoninérgico 5-HT1a, pelo WAY-100635 (0,1 mg/kg), foi capaz de atenuar as
consequéncias emocionais tardias do estresse por contencdo, fato que pode ser explicado a
partir do efeito facilitador da neurotransmissao mediada pelo receptor 5-HTia desencadeada
pelo CBD (RESSTEL et al., 2008). No entanto, o antagonismo dos receptores CB1 pelo
AM251 e do CB2 pelo AM630 do HPCd ndo foi capaz de prevenir a resposta ansiolitica/anti-
aversiva promovida pelo CBD. Esse resultado foi semelhante ao obtido através da inje¢do de
CBD diretamente na substancia cinzenta periaquedutal dorsolateral, em que, na presenga de
WAY-100635, mas ndao na de AM251, o CBD exerceu efeito ansiolitico/anti-aversivo
(CAMPOS e GUIMARARES et al., 2008), anticompulsivo (DEIANA et al., 2012; NARDO et
al., 2014) e panicolitico (DE PAULA SOARES et al., 2010). Esse mesmo mecanismo
também foi relatado em comportamentos inatos relacionados ao medo, evocados por um
paradigma baseado na interagio presa-predador (URIBE-MARINO et al., 2012;
TWARDOWSCHY et al., 2013).


https://link.springer.com/article/10.1007/s00213-008-1168-x#ref-CR42
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O CBD pode modular a atividade neuronal na substincia cinzenta periaquedutal
dorsal (CAMPOS & GUIMARAES, 2008), ntcleo do leito da estria terminal (GOMES et al.,
2011), cortex pré-frontal medial (LEMOS et al., 2010; MARINHO et al., 2015), amigdala
(HSTAO et al., 2012) e HPC (CAMPOS et al., 2013b) para exercer efeitos ansioliticos. Em
outras regides cerebrais, o CBD também exerceu efeito semelhante ao obtido neste estudo.
Por exemplo, quando injetado na cisterna magna, o CBD apresentou efeito ansiolitico
(GRANIJEIRO et al., 2011), no nucleo do leito da estria terminal, dispos dos mesmos efeitos
ansioliticos e teve efeito positivo na modulagao da resposta barorreflexa, capaz de reduzir a
pressdo arterial (ALVES et al., 2010; GOMES et al., 2011), inclusive, aquela induzida pelo
estresse por contengdo (GOMES et al., 2013). Assim como encontrado neste estudo, o CBD
reduziu a expressao da memoria aversiva contextual (GOMES et al., 2012) e todos os efeitos
supracitados foram mediados pelos receptores 5-HTia. Por outro lado, nem sempre o CBD
produziu apenas efeito ansiolitico. Efeito ansiogénico também foi relatado. Marinho et al.,
(2015) demonstrou que o CBD pode exercer efeito bidirecional de acordo a experiéncia
estressante anterior. Outros autores demonstraram que o CBD injetado no cortex infralimbico
de ratos induz efeito ansiogénico no CAC (LEMOS et al., 2010), mas promove efeito
ansiolitico no LCE. Tanto o efeito ansiolitico, quanto o efeito ansiogénico, demonstraram ser
sustentados pelo recrutamento dos receptores 5-HT1a (MARINHO et al., 2015). Ademais,
efeito bidirecional do CBD também foi relatado na extingdo do CAC (SONG et al., 2016).

O antagonismo de CB1 e CB2 do HPCd nao foi capaz de reverter o efeito do CBD
(figura 19). Esse resultado pode ser explicado pela baixa afinidade do CBD pelos receptores
CBI1 e CB2 (PETITET et al., 1998; THOMAS et al., 1998). Entretanto, um dos mecanismos
de a¢do do CBD envolve o aumento de endocanabinoides, que sdo considerados agonistas
endogenos dos receptores CB1 e CB2. Logo, a administragdo de CBD aumenta a
concentracdo de AEA por impedir sua recaptagdo e inibicao da FAAH (PACHER et al., 2020;
SHABAZI et al., 2020). Contudo, somando os resultados obtidos neste estudo aos estudos
prévios da literatura, pode-se sugerir que esta facilitacgdo da neurotransmissao
endocanabinoide ndo ¢ suficiente para produzir o efeito ansiolitico/anti-aversivo agudo do
CBD. Admite-se que, neste trabalho, ndo avaliamos a neurotransmissao endocanabinoide no
nivel enzimatico, com inibidores de FAAH, apesar disso, as evidéncias até o momento
suportam a baixa probabilidade de que, os efeitos do CBD observados neste trabalho, sejam
mediados pela sua capacidade de inibir a recaptacao celular e hidrélise de AEA e 2-AG e sua

posterior interacdo com CBI.


