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RESUMO
EFEITO DO CANABIDIOL NO COMPORTAMENTO TIPO ANSIOSO E NA
FORMACAO DE MEMEMORIA AVERSIVA EM RATAS, Maria Camila Santos de

Oliveira, Sao Cristovao, 2024.

A ansiedade é um estado adaptativo que provoca comportamentos defensivos diante de
situacbes desconhecidas ou potencialmente perigosas, podendo atingir quadros patoldgicos.
Estudos mostram que a ansiedade é mais prevalente no sexo feminino e pode estar relacionada
a oscilacdo hormonal durante o ciclo menstrual. No entanto, em mulheres, o tratamento da
ansiedade com ansioliticos apresenta baixa eficiéncia e muitos efeitos adversos. Nesse sentido,
novos compostos vém sendo estudados para o tratamento da ansiedade. Entre eles, destaca-se
0 o canabidiol (CBD), que tem apresentado potencial terapéutico para problemas emocionais e
psicolégicos. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito do canabidiol no
comportamento tipo ansioso e na formagdo de memoria aversiva em ratas. Foram utilizadas 42
ratas, com trés meses de idade, da linhagem Wistar, distribuidas em trés grupos: controle (CTR),
tratados com solucdo salina NaCl 0,9%, diazepan (DZP) 2,0mg/kg e canabidiol (CBD)
0,3mg/kg. Por 10 dias o ciclo estral das ratas foi acompanhado para confirmacao das fases do
ciclo estral e o experimento ocorreu na fase de diestro tardio. Ap6s a confirmacdo, as ratas
receberam uma injecdo intraperitoneal de acordo com 0S Qrupos experimentais,
respectivamente. 1 h ap0s a injecédo, os animais foram submetidos ao labirinto em cruz elevado
modificado e, 1 h apds o teste, foram anestesiados, sacrificados os encéfalos coletados e
submetidos a imunohistoquimica para c-Fos. Observamos que os grupos DZP e o CBD
apresentaram reducdo da ansiedade e apenas o grupo DZP apresentou prejuizo na formacéo da
memoria. Na andlise da imunorreatividade para c-Fos, observamos uma redu¢do do nimero de
células c-Fos+ para os grupos CBD e DZP na substancia cinzenta paraquedutal (PAG)
dorsomedial (p<0,05), hipocampo (p<0,05) e hipotdlamo (p<0,05), quando comparados ao
CTR. No entanto, na PAG ventromedial houve um aumento de células c-Fos+ para 0s grupos
CBD (p<0,05) e DZP (p<0,05), comparado ao CTR. O CBD provocou uma reducéo de c-Fos+
no locus coeruleus (p<0,05) e um aumento no leito da estria terminal (p<0,05) comparado aos
demais grupos. Na amigdala, o grupo DZP apresentou uma reducdo de c-Fos+ comparado aos
demais grupos. Dessa forma, nossos dados sugerem que o tratamento agudo com CBD provoca
efeito ansiolitico sem prejuizos na memoria de ratas na fase do ciclo diestro tardio, por envolver
a atuacdo de diferentes areas cerebrais.

Palavras-chave: Ansiedade, fémeas, ciclo estral, canabinoide



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANXIOLYTIC EFFECT OF CBD AND ITS ROLE DURING
THE FORMATION OF AN AVERSIVE MEMORY IN RATS, Maria Camila Santos de

Oliveira, Sao Cristovao, 2024.

Anxiety is an adaptive state that causes defensive behavior in the face of unfamiliar or
potentially dangerous situations, which can lead to pathological conditions. Studies show that
anxiety is more prevalent in women and may be related to hormonal fluctuations during the
menstrual cycle. However, in women, the treatment of anxiety with anxiolytics has low
efficiency and many adverse effects, so new compounds have been studied for the treatment of
anxiety. One of these is cannabidiol (CBD), which has shown therapeutic potential for
emotional and psychological problems. The aim of this study was to evaluate the effect of
cannabidiol on anxiety-like behavior and the formation of aversive memory in female rats.
Forty-two three-month-old Wistar female rats were divided into three groups: control (CTR),
treated with 0.9% NaCl saline, diazepan (DZP) 2.0mg/kg and cannabidiol (CBD) 0.3mg/kg.
The rats' estrous cycle was monitored for 10 days to confirm the phases of the estrous cycle and
the experiment took place in the late diestrus phase. After confirmation, the rats received an
intraperitoneal injection according to the experimental groups, respectively. 1 hour after the
injection, the animals were submitted to the modified elevated cross maze and, 1 hour after the
test, they were anesthetized, sacrificed and the brains collected and submitted to
immunohistochemistry for c-Fos. We observed that the DZP and CBD groups showed reduced
anxiety and only the DZP group showed impaired memory formation. In the analysis of c-Fos
immunoreactivity, we observed a reduction in the number of c-Fos+ cells for the CBD and DZP
groups in the dorsomedial paraqueductal gray matter (PAG) (p<0.05), hippocampus (p<0.05)
and hypothalamus (p<0.05), when compared to the CTR. However, in the ventromedial PAG
there was an increase in c-Fos+ cells for the CBD (p<0.05) and DZP (p<0.05) groups, compared
to the CTR. CBD caused a reduction in c-Fos+ in the locus coeruleus (p<0.05) and an increase
in the bed nucleos of the stria terminalis (p<0.05) compared to the other groups. In the
amygdala, the DZP group showed a reduction in c-Fos+ compared to the other groups. Thus,
our data suggest that acute treatment with CBD has an anxiolytic effect without impairing the
memory of female rats in the late diestrus phase, as it involves the action of different brain
areas.

Keywords: Anxiety, females, estrous cycle, cannabinoid.



RESUMO PARA A SOCIEDADE

A ansiedade ¢ uma resposta fisiologica que provoca comportamentos defensivos, diante de
determinadas situacOes desconhecidas ou potencialmente perigosas. Mesmo sendo um
sentimento natural, fisioldgico e importante para as espécies, anormalidades no processamento
dessa emocdo pode gerar um quadro patoldgico, que podem comprometer a vida diaria das
pessoas. Além disso, as respostas alteradas de ansiedade apresentam maior prevaléncia em
pessoas do sexo feminino quando comparado ao sexo masculino. Essa maior prevaléncia pode
ser respondida, em partes, pela influéncia dos horménios sexuais femininos, que oscilam
durante o ciclo menstrual. Um outro ponto importante a se destacar € que o tratamento
farmacoldgico da ansiedade para mulheres apresenta uma menor eficicia e muitos efeitos
colaterais. Nesse sentido, novos compostos vém sendo estudados para o tratamento dos quadros
patoldgicos de ansiedade. Entre eles, destaca-se o o canabidiol (CBD), um dos compostos
presentes na planta Cannabis sativa (maconha), que tem apresentado potencial terapéutico para
problemas emocionais e psicoldgicos. Diante disso, o presente trabalho objetivou avaliar o
efeito do canabidiol no comportamento tipo ansioso e também na formacdo de memoria
aversiva em ratas durante a fase de diestro tardio, fase que representa o periodo pré-menstrual
em mulheres, quando os niveis de ansiedade sdo mais elevados. Para organizamos as ratas em
trés grupos: o grupo que foi tratado com uma Unica injecdo de uma solucdo em que foram
diluidos os demais farmacos (chamado de grupos Controle), o grupo que recebeu canabidiol na
dose de 0,3mg/kg (grupo CBD) e o grupo que foi tratado com Diazepam na dose de 1,5mg/kg
(grupo DZP), para que assim pudéssemos comparar com um medicamento que ja é utilizado no
tratamento agudo para a ansiedade. As ratas foram tratadas de acordo com o grupo ao qual
estavam incluidas e 1 h ap6s a injecédo elas foram submetidas a uma tarefa em um labirinto em
cruz, que possuem dois bracos abertos, um braco seguro e um braco contendo estimulos
aversivos (luz e som). Como a plataforma desse labirinto fica a 60 cm de altura, as medidas nos
bracos abertos sdo utilizadas como parametro de ansiedade, j& que sdo desprotegidos. Ja a
permanéncia no braco seguro e a evitacdo do braco aversivo sdo parametros de memdria. Como
resultado, observamos que o CBD, semelhante ao DZP, foi capaz de reduzir o comportamento
tipo ansioso nas fémeas. Além disso, foi observado que o CBD ndo causou perda de memdria
nesses animais, como é observado no tratamento com o DZP. Ao analisarmos as areas cerebrais
dos animais estudados, observamos que o CBD e o DZP induziram diferentes padrdes de
atividade cerebrais em areas envolvidas com o processamento da ansiedade e da memoria, 0
gue pode ser uma das causas para 0 CBD ser capaz de reduzir a ansiedade em fémeas e ndo
causar perda de memoria.
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1. INTRODUCAO

A ansiedade é um estado adaptativo que provoca comportamentos defensivos, diante de
determinadas situagdes (LeDoux & Pine, 2016; Yamamori & Robinson, 2023). A ansiedade se
difere do medo, pois 0 medo é um sentimento consciente evocado por uma ameaga ou perigo
iminente, enquanto que a ansiedade € uma antecipacéo de uma ameaca ou perigo futuro real ou
imaginario (Penninx et al., 2021). Sendo caracterizada por um estado de alta excitacdo e
prevaléncia de pensamentos negativos, a ansiedade causa um estado de maior vigilancia,
podendo ser definida como um estado subjetivo de tensdo, pensamentos negativos, bem como
alteracdes fisioldgicas, incluindo sudorese, tontura, aumento da pressdo arterial e frequéncia
cardiaca (Calhoon & Tye, 2015a; Mack et al., 2023).

A ansiedade esta presente durante toda a vida da pessoa e, em niveis 6timos, pode ser
entendida como um sentimento normal e natural que alerta o individuo para novos eventos que
podem o colocar em risco (Bouras et al., 2023; Kenwood et al., 2022; Murray B. Stein &
Thomas Steckler, 2010). Ela é caracterizada pelo estado de elevada excitacdo, maior vigilancia
e sentimentos gerais de aversividade na auséncia de uma ameaga imediata (Mack et al., 2023).
Mesmo sendo um sentimento natural e fisiol6gico, anormalidades nos circuitos neurais, como
a ansiedade persistente, excessiva e inadequada, devido a fatores genéticos e ambientais, podem
levar o individuo a desenvolver transtornos de ansiedade que comprometem a vida diaria
(Bandelow & Michaelis, 2015).

