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RESUMO

A reconsolidagdo é um processo onde as memoérias armazenadas, quando
evocadas, passam por um novo estado de labilizagdo que possibilita que essas
memorias sejam atualizadas, fortalecidas ou mesmo enfraquecidas. Assim,
prejudicar a reconsolidagao pode ser promissor para o tratamento do transtorno de
estresse pos-traumatico (TEPT). Nesse sentido, os fitocanabinoides tém
demonstrado potenciais efeitos terapéuticos, uma vez que o canabidiol e o
A®-tetrahidrocanabinol mostraram interferir na reconsolidagdo da memoria de medo
em ratos. Outro fitocanabinoide, o canabigerol (CBG), tem atraido atenc&o por suas
propriedades anti-inflamatérias e neuromodulatérias, bem como por sua afinidade
por a,-adrenoceptores e receptores 5-HT,,. Contudo, os efeitos do CBG sobre a
reconsolidacdo da memoria de medo ainda sao incertos. Nossa hipotese foi que
uma dose baixa de CBG (1 mg/kg, i.p.) prejudicaria a reconsolidacdo da memoria de
medo mediado pelos a,-adrenoceptores, dada a participagcado desses receptores no
processamento da memoria de medo. Logo, buscamos examinar a influéncia do
CBG sobre a reconsolidagdo da memodria de medo em ratos machos e fémeas.
Inicialmente, ratos adultos condicionados ao medo receberam veiculo (Tween 80
5%, DMSO 5% e salina 90%) ou CBG imediatamente apdés uma sessao de
evocacao da memodria. Os efeitos do tratamento sobre a reconsolidagcéo e
generalizagcdo da memoéria de medo foram avaliados no Teste A e B,
respectivamente. Todavia, nenhum efeito significativo do CBG foi visto sobre esses
processos. Para avaliar o efeito do CBG sobre o comportamento do tipo ansioso e
na atividade locomotora, ratos naive tratados com veiculo ou CBG foram submetidos
ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Também, nenhuma diferenca foi
observada no comportamento relacionado a ansiedade e na atividade locomotora.
Ainda, outro grupo foi tratado com CBG, logo apds a evocagdo da memodria, e em
seguida ao Teste B foram expostos ao LCE. Curiosamente, o CBG aumentou o
tempo e o numero de entradas nos bragos abertos e reduziu as avaliagdes de risco
de machos condicionados. Diferentemente, o CBG diminuiu o numero de entradas
nos bragos abertos de fémeas condicionadas. Ademais, foi realizada a quantificagao
dos neurotransmissores noradrenalina (NA) e serotonina, e seus metabdlitos, nas
regides do cortex pré-frontal medial (CPFm), hipocampo dorsal (HD) e ventral de
animais tratados. As quantificagdes foram feitas 2 horas apds a injecéao, depois da
sessao de evocacao, e também apds o Teste B. Notou-se que no periodo de 2 horas
as fémeas tratadas apresentaram um menor conteudo de DHPG, o metabdlito da
NA, no HD, e menor turnover de NA no CPFm. Ainda, viu-se diferencas basais no
conteudo de neurotransmissores entre os sexos nos dois periodos de tempo
avaliados. Esses dados sugerem que o efeito do CBG no comportamento do tipo
ansioso € depende do sexo e da presengca de um estresse prévio como o
condicionamento do medo. Entretanto, sem afetar a reconsolidacdo da meméaria de
medo. As alteragcbes na neurotransmissdo indicam que os comportamentos
relacionados ao medo observados ndo sofrem efeitos dessas mudancas. Mas
podem estar envolvidas com o comportamento relacionado a ansiedade dos
animais. Futuros estudos que explorem essa questao sao necessarios.

Palavras-chave: canabinoide, condicionamento de medo ao contexto,
reconsolidacao da memdéria do medo, sistemas de neurotransmissores, TEPT.



ABSTRACT

Reconsolidation is a process in which stored memories, when recalled, undergo a
new state of labilization that allows these memories to be updated, strengthened, or
even weakened. Therefore, it is proposed that impairing reconsolidation may be a
promising approach for the treatment of PTSD. Phytocannabinoids have shown
potential therapeutic effects on post-traumatic stress disorder (PTSD) and anxiety
disorders. While previous studies have demonstrated that cannabidiol and
A°-tetrahydrocannabinol disrupt fear memory reconsolidation in both male and female
rats. Cannabigerol (CBG), another phytocannabinoid, has garnered attention for its
anti-inflammatory and neuromodulatory properties, as well as its affinity for
a,-adrenoceptors and 5-HT, receptors. However, the effects of CBG on fear memory
reconsolidation remain unclear. We hypothesized that a low dose of CBG (1 mg/kg,
i.p.) would impair fear memory reconsolidation mediated by a,-adrenoceptors, given
the involvement of these receptors in fear memory processing. Here, we aimed to
examine the influence of CBG on fear memory reconsolidation in male and female
rats. Firstly, fear-conditioned adult rats, immediately after a retrieval session, received
vehicle (5% Tween 80, 5% DMSO, and 90% saline) or CBG. The treatment effect on
fear memory reconsolidation and generalization were assessed during Test A and
Test B, respectively. However, no significant effect of CBG was observed on these
processes. To assess the effect of CBG on anxiety-like behavior and locomotor
activity, naive rats were treated with either vehicle or CBG and subjected to the
elevated plus maze (EPM) test. No differences were observed in anxiety-related
behavior or locomotor activity. Addiotionally, another group was treated with CBG
immediately after memory retrieval and then exposed to the EPM following Test B. In
this context, CBG increased both the time spent and the number of entries into the
open arms, and reduced risk assessment behaviors in conditioned males. In
contrast, CBG decreased the number of open arm entries in conditioned females.
Furthermore, we conducted neurotransmitter quantification of noradrenaline (NA) and
serotonin, and their metabolites, in male and female samples from the medial
prefrontal cortex (MPFC), dorsal hippocampus (DH), and ventral hippocampus areas.
The quantification was conducted 2 hours after injection, immediately following the
retrieval session, and we also evaluated the neurotransmitter contents immediately
after Test B. Interestingly, the neurotransmitter quantification showed that 2 hours
after treatment with CBG females presented lower content of DHPG, that is, the NA
metabolite, in DH, and lower NA turnover in the mPFC. In addition, baseline
neurotransmitter differences were observed between the sexes in the two time
periods evaluated. These findings suggest that CBG effect on anxiety-like behavior is
sex-specific and influenced by prior stress, such as fear conditioning. However, it
does not affect fear memory reconsolidation. The alterations in the neurotransmitter
systems analyzed suggests that the observed fear behavior is not influenced by
changes in these systems induced by CBG, but these alterations may be involved
with the anxiety-behavior presented. Future works addressing this matter are
warranted.

Key-words: cannabinoid, contextual fear conditioning, fear memory reconsolidation,
neurotransmitter systems, PTSD.
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1. INTRODUGCAO

1.1 TRANSTORNO DO ESTRESSE POS TRAUMATICO

O Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) é classificado como um
Transtorno Relacionado a Trauma e Estressores segundo a 52 edicdo revisada do
Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V-TR; American
Psychiatric Association, 2023).

O TEPT pode ser desenvolvido em virtude da exposigdo a um ou mais
eventos traumaticos relacionados a morte ou ameaga de morte, lesdo grave ou
violéncia sexual. Essa exposicdo pode ser direta quando o individuo vivencia o
evento. Mas também, de maneira indireta ao testemunhar outra pessoa passar por
um evento traumatico, ser informado acerca de pessoas préoximas afetadas por um
contexto traumatico ou, ainda, através do contato repetido ou intenso com
informagdes relacionadas a um evento traumatico (American Psychiatric Association,
2023).

Apds o advento da pandemia da COVID-19, observou-se um expressivo
aumento nos casos de TEPT. A taxa combinada da prevaléncia do TEPT durante a
pandemia, incluindo pacientes com a doenca, profissionais de saude e a populacéo
em geral, foi de 17,52% (Yunitri et al., 2022). E a taxa de prevaléncia em mulheres &
o dobro da registrada em homens (Yehuda et al., 2015). A explicagao sugerida para
essa maior prevaléncia consiste na maior probabilidade de mulheres serem
expostas a eventos violentos e também devido as diferencgas relacionadas ao sexo
no processamento do trauma e na influéncia dos hormdnios sexuais (American
Psychiatric Association, 2023).

A manifestagéo clinica do TEPT é bastante variada. No entanto, € comum aos
individuos a presenga de uma memdria traumatica intensa que se manifesta pela
recorréncia de lembrancgas involuntarias e intrusivas do evento traumatico. Essas
memorias ainda podem incluir elementos sensoriais e emocionais angustiantes ao
individuo. Essas lembrancas estdo associadas com a manifestacdo de flashbacks e
sonhos revivendo o trauma, ou contextos semelhantes ao vivenciado. Inclusive,
esses pesadelos podem estar relacionados com problemas de inducéo e
manutencdo do sono que sao frequentemente observados. O contato com pistas

que remetem ao trauma pode repercutir em sofrimento psicolégico severo e
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respostas fisioldgicas intensas. Portanto, quaisquer estimulos relacionados ao
trauma sdo continuamente evitados pelos pacientes (American Psychiatric
Association, 2023). Outro processo que pode ocorrer em relagdo a memoria
traumatica € a generalizagdo. Neste caso, o individuo ndo consegue discriminar
adequadamente entre sinais e contextos de perigo e seguranga. Por isso, mesmo
contextos seguros podem desencadear sintomas associados ao TEPT (Risbrough;
Glenn; Baker, 2016).

Individuos com TEPT frequentemente apresentam prejuizos significativos no
aspecto social, profissional e fisico, como diminuigdo da qualidade de vida e da
saude fisica (American Psychiatric Association, 2023). Além disso, esses pacientes
sdo usualmente acometidos por outras condigdes como transtornos de humor,
ansiedade e por uso de substancias (Kessler et al., 1995; Pietrzak et al., 2011;
Hayes; Vanelzakker; Shin, 2012). Ainda, existe uma associa¢éo entre individuos com
TEPT e a ideacéo, tentativas e morte por suicidio (Stanley, 2021).

A primeira estratégia terapéutica para o TEPT diz respeito as psicoterapias
(Yabuki; Fukunaga, 2019). Sdo recomendados os tratamentos de exposi¢cao
prolongada, terapia de processamento cognitivo e dessensibilizacdo e
reprocessamento por movimentos oculares (Merians et al., 2023). Em especial, a
terapia de exposigdao prolongada € um dos tratamentos mais estudados e
demonstrou eficacia na redugdo dos sintomas do TEPT (Cusack et al., 2016; O’Neil
et al., 2019). Nessa abordagem, € feita a evocagdo de memorias envolvidas ao
evento traumatico de maneira controlada e em um ambiente seguro, com o intuito de
reduzir as respostas de medo. Apesar de sua ampla utilizacao e eficacia, a terapia
de exposicdo prolongada esta associada com altos indices de abandono,
recuperagao espontanea e retorno dos sintomas a longo prazo (Singewald et al.,
2015; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Kida, 2019).

Ja a segunda estratégia adotada para o tratamento do TEPT se baseia na
farmacoterapia. Esse tratamento ndo é especifico para o TEPT e utiliza-se
principalmente de inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS). O uso
desses farmacos reduz a expressdo de sintomas relacionados ao transtorno,
todavia, sem tratar a memoria traumatica (Stein; Ipser; Seedat, 2006; Yabuki;
Fukunaga, 2019). Um estudo mostrou, contudo, que apenas cerca de 20-30% dos
pacientes que fazem o tratamento com ISRS alcangam a remisséo completa (Berger
et al., 2009).
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Embora seja notavel a complexidade em promover um tratamento
psicoterapico e/ou farmacolégico eficaz, o conhecimento atual sobre a neurobiologia
do TEPT ainda é limitado. Isso reforga a urgéncia de uma melhor compreensao dos
mecanismos neurobioldgicos relacionados ao transtorno, assim como a adogao de
novas abordagens farmacoterapéuticas que possibilitem a intervencédo direta na
memoria de medo, isto €, a causa da expressdo dos sintomas. Dessa forma,

possibilitando avangos para um tratamento mais especifico e eficaz.

1.2 MEMORIA DE MEDO

O aprendizado de medo desempenha um papel evolutivo essencial,
permitindo que o individuo utilize informacdes importantes para sobreviver e se
adaptar as diversas condigdes (Blanchard et al., 2008; LeDoux, 2012). Diante de um
evento traumatico, as informacgdes relevantes em relagao ao evento sao adquiridas
na forma de um trago de meméaria instavel. Para que esse trago de memoria se torne
estavel e perdure, deve ocorrer um processo de consolidagado desse trago de
memoria durante um periodo aproximado de 6 horas (Dudai, 2004; San Luis; Ryan,
2022). Para isso é necessario o recrutamento de um conjunto de neurdnios,
denominado engrama, para a codificagdo da informacdo (Lent, 2023). Esses
neurdnios ao serem ativados devem fortalecer as conexdes sinapticas entre si (San
Luis; Ryan, 2022). Ja foi visto que a potenciagcdo de longa duragcédo (LTP) € um
processo importante para a indugdo da consolidacdo da memdéria (Nabavi et al.,
2014). Durante a LTP o neurdnio pré-sinaptico libera glutamato que ativa o receptor
glutamatérgico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA) no neurénio
pos-sinaptico. A ativagao desse receptor ionotrépico excitatorio leva ao influxo de
Na* promovendo despolarizacdo do neurbénio. O aumento do potencial de membrana
promove o desligamento do ion Mg" presente no receptor glutamatérgico
N-metil-D-aspartato (NMDA). Com isso, a ligacdao do glutamato ao receptor NMDA,
ndao mais bloqueado pelo Mg*, ativa o receptor e gera um influxo de Ca*. Por
consequéncia, o aumento do nivel intracelular de Ca?* pode desencadear a ativagao
de diversas proteinas quinases. Uma dessas quinases € a calcio-calmodulina
quinase |l (CamKIll) que fosforila os receptores AMPA na membrana, aumentando a
condutancia do canal. Além disso, a agao da CamKIl também resulta na insergcéo de

mais receptores AMPA na membrana. Esses efeitos tornam o neurbnio mais
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responsivo a novas estimulagdes (San Luis; Ryan, 2022). Outra enzima ativada é a
adenilato ciclase que catalisa a formacao de adenosina monofosfato ciclico (AMPc).
Niveis suficientes de AMPc geram a ativagao da proteina quinase A (PKA). A PKA
como sua atividade de quinase, fosforila o fator de transcricdo denominado proteina
de ligacao responsiva ao AMPc (CREB). Dessa forma, a acdo do CREB pode
suscitar a sintese de proteinas importantes para a plasticidade sinaptica, inclusive
promovendo a formacao de novas sinapses (Malenka; Bear, 2004; San Luis; Ryan,
2022). A consolidagcdo da memodria de medo recente em roedores depende da
atividade do hipocampo dorsal (HD), principalmente das areas CA3 e CA1, e da
amigdala, em especial o nucleo da amigdala basolateral (Izquierdo; Furini; Myskiw,
2016; Casagrande et al., 2023).

Uma vez consolidado, o traco de meméoria torna-se estavel. A evocagao da
memoria pode levar a reativagdo do engrama. Quando ha reexposigdo a pistas
relacionadas ao evento traumatico esse traco de memaria pode se tornar labil, ou
seja, o traco de memodria anteriormente estavel passa para um estado instavel. Por
isso, durante esse periodo de instabilidade, as interferéncias na memodria podem
altera-la. Para que essa memodria se torne estavel novamente € necessario que
ocorra um processo de reconsolidagao, que consiste em uma atualizagdo dessa
memoria (Nader; Schafe; LeDoux, 2000; Alberini e LeDoux, 2013; lzquierdo; Furini;
Myskiw, 2016; Kida, 2019). Assim como a consolidagdo, a reconsolidagéo ocorre
durante uma janela de aproximadamente 6 horas e requer expressdao génica e
sintese proteica (Nader; Schafe; LeDoux, 2000; Izquierdo; Furini; Myskiw, 2016;
Kida, 2019).