https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1476-5381.2008.00046.x#b52
https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1476-5381.2008.00046.x#b60
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O CBD exerce outros efeitos, além do ansiolitico/anti-aversivo, a partir do
recrutamento dos receptores 5-HTia. Por exemplo, o efeito antidepressivo do CBD depende
da ativacdo de receptores 5-HT1a e da expressdo hipocampal do fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF) e o pré-tratamento com WAY100635 impede parte desses efeitos
(ZANELATI et al., 2010). Efeitos antialodinicos do CBD foram prevenidos pelo
WAY100135, mas ndo pelo AM251 ou AM630, antagonistas do receptor CB1 e CB2,
respectivamente (JESUS et al., 2019). Além disso, um estudo que avaliou os efeitos
antidepressivos do CBD (20 mg/kg) encontrou aumento da atividade motora vertical de
roedores e esse comportamento também foi atenuado pelo antagonista pelo WAY 100635
(ESPEJO-PORRAS et al., 2013).

O efeito ansiolitico do CBD pode ser confundido com aumento da atividade de
locomogao em roedores. Outrossim, este nao parece ser o fator determinante na reducdo da
expressao do congelamento visualizada em nossos resultados. Trabalhos anteriores indicaram
que, apesar do CBD aumentar a exploragdo de bragos abertos no LCE, bem como o nimero
de lambidas punidas no teste de Vogel, sugerindo um efeito ansiolitico (GOMES et al., 2011),
tal efeito ndo ¢ atrelado ao aumento da distdncia percorrida em outros testes, como por
exemplo, no campo aberto. Lemos et al., (2010) demonstrou que o CBD injetado em areas
como o cortex pré- e infralimbico ndo altera a distancia total percorrida por ratos machos no
campo aberto. Esse resultado ¢ reforcado por estudos em que o CBD atenuou os efeitos de
drogas psicotomiméticas em camundongos, sem reduzir por si mesmo a locomog¢do
(MOREIRA et al., 2005). O mesmo foi observado por Elbatsh et al., (2012) apos a
administracao crénica de CBD (10 mg/kg, i.p. por 14 dias). O CBD também nao alterou o
numero de entradas nos bragos fechados do LCE, nem interferiu no consumo de agua ou
limiar nociceptivo, descartando potenciais fatores de confusao nos dois testes. Além disso, o
pré-tratamento com o antagonista do receptor 5-HT1a WAY 100635 (0,37 nmol) aboliu os
efeitos do CBD em ambos os modelos (GOMES et al., 2011). Juntos, estes estudos mostram
que, a ativacao do receptor 5-HTa no sistema nervoso central e periférico, pelo CBD regula a
excitabilidade neuronal e a liberacdo de neurotransmissores que, comportamentalmente,

resultam no efeito ansiolitico/anti-aversivo.

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um teste comportamental validado para avaliar
os efeitos ansioliticos de agentes farmacologicos em roedores (PELLOW et al., 1985;

CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005; WALF et al., 2007). Neste trabalho, ratas tratadas
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sistemicamente com CBD 1, 3 ou 10 mg/kg para investigar o efeito tipo ansiolitico do CBD.
Os resultados obtidos nao diferiram em nenhum dos parametros analisados no decurso do
teste do LCE, dos grupos tratados com CBD em compara¢do com os controles (figura 20).
Esse perfil sugere que o efeito ansiolitico do CBD durante o LCE ndo ocorreu. Este resultado
discorda com o encontrado em estudos anteriores em ratos e camundongos machos
(GUIMARAES et al., 1990; ONAIVI et al.,1990; RESSTEL et al., 2009; SALVIATO et al.,
2021).

Viarios fatores podem ter contribuido para a divergéncia entre os nossos resultados e
os trabalhos supracitados. Por exemplo, diferencas na fase do ciclo estral, no sexo dos
animais, na intensidade da luz, na cepa do rato, dose de CBD utilizada ¢ o momento da
analise e coleta dos dados podem explicar os resultados divergentes desses estudos. Estudos
prévios mostraram que ratas fémeas passam mais tempo nos bragos abertos do teste do LCE
do que ratos machos, indicando um menor nivel de ansiedade nas fémeas (JOHNSTON &
FILE, 1991). J& nos estudos que avaliaram o efeito do CBD, foram comumente realizados em
machos. Guimardes et al., (1990) encontrou uma curva dose-resposta completa em ratos
machos, apds administracao sistémica aguda de CBD, que produziu uma curva dose-resposta
“em forma de sino” a partir das doses de 2,5, 5,0 e 10,0 mg/kg. i.p., entretanto, a dose de 20,0
mg/kg ndo foi mais eficaz e ndo induziu efeito tipo ansiolitico, e nenhuma das doses de CBD
usadas alterou o nimero total de entradas, uma medida da atividade exploratoria total. A
caracterizagdo farmacoldgica de canabinoides no LCE, incluindo o CBD apresentou
resultados positivos para o efeito ansiolitico do CBD, mas, novamente, testado apenas em
machos (ONAIVI et al., 1990).