Sendo atualmente uma das principais causas de incapacidade em todo o mundo, 33,7%
da populacdo mundial € afetada por, pelo menos, um transtorno de ansiedade durante a vida
(Bandelow & Michaelis, 2015b; VVosT. et al., 2020). A ansiedade é mais prevalente em pessoas
do sexo feminino, quando comparado ao sexo masculino. Estudos mostram que esses resultados
podem ser influenciados pelos horménios sexuais femininos (Devall et al., 2009; Hantsoo &
Epperson, 2017). Durante a fase lGtea tardia hd um declinio brusco nos niveis de progesterona
e essa reducdo pode ser uma das causas do aumento dos sintomas da tensdo pré-menstrual
(TPM).

Em ratas os niveis de progesterona também diminuem rapidamente durante a fase final

do ciclo estral, o qual chamamos de diestro tardio. Esse declinio causa também uma diminuigéo
1



do metabdlito neuroativo da progesterona, a alopregnanolona (ALLO). Esse metabdlito, causa
uma regulacdo positiva da expressdo da subunidade do receptor o acido gama-aminobutirico
(GABAa) extra-sinaptico, causando uma excitabilidade dos circuitos neurais envolvidos na
mediacdo de comportamento tipo ansioso nesses animais (Devall et al., 2009; Machado
Figueiredo et al., 2019).

O tratamento da ansiedade com ansioliticos, em mulheres, apresenta baixa eficiéncia e
muitos efeitos adversos, nesse sentido, novos compostos vém sendo estudados para o
tratamento da ansiedade. Entre eles, destaca-se o o canabidiol (CBD), que tem apresentado
potencial terapéutico para problemas emocionais e psicoldgicos (Amin et al., 2005; Salviato et
al., 2021; Sramek et al., 2016).

Em um estudo com ratas foi visto que doses baixas de CBD reduziram o comportamento
tipo ansioso nesses animais (Salviato et al., 2021). No entanto, nesse trabalho n&o foi observada
a influéncia da fase do ciclo. Um estudo desenvolvido por Fabris, et. al. (2022) observou que
uma dose baixa de CBD foi capaz de reduzir o comportamento tipo ansioso de ratas no diestro
tardio. No entanto, nesse trabalho ndo foi comparado o efeito do CBD em relagdo aos
medicamentos que j& sdo usados na clinica para o tratamento de ansiedade. Além disso, também
ndo foi avaliado quais 0s ndcleos do circuito da ansiedade participavam desse efeito. Assim, o
presente trabalho objetiva avaliar o efeito do canabidiol no comportamento tipo ansioso e na

formagdo de memoria aversiva em ratas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Ansiedade

A ansiedade € um estado adaptativo que provoca comportamentos defensivos diante de
situacOes potencialmente ameacgadoras (LeDoux & Pine, 2016; Yamamori & Robinson, 2023)
e, evolutivamente, esse comportamento foi preservado nas espécies como mecanismo de defesa
do organismo. Diferente do medo, um sentimento consciente evocado por uma ameaca ou
perigo iminente, a ansiedade é uma antecipacdo de ameaca ou perigo futuro, real ou imaginario
(Penninx et al., 2021).

A ansiedade é um sentimento natural, o qual deixa o individuo em estado de alerta para
eventos que possam o coloca-lo em risco, podendo gerar comportamentos de luta ou fuga
(Bouras et al., 2023; Kenwood et al., 2022; Murray B. Stein & Thomas Steckler, 2010). Logo,
a ansiedade é caracterizada por um estado de alta excitacdo e prevaléncia de pensamentos
negativos, gerando um estado de maior vigilancia, definido como um estado subjetivo de
tensdo, pensamentos preocupados e sentimentos gerais de aversividade na auséncia de uma
ameaca imediata. Além disso, provoca alteracdes fisioldgicas, como sudorese, tontura, aumento
da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial (Calhoon & Tye, 2015a; Mack et al., 2023). Dessa
forma, podemos considera-la como uma funcéo adaptativa, que proporciona ao individuo um
estado de hipervigilancia que aumenta a probabilidade de deteccdo de ameacas no ambiente e
a elaboracdo de estratégias defensivas apropriadas de acordo com a proximidade da ameaca
(Kenwood et al., 2022).

Apesar de ser fisiologicamente natural, a ansiedade persistente, excessiva e inadequada,
devido a fatores genéticos ou ambientais pode provocar anormalidades nos circuitos neurais e
gerar transtornos de ansiedade, que comprometem a qualidade de vida das pessoas (Bandelow
& Michaelis, 2015). Atualmente, os transtornos de ansiedade estdo entre as principais causas
de incapacidade, afetando 33,7% da populacdo mundial em algum momento da vida (Bandelow
& Michaelis, 2015b; VosT. et al., 2020). Entre os transtornos de ansiedade, estdo o transtorno
de ansiedade generalizada, transtorno de pénico, transtorno de ansiedade de separacéo, fobia
social, agorafobia e fobias especificas (Ghasemi et al., 2022). Esses diferem entre si de acordo

com os objetos ou situa¢des que induzem medo, ansiedade ou comportamento de esquiva e na



ideacdo cognitiva associada, podendo assim serem diferenciados por exames detalhados de
acordo com o tipo de situagdo que sdo temidas ou evitadas e pelo conteudo dos pensamentos

ou crengas associadas (DMS-5).

Vaérios circuitos neurais estdo envolvidos nas repostas fisioldgicas e comportamentais
associadas a ansiedade. No entanto, alguns nucleos encefalicos, como a amigdala, o nicleo do
leito da estria terminal (BNST), o hipocampo ventral (vHPC), o cortex pré-frontal e o
hipotdlamo desempenham papel-chave no controle dessas respostas (Calhoon & Tye, 2015;
Tovote et al., 2015).

A amigdala desempenha um papel fundamental na regulacdo e processamento das
emoc0es, incluindo a ansiedade. A amigdala é formada por 13 subndcleos interligados que
integra informacGes aferentes sensoriais talamicas e corticais para gerar diversas respostas
eferentes relacionadas a ansiedade. Esses formam o complexo amigdaloide, localizado no lobo
temporal medial, esses subnucleos sao: nucleo lateral (LA); nacleo basolateral (BLA); nicleo
basal acessério (AB); nucleo do trato olfatorio lateral (NLOT); o nucleo do leito do trato
olfatério acessorio (BAOT); o nucleo cortical anterior e posterior (CoA e CoP,
respectivamente); cortex periamigdaloide (PAC); Amigdala central (CeA); medial (M); area
anterior da Amigdala (AAA); area amigdalo-hipocampal (AHA) e nucleos intercalados
()(Babaev et al., 2018a; Sah et al., 2003). Entre estes, 0s nlcleos basolateral (BLA) e central
(CeA) da amigdala destacam-se no processamento da ansiedade (Adhikari, 2014; Janak & Tye,
2015). A BLA esta envolvida no processamento do valor de ameaca de um estimulo, dessa
forma as informagdes sensoriais que chegam na amigdala se projetam para o nicleo BLA,
principal local de entrada da amigdala, onde sdo processadas e enviadas para o nlcleo CeA,
este por sua vez, é uma regido de saida que se projeta para varias regides encefalicas, esta
envolvido no processamento das respostas defensivas basicas, como respostas autonémicas e
motoras (Freese & Amaral, 2006; Savander et al., 1997).

O nucleo do leito da estria terminal (BNST) tem forte comunicagdo com os ndcleos da
amigdala, sendo muitas vezes considerado uma extensdao da amigdala, uma vez que suas
porcdes lateral, medial e caudal recebem projecdes, principalmente, da CeA, MeA e BLA,
respectivamente (Davis et al., 2010). Além disso, BNST recebe projecdes viscerossensorial e

noradrenérgica, principalmente do trato solitario (ndcleo do tronco cerebral) e da medula
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ventrolateral. Assim BNST é uma associacao visceral-central, integrando sinais pré-autbnomos
descendentes e sinais viscerossensoriais ascendentes Ellenbroek & Charles Marsden, n.d.;
Freese & Amaral, 2006; Sladky et al., 2024). Outras regides limbicas também estdo associadas
a amigdala no processamento das respostas emocionais, como o hipotalamo e a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), as quais sdo responsaveis pela regulacdo do sistema nervoso
autonomo (Craske & Stein, 2016; Ghasemi et al., 2022b; Martin et al., 2009). Assim para avaliar
uma situacdo como ameacadora, o individuo detecta estimulos ambientais, por meio do sistema
sensorial e assim € possivel julga- lo como aversivo ou como um possivel potencial perigoso,
para entdo termos uma atividade coordenada na amigdala, BNST, HPC, CPF e o cértex insular
ou insula, que estdo envolvidos no controle de fungdes sensoriais, emocionais, fisioldgicas,
motivacionais e cognitivas (Berret et al., 2019; Nieuwenhuys, 2012; Uddin et al., 2017;Berret
etal., 2019; Caudacetal., 2011; Gehrlach et al., 2019; Thompson, 2002), (figura 1). Além disso,
estudos mostram que em situagdes que geram ansiedade, a atividade insular aumenta, mas a
administracdo de ansiolitico reduz sua atividade (Lopes et al., 2024; Paulus et al., 2005),
sugerindo que o cortex insular desempenha um importante papel nas manifestacbes de

ansiedade.

De modo geral, durante episodios de ansiedade, a amigdala coordena a resposta ansiosa,
0 hipocampo medeia 0s processos de aprendizagem e memoria e o cortex pré-frontal, governa
a funcdo cognitiva, essas estruturas sdo altamente interconectadas, com maultiplas projecdes
reciprocas (Bao & Swaab, 2019; Shupe et al., 2024). Essas areas, em conjunto, atuam no
processamento do comportamento do medo frente a um potencial ameacador, caracterizando
episddios de ansiedade. Além disso, associado a esse circuito, o hipotalamo, através do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), atua como integrador gerando respostas autondmicas,
enddcrinas e comportamentais. E apesar de varias areas hipotalamicas estarem envolvidas, o
nacleo paraventricular (PVN), é o principal nucleo hipotalamico envolvido nas respostas
autondmicas de estresse (Fiksdal et al., 2019; Lamotte et al., 2021; Weera et al., 2023). Além
disso, por apresentar neurdnios do hormoénio liberador de corticotropina (CRH), o PVN ¢
responsavel pela estimulacdo da secrecdo de glicocorticoides, e tua como uma regido critica
para a funcdo e regulacdo de respostas fisiologicas associadas a ansiedade (Ghasemi et al.,
2022b; Li et al., 2023; Liu et al., 2024; Shao et al., 2022; Vila-Merkle et al., 2023).