A proposta da reconsolidagédo da memoria foi apresentada por Przybyslawski
e Sara (1997) ao observarem que o uso de um antagonista do receptor NMDA apés
a evocagao da memoéria foi capaz de prejudicar uma memoéria espacial
anteriormente consolidada. Outros trabalhos observaram que interferéncias
farmacoldgicas na reconsolidacdo podem prejudicar a memoria de medo (Nader;
Schafe; LeDoux, 2000; Stern et al., 2015; Raymundi et al., 2023). Essa caracteristica
da reconsolidacdo pode viabilizar a interferéncia na memoria de medo mal
adaptativa de maneira a torna-la menos prejudicial. Além disso, sabe-se que
interferéncias nesse processo podem resultar em modificagdes duradouras (Nader;
Schafe; LeDoux, 2000; Alberini, 2011). Se configurando, assim, uma estratégia

interessante no que tange o tratamento de memodrias relacionadas a traumas
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(Gisquet-Verrier; Le Dorze, 2019; Lisboa et al., 2019). A reconsolidagdo de
memorias recentes € mais dependente do hipocampo, enquanto que memorias
remotas requerem a atividade de regides mais corticais (Makino et al., 2019). Ainda
assim, estudos tém demonstrado que a administragcdo de drogas no cortex
pré-frontal medial (CPFm), em especial a sub-regido chamada de cortex pré-limbico,
também é capaz de prejudicar a reconsolidacdo da memoaria de medo recente (Stern
et al., 2013; da Silva et al. 2020; Bayer et al., 2022). Contudo, para desencadear a
reconsolidagcdo da memoria é necessario que o tempo de exposicdo a pistas
relacionadas a um evento seja curto, ou seja, uma evocagao curta da memoria
(Figura 1). Caso a exposigao seja prolongada ou repetida, outro processo de
memoria sera desencadeado, conhecido como extingao (lzquierdo; Furini; Myskiw,
2016; Kida, 2019).

Neste caso, a extingdo da memoria, diferente do que se possa imaginar, nao
se trata do “apagamento” de uma memoria, mas sim, da formagéao de um novo trago
de memoria. Por exemplo, a exposigao repetida ou prolongada de maneira segura a
um contexto anteriormente aversivo, permite que uma nova memoéria seja formada.
Essa memodria reflete que aquele contexto ndo possui um carater aversivo. Com isso
0 novo traco de memoria, ndo aversivo, competira e inibira a memoria de medo
originalmente formada. Dessa forma, a memodria de extingdo n&do provoca uma
resposta de medo (lzquierdo; Furini; Myskiw, 2016; Luchkina; Bolshakov, 2019). A
memoria original, portanto, ndo é esquecida. Além disso, ela pode voltar a ser
expressa posteriormente (Paredes; Morilak, 2019; Wotjak, 2019). Assim,
modificagcdes na memodria de medo durante a reconsolidagcdo mostram-se mais
vantajosas comparadas a indugdo da extincdo, ja que as interferéncias na
reconsolidacdo sdo mais permanentes (Nader; Schafe; LeDoux, 2000; Alberini,
2011).

Reconsolidagao

Evocacao
Consolidagao
Curta } Reativagao

Aquisicao b Traco de memédria estavel
Longa » Novo trago de memoria
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Figura 1. O processo de formagdo, reconsolidacio e extingido da memoéria aversiva.
Imediatamente apds uma experiéncia emocionalmente relevante, a memoria adquirida passa por um
processo gradual de consolidagado. Apds a evocagdo, a exposi¢cao ao estimulo condicionado breve
induz a reativagdo ou desestabilizagcdo da memoria. Isto é, o tragco de memdria estavel torna-se
novamente labil e, assim, seu conteddo emocional é modificavel até que a etapa de reconsolidagéo
termine. Ja a exposigdo por um periodo prolongado ou repetido de evocagdo da memoria
desencadeia o processo de extingao, levando a formagéo de um novo trago de memoaria que compete
e inibe a memoria aversiva original, reduzindo as respostas de medo. FONTE: Traduzido de
Raymundi et al., 2020.

1.3 MODELOS NAO-CLINICOS PARA ESTUDO DA MEMORIA DE MEDO E
ANSIEDADE

1.3.1 Condicionamento de medo ao contexto

O condicionamento Pavloviano ou classico € a forma mais utilizada para
estudar a memodria de medo. Esse paradigma se utiliza de dois estimulos. O
estimulo incondicionado (El) € um estimulo naturalmente aversivo, como um choque
elétrico. A exposigao ao EIl produz uma resposta incondicionada (RI). Quando o El é
apresentado juntamente a um estimulo originalmente neutro, como um contexto ou
um tom, o estimulo neutro passa a gerar uma resposta semelhante ao El. O
estimulo neutro apds ser associado com o El, passa a ser chamado de estimulo
condicionado (EC). A exposi¢cao apenas ao EC promove uma resposta chamada de
resposta condicionada (RC). Baseando-se nesse modelo de condicionamento, o
condicionamento de medo ao contexto (CMC) & um protocolo utilizado para estudar
a memoria de medo em animais. A priori, um animal, usualmente um roedor, é
exposto a um El, como uma série de choques elétricos nos membros. A RI dos
animais é comumente observada como um comportamento de congelamento que
consiste em um estado de imobilidade, com excecdo dos movimentos relacionados
a respiragao. O EC neste caso é o contexto. De maneira que quando o animal é
exposto apenas ao contexto, ele expressara um comportamento de congelamento
(RC) (Maren, 2001; Bear; Connors; Paradiso, 2017).

1.3.2 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um dos modelos mais utilizados para

avaliacdo do comportamento relacionado a ansiedade. A principio, Montgomery

(1955) notou que a utilizagcdo de um labirinto em formato de “Y” poderia incitar
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comportamentos exploratérios e de medo em roedores. Posteriormente, o labirinto
foi modificado para um formato em “X” formado de dois bracos abertos e dois bracos
fechados elevados em relagdo ao solo. Onde o tempo gasto nos bragos abertos em
razao dos bragos fechados designaria um indice de ansiedade (Handley; Mithani,
1984; Pellow et al., 1985). Durante essa tarefa, o comportamento do animal é
resultado do dilema entre a tendéncia natural de exploragdo de um ambiente novo
versus a aversao que espacgos abertos e altos provocam. Drogas ansioliticas
promoverao uma maior permanéncia e numero de entradas nos bragos abertos, sem
alteragcdo da atividade locomotora (Rodgers; Cole, 1994). Uma vez que uma
segunda exposi¢gdo ao aparato ndo consistiria mais em um ambiente novo para o
roedor, o conflito entre exploracdo-aversdo nao ocorreria adequadamente, o que
pode mascarar a observagao do efeito ansiolitico de uma droga (Lister, 1987). Esse
protocolo também pode ser utilizado para a obtencdo de dados relevantes sobre
condigbes como o TEPT e outros transtornos relacionados a ansiedade (Kraeuter;
Guest; Sarnyai, 2019)

1.4 FITOCANABINOIDES E SEU POTENCIAL TERAPEUTICO NO TRANSTORNO
DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO

Os fitocanabinoides, um grupo diversificado de compostos derivados da
Cannabis sativa, tém atraido interesse devido as suas potenciais implicacoes
terapéuticas para o TEPT (Bitencourt; Takahashi, 2018). Essa planta possui mais de
100 compostos que sao conhecidos como fitocanabinoides. Notadamente, os
fitocanabinoides mais estudados sdo o A®-Tetrahidrocanabinol (THC), que confere os
efeitos psicoativos da planta, e o canabidiol (CBD), um produto ndo psicoativo
(Adams; Hunt; Clark, 1940; Mechoulam; Shvo, 1963; Gaoni; Mechoulam, 1964).

Curiosamente, ja foi visto que individuos com TEPT sao mais propicios a
fumar a planta Cannabis, mas também, esses pacientes exibiram uma maior
expressao de receptores canabinoides e menor nivel plasmatico de anandamida
(AEA), um endocanabinoide, indicando uma alteragdo do sistema endocanabinoide
(eCB) nesses individuos. (Hauer et al., 2013; Hill et al., 2013; Neumeister, 2013;
Neumeister et al., 2013; Loflin; Babson; Bonn-miller, 2017).

O sistema eCB ¢é constituido pelos receptores CB,, localizados

majoritariamente no SNC, e CB,, encontrados perifericamente e no sistema
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imunoldgico. Além disso, o sistema possui dois principais endocanabinoides, a AEA
e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), que atuam como ligantes dos receptores CB; e
CB,. Duas enzimas sao as principais responsaveis pela metabolizacdo da AEA e
2-AG. A AEA é degradada pela enzima amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) e
a enzima monoacilglicerol lipase (MAGL) degrada a 2-AG (Hill et al., 2018; Bassir
Nia; Bender; Harpaz-Rotem, 2019).

Estudos indicam que os eCBs sao capazes de alterar a plasticidade sinaptica
e de torna-la mais persistente (Maldonado et al., 2006; Di Marzo, 2009; Sidhpura;
Parsons, 2011), isso implica que a acdo dos eCBs pode modular processos de
memoria. Do ponto de vista do estudo de memorias aversivas, a ativagdo do
receptor CB; parece prejudicar tanto a consolidagdo quanto a reconsolidagdo da
memoéria de medo (Lin et al., 2006; Kobilo; Hazvi; Dudai, 2007; de Oliveira Alvares et
al., 2008; Morena et al., 2014). Esses resultados se alinham com crescentes
evidéncias apontando que o sistema eCB desempenha um papel regulador na
resposta ao estresse (Morena et al., 2016; Hill et al., 2018; Bassir Nia; Bender;
Harpaz-Rotem, 2019).

Ao que tange o THC, alguns trabalhos exploraram os efeitos da administracao
desse fitocanabinoide na memadria de medo. Esses estudos, no entanto, sdo em sua
maioria trabalhos pré-clinicos com roedores, focados na reconsolidagao e extingao
da memoria aversiva. Em relagdo a reconsolidagao, a priori, foi visto que o THC (0.3
-10 mg/kg, i.p.) prejudicou a reconsolidacdo da memoria em ratos machos (Stern et
al., 2015). Posteriormente, Raymundi et al. (2023) demonstrou que mesmo o
pré-tratamento com uma dose ultrabaixa de THC (0.002 mg/kg, i.p.) antes da
evocagao da memoria também prejudicava a reconsolidagdo da memadria de medo.
Ja em relagdo ao processo de extingdo, Raymundi et al. (2020b) retrata em sua
revisdo que o THC pode facilitar a extingdo da memodria de medo. Em estudos
clinicos, a administracao via oral de uma dose baixa de THC (7.5 mg) facilitou a
evocagao da memoria de extingdo em individuos saudaveis (Rabinak et al., 2013).
Enquanto que estudos clinicos com pacientes com TEPT tém demonstrado que o
THC também ¢é capaz de promover mudangas em processos relacionados a
memoria de medo (Rabinak et al., 2014; Zabik et al., 2023; 2024). E notavel,
portanto, que o THC demonstra potencial terapéutico no tratamento da memoria
aversiva que deve ser confirmado com mais estudos clinicos. Indica-se que os

efeitos do THC, tanto na reconsolidagdo quanto na extingdo, sdo mediados pela
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ativacdo de receptores CB, (Stern et al., 2015; Raymundi et al., 2020b), através da
atividade de agonista parcial do THC (Pertwee, 2008).

Outro fitocanabinoide de interesse no estudo de memarias aversivas € o CBD.
Lisboa e colaboradores (2024) reuniram evidéncias de que o CBD pode interferir em
diversas fases da memodria de medo, principalmente através de estudos com
roedores. Em relagdo a aquisicdo da memoria, informagdes conflituosas ainda nao
permitem determinar um efeito preciso do CBD nessa fase. Haja visto que tanto
efeitos de aprimoramento, prejuizo e a auséncia de efeitos na aquisicado da memoria
foram citados (Norris et al., 2016; Zieba et al., 2019; Montoya; Uhernik; Smith, 2020;
Han et al., 2022). Na consolidagdo da memoaria, a administragdo do CBD de maneira
sistémica e no HD prejudicou a consolidacéo (Stern et al., 2017; Raymundi et al.,
2020a). Ao que tange a expressao do medo, o CBD pode levar a um aumento ou
diminuicdo da expressdo conforme o protocolo de CMC e via de administragéo
avaliadas (Resstel et al., 2006; Lemos; Resstel; Guimaraes, 2010; Marinho et al.,
2015; Jurkus et al., 2016; Song et al., 2016; Assareh et al., 2020; Gasparyan;
Navarrete; Manzanares, 2021; Han et al., 2022; Franzen et al., 2023). Outros
trabalhos reportaram que o CBD também é capaz de prejudicar a reconsolidagao,
seja quando administrado sistemicamente ou em estruturas intracerebrais
importantes para a reconsolidagao (Stern et al., 2012; Bayer et al., 2022; Franzen et
al., 2022; Han et al., 2022; Franzen et al., 2023). E por fim, é proposto que o CBD
afeta a extingdo da memodria de medo (Bitencourt; Pamplona; Takahashi, 2008;
Jurkus et al., 2016; Song et al., 2016; Vila-Verde, 2019; Papagianni et al., 2022;
Franzen et al., 2023). Do ponto de vista mecanistico, os efeitos do CBD nos varios
processos da memoédria de medo parecem ser mediados pela ativagdo dos
receptores CB,, CB,, PPARy e 5-HT,,, variando conforme a fase da memoria de
medo avaliada em questao (Bitencourt; Pamplona; Takahashi, 2008; Gomes et al.,
2012; Do Monte et al., 2013; Fogaca et al., 2014; Stern et al., 2017; Vila-Verde,
2019; Raymundi et al., 2020a; Franzen et al., 2023). E importante ressaltar que
alguns estudos apontam que os efeitos do CBD em certos processos da memoria de
medo sdo mediados pela ativagdo dos receptores CB, (Do Monte et al., 2013; Stern
et al., 2017; Bitencourt; Pamplona; Takahashi, 2008; Vila-Verde, 2019; Raymundi et
al., 2020a), assim como o THC citado anteriormente, embora isto parega
contraditério, considerando que o CBD atua como antagonista/agonista inverso

desses receptores. Apesar disso, se sabe que o CBD pode inibir a atividade da
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enzima FAAH (De Petrocellis et al., 2011), induzindo assim um aumento de AEA.
Uma vez que a AEA é o principal agonista dos receptores CB,, niveis elevados de
AEA respaldariam um efeito indireto do CBD (De Almeida; Devi, 2020). Em conjunto,
esses resultados destacam o evidente potencial terapéutico do CBD no TEPT.

A busca por novos produtos da Cannabis sativa com potencial terapéutico tem
fortalecido a pesquisa sobre outro fitocanabinoide, o canabigerol (CBG) (Jastrzab;
Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2022). Ele revela ser capaz de produzir uma série
de efeitos, inclusive anti-inflamatérios, antibacterianos, e antifungicos (Borrelli et al.,
2013; Cabrera et al., 2021), além de outros que serdo melhor explicados ao longo
deste trabalho.