Além da dose e do sexo avaliados, a fase do ciclo estral pode influenciar nas
respostas relacionadas a ansiedade. Os niveis basais de ansiedade podem variar dentro de um
animal, dependendo de uma variedade de condi¢cdes externas e internas que afetam o
processamento emocional (JOHNSTON & FILE, 1991). Ratas em proestro podem passar
mais tempo nos bragos abertos do que as ratas diestro, sugerindo diferente sensibilidade ao
teste do LCE ao longo do ciclo estral (MARCONDES et al., 2001; IMHOF et al., 1993).

Entretanto, diferencas comportamentais relacionadas ao ciclo estral nem sempre sao
visualizadas (NOMIKOS & SPYRAKI, 1988). O nimero de entradas nos bragos abertos, em
nosso estudo foi semelhante ao estudo de Marcondes et al., (2001) que encontrou auséncia de
diferen¢a no nimero de entradas de bracos fechados, sugerindo que a atividade locomotora

das ratas no LCE nao foi influenciada pelo ciclo estral. Em nosso trabalho, optamos por nao
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separar as fémeas pela fase do ciclo estral, em virtude de, experimentalmente, verificarmos
que a fase do ciclo estral ndo afetou a resposta do CBD no CAC. Esse resultado concordou
com trabalhos anteriores em que nao houve diferenga significativa na porcentagem de
entradas nos bracos abertos ou no numero de entradas nos bracos fechados entre as fases do
ciclo estral ou, ainda, entre machos e fémeas naturalmente ciclica ou ovariectomizadas
(MARCONDES et al., 2001).

O CBD, assim como, baixas doses de benzodiazepinicos produzem efeito tipo-
ansiolitico durante o LCE em machos. Em nossos resultados, ndo incluimos um controle
positivo, como o diazepam (2,0 mg/kg), como o utilizado por Guimaraes et al., (1990), ou
MDZ (0,125-1,0 mg/kg i.p.) ou por Bertoglio & Carobrez, (2002). Apesar das condi¢des
experimentais similares entre o presente trabalho e os estudos anteriormente citados, nao
observamos efeito ansiolitico do CBD no LCE. Em contraste, o efeito ansiolitico do diazepam
(1,0 mg/kg), so6 foi revelado em fémeas pré-tratadas com baixas doses de fluoxetina (1,75
mg/kg) e durante a fase do ciclo estral diestro tardio (SOARES-RACHETTI et al., 2016).
Quando drogas canabinoides foram utilizadas, relatos anteriores sugerem que fémeas
demonstram ser mais sensiveis do que machos aos efeitos destas (COOPER et al., 2018;
KASTEN et al., 2019). Ratas fémeas tratadas sistemicamente com THC 0,075 ou 0,1 mg/kg
exploraram por mais tempo os bragos abertos em comparagao com controles (SALVIATO et

al., 2021).

7.2 O CBD prejudica a reconsolidacio da memoria aversiva contextual

Ratas fémeas tratadas sistemicamente com CBD 10 mg/kg apos a sessdo de evocacao
da memoria expressaram menos congelamento em comparagdo com os controles, no dia
seguinte e apds 7 dias, sugerindo que houve prejuizo persistente da reconsolidag¢do. Este
resultado replica o encontrado em estudos anteriores em ratos machos que também utilizaram
o CBD como agente amnéstico (STERN et al., 2012, 2015; GAZARINI et al., 2014;
MURKAR et al., 2019; BAYER et al., 2022).

Neste trabalho demonstramos pela primeira vez que, em fémeas, o CBD 10 mg/kg
intraperitoneal ¢ capaz de prejudicar a restabilizagdo da memoria aversiva contextual.
Encontramos ainda que, esse efeito depende da reexposi¢ao ao contexto e ¢ restrito a uma
janela temporal de aproximadamente 6 horas apos a reexposicdo. Anteriormente, estes