Outra estrutura do sistema limbico envolvida no processamento das emocgdes € o
hipocampo, o qual pode ser dividido em hipocampo dorsal (HPCd) - essencial no
processamento do aprendizado, memoria episddica e no mapeamento espacial, e em hipocampo
ventral (HPCv) - envolvido no processamento da memaoria emocional, no estresse e na nsiedade.
No entanto, ainda ndo esta claro seu papel na ansiedade, uma vez que estudos mostram seu
envolvimento tanto na promocgdo quanto na supressdo da ansiedade, por meio de diferentes
alvos de projecdo (Adhikari et al., 2010; Ghasemi et al., 2022b; Strange et al., 2014; Vila-
Merkle et al., 2023; Wang et al., 2019).

A ansiedade pode ser desencadeada por estimulos externos que causam perturbacoes
neuroendocrinas e de neurotransmissores em diferentes ndcleos encefalicos. Em especial, 0s
neurotransmissores, serotonina, acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato, noradrenalina
e dopamina, medeiam a sinalizagdo entre os principais ndcleos envolvidos na ansiedade e a
desregulacdo na comunicacdo desses nucleos pode resultar em desenvolvimento de transtornos
de ansiedade (Martin et al., 2009). Dessa forma, os principais medicamentos utilizados para
tratamento desses transtornos, como inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS),
inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN), antidepressivos triciclicos,
inibidores da monoamina oxidase (IMAQ) e benzodiazepinicos (BZD), agem balanceando os

niveis desses neurotransmissores no cérebro (Craske & Stein, 2016; Markman & Combs, 2024).

Apesar dessas opcOes farmacéuticas serem eficazes para o tratamento de transtornos
mentais, como a ansiedade, hd uma grande variabilidade na resposta de eficiéncia a medicacao,
efeitos colaterais e tolerancia aos medicamentos (Ergisi et al., 2022; Griebel & Holmes, 2013).
Desse modo, a toleréncia a alguns medicamentos apresenta diferencas interpessoais e entre 0s
sexos, alguns estudos ja mostram que mulheres e homens apresentam uma resposta diferente e
que isso pode ser explicado pela acdo dos horménios sexuais apesar disso, a maioria dos
trabalhos desconsideram essa influéncia hormonal. (Bauer, 2023; de Jonge et al., 2016; Kessler
etal., 2012).



Figura 1: Circuito da ansiedade: as informagdes sensoriais que chegam no cortex e no tdlamo se projetam para a
BLA que se comunica com a CeA e estas se comunicam com todas as outras regifes para que assim ocorra a
resposta. Imagem adaptada de Tye (2015).

2.2. Influéncia dos hormonios sexuais na ansiedade

Estudos mostram que os transtornos psiquiatricos e de ansiedade sdo mais prevalentes
em mulheres do que em homens, e isso pode estar relacionado as diferencas e flutuacoes
hormonais (Altemus et al., 2014; Bangasser & Cuarenta, 2021). Além da taxa de prevaléncia
ser maior em mulheres que em homens a taxa de sintomatologia e curso da doenca também séo
maiores, onde as mulheres tendem a ter mais sintomas que os homens, e estas apresentam o
comprometimento funcional mais significativo e uma maior probabilidade de cronificacéo e

recorréncia (HOglund et al., 2020). Além disso dados da carga global de doencas (GBD) traz



os dados de anos de incapacidade vividos, no qual dos 225 milhoes de casos de trantornos de
ansiedade que acometeram mulheres, 26,4 milhoes sofreram por incapacidade, o que mostra
um comprometimento funcional nas mulhres (Santomauro et al., 2021). Ja se € sabido que
mulheres apresentam um aumento na incidencia de transtornos de ansiedade quando se compara
aos homens assim, alguns estudos mostram que as mulheres apresentam uma maior
vulnerabilidade para transtornos de humor no periodo p6s-puberdade, com inicio de mudancas

ciclicas na secrecdo de estrogeno dos ovarios (Hoglund et al., 2020; Walf & Frye, 2006)

Assim, acredita-se que o ciclo menstrual é um fator que pode influenciar diretamente a
ocorréncia e no tratamento desses transtornos, uma vez que transtornos associados a ansiedade
em mulheres, como a sindrome pré-mesntrual/transtornos disférico pré-menstrual, sdo afetados
pelo ciclo menstrual. Além disso, durante a fase perimenstrual, correspondente ao periodo pre-
mesntrual e menstrual, ha maior indice de admissdes de mulheres em hospitais psiquiatricos,
sugerindo que as flutuagbes hormonais durante o ciclo menstrual podem estar relacionadas a
uma piora de transtornos psiquiatricos, entre eles a ansiedade (Jang & Elfenbein, 2019a; Reilly
et al., 2020).

Em ratas, a avaliagdo do comportamento tipo ansioso mostra que as fases do ciclo estral
podem influenciar de forma diferente esse comportamento. Durante as fases de estro, metaestro
e disestro, caracterizadas por apresentar baixos niveis de estradiol e progesterona, ha um
aumento desse comportamento, comparadas a fase de proestro, marcado por um alto nivel de

estradiol e progesterona (Lovick & Zangrossi, 2021a; Pestana et al., 2022).

Quando o estradiol, progesterona ou metabdlito alopregnanolona (neuroesteroide que
atua como um modulador alostérico positivo do receptor GABAA) sdo administradas nas ratas
ovariectomizadas ou em ratas intactas durante o diestro, observa-se uma reducdo do
comportamento semelhante a ansiedade (Koonce & Frye, 2013; Picazo & Fernfindez-Guasti,
1995). Por outro lado, a interrupgao abrupta do tratamento provoca um comportamento do tipo
ansioso nas ratas. Esses efeitos podem estar associados a uma alteracdo na expressao e fungédo
dos GABAA (Lovick, 2012; Schiller et al., 2014).

No entanto, estudos mostram que a experiéncia reprodutiva (gravidez, lactacdo e
experiéncia materna em cuidar da prole) pode alterar a natureza e os efeitos das flutuacdes dos

horménios ovarianos ao longo do ciclo estral, uma vez que ratas primipares, apresentam um
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aumento nos niveis de estradiol circulante durante a fase do proestro, comparadas a ratas
nuliparas (Bridges & Byrnes, 2006; Milligan-Saville & Graham, 2016). Alem disso, a
experiencia reprodutiva aumenta a densidade das espinhas dendriticas e neurogénese no
hipocampo, sugerindo que a experiencia reprodutiva pode amenizar as alteracdes ciclicas da
ansiedade ocasionada pelas flutuagcdes hormonais do ciclo ovariano (Duarte-Guterman et al.,
2019; Pestana et al., 2023). Dessa forma, as flutuacdes nos niveis hormonais, podem levar a
mudancgas ciclicas na ansiedade e diferentes respostas aos tratamentos, tanto em humanos
guanto em roedores fémeas sensiveis aos horménios. Além disso o estrogeno também interage
com 0 neurotransmissor serotonina, induzindo mudangas na transmissdo, ligagdo e no
metabolismo da serotonina, isso em animais em humanos os dados ainda sdo inconsistentes
(Amin et al., 2005).

Em relagdo ao tratamento dos diferentes tipos de transtornos psiquiatricos e de
ansiedade, tem sido observado que mulheres podem ser mais sensiveis aos efeitos agudos dos
inibidores de recaptacdo de serotonina (ISRS), enquanto que homens respondem menos ao
tratamento, quando comparada as mulheres, e estas apresentam uma eficacia de até 40% com
esse tipo de farmaco (Sramek et al., 2016). Além disso estudo com animais mostrou que doses
mais baixas de fluoxetina, paroxetina e sertralina sdo capazes de provocar uma resposta
antidepressiva em ratas e camundongos fémeas, comparado aos machos (Fernandez-Guasti et
al., 2017; Kokras et al., 2015). No entanto, estudos de meta analises sobre a eficacia de
tratamento mostraram que mulheres respondem menos aos inibidores da recaptacdo de
noradrenalina (IRN), enquanto homens respondem aos ISRS, IRN e triciclicos (Berlanga &
Flores-Ramos, 2006; Ellenbroek, 2011).

Estudos mostram que as fases do ciclo estral podem afetar a sensibilidade a farmacos
ansioliticos, uma vez que fémeas, durante a fase de metaestro-diestro, precisam de doses mais
altas de diazepan (2,0 mg/kg) e topiramato (30,0 mg/kg) para causar efeitos ansioliticos,
enquanto na fase de proestro as doses 1,3mg/kg e 20mg/kg, respectivamente, sdo suficientes

para promover efeito ansiolitico (Molina-Hernandez et al., 2013).

A fluoxetina, administrada subcronicamente (14 dias), reduziu a resposta de medo
durante o aprendizado de extingédo e lembranca da extingdo em ratas na fase de diestro, mas néo

na fase de proestro/estro, ou em machos. Além disso, fluoxetina, administrada em baixas doses



na fase de diestro tardio, mas ndo em outras fases do ciclo estral, diminui o medo
incondicionado, o nimero de vocalizagdes ultrassdnicas causada pelo estresse da contencdo, e
a hiperalgesia (Devall et al., 2015; Lovick & Zangrossi, 2021b). Devido a grande variabilidade
na resposta aos tratamentos tradicionais para os transtornos de ansiedade, novas opcOes de
tratamento farmacoldgicos com menos efeitos adversos sdo necessarios. Nesse sentido, estudos
com compostos que atuam no sistema endocanabinoide tém se mostrando promissores para o
desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez que parecem atuar positivamente na

modulacdo da ansiedade (Papagianni & Stevenson, 2019; Skelley et al., 2020).

2.3. Sistema endocanabinoide

Apesar de, historicamente, a candbis ser utilizada para fins medicinais, os principios
ativos da planta ndo eram bem conhecidos e ndo havia padronizagdo no uso medicinal, o que
causava efeitos variaveis (de Souza et al., 2022). No entanto, mesmo sem uma padronizacao na
forma de prescricdo, ndo havia relatos de intoxicacGes graves e nem riscos potenciais
relacionado ao consumo de cannabis. Mas, com o passar do tempo, produtos sintéticos surgiram
para 0 uso recreativo, causaram dependéncia quimica e se tornaram uma das drogas de abuso
mais utilizadas (Babalonis et al., 2017). Este fato despertou preocupacdes das autoridades, as
quais formularam leis restritivas ao uso e comercializacdo da espécie e seus compostos
(Debruyne & Le Boisselier, 2015; Oliveira da Cruz et al., 2021).