Em comparagdo ao THC, o CBG também ¢é dito como agonista parcial do
receptor CB,, no entanto, o CBG apresenta uma menor afinidade pelo receptor. Ja
foi visto que o THC apresenta um Ki de 5.1-80.3 nM (Pertwee, 2008; Rosenthaler et
al., 2014). Em oposi¢céo ao CBG, com um Ki correspondente a 440-1045 nM (Cascio
et al., 2010; Pollastro et al., 2011; Rosenthaler et al., 2014; Navarro et al., 2018).
Uma vez que um menor Ki implica em uma maior afinidade, esses dados indicam
que o THC possui uma afinidade entre 5 e até mais de 200 vezes maior que o CBG
em relacédo ao receptor CB,. Essa caracteristica desfavorece a hipotese de um
possivel efeito do CBG na memodria de medo por intermédio dos receptores CB; tal
como o THC.

Em comparagdo ao CBD, embora tenha sido indicado que o CBG iniba a
acao da enzima FAAH, tal inibicdo parece ser inferior aquela produzida pelo CBD
(De Petrocellis et al., 2011; De Almeida; Devi, 2020). Isto porque, o Cls, do CBG foi
calculado como >100 uM, em detrimento ao CBD com seu Cls, de 15.2 + 3.uM (De
Petrocellis et al., 2011). Como o Cls, do CBG é consideravelmente maior, isso indica
que é necessario 6 vezes mais CBG para alcangar o mesmo efeito inibitério que o
CBD produz sobre a FAAH.

Por outro lado, estudos demonstraram que o CBG tem uma maior afinidade,
de fato, pelos a,-AR e ao receptor 5-HT,,. Em relagdo aos a,-AR, o CBG mostrou
um valor de CE;, de 0.2-72.8 nM, o que mostra uma faixa ampla (Cascio et al,
2010). Ja a afinidade pelo receptor 5-HT,, se mostrou inferior, correspondente a um
Cls, de 51.9 nM (Cascio et al, 2010; Rock et al., 2011), que esta dentro do intervalo
de CEs;, em relacdo aos a,-AR. Diferente dos a,-AR, que o CBG atua como

agonista, em relagédo aos receptores 5-HT,,, 0 CBG atua como um antagonista. Em
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suma, o CBG se diferencia do CBD que é considerado um agonista indireto dos
receptores 5-HT,, e principalmente por apresentar afinidade pelos a,-AR, ao qual o
CBD e THC nao demonstraram até o momento (Nachnani; Raup-Konsavage; Vrana,
2022).

Diante dessa afinidade do CBG por esses receptores e 0 mecanismo de
sinalizagcdo relacionado a eles, é sugerido que o CBG apresenta potencial
terapéutico para algumas condigdes, como por exemplo, nas memdrias aversivas
(Cascio et al., 2010; Rock et al, 2011; Granja et al., 2012, Nachnani;
Raup-Konsavage; Vrana, 2022). No entanto, os estudos sobre a relagdo do CBG

com a memoria de medo ainda estdo em estagio inicial.

1.5 CANABIGEROL

1.5.1 Caracteristicas do Canabigerol

Um dos diversos componentes da Cannabis sativa é o CBG, um
fitocanabinoide sem efeito reforgador, formado a partir da descarboxilagao do acido
canabigerolico (CBGA). Essa forma acida, o CBGA, também é precursor comum ao
CBD e ao THC (Aizpurua-Olaizol et al., 2016). O CBG é considerado um dos
fitocanabinoides menores que, embora tenha recebido mais atencido, ainda
apresenta poucos estudos sobre suas atividades no sistema nervoso central (SNC)
(Stone et al., 2020; Nachnani; Raup-Konsavage; Vrana, 2022).

E proposto que o CBG desempenha diversas atividades biolégicas como
anti-inflamatéria (Cabrera et al., 2021; Gugliandolo et al., 2018), regulatéria do
equilibrio redox (Giacoppo et al., 2017; Gugliandolo et al., 2018), antibacteriana e
antifungica (Borrelli et al., 2013; Cabrera et al., 2021), além de analgésica (Cascio et
al., 2010). Além disso, existem estudos que afirmam um efeito ansiolitico do CBG
(Mendiguren et al., 2023; Zagzoog et al., 2020), embora haja trabalhos em conflito
com essa afirmativa (O’Brien et al., 2013; Zhou; Assareh; Arnold, 2022; Weerts et al.,
2024). Como outros derivados da Cannabis sativa, o CBG apresenta afinidade por
uma série de receptores, atuando como agonista do a,-AR, CB;, CB,, PPARY,
TRPA1, TRPV1, TRPV2, TRPV3 e TRPV4. E como antagonista dos receptores
5-HT,» e TRPM8 (Cascio et al., 2010; De Petrocellis et al., 2011; D’Aniello et al.,
2019; Jastrzgb; Jarocka-karpowicz; Skrzydlewska, 2022).
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Deiana e colaboradores (2012) mostraram anteriormente através de um
estudo com ratos e camundongos que o CBG é rapidamente absorvido no
organismo, seja por via oral ou intraperitoneal (i.p.). Ele se distribui pelo organismo,
incluindo o cérebro, onde alcanga seu pico de concentracédo entre 60-120 minutos.
Curiosamente, quando a administragao foi i.p. ainda foi possivel detectar niveis de
CBG no cérebro mesmo apos 24 horas. Por essa via, a meia vida de eliminagao no
cérebro foi de 447 minutos. O CBG é metabolizado nas células hepaticas, passando
principalmente por processos de hidroxilagdo e epoxidagao (Harvey; Brown, 1990;
Roy et al., 2022; Havlasek et al., 2023). Evidéncias apontam que o CBG tem
afinidade por varias enzimas do citocromo P450 (CYP-1A3, 1A7, 1A8, 1A9, 2B4,
2B7, 2B17, 2C8, 2C9, 2D6, 2J2, 3A4) no figado de humanos (Roy et al., 2022,
Havlasek et al., 2023; Treyer et al., 2023). Mas também, o CBG se mostrou capaz de
se ligar na enzima CYP2J2 pertencente ao citocromo P450 cardiaco. E essa ligagao,
inclusive, foi capaz de inibir competitivamente o metabolismo da AEA (Arnold;
Weigle; Das, 2018). No figado, dois principais metabdlitos sdo formados a partir do
CBG, o ciclo-CBG e 6’,7-epoxi-CBG, que ainda sao bioativos (Roy et al., 2022).
Além disso, evidéncias mostram que quando o CBG entra no organismo através do
fumo da planta Cannabis, ele é eliminado na urina na sua forma conjugada
(Newmeyer et al., 2016). Isso ocorre, pois, o CBG passa pelo processo de
glucuronidagao catalisada por diversas enzimas das familias UGT1A e UGT2B de

humanos (Havlasek et al., 2023).

1.5.2 Canabigerol: principais achados sobre seu efeito no sistema nervoso central

Quanto ao SNC, pesquisadores ndo apenas focaram seus estudos no CBG,
como também em derivados quinénicos analogos ao CBG como o VCE-003 e
VCE-003.2. Essas quinonas atuam como agonistas do receptor PPARYy, produzindo
efeitos interessantes contra a neuroinflamacao (Granja et al., 2012; Diaz-Alonso et
al., 2016). Alguns estudos avaliaram o papel do CBG e seus derivados quindnicos
em doengas neurodegenerativas e observaram efeitos neuroprotetores promissores
em modelos de Doenga de Huntington (Carrillo-Salinas et al., 2014; Valdeolivas et
al., 2015; Aguareles et al., 2019; Stone et al., 2020), além de mostrar um potencial
terapéutico para o tratamento da esclerose multipla (Granja et al., 2012

Fleisher-Berkovich et al., 2023) e da Doenca de Parkinson (Garcia et al., 2018;
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Burgaz et al., 2019; 2021; Rodriguez-Carreiro et al., 2023; Burgaz et al., 2024;
Ponciano et al., 2024). Esses trabalhos em conjunto sugerem uma natureza

neuroprotetora do CBG nessas doengas neurodegenerativas.

1.6 O CANABIGEROL, O SISTEMA NORADRENERGICO E A RECONSOLIDAGAO
DA MEMORIA DE MEDO

E bem estabelecido que o sistema noradrenérgico tem uma participacéo
significativa na memdéria emocional (van Stegeren, 2008). Esse sistema é formado
por receptores acoplados a proteina G, classificados como a- e g-adrenoceptores.
No cérebro, sdo encontrados p-adrenoceptores do subtipo 5, . € ;3 (Rainbow;
Parsons; Wolfe, 1984; Summers et al., 1995). Os p-adrenoceptores se localizam
majoritariamente em neurénios pos-sinapticos (Milner; Shah; Pierce, 2000; Ji et al.,
2008). Esses receptores sao acoplados a proteina Gs, consequentemente, quando
sao estimulados ocorre a ativacdo da enzima adenilato ciclase. Isso levara a
ativacdo da via AMPc-PKA-CREB. Uma via que é importante para a plasticidade
sinaptica (Nguyen; Woo, 2003). Além disso, a ativacao dos p-adrenoceptores
promove uma menor condutédncia de K' e aumenta a excitabilidade intrinseca
(Foehring; Schwindt; Crill, 1989; Mueller; Porter; Quirk, 2008; Otis; Dashew; Mueller,
2013). Ja os a-adrenoceptores sao divididos em a, e a,. Os a;-adrenoceptores sédo
classificados como a,,-, 045- € asp-adrenoceptores. Sdo receptores encontrados em
neurdnios pos-sinapticos. A estimulacdo desses receptores, que sao acoplados a
proteina Gq, ativa a enzima fosfolipase C. Consequentemente, produzindo segundo
mensageiros, o trifosfato de inositol e o diacilglicerol (Wu et al., 1992; Graham et al.,
1996). A atuagdo dos segundos mensageiros induz um aumento do Ca?" intracelular
que é essencial para a plasticidade sinaptica (Berridge, 1998). Sabe-se também que
0s a,-AR podem ser classificado como a,,-, 0,5~ € O,c-adrenoceptores. Os a,-AR se
localizam em neurdnios pré- e pés-sinapticos (Aoki et al., 1994). Por se acoplarem
com a proteina Gi, sua ativacdo leva a inibicdo da adenilato ciclase e da via
AMPc-PKA-CREB. Também a ativacao da proteina Gi aumenta a condutancia de K,
gerando hiperpolarizagdo da membrana e reducao da excitabilidade intrinseca. Além
disso, o receptor acoplado a proteina G, inibe canais de calcio controlados por
voltagem (Marzo; Bai; Otani, 2009). Quando esse receptor estd presente em

neurbnios pré-sinapticos, sua ativacdo inibe o influxo de Ca?’, o que impede a
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liberagdo das vesiculas contendo noradrenalina, atuando assim como um
autorregulador (Hirning et al., 1988; Schofield, 1990).

Uma vez que interferéncias farmacolégicas durante a reconsolidagédo da
memoria de medo pode facultar alteragdes duradouras no trago dessa memoria, o
papel do sistema noradrenérgico durante a reconsolidagdo tem sido alvo de
interesse por parte de diversos autores. Estudos pré-clinicos, a priori, investigaram o
papel dos -adrenoceptores na memoria de medo. Foi visto que a administragao de
um antagonista dos S-adrenoceptores, o propranolol, prejudicou o comportamento
de congelamento dos animais quando testados no contexto pareado no dia seguinte
(Debiec; Ledoux, 2004; Abrari et al., 2008; Muravieva; Alberini, 2010). Isto implica
que o propranolol prejudicou a reconsolidagdo da memoaria de medo. Sugerindo que
o bloqueio dessa sinalizagdo noradrenérgica prejudica a reconsolidagao da memoria
de medo.

Posteriormente, Gazarini et al. (2013) demonstrou que o tratamento em ratos
com um antagonista dos a,-AR, a ioimbina, potencializou a reconsolidacdo da
memoria de medo. O efeito oposto foi visto com a administragcdo de um agonista, a
clonidina, que diminuiu o congelamento dos animais no dia do teste. Notando-se,
assim, um prejuizo da reconsolidagao da memoria de medo (Gazarini et al., 2013;
Gamache et al., 2012).

Gazarini et al. (2013) observou que animais tratados com ioimbina quando
pré-tratados com propranolol ndo mais exibiam um efeito potencializado da
reconsolidacdo. De maneira semelhante, o pré-tratamento com prazosina, um
antagonista do a,-adrenoceptor, também bloqueou os efeitos da ioimbina na
reconsolidagao da memoria de medo. Esses resultados apontam que a estimulagao
do sistema noradrenérgico durante a reconsolidagao potencializa esse processo e
que a inibicdo o prejudica.

Nesse sentido, ensaios clinicos examinaram os efeitos do uso de agonistas
dos a,-AR em pacientes com TEPT. De fato, a clonidina melhorou sintomas
associados ao TEPT (Alao; Selvarajah; Razi, 2012; Kinzie; Leung, 1989; Kinzie;
Sack; Riley, 1994; Mousavi et al. 2006; Porter; Bell, 1999; Wendell; Maxwell, 2015;
Ziegenhorn et al. 2009). Entretanto, outro agonista, a guanfacina, ndo se mostrou
eficaz (Davis et al., 2008; Neylan et al., 2006). Ambas as drogas s&o agonistas do
subtipo a,x-adrenoceptor. Desse modo, criando um conflito sobre o emprego desses

agonistas no tratamento do TEPT.
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Esse conflito foi explorado por Saggu et al. (2023). Curiosamente, apesar de
ambas as drogas possuirem afinidade pelo a,s-adrenoceptor, experimentos com
roedores obtiveram que a clonidina, mas ndo a guanfacina, provocou um prejuizo na
reconsolidacdo da memodria de medo. Eles avaliaram que apenas a clonidina
acarreta uma interacdo do receptor com o complexo cofilina-espinofilina. Isto
alteraria a morfologia dos espinhos dendriticos e, por fim, prejudicaria a
reconsolidagdo. O mesmo nao foi observado com a guanfacina. Os autores ainda
teorizam, apos a realizacao de um docking molecular, que essa diferenga de efeitos
entre as drogas pode ocorrer em virtude das diferentes ligagées entre drogas e
receptor. Isto porque, a guanfacina ligada ao receptor forma duas pontes de
hidrogénio adicionais comparando com a clonidina. Dessa maneira, drogas
agonistas dos a,-ARs, especificamente a,,-adrenoceptores, que promovam a
interacdo do receptor com o complexo cofilina-espinofilina poderiam se configurar
potenciais alvos para o tratamento do TEPT.

Valendo-se do papel do sistema noradrenérgico na reconsolidagdo da
memoria de medo e a atividade do CBG como agonista dos a,-AR, assim como a
clonidina, pode-se supor que o CBG apresenta potencial para atenuar a
reconsolidacdo da memdria de medo. No entanto, estudos sobre o efeito do CBG
sobre memoarias aversivas ainda s&o escassos.

Apenas um estudo se propbs a avalia-lo. Zhou, Assareh e Arnold (2022)
trabalharam com o CBG em um protocolo de CMC, avaliando o efeito do CBG apds
administragdes repetidas (10 ou 30 mg/kg, i.p.) e também nas fases de aquisigéo (1,
10 ou 30 mg/kg, i.p.), consolidagéo (1, 10 ou 30 mg/kg, i.p.) e reconsolidacéo (3, 10,
30 ou 60 mg/kg, i.p.) da memodria de medo de camundongos machos. Neste
trabalho, ainda foi analisado o comportamento dos animais previamente estressados
e que foram tratados com CBG (10 ou 30 mg/kg, i.p.). Os autores observaram que o
CBG nao alterou significativamente o comportamento dos camundongos em
quaisquer dos experimentos realizados. Indicando que o CBG nao afeta os
processos de memoéria avaliados no estudo ou o comportamento do tipo ansioso
apos um estresse prévio.