achados s6 haviam sido demonstrados em modelos experimentais que utilizaram roedores
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machos (STERN et al., 2012,2015; GAZARINI et al., 2014; MURKAR et al., 2019) e os
desfechos envolvendo fémeas eram limitados. Aqui utilizamos apenas a dose de 10 mg/kg i.p.
para obter este resultado. Essa dose também foi efetiva em estudos anteriores (STERN et al.,
2012,2015; GAZARINI et al., 2014, MURKAR et al., 2019; BAYER et al., 2022). Por
exemplo, Stern et al., (2012) demonstrou em machos que, doses de CBD 3, 10 ou 30 mg/kg
sist€émico, foram efetivas no prejuizo de reconsolidacao da memoria (STERN et al., 2012). O
mesmo ocorreu em memorias reforcadas pela estimulacdo adrenérgicas (GAZARINI et al.,
2014). E importante ressaltar que, assim como ocorreu em nossos experimentos, o efeito do
CBD foi visualizado apenas em situa¢des onde a desestabilizagdo de fato ocorreu e dentro de
uma janela temporal limitada de, aproximadamente, 6 horas (BUSTOS et al., 2006;2009;
STERN et al., 2012;2017; ALFEI et al., 2015; PINEYRO et al., 2014; FRANZEN et al.,
2019), e durante a consolidagdo, o efeito do CBD parece ser restrito ao periodo aproximado
de 1 hora (RAYMUNDI et al., 2020). Juntos, esses resultados indicam que o CBD ¢ uma
droga potencial para intervir na memoria aversiva contextual e reforgam a premissa de que
apenas memorias labeis sdo suscetiveis as intervengdes farmacologicas (ALBERINI &
LEDOUX, 2013; KRUK-SLOMKA et al., 2017; LEE et al., 2017; DE OLIVEIRA & DO-
MONTE, 2021; STEMERDING et al., 2022).

Em nossas condi¢des, o efeito amnéstico do CBD obtido 24 horas depois, durante o
Teste A, persistiu por pelo menos mais 7 dias. O CBD ja demonstrou ser eficaz na reducdo de
respostas condicionadas e incondicionadas, fortemente relacionadas ao comportamento tipo-
ansioso em roedores (GUIMARAES et al., 1990; MOREIRA et al., 2005; 2010; RESSTEL et
al., 2006;2009; LEMOS et al., 2010). Efeitos anti-aversivos/ansioliticos persistentes podem
explicar a reducdo do congelamento aqui encontrados. Entretanto, no delineamento
experimental utilizado, essa explicagdo seria improvavel, uma vez que o CBD foi injetado
sistemicamente apos a sessdo de reexposicdo e a reducdo do tempo de congelamento foi
observado durante o Teste A realizado 24 horas apos e 7 dias depois. Nos estudos que
encontraram efeitos anti-aversivos/ansioliticos do CBD, esse efeito foi obtido quando os
animais estavam sob a¢do do CBD, ou seja, de forma aguda durante o LCE e/ou durante o
CAC, e ndo foram relatadas alteragdes da atividade exploratéria geral e de locomogdo
(GUIMARAES et al., 1990; MOREIRA et al., 2005; 2010; RESSTEL et al., 2006;2009;
LEMOS et al., 2010).

Outro fator que poderia suportar a redugdo visualizada relaciona-se com a

farmacocinética do CBD, em que o efeito obtido 24 horas mais tarde, pode ser explicado por
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efeito anti-aversivo/ansiolitico tardio do CBD. Contudo, de acordo com estudos
farmacocinéticos em ratos machos, apos a administracdo sist€émica, o CBD atinge niveis
centrais maximos em torno de 2 horas, apresenta meia-vida de cerca aproximadamente 8
horas e ¢ completamente eliminado nas primeiras 24 horas, mas pode variar com o veiculo
utilizado (DEIANA et al, 2012). Ainda, o CBD exerce efeitos ansioliticos/anti-aversivos,
quando administrado previamente a sessdo de reexposicdo e os animais estdo sob efeito da
droga (LEMOS et al., 2010, GOMES et al., 2012, JURKUS et al., 2016). Logo, os resultados
obtidos sugerem um efeito amnéstico (prejuizo de reconsolidagdo) do CBD e ndo efeitos
ansioliticos/anti-aversivos transitorios sobre a expressao do congelamento.

A reconsolidagdo da memoria e seus processos subjacentes ainda sdo pouco
estudados em modelos experimentais que utilizam fémeas. De forma geral, mamiferos
experimentam flutuagdes dos hormonios gonadais ao longo da vida. Esses hormodnios
exercem importante efeito organizacional e ativacional no encéfalo e, suportam as diferencas
entre os sexos (BEATTY, 1984; ROSENFELD, 2017). Apesar da influéncia dos hormonios
gonadais femininos no aprendizado contextual nem sempre ser levada em consideragdo
(MAREN et al., 1994; GUPTA et al., 2001), estudos prévios corroboram a ideia de que o
ciclo estral ndo interfere na capacidade de expressio da RC em uma sessdo de teste
subsequente (CHANG et al., 2009; KASHEFI e RASHIDY, 2014; DA SILVA et al., 2016).
Esse padrao de resultados foi reproduzido em nosso laboratério, onde encontramos que a fase
do ciclo estral ndo altera a expressao do congelamento nem a suscetibilidade a labilizagdo e
reconsolidagdo da memoria (FRANZEN et al., 2019). Somadas, essas evidéncias prévias
suportam a decisdo de ndo separarmos os grupos experimentais de acordo com a fase do ciclo
estral.