A Cannabis sativa (canabis) é uma das plantas mais antigas cultivada pela humanidade,
com registros de uso ha anos antes de Cristo (Antonio Waldo Zuardi, 2006). A cannabis é uma
planta herbacea anual, do género Cannabis, originaria da Asia central, a qual era utilizada para
producéo de fibras de canhamo, fonte de alimento, 6leo, efeitos medicinais, bem como para fins
recreativos e religiosos (Bonini et al., 2018; de Souza et al., 2022; Karche & Singh, 2019).
Apesar da utilizagdo de suas propriedades medicinais por diversas culturas e regides no
ocidente, somente no século XIX ocorre popularizagéo, de sua utilizacdo com fins medicinais
anti-inflamatorios, analgésicos, antieméticos e anticonvulsivantes, pelas diversas regiées do

globo, incluindo a Europa e as América (Madras & Hospital, 2015; Maioli et al., 2022).
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Devido ao aumento na utilizagdo dessa planta para diversas finalidades e o pouco
conhecimento sobre os seus efeitos medicinais, estudos tém sido realizados para identificar seus
componentes e como estes podem atuar no organismo (Do, 2018). Estudos demonstraram que
na Cannabis sativa estdo presentes mais de 500 compostos, como canabindides, flavonoides,
terpenos e acidos graxos. Dentre esses compostos, os fitocanabindides sdo um grupo de
metabdlitos secundarios terpenofendlicos que somam mais de 100 substancias diferentes. Eles
se distinguem dos canabindides sintéticos e dos endocanabindides, que sdo os canabinoides
produzidos pelo proprio corpo humano. Entre os fitocanabindides, se destacam o A 9 -
tetrahidrocanabinol (THC), conhecido por seus efeitos psicoativos, e o canabidiol (CBD),
conhecido por seus potenciais beneficios terapéuticos (Julie Gould, 2015; Morais Glitzenhirn
et al., 2020), atuando na modulacdo da resposta nociceptiva, da atividade motora, da
temperatura corporal, do apetite, da memoria e aprendizagem, da sobrevivéncia/morte celular
e da neuroinflamacéo (Jean-Gilles et al., 2010; Lastres-Becker et al., 2005; Pellati et al., 2018),
sem provocar efeitos psicoativos (Morales et al., 2017).

A planta Cannabis sativa tem sido usada ha milénios seja para o uso recreativo ou
medicinal e atualmente vem ganhando destaque nas pesquisas devido a fungéo terapéutica,
apresentando dois componentes principais 0 THC e CBD (Camma et al., 2025). Isso abriu o
caminho para descoberta do sistema endocanabinoide, o qual a sua sinalizacdo ocorre
principalmente por meio dos receptores CB1 e CB2 (Lichenstein, 2022). Esse sistema
desempanha uma funcéo de regulador sinaptico em todo o sistema nervoso central (Ortiz et al.,
2022). Os endocanabinoides agem como mensageiros retrogrados suprimindo a liberacdo de
transmissores seja de forma transitoria ou duradoura, além disso esse sistema tem sido
implicado na formacdo de novas sinapses e neurogénese (Harkany et al., 2008; Lichenstein,
2022). Desse modo esse sistema regula uma serie de fun¢des neuronais, das quais sao: cognicéo,
controle motor, comportamentos alimentares, além disso quando ocorre uma desregulacéo
nesse sistema, alguns autores ja mostram que essa desregulacao esta relacionada com distdrbios

neuronais, como depresséo e ansiedade (Hillard et al., 2012; Mechoulam & Parker, 2013).

Diante das dificuldades no tratamento de transtornos psicoticos, ansiedade e depresséo,
0s quais atualmente apresentam um aumento na incidéncia e prevaléncia na populacdo global
nas Ultimas décadas (Zamarripa et al., 2023). O tratamento com fitocanabindides, derivados da
Cannabis sativa, como o CBD e THC, tém se destacado como potenciais medicamentos
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adjuvantes no tratamento desses distUrbios mentais e emocionais (Blessing et al., 2015; Linares
et al., 2019), que sdo grandes desafios para satde publica em todo 0 mundo (Garcia-Gutiérrez
et al., 2020).

A diversificada acdo desses componentes, especialmente o THC e CBD, nos
organismos, levantou a hipotese de existéncia de um sistema canabinoide endégeno (Boggs et
al., 2018). A descoberta do sistema endocanabinoide, formado por moléculas sinalizadoras
derivadas de lipidios, como a anandamida e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), enzimas
responsaveis pela sintese e degradacdo dessas moléculas, e pelos receptores canabinoide CB1
e CB2, demonstrou que este sistema estd envolvido na regulacdo das diversas funcGes

homeostaticas do organismo (Hillard, 2018).

Os efeitos homeostaticos e terapéuticos dos canabinoides ocorrem através da modulagéo
dos receptores acoplados a proteina G, CB1 e CB2 e também canais de potencial transitério
vaniloide (TRPV) (Fonseca et al., 2013; Zou & Kumar, 2018). O receptor CBL1 foi identificado
em 1990 no cérebro de ratos (Cristino et al., 2020; Lisa A. Matsuda et al., 1990) e embora esteja
distribuido por todo o sistema nervoso central, é altamente expresso em regides especificas,
como no cortex, hipocampo, ganglios da base e cerebelo. A presenca desse receptor nessas
estruturas sugere que estejam envolvidos no processamento da memoria, cogni¢do, movimento
e nocicepcao (Fride, 2002; Zou & Kumar, 2018). Além disso, esses receptores também sdo
expressos, em niveis mais baixos, no sistema nervoso periférico, tecidos reprodutivos, sistema
gastrointestinal, sistema cardiovascular (El-Talatini et al., 2009; Fonseca et al., 2009, 2012;
Fride, 2002; Zou & Kumar, 2018).

Por outro lado, o receptor CB2, foi identificado inicialmente no sistema nervoso central
em 1993, no entanto os maiores niveis de expressao sdo observados em células do sistema
imunolégico (Cristino et al., 2020; Lisa A. Matsuda et al., 1990), o que sugere uma modulacdo
no sistema de defesa periférica. Os TRPV estdo distribuidos amplamente nos terminais centrais
e periféricos de neurdnios sensoriais pequenos e médios, no cérebro o TRPV é expresso
principalmente na microglia, onde participa de processos inflamatorios (Bassi et al., 2019; W.
Kong et al., 2019). Na medula espinhal estes apresentam um papel na ativagdo da micréglia, na
mediacgdo de processoes de nocicepgéo, inflamagéo e dor (Choi et al., 2016; Marinelli et al.,
2023).
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Além de sua presenca na micoglia esses receptores estdo presente em algumas regides
no cérebro de roedores, envolvidas com a resposta emocional como, LC, PAG, cortex cingulado
anterior, CPF e o nacleo accumbens (Cristino et al., 2006; W. L. Kong et al., 2017; Tian et al.,
2018). Nos ultimos anos, alguns trabalhos vém relacionando a etiopatologia de transtornos
psiquiatricos a processos inflamatdrios, assim pensar em drogas que estejam envolvidas com as
vias pro e anti-inflamatorias é essencial para o descobrimento de novos medicamentos que

tratem dessas disfunc6es neuronais (M. E. Bauer & Teixeira, 2019; Escelsior et al., 2020).

A partir da descoberta do sistema endocanabinoide, medicamentos & base de cannabis
tém sido utilizados para o tratamento de diversas condi¢des, como epilepsia, doencas
neurodegenerativas, ansiedade, depressdao, dor conica e nauseas e vomitos relacionados ao
cancer (Baron, 2018; Chen et al., 2019a; Ivan Urits et al., 2019; Martini et al., 2023; White,
2019). Medicamentos como o nabiximols (sativex®), compostos uma mistura 1:1 de THC e
CBD, tem sido utilizado no tratamento da esclerose multipla, para aliviar a rigidez muscular e
a dor neuropatica. O dronabinol (Marinol®) e nabilona (Cesamet®), analogos sintéticos do
THC, atuam no controle do vomito e da ndusea em pacientes oncoldgicos que ndo respondem
aos antieméticos convencionais. Bem como, 6leo CBD (Epidiolex®), aprovado pela US Food
and Drug Administration (FDA), utilizado no tratamento de condic¢des de epilepsia pediéatrica,
como as sindromes de Lennox-Gastaut e Dravet, as quais sdo refratarias as terapias
convencionais (Alves et al., 2020; Chen et al., 2019b; lvan Urits et al., 2019).

Assim o sistema canabidiol fornece uma excelente para intervengédo terapéutica para
transtornos mentais (Castillo et al., 2012). Diante das dificuldades no tratamento de transtornos
psicoticos, ansiedade e depressdo, 0s quais atualmente apresentam um aumento na incidéncia e
prevaléncia na populacdo global nas ultimas décadas (Zamarripa et al., 2023). O tratamento
com fitocanabinoides, derivados da Cannabis sativa, como o CBD e THC, tém se destacado
como potenciais medicamentos adjuvantes no tratamento desses distdrbios mentais e
emocionais (Blessing et al., 2015; Linares et al., 2019), que sdo grandes desafios para saude

publica em todo o0 mundo (Garcia-Gutiérrez et al., 2020).

Além disso, estudos com modelos animais tém mostrado que o CBD pode reduzir o

comportamento tipo ansioso em fémeas (Salviato et al., 2021; Fabris et al., 2022). No entanto,
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ndo esté claro se a acdo do CBD pode ser influenciada pelas fases do ciclo, uma vez que as
flutuacbes hormonais durante as fases do cilco estdo associadas a disturbios de ansiedade.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo geral:

Avaliar o efeito do canabidiol no comportamento tipo ansioso e na formacdo de
memoria aversiva em ratas.

3.2.0Dbjetivos especificos:

e Auvaliar se 0 CBD reduz a ansiedade observada em ratas na fase de diestro tardio;
e Analisar o efeito do CBD no processo de formacdo de uma memoria aversiva;
e Verificar a participacdo de nucleos encefélicos envolvidos com memoria e

ansiedade ap6s o tratamento com CBD em uma tarefa de memoria aversiva.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizadas 42 ratas da linhagem Wistar, com trés meses de idade, pesando ente
300 e 350 g, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal do Sergipe (UFS). Antes do experimento todos os animais foram mantidos no Biotério
do Laboratorio de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE) da UFS/Campus
Itabaiana, alojados, em ndmero de no maximo quatro animais, em gaiolas pléasticas (33 x 40 x
17 cm) com grade de aco inoxidavel, sob condi¢Bes de ventilagdo e temperatura controladas
(22 = 2°C), ciclo claro/escuro de 12h/12h e acesso livre a agua e racdo. Os animais utilizados
neste estudo foram tratados de acordo com os principios éticos estabelecidos pela lei brasileira
para 0 uso de animais em pesquisas n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei Arouca) e
Resolugdo Normativa CONCEA 26/2016 sob o protocolo CEUA n° 5911150224 (Anexo).
Todos os esforgos foram realizados para minimizar o nimero de animais usados e 0 Sseu

sofrimento.