Contudo, embora o trabalho traga uma contribuicdo vanguardista na
investigacdo da memodria de medo com o uso do CBG, ainda permanecem lacunas
relevantes. Uma delas é se esses resultados seriam os mesmos em relagcdo a

fémeas, esse € um aspecto essencial, pois as mulheres sdo mais prevalentemente
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acometidas com TEPT (Yehuda et al., 2015). Outro questionamento tange a dose
utilizada no estudo, visto que alguns fitocanabinoides podem gerar diferentes
comportamentos dependente da dose (Crippa et al., 2018; Salviato et al., 2021).
Assim, doses menores poderiam engendrar desfechos diferentes. E também,
permanece desconhecido se o CBG afeta a generalizagdo da memoria de medo,
processo bastante importante do ponto de vista terapéutico. Portanto, mostra-se
pertinente buscar uma compreensdo mais ampla do envolvimento do CBG na
memoéria de medo, considerando o potencial terapéutico do CBG e de outros
fitocanabinoides no TEPT. Nossa hipotese € que a administracao de uma dose baixa
de CBG (1 mg/kg) em ratos Wistar machos e fémeas prejudicaria a reconsolidagao

da memoria de medo e que esse efeito seria mediado pela ativacédo de a,-AR.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com CBG na reconsolidagdo da memoria de

medo em ratos machos e fémeas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o efeito do tratamento com CBG na reconsolidacdo da memoria

de medo ao contexto;

Avaliar efeito do tratamento com CBG no comportamento relacionado a

ansiedade de animais ndo condicionados ao medo;

Testar o efeito do tratamento com CBG no comportamento relacionado a

ansiedade de animais condicionados ao medo;

Examinar o efeito do tratamento com CBG durante a reconsolidagao sobre o
conteudo de noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e seus metabdlitos CPFm, HD e

hipocampo ventral (HV);
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Quantificar o conteudo de NA, 5-HT e seus metabdlitos no CPFm, HD e HV
de grupos tratados com CBG durante a reconsolidagao, apos exposigao ao Contexto
B.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar, com cerca de 75
a 90 dias, fornecidos pelo biotério do setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana. Os animais foram mantidos no ratario climatizado (22 + 1 °C),
organizados em grupos de 4 por caixa moradia (48 x 37,5 x 21 cm), separados por
sexo e mantidos em ratarios diferentes. Onde foram submetidos a um ciclo de
iluminagao claro/escuro de 12 h (inicio da fase clara as 7:00 h). Comida e agua
foram fornecidas livremente. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo
com a aprovagdo pela Comissdo de Etica no uso de Animais do Setor de Ciéncias
Biolégicas da UFPR (CEUA/BL) (numero de autorizagéo 1569).

3.2 DROGAS

CBG (PurMed Global, USA) foi administrado na dose de 1mg/kg i.p. em um
volume de 1 mL/kg (Zhou; Assareh; Arnold, 2022). O CBG foi diluido em uma
solugao veiculo (VEI) contendo Tween 80, DMSO e NaCl 0.9% (pH = 7.4) (1:1:18).

3.3 CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO

O condicionamento de medo ao contexto foi realizado no Contexto A (26 x
31.5 x 21 cm), uma caixa retangular de aluminio com a tampa superior e a parede
frontal de acrilico. O assoalho de metal inoxidavel estava ligado a um circuito e
conectado a uma fonte geradora de choque (Insight, Brazil). Outra camara também
foi utilizada, a caixa era feita de acrilico transparente possuindo uma tampa preta.
Essa camara foi utilizada como um contexto neutro e ndo pareado, denominado
Contexto B (33 x 34 x 26 cm).
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O protocolo de condicionamento ocorreu de acordo com trabalhos ja
publicados (Figura 2; Stern et al., 2012; Daneluz et al., 2022). Na sessdo de
familiarizacao, cada animal foi alocado no Contexto A para explora-lo por 3 minutos.
No dia seguinte, cada animal foi exposto ao Contexto A, onde recebeu o El. Esse
estimulo consistiu em trés choques elétricos administrados com um intervalo de 30
segundos entre choques. Cada choque apresentava uma corrente de 0.7 mA e
duracao de 3 segundos. Apds um dia, cada animal foi reexposto ao Contexto A para
uma sessao de evocacgédo curta de 3 minutos, sem apresentagédo do El, para induzir
a reativacdo da memoria. Imediatamente apds, o tratamento foi administrado
aleatoriamente. Para testar o efeito do tratamento, os animais no dia seguinte foram
submetidos ao Contexto A (3 minutos) para o Teste A. Para avaliar a generalizagéo
da memoria, um dia depois cada animal foi colocado no Contexto B (3 minutos) para
o Teste B.

O comportamento de congelamento foi utilizado como indice de memoaria de
medo e foi medido como a auséncia de movimentos, com excecao dos movimentos
relacionados a respiracdo. Esse parametro foi medido manualmente por um

avaliador treinado e cego em relagao aos tratamentos dos grupos experimentais.

Tratamento
Vei ou CBG 1 mg/Kg

3 min 3x0,7 mA 3 min g 3 min 3 min

Familiarizagao Condicionamento Evocagdo Teste A Teste B

Figura 2. Protocolo de condicionamento de medo ao contexto. Cada animal foi submetido no
primeiro dia a uma sessdo de familiarizagdo no Contexto A. Apds 24 horas, os animais foram
expostos novamente ao contexto para uma sessao de condicionamento. No terceiro dia, foi feita uma
sessao de evocacgao curta da memoria de medo no contexto condicionado e imediatamente apos os
animais foram tratados aleatoriamente com VEI ou CBG (1 mg/kg i.p.). Um dia depois foi avaliado o
efeito do tratamento no Contexto A (Teste A). No dia seguinte foi investigado se houve generalizagao
da memoria no Contexto B (Teste B). FONTE: A autora (2025).

3.4 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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O aparato € composto por dois bragos abertos opostos (50 x 10 x 0.6 cm) e
dois bracos fechados que estdo dispostos em lados opostos de uma plataforma
central (10 x 10 cm), sendo este aparato elevado a 50 cm do solo.

Cada animal foi colocado no aparato voltado para um brago fechado,
permanecendo no aparelho por 5 minutos. O comportamento do animal foi gravado
utilizando de uma camera posicionada superiormente ao labirinto com o auxilio de
um tripé. A cada animal avaliado o aparato foi devidamente limpo com alcool 20%.

Os parametros avaliados foram o numero de avaliagdo de risco, o tempo
gasto em cada brago e o numero de entradas, que foram contados quando o animal
adentrava o novo braco com os quatro membros. Essas medidas foram usadas para
calcular a porcentagem de tempo de bragos abertos {%TA; [(tempo nos bragos
abertos/300) x 100]} e a porcentagem de entradas nos bragos abertos {%EA,
[numero de entradas de bragos nos abertos/(numero de entradas nos bragos abertos
+ fechados) x 100]}.

A %TA e a %EA foram utilizadas como indices do comportamento do tipo
ansioso. Ja o numero de entradas nos bragos fechados (EF) foi utilizado como um
indice da atividade locomotora. O numero de avaliagao de risco (AR) foi tratado
como um indice de comportamento de evitacado e foi contabilizado a cada vez que o
animal projetou seu corpo em diregdo a um brago aberto com sua cabega e pelo
menos uma pata, mas depois disso retornou a sua posi¢ao inicial (Carobrez e
Bertoglio, 2005; Salemme et al., 2024). Os parametros foram avaliados
manualmente por um examinador treinado, que desconhecia a distribuicdo dos

tratamentos entre os grupos experimentais.

3.5 AVALIAGAO DO CICLO ESTRAL

O ciclo estral de ratas foi avaliado através da secregao vaginal coletada por
meio de uma micropipeta, contendo 50 pl de solugdo salina, inserindo-a
parcialmente na vagina da fémea. A secrecgao foi aplicada em uma lamina de vidro.
Cada lamina foi visualizada utilizando um microscépio 6ptico e a fase do ciclo foi
determinada entre proestro, estro e diestro (Figura 3; Marcondes; Bianchi; Tanno,

2002; Salemme et al., 2022). A avaliacéao foi feita conforme o desenho experimental.



30

A Proestro B Estro C Diestro

? .
LA%"%?,

100 ym 100 pm

Figura 3. Esfregaco vaginal de ratas nas diferentes fases do ciclo estral. Fotografias da secregéo de
lavado vaginal de fémeas. A) Esfregagco do proestro consistindo predominantemente de células
epiteliais nucleadas. B) Esfregaco do estro consistindo predominantemente de células cornificadas
anucleadas. C) Esfregaco do diestro consistindo predominantemente de leucécitos.

3.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

As concentragbes de NA, 3,5-di-hidroxifenilglicina (DHPG), 5-HT e acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram quantificadas de amostras do CPFm, HD e HV,
utilizando o HPLC de fase reversa com detecgao eletroquimica.

Para isso, animais foram eutanasiados por decapitacdo, e as amostras
obtidas foram imediatamente congeladas em gelo seco, sendo armazenadas a
-80°C até o momento do processamento. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas utilizando um sonicador de células ultrassénico (Sonics) em acido
perclorico 0,1 M contendo metabissulfito de sdédio 0,02% e padrao interno de
di-hidroxibenzilamina (1,0 uL/ug de tecido cerebral). Apds isso, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 25 min a 4 °C. Posteriormente, foram utilizados 20
ML desta solugao para injecao no cromatografo. A fase movel (pH 4.0) foi composta
de 20 g de acido citrico monoidratado (Merck, EUA), 200 mg de acido
octano-1-sulfénico (Merck, EUA), 40 mg de acido etilenediaminotetracético (EDTA;
Sigma, EUA) e 900 mL de agua deionizada e filtrada através de um filtro de 0.45 um.
Posteriormente, foi adicionado metanol (Merck) para uma composigao final de 10%
de metanol (v/v).

O sistema consistiu de uma coluna de fase reversa Synergi Fusion-RPC-18
(150 x 4,6 mm, tamanho de particula de 4 ym) equipada com uma pré-coluna de 4,0
x 3,0 mm (SecurityGuard Cartridges Fusion-RP); um detector electroquimico
(detector electroquimico ESA Coulochem Ill) equipado com uma célula de guarda
(ESA 5020), com o eletrodo regulado para 350 mV e uma célula analitica com
eletrodo duplo (ESA 5011 A); e uma bomba LC-20AT (Shimadzu, EUA) equipada
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com injetor manual Rheodyne 7725 com loop de 20 yL. A coluna foi mantida em um
forno com temperatura controlada (25 °C). A célula analitica possui duas camaras
em série: cada camara inclui um eletrodo colorimétrico de grafite poroso, um
contra-eletrodo duplo e um eletrodo duplo de referéncia. Os potenciais de oxidagao
foram ajustados em 100 mV para o primeiro eletrodo e em 450 mV para o segundo
eletrodo. As areas de pico dos padrdes externos foram utilizadas para quantificar os
picos da amostra.

Os dados foram expressos em ng/g de tecido. O turnover de NA e 5-HT foram
calculados através da razao do metabdlito pelo seu neurotransmissor, isto €, a razédo
de DHPG/NA e 5-HIAA/5-HT, respectivamente (Salviato et al., 2021).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando a
normalidade foi confirmada, foram realizados Testes T, de anadlise de variancia
(ANOVA) de uma via, de duas vias ou de medidas repetidas. Quando necessario, foi
adotado o teste nao-paramétrico correspondente. O nivel de significancia adotado foi
de p < 0.05. O teste de Duncan foi o teste de post hoc utilizado para comparagoes.
O tamanho dos grupos experimentais foi definido através do G-Power (HHU:
Universitat Dusseldorf, Alemanha). Foram adotados para as analises os parametros
de a=0.05B=020en*=0.14 ou d = 1.6 (Stern et al., 2017; Raymundi et al.,
2020a; Cardoso et al., 2025). O valor de eta-quadrado parcial (n?) e d de Cohen (d)
foram calculados para avaliar o tamanho do efeito para ANOVA e Testes T,
respectivamente. Para as analises por HPLC, foram utilizados animais 5-7 por grupo
para a ANOVA de duas vias. Nos experimentos comportamentais foram adotados
6-10 animais por grupo para Testes T, 6-10 animais por grupo para a ANOVA de uma
via, 10 animais por grupo para a ANOVA de duas vias e 10-11 animais por grupo
para a ANOVA de medidas repetidas. Os resultados foram expressos como média +
o erro padrdo da meédia (E.P.M.), onde os valores foram representados
individualmente. O Software Statistic12 (StatSoft, USA) foi utilizado para as analises
estatisticas e o GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism, USA) foi usado para a

construgao dos gréficos.
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3.8 ETAPAS EXPERIMENTAIS

3.8.1 Experimento 1: Avaliagdo do efeito tratamento com CBG durante a

reconsolidagao da memoéria de medo

Ratos machos e fémeas condicionados foram submetidos a uma sessao curta
de evocacdo no Contexto A. Imediatamente apds, grupos independentes foram
tratados aleatoriamente com VEI (n = 10-11 por grupo) ou CBG (1 mg/kg, i.p.; n =
10-11 por grupo). A avaliagdo do ciclo estral foi feita logo em seguida da
administracdo. Para testar o efeito do tratamento, o teste A foi realizado no Contexto
A no dia seguinte. Apdés 1 dia, os animais foram expostos ao Contexto B n&o
pareado para avaliar se houve generalizagdo da memoaria através do Teste B (Figura
4A).

3.8.2 Experimento 2: Avaliagao do efeito do tratamento com CBG no comportamento

do tipo ansioso e atividade locomotora de animais ndo condicionados

Grupos independentes de ratos machos e fémeas receberam VEI (n = 10 por
grupo) ou CBG (1 mg/kg, i.p.; n = 10 por grupo). Apos 1 hora da administracéo, cada
animal foi submetido ao teste do LCE (Figura 5A). Apos o teste foi feita a avaliagéo

do ciclo estral.

3.8.3 Experimento 3: Avaliagao do efeito do tratamento com CBG no comportamento

do tipo ansioso e atividade locomotora de animais condicionados ao medo

Ratos machos e fémeas condicionados passaram pela sessdo de evocagao
no Contexto A. Os animais foram aleatoriamente tratados com VEI (n = 6 por grupo)
ou CBG (1 mg/kg, i.p.; n = 6-9 por grupo) e logo apés foi feita a analise do ciclo
estral de fémeas. No dia seguinte foram submetidos ao Teste A e apods 1 dia foi feito
o Teste B. Cerca de 5 minutos depois do Teste B, cada animal foi alocado no LCE

para a realizagao do teste (Figura 6A).
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3.8.4 Experimento 4: Avaliacdo do efeito do tratamento com CBG durante a

reconsolidagao sobre o conteudo de neurotransmissores

Ratos machos e fémeas condicionados foram submetidos a uma sesséo curta
de evocacdo no Contexto A. Imediatamente apds, grupos independentes foram
tratados aleatoriamente com VEI (n = 5-6 por grupo) ou CBG (1 mg/kg, i.p.; n = 5-6
por grupo). Em seguida, foi feita a avaliacdo do ciclo estral. Para realizar a analise
neuroquimica do CPFm, HD e HV, amostras desses tecidos foram coletadas duas
horas apos o tratamento. Os animais foram sacrificados por decapitagdo. As
amostras coletadas foram rapidamente congeladas em gelo seco e mantidas em
uma temperatura de -80 °C para posterior processamento e quantificacdo utilizando
o HPLC (Figura 8A).