A memoria contextual reativada pode seguir diversos destinos, dentre eles, a
labilizagdo, reconsolidacao e extingdo (DUVARCI & NADER, 2004; SUZUKI et al.,
2004 , BUSTOS et al., 2006, LEE et al., 2006 , DE OLIVEIRA ALVARES et al., 2008;
STERN et al., 2012, 2015; FRANZEN et al., 2019; TROYNER & BERTOGLIO 2020;
BAYER et al., 2022). O CBD, sabidamente, apresenta efeito facilitador da extingdo em ratos
machos (BITENCOURT et al., 2008; DO MONTE et al., 2013). Os protocolos de
reconsolidagdo e extingdo por reexposi¢do podem ser confundidos em fémeas, uma vez que,
comportamentalmente, ambos reduzem a expressao do congelamento e o prejuizo da
reconsolidagdo pode ser mascarado (FRANZEN et al., 2019). Diante de tais evidéncias, nao

descartamos a possibilidade de que, a redu¢do do congelamento obtida apds a administragao
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do CBD, pode ser resultado do efeito facilitador sobre a extingdo da memoria. Para dissociar a
reconsolidagao da extingdo utilizamos a reinstalagdo, como ferramenta adicional, para
comprovar o prejuizo na reconsolidagdo da memoria. Em diversos experimentos,
demonstramos que, quando houve desestabilizacdo e o CBD foi capaz de interromper a
restabilizacdo, a memoria ndo tende a sofrer reinstalacdo. Esse resultado concorda com a
teoria geral da reconsolidagdao que postula que a memoria labil, enfraquecida e posteriormente
reconsolidada, nao reinstala diante de um estimulo incondicionado (DUVARCI ¢ NADER,
2004; RESCORLA, 2004). Encontramos aqui que, a memoria prejudicada pelo CBD nao
reinstala. Esse resultado ¢ reforcado por estudos anteriores que utilizaram a reinstalagdo e/ou
a recuperagdo espontanea para confirmar o prejuizo de reconsolidagdo advindo do CBD
(STERN et al., 2012; GAZARINI et al., 2014) ou de outros agentes amnésticos (DUVARCI e
NADER, 2004; BUSTOS et al., 2006;2009). Desta forma, ¢ improvavel que o efeito na
reducdo do congelamento seja atrelado a facilitagdao da extingdo (BITENCOURT et al., 2008;
DO MONTE et al., 2013; SONG et al., 2016). Assim, a redugdo do congelamento observada
em nossos resultados estd mais bem associada ao prejuizo duradouro da reconsolidacdo da
memoria.

O efeito amnéstico do CBD encontrado neste trabalho corrobora os resultados
encontrados por outros autores que, apos a intervengdo com diversas ferramentas
farmacoldgicas, demonstram ser eficazes em prejudicar a restabilizagdo da memoria. Por
exemplo, em machos, o benzodiazepinico midazolam (MDZ) prejudicou a reconsolidagdo da
memoria aversiva contextual (BUSTOS et al., 2006;2009; ALFEI et al., 2015; SCHROYENS
et al., 2019) e o mesmo padrao de resultados foi encontrado em fémeas (FRANZEN et al.,
2019). Ainda, o MK-801 (antagonista de receptores NMDA) apresenta propriedades
amnésticas em memorias aversivas contextuais (CASSINI et al., 2017; MERLO et al., 2014),
auditivas (ALFEI et al.,, 2015; SUZUKI et al., 2004) e em memorias apetitivas (LEE e
FLAVELL, 2014). Outras drogas também evidenciaram que, tempos de sessao de reexposi¢ao
adequados associados com drogas amnésticas sdo capazes de tornar a memoria labil e,
consequentemente, suscetivel a atualizagdo, como por exemplo, o L-NAME, inibidor da 6xido
nitrico sintase (BARATI et al., 2008), a anisomicina (NADER et al., 2000; DIAZ-MATAIX
et al., 2013), rapamicina (BLUNDELL et al., 2008; RADISKE et al., 2021), o propranolol
(PRZYBYSLAWSKI & SARA, 1999; MILTON et al., 2008; SCHROYENS et al., 2019),
cicloheximida (SCHROYENS et al., 2019), clonidina (GAZARINI et al., 2013) e 0 A9 -THC
(STERN et al., 2015).
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O HPC ¢ uma regido chave para codificar e reativar memorias contextuais. Esta
envolvido nos processos de aprendizado e memoria que permitem associagdes entre pistas
espaciais e estimulos biologicamente relevantes, como o CAC (MAREN et al., 2013). O CBD
¢ um importante modulador da plasticidade sinaptica hipocampal (SCARANTE et al., 2017)
e, a neurotransmissdo canabinoide nesta regido, demonstrou interferir com diversos processos
envolvidos no processamento da memoria aversiva contextual (MARSICANO et al., 2009;
MORENA & CAMPOLONGQO, 2014; LUNARDI et al., 2020).