4.2. Drogas

O canabidiol (CBD) foi adquirido da THC-Pharm, Frankfurt, Alemanha. O material foi
armazenado no LaNCE/UFS/Campus Itabaiana. Para o presente estudo, foram utilizados no
total 0,42 g de CBD, do qual aliquotas de 50 uL foi preparado diariamente, diluido em soro
fisiologico e 1% tween-80. O diazepan (CRISTALIA) 2,0 mg/kg foi diluido em solugéo salina
(NaCl 0,9%).

4.3. Procedimentos gerais

Antes do inicio dos procedimentos experimentais, todos os animais foram submetidos a
um periodo de 10 minutos de manipulacdo, diariamente, durante 10 dias, com a finalidade de
habitua-los ao toque e a presenca dos experimentadores. Todos 0s experimentos foram
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realizados, preferencialmente, no mesmo turno e horério. Entre as sessfes de avaliagdo
comportamental, o aparelho foi limpo com uma solucéo de etanol a 10% para evitar possiveis
pistas de odores deixadas por outro animal. Os parametros comportamentais do teste de
labirinto em cruz elevado modificado foram gravados e quantificados por um programa de
rastreamento de animais Anymaze, Stoelting, EUA (Oliveira da Paixdo et al., n.d.).

4.4. Monitoramento do ciclo estral

Para realizacéo deste procedimento foi utilizada uma pipeta de Pasteur de polietileno (3
ml) com um volume aproximado de 0,3 ml de solugéo salina 0,9% em sua ponta. Para coleta
do material, a ponta da ponteira foi introduzida no orificio vaginal, com cuidado para nédo
estimular a cérvix uterina. Uma gota de solucdo salina foi injetada, aspirada e colocada em uma
lamina. A este material foi adicionada uma gota de azul de toluidina para visualizacdo do ciclo
estral a0 microscépio, com magnificacdo de 10 ou 40 vezes (MARCONDES; BIANCHI;
TANNO, 2002). O procedimento foi realizado inicialmente nos primeiros 10 dias para
identificar quais animais estavam com ciclo regular, apés a identificacdo de que estavam com
ciclo regular estas foram adicionadas ao experimento e este procedimento foi realizado todos

os dias até o fim do experimento.
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Figura 2 - Imagens representativas das fases do ciclo estral (acervo préprio)
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4.5. Delineamento experimental

Foram utilizadas 42 ratas, as quais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (n
=14 por grupo): 1) controle (CTR), TWEEN 80 (1%) e solucdo salina (NaCl 0,9%); 2) diazepan
(DZP) 2,0 mg/kg e 3) canabidiol (CBD) 0,3 mg/kg. Antes do inicio dos experimentos, o ciclo
estral das ratas foi avaliado durante 10 dias consecutivos. No dia 11, as ratas na fase do ciclo
estral diestro tardio foram selecionadas, incluidas em cada grupo experimental, e tratadas com
uma injecéo intraperitoneal de solucéo veiculo, DZP ou CBD. Os animais voltaram para suas
gaiolas de origem e 1 h apés a injecdo de cada um dos tratamentos, 0s animais foram submetidos
ao teste de labirinto em cruz elevado modificado, por 10 minutos. Para avaliacdo do
comportamento tipo ansioso, avaliamos 0s seguintes parametros: distancia total percorrida em
cada braco, nimero de entradas em cada braco, porcentagem de tempo em cada braco, entrada
no brago aversivo minuto a minuto e curva de aprendizagem. Uma hora ap6s o teste, 0s animais
foram anestesiados e sacrificados por perfusdo transcadiaca com parafolmoldeido 4% para
fixacdo e coleta dos encéfalos (Figura 2). Posteriormente os encéfalos foram cortados,
processados e submetidos a técnica de imuno-histoquimica para o marcador de atividade

neuronal c-Fos.

f 1h ‘ 1h %>>

MANIPULACAO E LAVADO VAGINAL > ‘ Dia 11 (teste) ]
10 dias j Iondegiclade CBD, DZP <<}> Perfuséo
% Lavado vaginal Labirinto em cruz elevado
modificado

Figura 3: Delineamento Experimental: Ap6s a avaliagéo do ciclo estral, no dia 11 dia, as ratas em diestro tardio
foram tratadas com solucdo veiculo, Diazepam (2,0 mg/kg) ou canabidiol (0,3 mg/kg) e, 1h ap6s a injecdo,
submetidas ao teste de labirinto em cruz elevado modificado.
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4.6. Testes comportamentais:

4.6.1. Labirinto em cruz elevado modificado:

O labirinto elevado modificado é um dos modelos mais utilizados para investigar as
bases fisiopatolégicas da ansiedade, amplamente utilizado para verificar o potencial efeito
ansiolitico ou ansiogénico de medicamentos, além de possibilitar o entendimento do processo

de memdria (Himanshu et al., 2020; Lovick & Zangrossi, 2021).

O teste foi realizado em um labirinto feito de madeira em cruz elevado modificado,
contendo dois bracos fechados (40 cm de comprimento x 15 cm de largura x 40 cm de altura),
em oposicdo a dois bracos abertos (40 cm de comprimento x 15 cm de largura). Em um dos
bracos fechados continha uma lampada de 100W e uma caixa de som para emissdo de som de
80 dB (ruido branco), os quais sdo ligados simultaneamente a cada vez que o animal entrar
nesse braco (brago aversivo), o braco fechado que ndo possui esses estimulos, luminoso e

sonoro, é considerado o brago seguro.

Para realizagdo do teste, os animais foram colocados individualmente no centro do
labirinto para livre exploragdo, durante 10 min. Para cada animal que entrasse no brago
aversivo, foi acionado o estimulo aversivo (luz e som) e assim que o animal saiu do brago
aversivo, o estimulo aversivo foi desligado. Todo o teste foi registrado como auxilio de uma
camera posicionada sobre o0 aparato a uma altura de 230 cm, conectada a um computador, no
qual os pardmetros comportamentais foram quantificados pelo programa de rastreamento de
animais Anymaze, Stoelting, USA,.(Walf & Frye, 2007).

No aparato citado realizamos a avaliacdo de diferentes comportamentos dos animais
durante a tarefa. Na avaliacdo da distancia total percorrida, foi avaliado quantos metros os
animais se locomoveram durante os 600 segundos (tempo total / 10 minutos) de livre exploragéo
dos bracos e também avaliamos a distancia total percorrida em cada brago. Avaliamos o0 nimero
de entradas em cada brago durante toda a tarefa. Outra analise realizada foi a comparagao entre
0s bragos seguro, aversivo e aberto, quanto a porcentagem de tempo gasto em cada um durante
o0 teste nos 10 minutos da tarefa. Exclusivamente para a analise da permanéncia no braco

aversivo, verificamos também o tempo em blocos de 60 segundos ao longo dos 10 minutos de
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tarefa (10 blocos de tempo) para verificar a curva de aprendizagem. Com esses dados avaliamos
também as equacOes das retas dos grupos avaliados afins de verificar diferencas no padrdo de

aprendizado.

4.7. Perfuséo e processamento dos encefalos

Ap0s a realizacdo do teste comportamental, os animais foram anestesiados (1h apds o
teste) com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10
mg/Kg) intraperitoneal. Com o animal completamente anestesiado e imobilizado, foi realizado
um acesso, seccionando a pele e partes moles, a cavidade toracica. ApGs a exposicdo da
cavidade abdominal, foi feito uma inciséo no diafragma para exposigéo do coragdo. Os animais
foram perfundidos transcardiacamente com tampéo fosfato de sodio (TFS; pH 7,4) para a
lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com paraformaldeido 4% (PFA) em
tampao fosfato (PB; pH 7,4; 100 mM), por 20 minutos, para fixacdo do tecido. Apoés a perfuséo,
os encéfalos foram removidos e mergulhados em uma solucdo fixadora de sacarose 30% a 4°C.
Apbs a perfusdo dos animais, as carcacgas foram depositadas em sacos plasticos apropriados e
armazenadas no freezer de coleta de material biologico situado no biotério do Departamento de

Fisiologia da UFS para posterior recolhimento durante a coleta de lixo especializada.

Os residuos perfurocortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados até o
hospital universitario para descarte junto ao material do hospital. Os cérebros foram levados a
um criostato de deslizamento (Leica, EUA) onde foram congelados a -20°C para obtencao de
secgoes coronais de S0um, que foram distribuidas sequencialmente em 4 compartimentos, em
um meio liquido contendo solucdo anticongelante. Cada um desses compartimentos
corresponde a 1 de 4 seccdes, de maneira que a distancia entre uma sec¢do e a seguinte seja de
aproximadamente 250um. Estes cortes foram armazenados em uma solucdo anticongelante a
base de etilenoglicol e PB e posteriormente conservados a 4°C até as reacGes de imuno-

histoquimica.
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4.8. Imuno-histoquimica

A bateria de imuno-histoquimica consistiu nos seguintes passos: 1) lavagem dos tecidos
em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, quatro vezes, por cinco minutos cada; 2) lavagem dos tecidos
em tampdo fosfato + &gua oxigenada (H202), para bloqueio da peroxidase enddgena, por vinte
minutos; 3) repeticdo do procedimento 1; 4) lavagem do material em leite desnatado, para
bloqueio de ligacdes inespecificas, durante quinze minutos; 5) incubacdo dos tecidos no
anticorpo primario policlonal antiC-fos (1:500; Santa Cruz Biotechnology, U.S.A) produzidos
em coelho diluidos em Triton-X 100 (0,4%) e mantidos overnight (de 12 horas a 18 horas) em
agitador automatico; 6) repeticdo do procedimento 1; 7) incubacdo dos tecidos no anticorpo
secundario biotiniliado anti-coelho produzido em cabra (1:750 Sigma Chemical Company)
diluido em Triton-X 100 (0,4%) e mantido sob agitacdo automatica por duas horas; 8) repeticao
do procedimento 1; 9) incubacdo do material no ABC (Complexo Avidina-Biotina, ABC Elite
kit, Vector Labs, Burlingame, EUA concentracdo de (2:1000), diluido em Triton-X 100 (0,4%
+ NAcl 0,9%), e mantido no agitador por duas horas; 10) repeticdo do procedimento 1; 11)
revelacdo do material por meio de lavagens dos tecidos em uma solugéo de Diaminobenzidina
(DAB) + H202; 12); repeticdo do procedimento 1; 13) montagem do tecido em laminas
gelatinizadas. Apds a montagem, o material foi reidratado, intensificado em tetréxido de ésmio
0,1% e submetido a uma bateria de desidratacdo em alcool e xilol. As laminas foram cobertas
com meio de montagem e fixacdo de uma laminula. Todos os procedimentos acerca da
realizacdo da perfusdo e da imunohistoquimica, foram feitos seguindo protocolos realizados em
trabalhos anteriores como: Melo et al. (2022), Bispo et al. (2019) e Lins et al. (2018).