3.8.5 Experimento 5: Avaliacao do efeito do tratamento com CBG sobre o conteudo

de neurotransmissores apos exposi¢cao ao Contexto B

Ratos machos e fémeas condicionados foram submetidos a uma sesséo curta
de evocagédo no Contexto A. Imediatamente apds, grupos independentes foram
aleatoriamente tratados com VEI (n = 6-7 por grupo) ou CBG (1 mg/kg, i.p.; n = 6-7
por grupo). Logo apéds, a avaliagado do ciclo estral foi realizada. No dia seguinte, o
teste A foi realizado no Contexto A. Apos 1 dia, os animais passaram pelo Teste B
no Contexto B. Para realizar a analise neuroquimica do CPFm, HD e HV, amostras
desses tecidos foram coletadas imediatamente apds o Teste B. Os animais foram
sacrificados por decapitagdo. As amostras coletadas foram rapidamente congeladas
em gelo seco e mantidas em uma temperatura de -80 °C para posterior

processamento e quantificacao utilizando o HPLC (Figura 9A).

4. RESULTADOS

4.1 O TRATAMENTO COM CBG DURANTE A RECONSOLIDACAO DA MEMORIA

DE MEDO NAO AFETA A RECONSOLIDACAO E A GENERALIZACAO DA
MEMORIA DE MEDO
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A ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou interagédo significativa entre o
sexo, tratamento e a re-exposi¢cdo ao Contexto A [F 3 = 0.047, p = 0.829, n? =
0.001]. Todos os grupos apresentaram tempos de congelamento similares durante a
evocacao e o Teste A (Figura 4B), indicando que a administragdo de CBG nao afeta

a reconsolidagcao da memadria de medo.
A ANOVA de duas vias nao revelou interagao significativa entre o tratamento
e o sexo no Teste B [F ;3 = 0.699, p = 0.408, n* = 0.018]. O tratamento com CBG

nao alterou o congelamento dos animais machos e fémeas durante o Teste B (Figura

4C), indicando que o CBG nao induz generalizagéo.

A VEl ou CBG 1 mg/Kg, i.p.
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Figura 4. Efeito do tratamento com CBG durante a reconsolidagdo da memoaria de medo. A) Ratos
machos e fémeas condicionados foram tratados com VEI ou CBG (1 mg/kg, i.p.) imediatamente apos
a sessao de evocacgdo. O efeito do tratamento foi avaliado no dia seguinte durante o Teste A. Para
investigar se houve generalizagdo da memodria, os animais passaram pelo Teste B um dia apos o
Teste A. B) Porcentagem de congelamento durante a sessdo de evocagédo e o Teste A. C)
Porcentagem de congelamento durante o Teste B. ANOVA de duas vias. Os dados foram expressos
como média £ EPM com valores individuais. n = 10-11 por grupo.
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4.2 O TRATAMENTO COM CBG NAO AFETOU O COMPORTAMENTO DO TIPO
ANSIOSO OU A ATIVIDADE LOCOMOTORA DE RATOS NAO CONDICIONADOS
AO MEDO

A ANOVA de duas vias ndao demonstrou interacado significativa entre o
tratamento e o sexo nos parametros de %TA [F 3, = 0.76948, p = 0.38619 , n* =
0.021], %EA [F(135 = 0.012, p = 0.915 , n* = 0.001], EF [F ;3 = 0.107, p = 0.745 , n?
= 0.003] e AR [F13, = 3.071, p = 0.088 , n?> = 0.079]. No entanto, um efeito
significativo do sexo foi observado na %TA [F s, = 5.4116, p = 0.0257 , n* = 0.131].
O grupo veiculo de fémeas exibiu uma menor %TA (p = 0.0479), comparado ao
grupo veiculo de machos (Figura 5B), sugerindo uma influéncia do sexo no
comportamento tipo ansioso. Ainda, esses achados sugerem que a administragao de
CBG (1 mg/kg, i.p.) ndo afetou o comportamento do tipo ansioso ou a atividade

locomotora em ratos machos e fémeas.
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Figura 5. Efeito do tratamento com CBG no comportamento do tipo ansioso e na atividade
locomotora de ratos n&o condicionados ao medo. A) Grupos independentes de ratos machos e
fémeas foram tratados aleatoriamente com veiculo VEI ou CBG (1 mg/kg, i.p.). Uma hora depois,
cada animal foi submetido ao teste do LCE. B) Porcentagem do tempo nos bragos abertos. C)
Porcentagem de entradas nos bragos abertos. D) Numero de entradas nos bragos fechados. E)
Numero de avaliagbes de risco. ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan. Os dados foram
expressos como média + EPM com valores individuais. O simbolo # representa p < 0.05 comparando
entre grupos veiculo de machos e fémeas. n = 10 por grupo.

4.3 O TRATAMENTO COM CBG EM ANIMAIS CONDICIONADOS PROMOVE UM
EFEITO ANSIOGENICO EM MACHOS E UM EFEITO ANSIOLITICO EM FEMEAS

Em relagcdo aos machos condicionados, o Teste T mostrou diferencas
significativas na %TA [t4; = 3.221, p = 0.007, d = 0.308], %EA [t = 2.541, p =
0.025, d = 0.276] e AR [t43 = 2.386, p = 0.033, d = 1.152]. Nenhuma diferenca foi
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vista no EF [t,3 = 0.857, p = 0.407, d = 0.436]. O tratamento com CBG aumentou a
%TA, %EA e diminuiu a AR comparado ao grupo veiculo (Figura 6B, C, E),
sugerindo que o CBG induziu um efeito do tipo ansiolitico. Um numero semelhante
de EF foi visto em ambos os grupos (Figura 6D), sugerindo que o tratamento néo
afetou a atividade locomotora dos animais.

Com relacao as fémeas condicionadas, o Teste T exibiu diferencga significativa
na %EA [ty = 2.244, p = 0.0487, d = 0.466]. N&o foi observado diferengas na %TA
[t1o) = 1.906, p = 0.089, d = 0.215], EF [t4, = 0.884, p = 0.398, d = 0.380] e AR [t(1p) =
1.261, p = 0.236, d = 0.728]. Fémeas tratadas com CBG demonstraram uma menor
%EA (Figura 6G), sugerindo que o CBG promoveu um efeito do tipo ansiogénico. O
grupo veiculo e CBG mostraram um comportamento similar no EF (Figura 6H),
sugerindo que a atividade locomotora nao foi afetada pelo tratamento. Os grupos
também mostraram um comportamento parecido sobre a %TA e AR (Figura 6F, 1),

Também decidimos comparar entre grupos veiculos de machos e fémeas
condicionados. Por conseguinte, o Teste T mostrou diferencgas significativas na %TA
[t1o) = 2.915, p = 0.0154, d = 0.264] e %EA [t = 2.597, p = 0.027, d = 0.679]. Néo
foram observadas diferengas significativas no EF [t = 1.000, p = 0.341, d = 2.493]
e AR [ty = 0.902, p = 0.389, d = 0.521]. O grupo veiculo de fémeas exibiu uma
maior %TA e %EA (Figura 6J, K), sugerindo que essas fémeas condicionadas
apresentavam um comportamento do tipo ansioso menor do que os machos.
Comportamentos correspondentes foram visualizados quanto ao EF e AR (Figura
6L, M), sugerindo que o condicionamento ndo fomenta diferencas nesses
comportamentos entre sexos.

Em seguida, avaliamos se havia mudanga dos comportamentos entre grupos
veiculos de machos ndo condicionados e condicionados. N&o foi vista nenhuma
diferenga significativa na % EA [t44) = 1.307, p = 0.212, d = 0.652], EF [t44 = 0.063, p
= 0.9508, d = 0.030] e AR [tq4, = 0.855, p = 0.407, d = 0.021] através do Teste T. O
Teste de Mann-Whitney mostrou que nao houve diferenga também na %TA [U =
28.0, p = 0.851]. Machos nao condicionados e condicionados mostraram valores
comparaveis referentes a %TA, EA e AR (Figura 7A, B, D), indicando que o
condicionamento ndo afetou tais comportamentos. O mesmo foi notado sobre o EF
(Figura 7C), pressupondo que a atividade locomotora n&o foi afetada pelo

condicionamento.
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Também grupos veiculos de fémeas n&o condicionadas e condicionadas
foram comparados. O Teste T apontou diferengas significativas na %TA [t4, = 4.075,
p = 0.001, d = 0.209], %EA [t = 2.913, p=0.011, d = 0.163] e EF [t14) = 2.306, p =
0.0369, d = 0.527]. N&o foi vista diferencga significativa na AR [t4, = 0.467, p = 0.648,
d = 0.248]. Fémeas condicionadas apresentaram maior %TA e %EA (Figura 7E, F),
comparado aquelas n&o condicionadas. Além disso, esse grupo condicionado
mostrou um maior EF (Figura 7G), apontando uma hiperlocomog¢ao em comparagao
ao grupo nao condicionado. E por fim, valores equivalentes de AR (Figura 7H) foram
vistos no grupo n&o condicionado e condicionado de fémeas.

Para explorar melhor como o tratamento com CBG afetou os comportamentos
de fémeas no LCE sejam condicionadas ou ndo, comparamos todos os grupos de
fémeas que foram submetidas ao LCE. A ANOVA de uma via apontou um efeito
significativo do tratamento na %TA [F ) = 5.6959, p = 0.004, n? = 0.379] e nenhum
diferenca foi vista na %EA [F ;s = 2.564, p = 0.075, n? = 0.216], EF [F ;2 = 0.655, p
= 0.587, n? = 0.066] e AR [F 1. = 1.534, p = 0.227, n? = 0.144]. O grupo veiculo de
fémeas condicionadas mostrou maior %TA tanto comparado ao veiculo nao
condicionado (p = 0.003), quanto ao grupo tratado com CBG que nao passou pelo
condicionamento (p = 0.001) (Figura 71). Interessantemente, o tratamento com CBG
em fémeas condicionadas foi capaz de diminuir a %TA (p = 0.015) (Figura7l).
Diferentemente, todos os grupos apresentaram valores similares em relagéo a %EA,
EF e AR (Figura 7J, K, L).
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Figura 6. Efeito do tratamento com CBG no comportamento do tipo ansioso e na atividade
locomotora de ratos condicionados. A) Ratos machos e fémeas condicionados foram tratados com
VEI ou CBG (1 mg/kg, i.p.) imediatamente apds a sessao de evocagao. Apos 24h foi realizado o Teste
A. No dia seguinte foi conduzido o Teste B e depois de 5 min os animais foram submetidos ao LCE.
B) Porcentagem do tempo gasto nos bragos abertos por animais machos. C) Porcentagem de
entradas nos bragos abertos realizadas pelos machos. D) Numero de entradas nos bragos fechados
realizadas pelos machos. E) Numero de avaliagbes de risco realizadas pelos machos. F)
Porcentagem do tempo gasto nos bragos abertos por fémeas. G) Porcentagem de entradas nos
bragos abertos realizados pelas fémeas. H) Niumero de entradas nos bragos fechados realizadas
pelas fémeas. |) Numero de avaliagdes de risco realizadas pelas fémeas. J) Porcentagem do tempo
gatos nos bragos abertos de grupos de machos e fémeas que receberam veiculo. K) Porcentagem de
entradas nos bragos abertos realizadas por grupos de machos e fémeas que receberam veiculo. L)
Numero de entradas nos bragos fechados realizadas por grupos de machos e fémeas que receberam
veiculo. M) Numero de avaliagdes de risco realizadas por grupos de machos e fémeas que receberam
veiculo. Teste T. Os dados foram expressos como média + EPM com valores individuais. O simbolo *
representa p < 0.05 comparando entre grupos. n de machos = 6-9 por grupo. n de fémeas = 6 por
grupo.
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Figura 7. Comportamento no LCE de animais ndo condicionados e condicionados ao medo. A)
Porcentagem do tempo gasto nos bragos por grupos de machos n&o condicionados e condicionados
que receberam veiculo. B) Porcentagem de entradas nos bragos abertos realizadas por grupos de
machos ndo condicionados e condicionados que receberam veiculo. C) Numero de entradas nos
bragos fechados realizadas por grupos de machos ndo condicionados e condicionados que
receberam veiculo. D) Numero de avaliagdes de risco realizadas por grupos de machos nao
condicionados e condicionados que receberam veiculo. E) Porcentagem do tempo gasto nos bragos
abertos por grupos de fémeas nado condicionadas e condicionadas que receberam veiculo. F)
Porcentagem de entradas nos bragos abertos realizadas por grupos de fémeas n&do condicionadas e
condicionadas que receberam veiculo. G) Numero de entradas nos bragos fechados realizadas por
grupos de fémeas nao condicionadas e condicionadas que receberam veiculo. H) Numero de
avaliagbes de risco realizadas por grupos de fémeas ndo condicionadas e condicionadas que
receberam veiculo. ) Porcentagem do tempo gasto nos bragos abertos por grupos de fémeas nao
condicionadas e condicionadas. J) Porcentagem de entradas nos bragos abertos realizadas pelas
fémeas nado condicionadas e condicionadas. K) Numero de entradas nos bragos fechados realizadas
pelas fémeas nao condicionadas e condicionadas. L) Numero de avaliagdes de risco realizadas pelas
fémeas nao condicionadas e condicionadas. Teste T ou Teste de Mann-Whitney. ANOVA de uma via
seguida do teste de Duncan. Os dados foram expressos como média + EPM com valores individuais.
O simbolo * representa p < 0.05 comparando ao grupo veiculo da sessédo. O simbolo # representa p <
0.05 comparando com grupos da outra sessao. n = 6-10 por grupo.
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4.4 O TRATAMENTO COM CBG DURANTE A RECONSOLIDACAO DIMINUIU O
CONTEUDO DE DHPG NO CPFm E REDUZIU O TURNOVER DE 5-HT NO HD DE
FEMEAS

No CPFm, a ANOVA de duas vias revelou uma interagao significativa entre o
tratamento e o sexo no conteudo de DHPG [F(1,16) = 10.137; p = 0.006; n2 = 0.39].
Além disso, um efeito significativo do sexo foi observado no conteudo de DHPG
[F(1,16) = 78.708; p < 0.001; n2 = 0.831] e no turnover de NA [F(1,16) = 5.711; p =
0.030; n2 = 0.263]. O grupo veiculo de fémeas apresentou um conteudo de DHPG
significativamente maior (p = 0.00006) comparado ao grupo veiculo de machos
(Figura 8C). No entanto, o tratamento com CBG em fémeas diminuiu
significativamente o conteudo de DHPG (p = 0.0008) comparado ao seu grupo
veiculo (Figura 8C). Ainda assim, o grupo tratado de fémeas apresentou um
conteudo de DHPG significativamente maior que o grupo tratado de machos (p =
0.001). Esse resultado sugere uma menor degradagao de NA no grupo CBG de
fémeas, mas uma maior degradacdo de DHPG em fémeas comparando com os
machos. Ainda, o grupo veiculo de fémeas exibiu um turnover de NA
significativamente maior (p = 0.02) do que o grupo veiculo de machos (Figura 8C,
D), sem alteragées no conteudo de NA (Figura 8B). Esses achados podem indicar
uma maior producdo ou liberagdo basal de NA no CPFm em ratos fémeas do que
em machos. Nenhuma interagédo entre fatores ou efeito significativo do sexo foram
vistos em relagcdo ao conteudo de NA, 5-HT, 5-HIAA e Turnover de 5-HT no CPFm
(Figura 8E, F, G).