Neste trabalho, ratas fémeas que receberam CBD, 30 nmol/hemisfério no HPCd,
apos a sessdo de evocagdo da memoria, expressaram menos congelamento em comparagao
aos controles. Este efeito foi visualizado no dia seguinte a reexposi¢do, persistiu por 7 dias e
foi resistente a reinstalacao. Estes resultados replicam os dados obtidos sistemicamente com o
CBD e sugerem que houve prejuizo da reconsolidacdo. Estes dados concordam com estudos
prévios que obtiveram prejuizo da reconsolidagdo apos a inje¢do do CBD no cortex pré-
frontal (BAYER et al., 2022). Em outras regides cerebrais envolvidas com o aprendizado e
memoria, como o cortex pré-limbico e BNST o CBD foi capaz de reduzir a expressdo do
congelamento, durante a sessdo de reexposicao (LEMOS et al.,2010; GOMES et al., 2012;
FOGACA et al., 2014), entretanto, quando infundido no cortex pré-limbico, efeito oposto foi
encontrado (LEMOS et al., 2010; MARINHO et al., 2015). Esse padrao bidirecional sobre a
expressao do congelamento, apds a infusdo central do CBD, também foi encontrado durante a
extingdo da memoria (SONG et al., 2016) e em outros testes comportamentais como o LCE
(FOGACA et al., 2014; MARINHO et al., 2015). Além da reconsolidagdo, outros processos
mnemonicos provenientes do CAC foram sensiveis a modulagdo central do CBD, como a
expressao (GOMES et al., 2010; LEMOS et al., 2010; GOMES et al., 2012; FOGACA et al.,
2014), consolidagao (NORRIS et al., 2016; ROSSIGNOLI et al.,, 2017) e a extingdo
(BITENCOURT et al., 2008; DO MONTE et al., 2013; SONG et al., 2016). Os resultados
obtidos com o CBD seguem o mesmo padrdo de ferramentas farmacologicas classicas, como
a infusdo de inibidores da sintese de proteinas no HPCd ( LEE et al., 2004; RODRIGUEZ-
ORTIZ et al., 2008).

A maioria dos efeitos do CBD durante o processamento da memoria surgem a partir
da modulagdo e interacdo deste com diferentes receptores como o CB1, CB2 (LEE et al.,
2017; PISANTI et al., 2017). Esses receptores sao alguns, dos muitos, sitios moleculares do

CBD e, dependendo do processo neurobioldgico envolvido, o recrutamento destes ¢ alterado
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e, consequentemente, o desfecho comportamental (LIGRESTI et al., 2016; LEE et al., 2017;
PISANTI et al., 2017; NELSON et al., 2020).

O pré-tratamento com o antagonista/agonista inverso do receptor CB1 AM251 no
HPCd aboliu o prejuizo de reconsolidagdo produzido pelo tratamento sistémico com
CBD. Por outro lado, isso ndo ocorreu com o pré-tratamento com o antagonista do receptor
CB2, 0 AM630.

Esses resultados concordam com estudos anteriores, que verificaram efeitos
semelhantes obtidos através do antagonismo do receptor CB1. Por exemplo, Bayer et al.,
(2022) encontrou que, o pré-tratamento com o AM251 no AC, PL ou IL preveniu os efeitos
prejudiciais do tratamento sistémico com CBD na reconsolidagdo. De forma semelhante ao
presente trabalho, assim como no HPCd, o CBD infundido diretamente no cortex pré-limbico
e cingulado anterior foram capazes de prejudicar a reconsolidacdo (BAYER et al., 2022). A
infusdo de CBD no cortex infralimbico facilita a extingdo do medo via receptores CB1 (DO
MONTE et el., 2013), mas ndo ¢ capaz de prejudicar a reconsolidagdo (BAYER et al., 2022).
A infusdo de CBD diretamente no HPCd prejudicou a consolidacdo da memoria aversiva
(RAYMUNDI, et al., 2020) e memorias generalizadas (STERN et al., 2017).