4.9. Aquisicdo e andlise das imagens

As laminas foram fotografadas em um microscopio éptico (Nikon Eclipse Ci-S, Nikon
Corporation inc., Japan), com camera fotografica digital acoplada (Ds-filc, Nikon Corporation
inc., Japan) e programa de computador especifico para essa finalidade (Ds-U3, Labconco
Corporation inc., EUA). Para cada animal analisado, foram feitas imagens dos cortes, em

aumento de 10x, nas quais foi possivel ver em detalhes a presenca ou auséncia de células
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marcadas nos tecidos. A contagem de células foi realizada em 4 sec¢des de cada animal e o
namero de células para cada um deles corresponde & média entre as 4 sec¢Oes analisadas. As
areas analisadas foram: hipocampo, amigdala, cortex pré-frontal medial (CPFm), cortex insular
(CI), Leito da estria terminal, substancia cinzenta paraquedutal, hipotadlamo (nucleo
paraventricular e arqueado), locus ceruleus, nicleo da Rafe medial. Todas as células marcadas
na area de interesse foram contadas usando o software Image J (versdo 1.46i, NIH) e a
delimitacdo da area foi realizada com base no atlas de Paxinos e Watson (2014). Todas as
contagens foram realizadas de forma encoberta, em que o experimentador ndo soube a que

grupo pertencia cada imagem a ser contada.

4.10. Analise estatistica

Apos avaliar a normalidade dos dados através do teste Brown-Forsythe. Em linhas
gerais, os dados paramétricos foram analisados através das andlises de variancia (ANOVA) de
uma ou mais vias, com ou sem medidas repetidas, seguidos pelo teste de Tukey ou pds-teste
LSD de Fisher. Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis. Além
disso, quando avaliamos a curva de aprendizagem para o nimero de entradas no brago aversivo
minuto a minuto, escolhemos a analise de regressao linear e comparamos a diferenca entre cada
curva de aprendizagem e avaliamos a normalidade dos residuos. Os dados foram expressos
como média mais ou menos o0 erro padrdo da média (x E.P.M.) e foram considerados
significativos valores com p < 0,05. Todas as analises foram realizadas través do software

Graphpad Prism versao 8.0.

22



5. RESULTADOS

5.1. Labirinto em cruz elevado modificado

5.1.1 Distancia total percorrida

A ANOVA de duas vias mostrou efeito de braco [F (2,117) = 100,3; p < 0,0001],
tratamento [F (2,117) = 9,895; p = 0,0001 e interagdo braco vs. tratamento [F (4,117) = 7,530;
p < 0,0001] para a distancia percorrida em cada brago (Figura 4).

Quando avaliada a distancia total percorrida, em cada braco, no mesmo grupo (Figura
2B), 0 pos-teste LSD mostrou que os grupos CTR e CBD apresentaram um aumento
significativo na distancia percorrida no brago fechado comparado aos bracos aberto (p < 0,0001
e p < 0,0001, respectivamente) e aversivo (p < 0,0001e p < 0,0001, respectivamente). Bem
como, no brago aberto comparado ao brago aversivo (p < 0,0001e p = 0,0033, respectivamente).
O pos-teste LSD também mostrou que o grupo DZP apresentou um aumento significativo na
distancia percorrida no braco fechado comparado ao brago aversivo (p < 0,0001), porém nao
houve diferenca significativa quando comparada a distancia percorrida no braco aberto (p =
1713). Além disso, o grupo DZP apresentou um aumento significativo da distancia percorrida

no brago aberto comparado ao brago aversivo (p= 0,0083).

Quando avaliada a distancia total percorrida em cada braco, entre os grupos, o pds-teste
LSD revelou que os grupos CTR e CBD apresentaram um aumento significativo na distancia
percorrida no brago fechado quando comparado ao grupo DZP (p < 0,0001 e p < 0,0001,
respectivamente). No entanto, ndo houve diferenca na distancia percorrida no brago fechado
quando comparado aos grupos CTR e CBD (p = 9801). Nao foi observada diferenca
significativa para a distancia percorrida nos bragos aversivos entre os grupos CTR vs DPZ, CTR
vs CBD e CBD vs DZP (p = 0,3429, p = 0,1261 e p = 0,5574, respectivamente) e para 0 braco
aberto entre os grupos CTR vs DPZ, CTR vs CBD e CBD vs DZP (p =0,5705, p=0,7421ep

=0,3707, respectivamente).
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Figura 4: Efeito da administragéo de diazepan e CBD, na atividade exploratoria no teste labirinto em cruz
elevado modificado. O tratamento com diazepan e CBD na atividade locomotora dos animais no aparato. Os
grupos CTR e CBD apresentaram um amento da distancia percorrida no brago fechado comparado aos outros
bragos, bem como o braco aberto em relacdo ao aversivo. O grupo DZP apresentou maior distancia percorrida nos
bragos aberto e fechado comprado ao aversivo. Além disso, os grupos CTR e CBD apresentaram um aumento na
distancia percorrida, no brago fechado, comparado O grupo DPZ. Os valores foram expressos como média + E. P.
M. *p < 0,05 comparado ao brago fechado; #p < 0,05 comparado ao brago aversivo ap < 0,05 quando comparado
braco fechado CTR vs. DZP; bp < 0,05 quando comparado braco fechado CBD vs. DZP.

5.1.2 Numero de entradas nos bracos

Em relacdo ao niumero de entradas em cada braco, no mesmo grupo, a ANOVA de duas
vias mostrou efeito de brago [F (2,117) = 3,761; p = 0,0261], tratamento [F (2,117) = 4,374; p

= 0,0147] e interagéo braco vs. tratamento [F (2,117) = 10,68; p < 0,0001], (Figura 5).

Quando avaliado o nimero de entradas em cada brago, no mesmo grupo (Figura 5), O
pos-teste LSD mostrou que o grupo CTR apresentou um aumento significativo no numero de

entradas no brago fechado comparado aos bracos aberto (p < 0,0001) e o aversivo (p = 0,0006),
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porém ndo houve diferenca significativa quando comparado o nimero de entradas entre o brago
aberto e aversivo (p = 0,2748). O pos-teste LSD também mostrou que grupo DZP apresentou
um aumento significativo no nimero de entradas no braco aversivo comparado ao braco
fechado (p = 0,0097), no entanto, ndo houve diferenca significativa no nimero de entradas
quando comparado o brago aberto aos bragos fechado e aversivo (p = 0,4330, p = 0,0625
respectivamente). Além disso, o pds-teste LSD mostrou que o grupo CBD, apresentou um
aumento significativo no nimero de entradas nos bragos fechado e aberto comparados ao braco
aversivo (p = 0,0012 e p =0,0004, respectivamente). No entanto ndo houve diferenca
significativa no nimero de entradas quando comparado os bracgos fechados com o brago aberto
(p = 0,8510).

Quando avaliado o numero de entradas em cada braco, entre os grupos (Figura 5), o p6s-
teste LSD mostrou o grupo CTR apresentou um aumento significativo no nimero de entradas
no braco fechado comparado ao grupo DZP (p = 0,0332), mas quando comparado ao grupo
CBD, ndo houve diferenca significativa (p = 0,4045). E relacdo ao numero de entradas no braco
aversivo, observamos que o grupo DZP apresentou um aumento significativo no numero de
entradas comparado aos grupos CTR e CBD (p < 0,0001 e p < 0,0001, respectivamente). No
entanto, ndo houve diferenca significativa no nimero de entradas no braco aversivo quando
comparado os grupos CTR e CBD (p = 4581). Para o numero de entradas no braco aberto,
observamos que o grupo CTR apresentou uma diminuicao significativa no nimero de entradas
comparado aos grupos DZP e CBD (p = 0,0015 e p = 0,0001, respectivamente). No entanto,
quando comparado os grupos DZP e CBD néo ha diferenca significativa (p = 4581).
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Figura 5: Efeito da administracao de diazepan e canabidiol, no niUmero de entradas nos bragos do labirinto
em cruz elevado modificado. O grupo CTR entrou mais no braco fechado quando comparado com o aberto
*(p<0,0001), e o aversivo *(p=0,0006); o grupo DZP entrou mais no aversivo do que no fechado *(p=0,0097); o
grupo CBD entrou mais no braco fechado do que no aversivo *(p=0,0012) e entrou mais no aberto do que o
aversivo #(p=0,0004); (a) o grupo CTR entrou mais no fechado que o grupo DZP (p=0,0332), o grupo DZP entrou
mais no aversivo quando comparado com o (b) CTR (p<0,0001) e (c) CBD (p<0,0001), para o braco aberto o
grupo CTR entrou menos quando comparado com o (d) DZP (0=0,0015) e (e¢) CBD (p=0,0001).

5.1.3 Tempo de permanéncia nos bragos

Para o tempo de permanéncia em cada bragco a ANOVA de duas vias mostrou efeito de
braco [F (2,116) = 202,9; P < 0,0001] e de tratamento [F (2,116) = 3,954; P = 0,0218], (Figura
6).

Quando avaliado o tempo de permanéncia em cada bra¢co, no mesmo grupo (Figura 6),
0 pos-teste LSD mostrou que os grupos CTR e CBD apresentaram um aumento significativo

no tempo de permanéncia no braco fechado comparado aos bracos aberto (p < 0,0001 e p <
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0,0001, respectivamente) e aversivo (p < 0,0001 e p < 0,0001, respectivamente). Quando
comparada a permanéncia de tempo entre os bracos aberto e aversivo, ndo houve diferenca para
o0 grupo CTR (p = 4406), mas o grupo CBD apresentou maior tempo de permanéncia no braco
aberto (P = 0,0004). O pds-teste LSD também mostrou que o grupo DZP apresentou um maior
tempo permanéncia no bracgo fechado comparados aos bragos aberto e aversivo (p <0,0001 e p
< 0,0001, respectivamente). Além disso, o grupo DZP apresentou menor tempo de permanéncia

no braco aversivo comparado ao braco aberto (p = 0,0012).