No HD, a ANOVA de duas vias mostrou uma interagao significativa entre o
tratamento e o sexo no turnover de 5-HT [F(1,19) = 6.048; p = 0.023; n2 = 0.241].
Também, um efeito significativo do sexo foi observado no conteudo de 5-HT [F(1,19)
= 125.902; p < 0.001; n2 = 0.869], 5-HIAA [F(1,19) = 662.026; p = 0.000; n2 = 0.972]
e no turnover de 5-HT [F(1,19) = 13.743; p = 0.0001; n2 = 0.420]. A administragao de
CBG em fémeas reduziu significativamente o turnover de 5-HT (p = 0.013)
comparado ao grupo veiculo (Figura 8G), sugerindo uma diminuigdo da produ¢ao ou
liberagdo de 5-HT. O grupo veiculo de fémeas exibiu um conteudo menor de 5-HT (p
= 0.00006) e 5-HIAA (p = 0.0002), juntamente com um maior turnover de 5-HT (p =
0.0006) comparado ao grupo veiculo de machos (Figura 8K, L, M). Nossos

resultados indicam que as fémeas apresentam um menor conteudo de 5-HT no HD
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em relacdo aos machos, embora a renovacdo desse neurotransmissor aparece
aumentada nas fémeas. Nenhum resultado significativo quanto a interagdo entre
fatores ou efeito do sexo foram observados sobre o conteudo de NA, DHPG e
Turnover de NA no HD (Figura 8H, I, J).

No HV, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo do sexo em
relacdo ao turnover de NA [F(1,18) = 17.943; p = 0.0005; n2 = 0.499]. O grupo
veiculo de fémeas apresentou um menor turnover de NA (p = 0.034) comparado ao
grupo veiculo de machos (Figura 8P), sem alteragbes no conteudo de NA e DHPG
(Figura 8N, O). Nao foi encontrado nenhum achado significativo quanto a interagao
entre fatores ou efeito do sexo relacionado ao conteudo de NA, DHPG, 5-HT, 5-HIAA
e Turnover de 5-HT no HV (Figura 8N, O, Q, R, S). Os resultados obtidos foram

reunidos e representados visualmente na Figura 8.
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Figura 8. Efeito do tratamento com CBG no conteudo de neurotransmissores em ratos condicionados
ao medo durante a reconsolidacdo da memoaria. A) Ratos machos e fémeas condicionados ao medo
foram tratados aleatoriamente com VEI ou CBG (1 mg/kg, i.p.) imediatamente apds a evocacgdo. Duas
horas depois, os animais foram sacrificados e amostras do coértex pré-frontal medial (CPFm),
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hipocampo dorsal (HD) e hipocampo ventral (HV) foram coletadas. A concentragéo de noradrenalina
(NA), serotonina (5-HT) e seus metabdlitos (DHPG e 5-HIAA) foram quantificados usando HPLC de
fase reversa com deteccgéo eletroquimica. B, C, D) Conteudo de NA, DHPG e turnover de NA no
CPFm. E, F, G) Conteudo de 5-HT, 5-HIAA e turnover de 5-HT no CPFm. H, |, J) Conteudo de NA,
DHPG e turnover de NA no HD. K, L, M) Contetdo de 5-HT, 5-HIAA e turnover de 5-HT no HD. N, O,
P) Conteudo de NA, DHPG e turnover de NA no HV. Q, R, S) Conteudo de 5-HT, 5-HIAA e turnover
de 5-HT no HV. ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan. Os dados foram expressos como
média + EPM com valores individuais. O simbolo * representa p < 0.05 comparado ao grupo veiculo
da sessdo. O simbolo + representa p < 0.05 comparado ao grupo CBG de machos. O simbolo #
representa p < 0.05 comparando entre grupos veiculo de machos e fémeas. n = 5-6 por grupo.

4.5 O TRATAMENTO COM CBG DURANTE A RECONSOLIDAGCAO DA MEMORIA
NAO AFETA O CONTEUDO DE NA E 5-HT APOS O TESTE B, POREM,
DIFERENCAS BASAIS ENTRE SEXOS FORAM OBSERVADAS NOS
PARAMETROS DE NA E 5-HT

No CPFm, a ANOVA de duas vias apontou um efeito significativo do sexo em
relagdo ao contetido de NA [F ;.3 = 87.021, p = 0.0001, n* = 0.791] e o turnover de
NA [F123 = 91.745, p = 0.0001, n? = 0.799]. O grupo veiculo de fémeas apresentou
um maior conteudo de NA (p = 0.0001) e menor Turnover de NA (p = 0.0001),
comparado ao grupo veiculo de machos (Figura 9B, D). Esses resultados sugerem
que as fémeas apresentaram um maior conteudo basal de NA no CPFm e menor
liberagao ou produgao de NA do que os machos. Nao foi observada interacao entre
fatores ou efeito significativo do sexo no conteudo de DHPG, 5-HT, 5-HIAA e
Turnover de 5-HT no CPFm (Figura 9C, E, F, G).

No HD, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo do sexo no
contetido de NA [F ;2 = 269.89, p = 0.0001 , n* = 0.925], DHPG [F,, = 35.891, p =
0.0001 , n? = 0.620] e no turnover de NA [F; 2, = 105.24, p = 0.0001 , n* = 0.8271]. O
grupo veiculo de fémeas exibiu um maior conteudo de NA (p = 0.0001), porém
apresentou um menor conteudo de DHPG (p = 0.0005) e Turnover de NA (p =
0.0001), comparado ao grupo veiculo de machos (Figura 9H, |, J). Esses resultados
indicam que as fémeas apresentaram um maior conteudo basal de NA no HD,
concomitante com uma menor liberagcdo ou produgdo de NA do que os machos.
Nenhum efeito significativo da interagdao entre fatores ou do sexo foram vistos no
conteudo de 5-HT, 5-HIAA e Turnover de 5-HT no HD (Figura 9K, L, M).

Ja no HV, a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do sexo no
contetido de NA [F (2, = 196.74, p = 0.0001, n* = 0.885], DHPG [F 4, = 52.77, p =
0.0001, n? = 0.706], Turnover de NA [F2 = 171.709, p = 0.0001, n* = 0.886],
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5-HIAA [F(12) = 6.138, p = 0.0213 , n* = 0.218] e no turnover de 5-HT [F ;) =
25.287, p = 0.0001, n? = 0.535]. Foi visto que o grupo veiculo de fémeas apresentou
um maior conteudo de NA (p = 0.0001), mas exibiu um menor conteudo de DHPG (p
= 0.0001) e Turnover de NA (p = 0.0001), comparando ao grupo veiculo de machos
(Figura 9N, O, P). Esses dados sugerem que as fémeas, comparado aos machos,
possuiam um maior conteudo basal de NA no HV, juntamente com uma menor
liberagdo ou producao de NA. Também foi visto que o grupo veiculo de fémeas
exibiu menor conteudo de 5-HIAA (p = 0.021) e Turnover de 5-HT (p = 0.019),
comparado ao grupo veiculo de machos (Figura 9Q, R, S). Indicando uma menor
metabolizacdo basal de 5-HT por parte das fémeas comparado aos machos. Nao foi
possivel observar um efeito significativo da interacdo entre fatores ou do sexo no
conteudo de 5-HT no HV (Figura 9Q). Todos os resultados encontrados foram

organizados visualmente na Figura 8.
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Figura 9. Efeito do tratamento com CBG no conteudo de neurotransmissores de ratos condicionados
ao medo apdés o Teste B. A) Ratos machos e fémeas condicionados ao medo foram tratados
aleatoriamente com VEI ou CBG (1 mg/kg, i.p.) imediatamente apds a evocacao. Apds 1 e 2 dias os
animais foram submetidos ao Teste A e Teste B, respectivamente. Imediatamente apds o Teste B, os
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animais foram sacrificados e amostras do cértex pré-frontal medial (CPFm), hipocampo dorsal (HD) e
hipocampo ventral (HV) foram coletadas. A concentracdo de noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e
seus metabdlitos (DHPG e 5-HIAA) foram quantificados. B, C, D) Conteudo de NA, DHPG e turnover
de NA no CPFm. E, F, G) Conteudo de 5-HT, 5-HIAA e turnover de 5-HT no CPFm. H, I, J) Conteudo
de NA, DHPG e turnover de NA no HD. K, L, M) Conteudo de 5-HT, 5-HIAA e turnover de 5-HT no
HD. N, O, P) Conteudo de NA, DHPG e turnover de NA no HV. Q, R, S) Conteudo de 5-HT, 5-HIAA e
turnover de 5-HT no HV. ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan. Os dados foram
expressos como média + EPM com valores individuais. O simbolo * representa p < 0.05 comparado
ao grupo veiculo da sessdo. O simbolo # representa p < 0.05 comparando entre grupos controle de
machos e fémeas. n = 6-7 por grupo.

EXPERIMENTO 4

NA DHPG TO de NA 5-HT 5-HIAA  TO de 5-HT
CPFm - 1 1 - - -
HD - - - 4 4 T
HV 5 . i : . .

EXPERIMENTO 5

NA DHPG TO de NA 5-HT 5-HIAA  TO de 5-HT
CPFm T - 4 . . .
HD T 4 b - - -
HV L 4 b - 4 L

Figura 10. Principais diferengas entre sexos nos parametros de NA e 5-HT no CPFm, HD e HYV,
comparando fémeas com machos 2 horas apds a administragcao de veiculo (experimento 4) e apds o
Teste B (experimento 5). 1: aumento significativo comparado ao veiculo de machos; |: redugéo
significativa comparado ao veiculo de machos; -: nenhuma alteragao significativa comparado ao
veiculo de machos.

5. DISCUSSAO

A administragdo de CBG (1 mg/kg, i.p.) em ratos machos e fémeas
imediatamente apds uma sessao curta de evocagao nao alterou o comportamento
de congelamento no Teste A comparado ao grupo veiculo, sugerindo, portanto, que
o CBG néo afeta a reconsolidagao da memoria de medo. Nosso resultado concorda
com um estudo anterior que avaliou o efeito do tratamento com CBG na
reconsolidagdo da memoria de medo (Zhou; Assareh; Arnold, 2022). No entanto,
diferentemente do nosso estudo, esse trabalho adotou as doses de 3, 10, 30 e 60
mg/kg de CBG e utilizou de camundongos, exclusivamente machos. Segundo nossa
hipétese, o tratamento com uma dose mais baixa de CBG levaria a uma maior

seletividade pelos a,-AR. O agonismo desses receptores pelo CBG implicaria em
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uma reducdo da liberagdo de NA pelos neurbnios adrenérgicos. Trabalhos de
Gazarini e colaboradores (2013; 2015) tém visto que a diminuigdo do conteudo de
NA prejudica a reconsolidacédo da memdria de medo. Esperavamos, portanto, uma
diminuicdo do comportamento de congelamento durante o Teste A. No entanto,
nosso resultado contraria a hipétese proposta.

Ndo podemos descartar, todavia, a possibilidade do CBG produzir uma
resposta diferente se administrado em outro periodo de tempo durante a
reconsolidacdo. E bem estabelecido que a reconsolidacdo da memédria requer
diversos mecanismos celulares e moleculares, como a ativacdo de cascatas de
sinalizagao, transcricdo de genes e sintese de proteinas (Nader; Einarsson, 2010;
Kida, 2019). Portanto, é possivel que no periodo de tempo avaliado, a administragcao
do CBG nao seja suficiente para interferir nessas e outras atividades de maneira a
produzir mudangas no comportamento de congelamento dos animais.

Ademais, a administracdo de CBG n&o alterou o comportamento de
congelamento de animais machos e fémeas durante o Teste B. Esse resultado nos
sugere que o CBG nao induz a generalizagcado da memoria de medo. Esse resultado
era esperado.

Estudos prévios reportaram que a estimulagdo noradrenérgica pela ioimbina
durante a consolidagdo da memoria de medo promove a generalizagdo da memodria.
Assim como o tratamento com a ioimbina durante consolidag&o e posteriormente na
reconsolidagdo geram generalizagdo. No entanto, quando essa estimulagéo ocorreu
apenas durante a reconsolidagdo da memoria de medo, néo foi vista uma indugao
da generalizagao (Gazarini et al., 2013; 2015). Isto n&o quer dizer, entretanto, que a
modulagao do sistema noradrenérgico durante a reconsolidagao nao possa afetar o
comportamento no contexto neutro. A priori, parece ser necessario que 0s animais
apresentem um certo nivel de congelamento, por volta de 80%, no contexto pareado
para que a estimulacdo noradrenérgica na janela de reconsolidagcdo leve a
generalizacao (Gazarini et al., 2013; 2015; Marin et al., 2020; Gazarini et al., 2022).
Além disso, um protocolo de CMC de fraca intensidade pode n&o ser suficiente para
suscitar uma resposta de generalizagdo, requerendo, assim, a administracdo
repetida de doses de ioimbina para o aparecimento de um efeito no Teste B
(Gazarini et al., 2013). Outro estudo de Gazarini et al. (2022) também mostrou que
ao utilizar um protocolo de intensidade fraca, a administracdo isolada de adrenalina,

corticosterona e AM251, um antagonista do receptor CB;, promoveu um
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aprimoramento da reconsolidacdo sem afetar a generalizagcdo. No entanto, a
combinagdo de doses subeficazes de adrenalina, corticosterona e AM251 levou a
generalizagdo da memoria. Logo, elucidando que a interagdo sinérgica entre os
sistemas noradrenérgico, glicocorticoide e endocanabinoide podem alterar o
comportamento animal no contexto neutro. Tais estudos fortalecem a ideia da
estimulagdo do sistema noradrenérgico como importante para essa resposta de
medo menos especifica. Tendo isso em vista, a acdo do CBG como agonista dos
a,-AR acarretaria em uma menor estimulagdo noradrenérgica, isso se configura
como um efeito oposto ao causado pela ioimbina. Portanto, era estimado que o
tratamento CBG nao culminaria na generalizagdo da memoria de medo.

Em seguida, quando animais n&do condicionados foram testados no LCE, o
tratamento com CBG néo foi capaz de alterar o comportamento do tipo ansioso e a
atividade locomotora de ratos machos e fémeas. Efeitos distintos em relagdo ao
tratamento com CBG sobre a ansiedade tém sido discutidos na literatura.
Consistente com nossos resultados, a administragao oral aguda de CBG (30-600
mg/kg, p.o.) em ratos machos e fémeas nao gerou diferengca no comportamento do
tipo ansioso no Teste de Resposta de Sobressalto Acustico (Weerts et al., 2024).
Somado a esse, quando foi feita a administragdo aguda de outras doses de CBG
(0.1 ou 3 mg/kg, i.p.), uma baixa e uma intermediaria, em camundongos machos,
também nao foi visto nenhum efeito no comportamento do tipo ansioso usando o
Teste do Campo Aberto (Zagzoog et al., 2020). Posteriormente, essa dose
intermediaria de CBG (3 mg/kg, i.p.) foi testada em ratos machos através do teste do
LCE e, novamente, nenhuma diferenca significativa foi observada em comparagao
ao veiculo (Mendiguren et al., 2023). Ainda, explorando um regime de tratamento
diferente, um outro estudo se propés a avaliar os efeitos da administragao cronica de
CBG (2.5 mg/kg, i.p.) em ratos machos por 14 dias, o que resultou na falta de efeitos
quando os animais foram submetidos ao Teste Claro/Escuro (O’Brien et al., 2013).
Apenas a administracdo aguda de uma dose maior de CBG (10 mg/kg, i.p.), em
ratos e camundongos machos, foi capaz de suscitar um efeito do tipo ansiolitico
visualizado através dos Testes de Alimentacdo Suprimida pela Novidade, Campo
Aberto e LCE (Zagzoog et al., 2020; Mendiguren et al., 2023). E possivel que doses
menores de CBG ndo sejam capazes de acarretar mudangas no comportamento do

tipo ansioso em animais que nao passaram por estresse prévio.
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Ao que tange a atividade locomotora, os estudos realizados indicam que a
administragdo de CBG (10 mg/kg, i.p.) néo leva a alteracéo da atividade locomotora
de camundongos e ratos machos (Zagzoog et al., 2020; Mendiguren et al., 2023), o
que corrobora nossos resultados. De maneira notavel, apenas a administracdo oral
de doses maiores de CBG (300 e 600 mg/kg, p.o.) foram capazes de aumentar a
atividade locomotora no Teste da Tétrade Canabinoide em ratas (Weerts et al.,
2024).