No HPCd, a alta densidade de receptores CB1 suporta o envolvimento da
sinalizagdo do receptor CB1 na aprendizagem e na memoria (HERKENHAM et al., 1990;
TSOU et al., 1998). Estudos em animais de laboratério demonstraram que o CB1 ¢ recrutado
de maneira oposta durante a reconsolida¢do e na extingdo da memoria. Por exemplo, De
Oliveira Alvares et al. (2008) demonstrou que a infusdo de AM251 no HPCd melhora a
reconsolidagdo da memoria e aumenta a expressao do congelamento em um teste subsequente.
Entretanto, quando o processo desencadeado ¢ a extingdo da memoria, o AM251 prejudicou a
consolida¢do da extingdo (DE OLIVEIRA ALVARES, 2008). Em animais submetidos ao
CAC e protocolos de estresse prévio, a infusdo do AM251 facilitou a expressao do
congelamento e de respostas autonomicas (SPIACCI et al., 2016).

Em outros trabalhos, a ativagdo do receptor CB1 no HPCd prejudicou a
reconsolidagdo da memoria aversiva contextual (SANTANA et al., 2016) e a memoria de
longo prazo do reconhecimento de objetos (CLARKE et al., 2008). Em contraste, o
antagonismo do receptor CB1 no cortex insular granular ou 4rea somatossensorial facilita a
consolidacdo desse tipo de memoria (O’BRIEN et al., 2014).

Embora os primeiros estudos tenham demonstrado que os receptores CB2 eram

expressos na periferia, mas nao no cérebro (DEVANE et al., 1988; ATWOOD et al., 2010),
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atualmente, mostrou-se que estes receptores também estdo expressos no SNC, incluindo a
formagao hipocampal (GONG et al., 2006; ONAIVI et al., 2006; STEMPEL et al., 2016;
VISVANATHAR et al., 2021). Em nossos estudos, o pré-tratamento com o AM630 no HPCd
foi incapaz de impedir os efeitos prejudiciais da administracdo sistémica do CBD na
reconsolidagao.

Esses resultados sdo apoiados por evidéncias prévias que demonstraram que nem
todos os efeitos do CBD envolvem seus receptores classicos, como o CB2. Por exemplo, o
efeito ansiolitico/anti-aversivo do CBD ¢ mediado via receptores 5-HTia, mas ndo via
receptores CB1 ou CB2 (JURKUS et al., 2016; LEE et al., 2017; PATEL et al., 2017; DE
ALMEIDA e DEVI, 2020). O receptor CB2 também nao foi recrutado, em outros paradigmas
comportamentais, como aqueles que investigam respostas compulsivas (DEIANA et al., 2012;
NARDO et al., 2014) e panicoliticas (DE PAULA SOARES et al., 2010) em animas de
laboratorio.

Diversos estudos relatam os efeitos do CBD sobre a memoria e aprendizado
dependem da ativacao de receptores CB2 (STERN et al., 2017, CHESWORTH ET AL., 2020;
RAYMUNDI et al., 2020), inclusive mediando tais efeitos quando outras drogas canabinoides
sdo administradas (BUSQUETS-GARCIA et al.,, 2011). Entretanto, sustenta-se que, a
plasticidade sinaptica envolvida durante o teste comportamental ¢ um fator na visualizacdo
dos efeitos do CBD e recrutamento de seus alvos farmacoldgicos (ABUSH & AKIRAYV,
2010).

Diante o exposto, ¢ possivel prever que diversos fatores podem explicar as
discrepancias entre os resultados aqui obtidos e os estudos anteriores. Sabe-se que a fase da
memoria escolhida para intervencdo do CBD pode resultar em desfechos diferentes, como
mostram trabalhos anteriores ao nosso (BITENCOURT et al., 2008; STERN et al., 2017;
RAYMUNDI et al., 2020; DO MONTE et al., 2013; RESSTEL et al., 2006;2009; LEMOS et
al.,, 2010). Por exemplo, Stern et al., (2017), apds submeter ratos machos ao CAC (com
intensidade de estimulos suficiente para gerar memorias generalizadas) encontrou que a
administracdo do antagonista CB2, AM630, sistemicamente ou infundido no HPCd, aboliu os
efeitos do CBD durante o prejuizo da consolidagdo. Um padrdo semelhante para a
consolidacdo da memoria também foi obtido por Raymundi et al., (2020), assim como a
delecao genética de receptores CB2 prejudicou a memoria aversiva contextual (LI & KIM,
2016). Em nossos resultados, ndo observamos nenhum prejuizo do CBD ou do AM630

isoladamente. Tal diferenga pode ser explicada pela divergéncia entre a fase da memoria
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estudada aqui e nos estudos citados anteriormente. Ja ¢ bem estabelecido que a consolidagdo e
a reconsolidagdo da memoria aversiva contextual compartilham mecanismos moleculares,
entretanto, a reconsolidagdo ndo ¢ apenas uma reproducdo passiva dos processos
neurobiolégicos decorridos da consolidagao (ALBERINI, 2005; DUVARCI et al., 2008). As
principais diferencas ocorrem justamente durante a reexposicdo ao contexto em que a
memoria aversiva foi formada, durante a labilizagdo e restabilizagdo da memoria (ALBERINI
&LEDOUX, 2013), momento no qual administramos as drogas canabinoides.