Quando avaliada a permanéncia de tempo em cada braco, entre os grupos (Figura 6), o
pos-teste LSD mostrou que o grupo CTR apresentou menor tempo de permanéncia no brago
aberto comparado aos grupos DZP e CBD (p = 0,0075 e p = 0,0064, respectivamente). No
entanto, ndo foi observada diferenca significativa (p > 0,05) no tempo de permanéncia nos

baragos fechados e aversivos entre grupos CTR, DZP e CBD.
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Figura 6: Efeito da administracéo de diazepan e CBD, no tempo de permanéncia nos bracos do labirinto em
cruz elevado modificado.O grupo CTR permaneceu mais tempo no braco fechado quando comparado com o
aberto *(p<0,0001), e o aversivo *(p=0,0006); o grupo DZP permaneceu mais tempo no braco fechado, quando
comparado com o aberto *(p<0,0001) e o aversivo *(p<0,0001), quando comparado o aberto com o aversivo este
permaneceu mais tempo no aberto #(P=0,0012); o grupo CBD permaneceu mais tempo no brago fechado, quando
comparado com o aberto *(p<0,0001) e o aversivo *(p<0,0001), quando comparamos 0 aberto com o aversivo o
grupo CBD permaneceu mais tempo no aberto #(P=0,0004); (a) o grupo CTR permaneceu menos tempo que o
grupo DZP (P=0,0075) e CBD (P=0,0064) no braco aberto.

Quando analisamos a entrada minuto a minuto no brago aversivo (Figura 7A) a ANOVA
de duas vias mostrou efeito de tempo [F (9,388) = 5,647; P < 0,0001] e tratamento [F (2,388) =
40,66; P < 0,0001]. O pods-teste LSD revelou uma diminui¢do no numero de entradas no brago
aversivo, do grupo CBD, no intervalo entre 3 e 10 minutos, e do grupo CTR, nos intervalos

entre 3 e 4 minutos e entre 6 e 10 minutos, comparados ao grupo DZP {[CTR; (p3 = 0,0055; p4
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= 0,0055; p5 = 0,0634; p6 = 0,0055; p7 = 0,0205; p8 = 0,0108; p9 < 0,0001; p10 =
0,0108)], [CBD; (p3 = 0,0002; p4 = 0,0012; p5 = 0,0205; p6 < 0,0001; p7 = 0,0108; p8 =
0,0055; p9 = 0,0008; p10 = 0,0205)]}.

Para avaliar o desempenho dos grupos na tarefa de medo condicionado, primeiro,
destacamos o numero de entradas no brago aversivo, segundo 0 quanto o numero de entradas
no tempo é reduzido, dessa forma obtemos a curva de aprendizagem que indica se 0S grupos
conseguiram reproduzir a tarefa dentro do esperado (Figura 7B). Assim, foi avaliado se as
curvas de aprendizagem séo diferentes entre os grupos CTR (y =-1,303x + 16,76, n = 8), DZP
(y=-0,6878x + 23,08, n =8) e CBD (y =-0,7876 + 12,32, n = 8), mostrando que as retas sao
diferentes para os grupos [F (4,24) = 13,68; p < 0,0001]. Dessa forma, foi possivel destacar que
0 grupo CBD reproduziu o melhor desempenho associado a identificacdo do braco aversivo e
progressivamente visitou menos o local, quando comparado ao grupo DZP. Quanto a
comparacéo entre o grupo CBD e CTL ndo foram observadas diferencas significativas.
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Figura 7: Efeito da administracdo de diazepan e CBD, no nimero de entradas e curva de aprendizagem
minuto a minuto no braco aversivo no teste labirinto em cruz elevado modificado. (A) Os grupos CTR e CBD
apresentaram uma gradativa diminui¢do no nimero de entradas durante o tempo quando comparados ao grupo
DZP, que apresentou um nimero maior de entradas. Assim, apresentando diferenca de DZP contra o grupo CTR
(p<0,0001) e CBD (p<0,0001). Anova de duas vias, com pds-teste de Fisher e p < 0,05. (B) As curvas quando
comparadas se mostram diferentes entre os grupos, o que indica que o aprendizado também é diferente, para o
grupo CBD o decaimento (b = -0,78) proporciona menor nimero de entradas no brago aversivo na maior parte do
tempo comparado ao grupo CTR (b = -1,3) e em todo o tempo comparado ao grupo DZP (b = -0,68). Realizada
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comparacao entre as regressoes lineares apresentadas por meio do coeficiente angular (a*x) e eixo de interceptacéo
em Y (b), curva de aprendizagem de CTR (y = -1,303x + 16,76, n = 8), DZP (y=-0,6878x + 23,08, n = 8) e CBD
(y =-0,7876 + 12,32, n = 8).

5.2. Imunorreatividade para c-Fos

Para a analise da imunorreatividade para c-Fos a ANOVA mostrou efeito significativo
de tratamento [F (2,39) = 6,086; p = 0,0050] no locus coeruleus e o p6s-teste de Tukey revelou
uma reducao significativa do nimero de células imunorreativas para para c-Fos no grupo CBD
guando comparado aos grupos CTR (p = 0,0263) e DZP (p = 0,0002), (Figura 7). Ja para o
nucleo dorsal da rafe, a ANOVA ndo mostrou efeito de tratamento [F (2,33) = 2,011; p =
0,1500], (Figura 8).
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Figura 8: Efeito da administracéo de diazepan e CBD, na imunorreatividade para c-Fos no Locus coeruleos.
O tratamento com CBD provocou uma redugao no nimero de células imunorreativas para c-Fos quando comparado
aos grupos CTR e DZP. Os valores foram expressos como média = E. P. M. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR;
#p < 0,05 comparado ao grupo DZP. (ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey).
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Figura 9: Efeito da administracdo de diazepan e CBD, na imunorreatividade para c-Fos no Nucleo dorsal da
rafe. O tratamento com CBD, DZP e CTR ndo apresentaram diferenca significativa para a imunorreatividade no
nucleo dorsal da rafe.

Para a PAG, a ANOVA mostrou efeito significativo de tratamento para as regides
dorsomedial [F (2,33) = 9,238; p = 0,0007], (Figura 9A), e ventrolateral [F (2,33) = 5,020; p =
0,0125], (Figura 9C), mas ndo para a regdo lateral [F (2,33) = 2,448; p = 0,1020] (Figura 9B).
O pos-teste de Tukey revelou uma reducdo significativa na imunorreatividade para c-Fos, na
regido dorsomedial da PAG, dos grupos DZP e CBD comparado ao grupo CTR (p = 0,0002 e
p = 0,0143, respectivamente), (Figura 9A). Além disso, observamos um aumento significativo
na imunorreatividade, na regido ventrolateral da PAG, dos grupos DZP e CBD comparado ao
grupo CTR (p = 0,0199 e p = 0,0340, respectivamente), (figura 9 C). Ja para a regido lateral da
PAG ndo houve diferenca significativa entre os grupos CTR, DZP e CBD (Figura 9B).
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Figura 10: Efeito da administracio de diazepan e CBD, na imunorreatividade para C-Fos na PAG. (A) na
regido dorsomedial houve uma diminuicdo na imunorreatividade para o grupo DZP *(p=0,0002) e CBD
*(p=0,0143), quando comparado com o grupo CTR ;(B) Na regido lateral ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos CTR, DZP; (C) a regido ventrolateral o grupo DZP *(p=0,0199) e CBD *(p=0,0340) apresentou um
aumento na imunorreatividade, quando comparado com o grupo CTR.
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A ANOVA também mostrou efeito significativo de tratamento na amigdala [F (2,39) =
7,725; p = 0,0015], (Figura 10A), e no leito da estria terminal [F (2,39) = 7,427; p = 0,0018],
(Figura 10). O pds-teste de Tukey revelou uma reducdo significativa na imunorreatividade para
c-Fos, na amigdala, no grupo DZP comparado aos grupos CTR (p = 0,0032) e CBD (p =
0,0008), (Figura 10A). Ja no BNST foi observado um aumento significativo na
imunorreatividade para c-Fos no grupo CBD comparado aos grupos CTR (p = 0,0074) e DZP
(p = 0,0038), (Figura 10B).
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Figura 11: Efeito da administracéo de diazepan e CBD, na imunorreatividade para C-Fos na Amigdala e no
nucleo do leito da estria terminal (BNST). A) Na Amigdala, o grupo DZP apresentou uma redugdo no nimero
de células imunorreativas quando comparado com CTR (p=0,0032) e CBD (p=0,0008); B) No Leito da estria
terminal, o grupo CBD apresentou um aumento na imunorreatividade para C-Fos quando comparado com o grupo
CTR (p=0,0074) e DZP (0,0038).
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No hipocampo, a ANOV A mostrou efeito significativo de tratamento em CAL [F (2,39)
= 16,65; p<0,0001], CA3 [F (2,39) = 5,901; p = 0,0058], e no giro denteado [F (2,39) = 6,034;
p =0,0052]. O pos-teste de Tukey revelou uma reducéo significativa da imunorreatividade para
c-Fos, em CA1, no grupo DZP comparado aos grupos CTR (p = 0,0015) e CBD (p < 0,0001),
(Figura 11A). J& em CA3 e no giro denteado, observamos que o grupo CBD apresentou um
aumento significativa na imunorreatividade para c-Fos comparado aos grupos CTR (p = 0,0080
e p =0,0071, respectivamente) e DZP (p = 0,0255 e p = 0,0247, respectivamente), (Figura 11B
e C).
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Figura 12: Efeito da administracao de diazepan e CBD, na imunorreatividade para C-Fos no hipocampo. (A)
em CA1 o grupo DZP apresentou uma redugdo no nimero de células quando comparado com os grupos CTR
*(p=0,0015) e CBD #(p<0,0001). (B) Para a regido de CA3 o grupo CBD apresentou um aumento na
imunorreatividade de C-Fos quando comparado com o grupo CTR *(p=0,0080) e DZP #(p=0,0255), (C) na regido
do giro denteado o grupo CBD aumentou a imunorreatividade de C-Fos quando comparado ao grupo CTR
*(p=0,0071) e DZP #(p=0,0247).

ANOVA ndo mostrou efeito significativo de tratamento para o CPFm [F (2,39) =

0,8106; p = 0,4519], (Figura 12 A) e cortex insular [F (2,39) = 0,3647; p = 0,6968], (Figura 12
B).
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Figura 13: Efeito da administracdo de diazepan e CBD, na imunorreatividade para C-Fos no CPFm e no
cortex insular. A) o pds-teste de Tukey’s ndo mostrou diferenga significativa na imunorreatividade de C-Fos entre
0s grupos CTR, DZP e CBD; B) o pés-teste de Tukey’s ndo mostrou diferenga significativa na imunorreatividade
de C-Fos entre os grupos CTR, DZP e CBD.