E importante enfatizar que, embora algumas evidéncias corroboram este
estudo, esses trabalhos apresentam diferengas sutis em relagdo ao nosso. Essas
diferencas consistem nas doses avaliadas, a duragdo do tratamento, a via de
administracdo utilizada ou modelos experimentais utilizados para avaliar o
comportamento do tipo ansioso e a atividade locomotora. Entretanto, nosso estudo &
o primeiro a avaliar os efeitos agudos da administragao sistémica do CBG na dose
de 1 mg/kg no comportamento do tipo ansioso e na atividade locomotora de ratos
machos e fémeas através do Teste do LCE.

Por outro lado, foi observado que as fémeas passam menos tempo nos
bracos abertos do que os machos. Estudos prévios mostram resultados
contrastantes em relagéo a diferengas sexuais na %TA no LCE. Por um lado, alguns
estudos observaram um efeito contrario ao nosso, isto é, as fémeas passaram mais
tempo nos bragos abertos do que os machos (Scholl et al., 2019; Knight et al.,
2021). Todavia, outro trabalho mostrou que nédo havia diferengas na %TA entre
machos e fémeas (Salviato et al., 2021). Essa divergéncia entre achados pode ser
em fungéo do ciclo estral das fémeas. Isso porque, ja foi visto que fémeas durante a
fase do diestro apresentaram uma %TA menor comparado aquelas durante o
proestro (Marcondes et al., 2001; Fabris et al., 2022). Essa diferenga, entretanto,
ndao se manteve em um grupo de fémeas no diestro tratadas com estradiol
(Marcondes et al., 2001). No nosso estudo, realizamos a avaliagéo do ciclo estral
conforme descrito em na sec¢éo 3.5. Porém, o numero de fémeas por fase do ciclo foi
desigual e insuficiente para realizagdo de analise estatistica ao que tange todos os
experimentos. Logo, os dados foram agrupados sem distingdo do ciclo estral. Ainda
assim, ao avaliarmos a distribuicdo do numero de fémeas por fase, vimos que tanto
0 grupo veiculo de fémeas, quanto o grupo tratado apresentaram um baixo numero
de fémeas no proestro (Apéndice 1). Portanto, € possivel que a baixa %TA das

fémeas comparado aos machos seja influenciada por esse fator.
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Os resultados anteriores mostram a auséncia de efeito do CBG em animais
naive. Nao obstante, questionamos se o tratamento com CBG na fase de
reconsolidagao da memoria poderia modificar o comportamento do tipo ansioso dos
animais quando expostos ao LCE. Por isso, submetemos nossos animais ao
protocolo de CMC. Apds o término do Teste B nds avaliamos a performance dos
animais no LCE.

Com isso, obtivemos que machos condicionados tratados com CBG
apresentaram um comportamento do tipo ansiolitico, em oposi¢cao as fémeas que
demonstraram um comportamento do tipo ansiogénico. Os estudos prévios com
CBG em sua maioria avaliam seu efeito nesses comportamentos em animais que
nao foram submetidos a estresse prévio.

Zhou, Assareh e Arnold (2022), contudo, realizou um protocolo de CMC com
camundongos que foram submetidos a sessdo de condicionamento, na qual cada
animal recebeu o estimulo aversivo, e apos 24 h foi feito o Teste Claro/Escuro. Duas
horas antes do teste os animais receberam 10 ou 30 mg/kg i.p. de CBG.
Diferentemente do nosso trabalho, os autores nao reportaram alteragdo do
comportamento do tipo ansioso ou mesmo da atividade locomotora entre animais
submetidos ao estresse prévio. No entanto, diferengas metodologicas em relagédo ao
nosso trabalho devem ser consideradas. Além da diferenca entre os tipos de testes
para avaliagdo do comportamento do tipo ansioso, as doses avaliadas no estudo
foram 3 e 10 vezes maiores que a nossa. Também, a diferenca do estresse prévio
deve ser considerada. No estudo, os animais foram tratados no dia do Teste
Claro/Escuro e o teste foi feito 1 dia apdés o estresse. Em contrapartida, nossos
animais além da sessao de condicionamento, passaram pela evocag¢ao da memoria,
Teste A e Teste B. No nosso caso, a administracdo da droga foi feita apos a
evocacao e os animais foram testados no LCE cerca de 2 dias apds o tratamento.
Tendo nesse segundo dia sido expostos a um contexto neutro durante o Teste B.
Desse modo, tais discrepancias metodoldgicas podem favorecer desfechos distintos.
Somado a isso, o estudo focou-se em camundongos e apenas machos, diferente do
nosso que utilizou ratos de ambos os sexos.

Nossos achados indicam que o CBG afetou o comportamento dos animais
apenas quando eles foram submetidos a um estresse prévio ao LCE. Além disso, os
efeitos gerados foram discrepantes entre machos e fémeas, indicando que o efeito

do CBG é dependente do sexo. Embora os estudos na literatura cientifica nao
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estabelecam um efeito claro do CBG no comportamento do tipo ansioso, e
especialmente em fémeas, as evidéncias acerca de outros fitocanabinoides
oferecem suporte para a analise critica dos resultados alcancados.

Ja foi bem documentado em revisdo da literatura realizada por Simei e
colabores (2024) que a administragdo de CBD pode induzir mudangas no
comportamento do tipo ansioso. Essas mudangas mostraram seguir uma curva
dose-resposta em formato de sino e que respostas ansioliticas sdo mediadas pelos
receptores 5-HT,,. Curiosamente, investigacdes de Fogaca et al. (2014) e Marinho
et al. (2015) elucidaram que a administragdo de CBD no coértex pré-limbico e
infralimbico, acarreta um efeito ansiogénico e ansiolitico, respectivamente. A
participacdo do receptor 5-HT,, nessas respostas também foi notada. Entretanto,
quando os animais do estudo foram expostos a um estresse de retencao antes da
avaliacdo pelo LCE, um efeito ansiolitico e nenhum efeito foram observados,
respectivamente. Torna-se claro, assim, que a exposicdo a um estresse prévio
afetou o efeito da droga e consequente desfecho comportamental. Logo, pode-se
considerar que os efeitos do CBG tém um potencial de serem influenciados por
experiéncias estressantes, assim como acontece com o CBD.

Ainda sobre o CBD, Salviato et al. (2021) verificou que ratas, sem distingao
do ciclo estral, que receberam CBD na dose de 3 mg/kg i.p. performaram um
comportamento ansiolitico. Por outro lado, Fabris et al. (2022) observou que apenas
fémeas durante o diestro apresentaram uma resposta ansiolitica como os machos.
Porém, nesse caso, as doses eficazes foram de 0.3 mg/kg para fémeas e 3 mg/kg
para machos. Apenas a dose 10 vezes menor fez efeito nas fémeas. Os autores
consideram que a disparidade de doses pode ser sustentada por diferentes
mecanismos de agdao do CBD. Onde o efeito em machos seria mediado por
receptores 5-HT,, e o efeito em fémeas por receptores GABA,. Além disso, o
envolvimento dos receptores GABA, na resposta de fémeas estaria relacionado as
diferengcas hormonais durante o diestro. Todavia, mais investigacdes sobre o
envolvimento dos receptores GABA, sao necessarias.

Somado a esses dados, Salviato et al. (2021) mostrou que o tratamento com
THC em fémeas nas doses de 0.075 e 0.1 mg/kg promoveram um efeito do tipo
ansiolitico. Em contraposigédo, a dose de 1 mg/kg levou a um efeito ansiogénico.
Relativo aos machos, nenhuma das doses afetou o comportamento do tipo ansioso.

Esses resultados revelam um efeito bifasico de doses baixas de THC visto apenas
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em fémeas e reforcam que respostas ao THC, assim como ao CBD, sofrem
influéncias do sexo.

Do ponto de vista mecanistico, considerando os alvos ao quais o CBG tem
maior afinidade, os efeitos observados podem estar relacionados ao sistema
serotoninérgico e/ou noradrenérgico. O sistema serotoninérgico € bastante discutido
como importante para o desenvolvimento de diversos transtornos relacionados ao
estresse (Baldwin; Johnston; File, 1989; Chaouloff, 1993; Jacobsen; Medvedey;
Caron, 2012). E bem descrito que o nocaute de receptores 5-HT;, em camundongos
acarreta em aumento do comportamento do tipo ansioso, condicionamento ao medo
e comportamento de congelamento (Connor et al., 2000; Gorinski et al., 2019).
Inclusive, como dito anteriormente, a administracdo de CBD (3 mg/kg, i.p.) em
machos promove efeitos ansioliticos em virtude do agonismo indireto do
fitocanabinoide por receptores 5-HT,, (Simei et al., 2024). Podia se esperar que 0
CBG atuando como antagonista moderado, promoveria um efeito ansiogénico e néo
um efeito ansiolitico como visto. Contudo, deve-se levar em conta que o CBD e THC
podem gerar efeitos contrarios de acordo com a dose utilizada (Crippa et al., 2018;
Salviato et al., 2021). E que o efeito do CBD muda de acordo com a area cerebral ao
qual é infundido (Fogaca et al., 2014; Marinho et al., 2015). Logo, nao se descarta
que o CBG promova seus efeitos nos animais condicionados por meio de uma
interferéncia no sistema serotoninérgico. Mas também, se este for o caso, é notavel
que tal interferéncia produz comportamentos inversos entre machos e fémeas.
Faz-se crucial, portanto, avaliar se o CBG estaria promovendo seus efeitos no
comportamento relacionado a ansiedade por meio do sistema serotoninérgico.

Além disso, o sistema noradrenérgico também parece desempenhar um papel
nas desordens de ansiedade, uma vez que evidéncias indicam que sua disfungao
esta relacionada a essas condi¢cdes (Southwick et al., 1999; Sullivan et al., 1999;
Tanaka et al., 2000). Em diversos estudos, o bloqueio dos a,-AR pela ioimbina tem
produzido respostas ansiogénicas (Pellow et al., 1985; Pellow, Johnston; File, 1987;
Baldwin et al., 1989; Johnston; File, 1989; Cole et al., 1995; Redfern; Williams, 1995;
Braun et al., 2011). Isso significa, que a estimulacdo do sistema de NA, entéo,
conduziu a um comportamento ansiogénico. Ainda, a agdo da ioimbina foi impedida
quando utilizada a clonidina (Charney; Heninger; Redmond, 1983; Gubits et al,,
1989; Johnston; File, 1989), reforcando que os niveis de NA interferem no

comportamento relacionado a ansiedade. A priori, € concebivel que o CBG ao atuar
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sobre os a,-AR diminua a liberagdo de NA, atuando de maneira semelhante a
clonidina. Isso promoveria um efeito ansiolitico como foi visto em machos. Ainda
assim, tal hipotese ndo elucida o comportamento ansiogénico observado nas
fémeas. Cabe verificar se o CBG afeta o sistema noradrenérgico de animais
condicionados e como isso se concretizaria em diferentes respostas relacionadas a
ansiedade entre machos e fémeas.

Outro aspecto em relagao aos animais condicionados testados no LCE, foi um
menor comportamento do tipo ansioso em fémeas do grupo veiculo comparadas ao
grupo veiculo de machos. A despeito dos animais terem passado por um estresse
prévio, nossos resultados estéo alinhados com a literatura (Scholl et al., 2019; Knight
et al., 2021). No que diz respeito a diferengas entre animais dos grupos veiculo ndo
condicionados e condicionados, a analise mostrou que os animais machos exibiram
comportamentos semelhantes. Por sua vez, as fémeas condicionadas
demonstraram maior %TA, EA, e EF. E possivel supor que tais disparidades sejam
decorrentes da exposi¢cao ao estresse prévio, porém, a escassez de estudos com
fémeas sob condi¢cdes semelhantes impossibilita respaldar nossos resultados. Mas
também, é plausivel que a fase do ciclo estral possa justificar os resultados sobre o
comportamento nos bragos abertos (Marcondes et al., 2001; Fabris et al., 2022). A
avaliagao do ciclo estral de fémeas condicionadas foi realizada (Apéndice 2) apds o
tratamento com VEI, que ocorreu imediatamente apds a sesséo de evocacgao, isto €,
cerca de 2 dias antes do LCE. Assim, ressaltamos como limitacdo do nosso estudo
nao ter sido feita uma segunda avaliagdo do ciclo estral no dia do teste do LCE.
Apesar disso, ndo é descartada a possibilidade de que no dia do LCE as fémeas
estivessem em uma fase diferente. Inclusive, que as fémeas na fase do diestro
tenham mudado para o proestro. Isto porque, o diestro tem duragao aproximada de
57 horas (Lohmiller; Swing, 2006). E como citado anteriormente, fémeas durante o
proestro apresentam um comportamento do tipo ansioso inferior aquelas no diestro
(Marcondes et al., 2001; Fabris et al., 2022). Logo, nao esta claro se o
condicionamento e/ou a fase do ciclo estral influenciou as diferengas entre controles
de fémeas ndo condicionadas e condicionadas. Dessa forma, sugerimos que em
futuros trabalhos a analise do ciclo estral seja feita apds a administragao das drogas
e apos o Teste do LCE.

Além disso, buscando contemplar o efeito do CBG em fémeas por outro ponto

de vista, comparamos os grupos de fémeas naive e aqueles que passaram pelo
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CMC. Por conseguinte, foi visto que o grupo veiculo de fémeas que foram expostos
ao estresse prévio apresentou maior %TA do que animais nao estressados, porém, o
CBG foi capaz de diminuir a %TA. Pode-se inicialmente inferir que o CBG estaria
induzindo um comportamento do tipo ansiogénico neste caso. Contudo, os
resultados anteriormente discutidos sobre diferengas entre veiculos de fémeas
condicionadas e n&o condicionadas ainda permite uma outra interpretagcdo. Isto
porque foi visto que o grupo veiculo de ratas condicionadas mostrou maior %TA,
%EA e EF. O aumento de EF usualmente é associado com hiperlocomogéo,
enquanto que a elevacédo da %TA e %EA com uma resposta ansiolitica. Embora a
primeira vista possa parecer controverso que a exposi¢cao ao estresse cause um
efeito ansiolitico, a hiperlocomocgao vista pode ser interpretada como uma resposta
ativa ao estresse. Trabalhos prévios tém reportado que roedores fémeas sdo mais
propicias a adotarem respostas ativas apds estimulos estressantes (Gruene et al.,
2015; Lyons; Buckmaster; Schatzberg, 2018; Plas et al., 2024). Consequentemente,
esse perfil de comportamento poderia explicar uma maior locomogéao e exploragao
dos bragos abertos, sem necessariamente exprimir um estado ansiolitico. Nessa
l6gica, o CBG estaria diminuindo a expressao desse comportamento ativo nas
fémeas. Embora essa seja uma interpretagcéo alternativa, ndo podemos descartar
que as respostas ao estresse dependendo do protocolo experimental podem ser
diferentes entre sexos. No entanto, faz-se necessaria a adocéo de outros testes que
avaliem o comportamento do tipo ansioso e a atividade locomotora, como o Teste do
Campo Aberto, para corroborar a compreensdo do efeito do CBG em fémeas
estressadas.