Nao podemos descartar que, a reducao do congelamento, mantida apds o estimulo de
reinstalacdo, nos grupos que receberam CBD, isoladamente, ou CBD associado ao AM630
intra-hipocampal, sejam efeitos ansioliticos ou anti-aversivos tardios. Estudos prévios
demonstraram que tanto o CBD quanto o AM630 podem exercer efeitos bidirecionais sobre a
expressao do congelamento, e a atividade locomotora (GARCfA-GUTIERREZ ET AL, 2012;
LI & KIM, 2015; MARINHO et al., 2015; LEMOS et al., 2010; SONG et al., 2016). A
ativacdo cronica ou antagonismo de CB2 em roedores aumenta ou diminui, respectivamente,
comportamentos tipo ansioso e a atividade locomotora (GARCIA-GUTIERREZ ET AL.,
2012; LI & KIM, 2015).

Em contraste, relatos também indicam que, camundongos knockout para CB2
percorreram uma distancia menor no teste de campo aberto e passaram menos tempo nos
bracos abertos LCE em comparagdo com camundongos controle (ORTEGA-ALVARO et al.,
2011). Contudo, este ndo parece ser o que acorreu em nossos resultados, uma vez que, tais
intervengdes foram realizadas antes da exposicdo aos testes comportamentais, em contraste
com o que realizado neste estudo. Ainda, como previamente padronizado em fémeas por
Franzen et al., (2019), e em concordancia com o postulado da reconsolidacio (RESCORLA &
HETH, 1975; DUVARCI & NADER, 2004), memorias que sofreram interferéncia durante a
reconsolidagdo nao reinstalam como observado nos grupos controles. Juntos, esses resultados
sustentam a hipdtese de que o CBD nao recruta os receptores CB2 no HPCd para exercer seus

efeitos sobre a reconsolidagdo da memoria, mas sim, os receptores CB1.
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1 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que CBD exerce -efeito
ansiolitico/anti-aversivo quando administrado previamente a sessdo de reexposi¢do e o ciclo
estral ndo interferiu na expressdo da memoria e/ou nesses efeitos. Machos e fémeas, quando
comparados diretamente, apresentaram diferencas quanto a sensibilidade aos efeitos do CBD
e apenas fémeas obtiveram redugdo na expressao do congelamento na dose de 10 mg por kg.
Os efeitos visualizados foram restritos a grupos que estavam sob efeito do CBD durante o
teste. Esclarecemos ainda que o CBD recruta receptores diferentes de acordo com a fase da
memoria estudada. Para produzir efeito ansiolitico /anti-aversivo, demonstramos que o CBD
necessita do receptor 5-HT14 do HPCd.

Por outro lado, a administracdo do CBD apos a sessdo de reexposicao, prejudicou a
reconsolidagdo da memoria. Esse efeito foi visualizado quando o CBD foi injetado
sistemicamente e também quando infundido diretamente no HPCd. Entretanto o efeito
amnéstico do CBD foi restrito a janela temporal menor do que 6 horas e desapareceu quando
a sessao de reexposi¢do foi omitida. Finalmente, encontramos que o efeito amnéstico do CBD
engaja o receptor CB1, mas ndo o CB2, do HPCd para prejudicar a reconsolidagdo da
memoria

Em sintese, nossos dados sugerem que o momento da intervencdo farmacoldgica
com o CBD ¢ de extrema importancia na modulagdo da memoria aversiva. A obtencdo de
resultados duradouros ou transitorios estd estritamente relacionada ao momento da
administracio do CBD. O presente estudo fornece dados que ampliam as fronteiras do
conhecimento envolvendo os efeitos do CBD no processamento da memoria. Além disso,
estudamos esses fendmenos em fémeas, sexo que frequentemente ¢ ignorado como variavel
nos estudos em farmacologia neurociéncias. Portanto, este conjunto de resultados pode
auxiliar, futuramente, em estudos clinicos mais abrangentes, sem que haja exclusdo do sexo

biologico e particularidades de cada um dos géneros.
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