Com o intuito de esclarecer se a administracdo de CBG promove uma
alteragao dos niveis de NA ou mesmo de 5-HT, foi feita a quantificagdo do conteudo
desses neurotransmissores e seus metabolitos. Interessantemente, o tratamento
com CBG durante a janela de reconsolidacdo em machos e fémeas néo afetou o
conteudo de NA e 5-HT no CPFm, HD e HV. Esse resultado é concordante com o
comportamento de congelamento dos animais que se mostrou inalterado no Teste A.

Em contrapartida, o tratamento com CBG resultou em mudangas sutis em
outros parametros. Foi visto que as fémeas tratadas tiveram uma reducéao
significativa do conteudo de DHPG no CPFm, assim como um menor Turnover de
5-HT no HD. Esses achados indicam que o tratamento é capaz de diminuir tanto a

degradagdo de NA no CPFm, mas também, reduzir a renovagao de 5-HT no HD.



56

Contudo, esses efeitos ndo correspondem ao esperado inicialmente e se mostraram
dependente do sexo. E possivel que as mudancas neuroquimicas observadas
denotem uma responsividade influenciada pelo sexo. Isto pois, estudos
anteriormente apontaram que roedores fémeas podem exibir diferentes
responsividades para componentes da planta Cannabis, como THC e CBD (Wakley;
Wiley; Craft, 2014; Salviato et al., 2021; Fabris et al., 2022; Hernandes et al., 2023).
Essas modificagdes, todavia, ndo foram acompanhadas de alteragcbes no
comportamento de congelamento. Nos imaginamos que, embora o tratamento com
CBG gere efeitos neuroquimicos em fémeas, esses nao foram suficientes para
repercutir em mudangas no comportamento.

De outra forma, diferengas notaveis foram observadas em parametros de NA
e 5-HT entre grupos veiculo de machos e fémeas. Nas analises de amostras do
CPFm, o grupo veiculo de fémeas exibiu um maior conteudo de DHPG e Turnover
de NA comparado ao veiculo de machos. Indicando que as fémeas possuem uma
maior degradagao e producao/liberagdo basal de NA comparado aos machos. Ja em
relacdo ao HD, o grupo veiculo de fémeas apresentou um menor conteudo de 5-HT
e 5-HIAA, porém, com um maior Turnover de 5-HT. Esses dados provavelmente
refletem que as fémeas possuem um conteudo de 5-HT no HD inferior aos machos,
ao passo que a renovagao desse neurotransmissor aparenta estar aumentada nas
fémeas. Esses dados se alinham com um estudo realizado em humanos que
mostrou que a sintese de 5-HT no hipocampo de homens saudaveis era maior do
que em mulheres saudaveis (Nishizawa et al., 1997). Por fim, no HV, o grupo veiculo
de machos exibiu um maior Turnover de NA do que o veiculo das fémeas. O que nos
sugere uma maior renovagao basal de NA pelos machos em comparagdo as
fémeas. Quando consideradas em conjunto, essas observagdes sugerem diferencas
basais entre ratos machos e fémeas na dindmica de NA e 5-HT nas areas do CPFm,
HD e HV.

Quando o conteudo de NA e 5-HT foi avaliado apds exposi¢ao ao Teste B, o
tratamento com CBG n&o alterou o conteudo desses neurotransmissores no CPFm,
HD e HV. Esse resultado se mostra em concordancia com a auséncia de efeitos no
Teste B. Novamente, apenas diferengas entre grupos de veiculo de machos e
fémeas foram visualizadas.

Nas analises do CPFm, o grupo veiculo de fémeas mostrou um maior

contetdo de NA e um menor Turnover de NA, sem alterar o conteddo de DHPG, em
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comparagao ao grupo veiculo de machos. Assim, sugere-se que as fémeas
possuem um conteudo basal de NA no CPFm superior, além de uma liberagdo ou
producao de NA inferior em comparacao aos machos. Em relagdo ao HD, foi visto
que o grupo veiculo de fémeas exibiu um maior conteudo de NA, contrastante com
uma reducado do conteudo de DHPG e Turnover de NA comparado aos machos.
Esse resultado € semelhante ao que foi visto no CPFm. Sobre o HV, os parametros
de NA seguiram o mesmo padrao que o visto no CPFm e HD. Além disso, 0 menor
conteudo de 5-HIAA e Turnover de 5-HT do grupo veiculo de fémeas, em
comparagao aos machos, indica que as fémeas apresentam uma metabolizagéo
basal de 5-HT menor. Os achados neste periodo de tempo também direcionam para
diferencas basais relacionados ao sexo nos parametros de NA e 5-HT no CPFm, HD
e HV.

E bem estabelecido que o CPFm, HD e HV sdo areas que desempenham
papéis importantes em processos de memoria medo como a reconsolidagao e
generalizacao (Baldi; Bucherelli, 2015; Cullen et al., 2015; Bian et al., 2019). A
avaliagcao dos efeitos do tratamento do CBG em dois periodos de tempo fomenta
duas observagdes. A primeira refere-se as diferencas basais entre sexos que foram
vistas nos dois periodos, porém que n&o foram consistentes entre os periodos. E a
segunda observagao diz respeito aos nossos resultados que refutam a hipotese
primaria de que o CBG na dose utilizada modularia os niveis de NA e alteraria o
comportamento de medo.

A analise do CPFm mostrou que 2 horas apds o tratamento as fémeas
apresentavam uma maior degradagao e producgao/liberacéo basal de NA comparado
aos machos, enquanto que apods o Teste B apresentavam uma conteudo basal de
NA, com liberagao/producéo de Na inferior aos machos. Esses resultados denotam
uma diferenca de demanda funcional, no primeiro caso reflete um maior
recrutamento do sistema noradrenérgico, e no segundo uma menor ativagao basal
desse sistema. Provavelmente, apdés o Teste B a NA vesiculada é mantida
armazenada em sua maior parcela com menor liberagdo na fenda sinaptica. Esses
achados acompanham a natureza mais neutra que o Teste B possui.

Ja ao analisar o HD, o periodo de 2 horas mostrou que comparado aos
machos, as fémeas apresentavam um conteudo de 5-HT inferior e uma renovacéao
mais pronunciada. Sem alteracdes na dinamica de NA. E a analise no periodo de

tempo apds o Teste B ndao mostrou diferencas sexuais na dindmica de 5-HT, mas
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mostrou que as fémeas apresentavam um maior conteudo basal de NA, com uma
menor liberagado/produgdo de NA comparado aos machos. Esse resultado segue o
mesmo padrdao do CPFm. Considerados em conjunto, os achados sugerem que
durante esse periodo da reconsolidacdo, as fémeas apresentavam um sistema
serotoninérgico mais dindmico e regulado de forma diferente. Ja o que foi visto em
seguida no Teste B, possivelmente repercute uma menor ativacdo do sistema
noradrenérgico por parte das fémeas de maneira semelhante ao visto no CPFm.

E por fim sobre o HV, o periodo de 2 horas mostrou que a renovagao basal de
NA das fémeas era menor em relagdo aos machos. E na avaliacdo apds o Teste B a
dindmica do sistema noradrenérgico foi semelhante ao resultado do CPFm e HD.
Ainda, a metabolizagcdo basal de 5-HT nas fémeas se apresentava inferior. Tais
achados indicam que durante esse intervalo da janela de reconsolidagédo ha uma
menor estabilidade do sistema noradrenérgico no HV de fémeas do que em machos.
E, novamente, as fémeas apresentam uma menor ativagao noradrenérgica.

No periodo de 2 horas apds o tratamento, a maior ativagdo do sistema
noradrenérgico no CPFm concomitante a uma menor dinamica no HV pode sinalizar
um perfil de recrutamento diferente dessas areas durante a reconsolidagdo da
memoéria de machos e fémeas. Onde o CPFm é mais recrutado mais tardiamente
nesse periodo de 2 horas. Ainda nesse tempo, se imagina que a dinamica de 5-HT
esteja aumentada no HD de fémeas, refletindo uma regulacdo diferente da
neurotransmissado serotoninérgica durante esse momento. Por outro lado, apds o
Teste B, as diferengcas observadas na dindmica no sistema noradrenérgico se
mostraram semelhantes em todas as areas. Em conjunto, elas podem indicar que as
fémeas apresentaram menor ativacao desse sistema apods o Teste B. Os periodos
avaliados evidenciam as diferencas de neurotransmissao em momentos distintos do
CMC.

Os dados levantam importantes questées sobre a existéncia de diferencas
sexuais na dindmica dos neurotransmissores, mas também nos circuitos neuronais
subjacentes a memoria de medo. De fato, evidéncias demonstram que ha diferengas
especificas do sexo em relagdo a neurotransmissdo em humanos (Cosgrove et al.,
2007). Como também, um outro estudo com foco nas diferengcas sexuais em
camundongos demonstrou variagdes nos circuitos neuronais relativos a formacao da
memoéria de medo (Florido et al., 2024). A diferenca basal na neurotransmissdo e em

circuitos neuronais proporcionam pontos de partida diferentes para machos e
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fémeas, o0 que ocasiona diferentes respostas relacionadas ao TEPT, Transtorno de
Ansiedade Generalizada e no Transtorno Depressivo Maior como foi revisado por
Bangasser e Cuarenta (2021). Contudo, € importante ressaltar que neste estudo ndo
foi feita a analise neuroquimica em animais naive, o que limita nossos resultados a
animais condicionados. Além disso, a repeticdo desses experimentos com uma
amostra maior permitiria investigar separadamente a influéncia hormonal no
conteudo de neurotransmissores e confirmar nosso achados.

A analise do HPLC de animais 2 horas apés tratamento com CBG trouxe
resultados que n&o aparentavam interferir na reconsolidagcdo e na generalizagdo da
memoria de medo. Entretanto, em relagdo ao resultado visto pelo Teste do LCE em
animais condicionados ainda nao foi discutido. A diminuicdo da degradacédo de NA
no CPFm vista em fémeas tratadas com CBG pode ser decorrente de uma menor
atividade enzimatica ou mesmo de uma menor liberacdo de NA, o que estaria
alinhado com a atividade agonistica do CBG sobre os a,-AR. Embora nao tenha
sido encontrada diferenga estatistica no conteudo de NA dessa area, ao que tange
uma interagdo entre o tratamento e o sexo, podemos sugerir uma tendéncia de
aumento de NA nas fémeas tratadas. E importante salientar que a metodologia que
utilizamos para quantificagdo exprime o conteudo de neurotransmissor presente
tanto na fenda sinaptica quanto no terminal axonal. Portanto, o conteudo de NA nao
demonstrar modificagbes nao exclui a possibilidade do neurotransmissor estar
armazenado nas vesiculas sinapticas. De maneira especulativa, a menor liberagcéo
de NA poderia ser responsavel por frear uma resposta ativa das fémeas ao estresse
durante o LCE, como sugerido anteriormente, indicando um ajuste do
comportamento. Com os nossos dados, néo é claro se no periodo de tempo avaliado
o CBG produz mudangas que alterem o comportamento do tipo ansioso de ratos
machos e fémeas condicionados. Explorar outros recortes temporais e estruturas
cerebrais pertinentes a ansiedade é fortemente sugerido.

Nossos achados refutam a hipotese inicial de que o CBG promoveria um
prejuizo na reconsolidagdo da memoria de medo por intermédio da sua agdo como
agonista dos a,-AR, uma vez que n&o houve alteragdo tanto no comportamento de
congelamento dos animais quanto no conteudo de NA nas areas avaliadas. Nao
obstante, € fundamental salientar que os efeitos do tratamento com CBG no
conteudo de neurotransmissores ndao haviam sido investigados na literatura até este

estudo. Para nossas analises neuroquimicas, amostras de tecido foram dissecadas
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2 horas apods o tratamento ou imediatamente apds o Teste B. O periodo de tempo de
2 horas recai dentro da janela de tempo tedrica da reconsolidagdo (Nader; Schafe;
LeDoux, 2000) e se alinha com a pesquisa que mostrou que o CBG atinge o pico de
concentracado no cérebro de roedores cerca de 60-120 min apds a administragao i.p.
(Deiana et al., 2012). No entanto, analises futuras com foco em pontos de tempo
distintos podem levar a resultados diversos, ja que processos relacionados a
reconsolidagao ainda podem estar vigentes. Além disso, investigar outras areas do
cérebro, como a amigdala e sub-regibes especificas do CPFm, como o cortex
infralimbico, pré-limbico e cingulado anterior, pode contribuir para uma compreensao
mais profunda e valiosa do impacto do CBG durante a reconsolidacdo da memoria

do medo.

6. LIMITAGOES

Nosso trabalho realizou a avaliagao do ciclo estral de fémeas, contudo, nao
foi possivel estratificar grupos baseados na fase do ciclo estral. Ressaltamos que um
valor amostral maior possibilitaria confirmar se existe influéncia do ciclo estral no
efeito do CBG nos diversos comportamentos avaliados e na neurotransmissédo de
NA e 5-HT. Além disso, quando investigamos o efeito do CBG no comportamento
relacionado a ansiedade e a atividade locomotora em fémeas condicionadas, a
avaliacdo do ciclo estral foi conduzida unicamente apdés o tratamento. Fazer tal
analise no dia do Teste do LCE elucidaria se houve uma influéncia hormonal nos
nossos resultados. Em relacdo a quantificagcdo do conteudo de neurotransmissores
no CPFm, HD e HV, sugerimos que outras areas como a amigdala ou sub-regides
do CPFm como o cortex cingulado anterior e o pré- e infra-limbico poderiam
enriqguecer a compreensao do efeito do tratamento com CBG. Também é possivel
que a quantificacdo apdés 1 hora do tratamento, ou seja, um periodo mais curto,
possibilitasse a visualizagcdo de modificagdes significativas no conteudo de NA e
5-HT. Outra abordagem interessante seria quantificar os neurotransmissores apds o
Teste do LCE de animais condicionados, tragando uma relagdo mais clara entre
comportamento e neurotransmissdo. Ainda também ndo esta claro por qual
mecanismo & promovida a disparidade no comportamento do tipo ansioso de ratos
machos e fémeas condicionados ao medo. Considerar essas limitacdes e fornecer

resolugdes poderia fortalecer o entendimento sobre como o CBG interage com o
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SNC e produz seus efeitos.

7. CONCLUSAO

Nosso estudo destaca que o CBG nao prejudica a reconsolidagdao da
memoria de medo e n&o induz generalizagdo. Também, nossos achados mostram
que o CBG nao altera os niveis de NA ou 5-HT, embora modifique a dinamica do
sistema noradrenérgico e serotoninérgico dependente do sexo. Além disso, o CBG
nao influenciou o comportamento do tipo ansioso ou a atividade locomotora de
animais nao condicionados. Entretanto, quando os animais passaram pelo
condicionamento, machos e fémeas mostraram comportamentos aparentemente
distintos. Ademais, dentre os sistemas de neurotransmissores analisados, sugerimos
a presenca de importantes diferencas basais entre animais durante o CMC. Em
suma, nosso trabalho pré-clinico ndo apoia o uso do CBG para o alivio de sintomas
do TEPT. Futuros trabalhos abordando o envolvimento do CBG com a expressao de
comportamentos relacionados a ansiedade e os efeitos neuroquimicos do

tratamento com CBG sao necessarios.
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Apéndice 1. Numero de fémeas de acordo com a fase do ciclo estral apds a avaliagdo do LCE de
animais nao condicionados. Os dados foram expressos como ndmero. n por grupo = 10.
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Apéndice 2. Numero de fémeas de acordo com a fase do ciclo estral apds a avaliacdo do LCE de
animais nao condicionados e condicionados. Os dados foram expressos como numero. n de nao
condicionados = 10. n de condicionados = 6.