No hipotdlamo, a ANOVA mostrou efeito significativo de tratamento para o nucleo
paraventricular [F (2,39) = 17,83; p < 0,0001], e para nucleo arqueado [F (2,39) = 6,086; p =
0,0050]. O pos-teste de Tukey revelou uma reducéo significativa na imunorreatividade para c-
Fos, no nucleo paraventricular, dos grupos DZP e CBD comparados ao grupo CTR (p < 0,0001
e p <0,0001, repectivamente), (Figura 13A). Semelhante, no nlcleo arqueado, os grupos DZP
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e CBD apresentaram reducgédo na imunorreatividade, quando comparado ao CTR (p = 0,0071 e
p = 0,0226, respectivamente), (Figura 13B).
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Figura 14: Efeito da administracédo de diazepan e CBD, na imunorreatividade para C-Fos no hipotalamo.
(A) No nucleo paraventricular, o grupo CTR apresentou um aumento na imunorreatividade de C-Fos, quando
comparado com o grupo DZP *(p<0,0001) e CBD *(p<0,0001) e (B) no nucleo arqueado, o grupo CTR apresentou
um aumento na imunorreatividade de C-Fos, quando comparado com o grupo DZP *(p=0,0071) e CBD
*(p=0,0226).
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Figura 15: Imagens representativas de imunorreatividade para C-Fos em CA1, CA3 e giro denteado.
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Nucleo arqueado Paraventricular

Figura 16: Imagens representativas de imunorreatividade para C-Fos no hipotdlamo nos nicleos arqueado e

paraventricular.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado o efeito de uma dose baixa (0,3 mg/kg) de CBD em
ratas fémeas na fase de diestro tardio, fase na qual as ratas apresentam uma reducéo abrupta de
progesterona, o que favorece a ocorréncia de um aumento do comportamento do tipo ansioso.
Além disso foi avaliada a ativacao de areas envolvidas na circuitaria da ansiedade e da memoria.
Obsrvamos que a dose baixa de CBD reduziu o comportamento tipo ansioso sem causar perda
de memoria nesses animais. Além disso, observamos que o CBD aumentou a atividade dos
nacleos: leito da estria terminal, CA3 e giro denteado e reduziu a atividades dos ndcleos:

hipotalamicos (nucleo paraventricular e nucleo arqueado).

No estudo de Fabris (2022), foi visto que de acordo com o periodo estral das ratas existe
diferenga em relagdo ao comportamento tipo ansioso, onde no diestro tardio, as ratas entram
menos no braco aberto quando comparadas com ratas no proestro, caracterizando um
comportamento tipo ansioso no grupo diestro tardio. Esse resultado tem sido mostrado em
outros estudos que também trazem essa diferenca em relacdo a fase do ciclo e reforcam a
importancia de se levar em consideracdo as diferengas entre machos e fémeas quanto a
sensibilidade a diferentes drogas (Fabris et al., 2022; Jang & Elfenbein, 2019; Shelby Blair et
al., 2022). Quanto ao efeito do CBD, no trabalho de Fabris (2022) foi observado que uma dose
de 0,3 mg/kg apresentou efeito ansiolitico, na tarefa do labirinto em cruz elevado, em fémeas
na fase diestro tardio do ciclo estral. Além disso, também foi observado que fémeas no diestro
tardio elas apresentam uma maior sensibilidade a uma dose baixa (0,3 mg/kg) de CBD quando
comparada a outras fases do ciclo e as doses maiores (3 e 30 mg/kg). No presente estudo,
utilizando a tarefa de labirinto em cruz elevado modificado, observamos resultado semelhante,
quando uma dose de 0,3 mg/kg de CBD administrada, pois, reduziu o comportamento tipo
ansioso de ratas na fase de diestro tardio. Ainda, para os pardmetros de ansiedade, 0s

resuludados obtidos para o CBD, foram semelhantes ao observado com o uso do DZP.

O labirinto em cruz elevado modificado ¢ um dos modelos mais utilizados para
investigar as bases fisiopatoldgicas da ansiedade, amplamente utilizado para verificar o

potencial efeito ansiolitico ou ansigénico de medicamentos, além de possibilitar o estudo das

41



diversas fases do processo de memdria e também da atividade motora dos animais (Himanshu
et al., 2020; Lovick & Zangrossi, 2021).

Um dos parametros avaliados no presente estudo foi a distancia total percorrida, onde
ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos CTR, DZP e CBD. Esse resultado esta
de acordo com a literatura, na qual é mostrado que o CBD e o DZP ndo causam alteracdes
motores nas doses empregadas (Huffstetler et al., 2023; Matsumoto et al., 2021; Mehrhoff et
al., 2023; Todd & Arnold, 2016). Huffstetler et al., 2023, em um modelo de camundongos
selvagens e camundongos com ansiedade caracteristicas, mostraram que o CBD nas doses de
10 e 20 mg/kg ndo apresentaram alteragBes motoras nos animais, além de n&o ter influéncia do
sexo. Semelhantemente, no trabalho de Todd & Arnold (2016), os quais também ndo obsrvaram
prejuizo motor nos animais tratados com CBD em uma dose de 10 mg/kg, além disso foi visto

que o CBD foi capaz de reduzir o défict motor causado pelo THC.

Ao avaliarmos a distancia total percorrida em cada braco observamos que 0S grupos
CTR e CBD apresentaram comportamento semelhante, apresentando uma maior distancia
percorrida no brago fechado quando comparados com o grupo DZP. O braco fechado
corresponde ao braco seguro. Esse dado corrobora com outros achados onde mostram que 0s
animais possuem uma preferéncia maior ao braco fechado quando comparado aos outros
bracos. O labirinto em cruz elevado modificado possui estimulos aversivos leves (luz e ruido),
sendo assim o teste € capaz de promover o aprendizado associativo. Apesar das diferengas
observadas, quando comparado aos grupos CTR e CBD, o grupo DZP também apresentou
maior distancia percorrida no braco fechado, quando comparado ao braco aversivo. Mesmo
sendo considerado leve esses estimulos sdo aversivos para 0 animal e quando pensamos em
distancia total percorrida em cada braco € esperado que 0s animais percorram menos 0 aversivo
quando comparado aos outros independentemente do tratamento (Silva et al., 2004a; Silva &
Frussa-Filho, 2000).

Quando pensamos em um teste que avalia aspectos ansioliticos, o labirinto € um dos
testes que se destaca. Um dos parametros mais utilizados para avaliar esse comportamento € o
namero de entradas em cada braco, ja que os animais tendem a entrar menos nos bracos abertos,
pois estes sdo mais expostos para o animal. Nossos dados mostram um efeito ansiolitico para o

CBD, semelhante ao Diazepam, cujos animais tratados com uma das duas drogas apresentaram

42



um maior numero de entradas nos bragos abertos, quando comparados com 0s animais do grupo
CTR. Nossos dados véo de encontro aos dados apresnetados no estudo de Huffstetler et.al,
(2023), no qual foi observado que o CBD, em fémeas, ndo causou efeito ansiolitico. Essa
divergéncia de resultados pode ser explicada pelo fato deles ndo avaliarem a influéncia do ciclo

estral das ratas.

Ja no estudo de Salviato et. al (2021), foi feito um experimento agudo onde as doses
utilizadas foram 1 mg/kg e 3 mg/kg. Neste trabalho foi visto que apenas a dose maior (3 mg/kg)
foi capaz de causar um efeito ansiolitico nas fémeas. Entretanto, neste estudo néo foi avaliada
a influéncia do ciclo estral, o que pode ser a explicagdo para apenas uma dose maior do CBD

apresentar efeito ansiolitico nas ratas.

Acompanhar a fase do ciclo é um fator de grande relevancia, pois ratas se comportam
de maneira diferente em testes comportamentais, de acordo com a fase do ciclo (Shelby Blair
et al., 2022). Semelhantemente, esse aspecto também é observado em mulheres, pois elas
apresentam comportamento tipo ansioso e respostas a determinados medicamentos que oscilam
de acordo com a fase do ciclo menstrual (Jang & Elfenbein, 2019). Assim pensar na influéncia
hormonal causada pelas oscilagdes hormonais que ocorrem durante todo o ciclo ovariano é

essencial para entendermos melhor os efeitos do CBD em fémeas.

No estudo de Fabris et. al, (2022), foi avaliado a influéncia do ciclo estral em relagéo a
resposta apés a administracdo aguda de CBD, neste trabalho foi visto que, de acordo com o a
fase do ciclo, as ratas respondem diferentemente ao CBD e no diestro tardio, fase de maior
comportamento tipo ansioso, 0 CBD foi capaz de causar uma reducdo da aneidade, observada
pelo aumento do numero de entradas nos bragos avertos do labirinto. As ratas responderam com
uma reducdo do comportamento ansioso apenas quando tratadas com uma dose (0,3 mg/kg) de

CBD, mas nédo a doses maiores (3,0 mg/kg ou 30 mg/kg).

Além disso 0 nosso trabalho corrobora ao de Fabris et. al, (2022) para 0 nimero de
entradas no brago fechado. Observamos que o CTR néo foi diferente do CBD nesse parametro,
0 que ja era esperado pra esse pardmetro, pois o animal tende a ficar mais no braco fechado,
que ¢ considerado o braco seguro (Silva et al., 2004). Alguns trabalhos ja mostram o efeito
ansiolitico do CBD, mas a maioria deles sdo feitos com machos e quando comparamos a curva

de dose resposta de machos com fémeas é bem diferente. Os machos respondem a doses bem
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maiores do que a das fémeas, principalmente quando € lavada em consideracéo a fase do ciclo
na resposta ao CBD (Knight et al., 2021; Schiavon et al., 2016).

No presente estudo também avaliamos o efeito do CBD sobre a capacidade de formar
memoria. Observamos que o CBD ndo causou perda de memdria nas ratas testadas, pois quando
comparado com o grupo CTR o nimero de entradas no brago aversivo ndo apresentou diferenca
significativa. Entretanto, as ratas do grupo DZP, apesar de apresentarem reducdo do
comportamento tipo ansioso, apresentaram prejuizos na fase de formacdo de memoria. Esse
resultado é constatado quando observamos que o grupo DZP apresentou um maior nimero de

entradas no brago aversivo, quando comparado ao controle.

Além disso realizamos um teste para avaliar a curva de aprendizado, foi observado a
curva de aprendizado do DZP apresentou uma inclinagcdo bem menor que o CTR e CBD,
reforcando assim que o grupo DZP apresentou prejuizo na aprendizagem da tarefa. Esse dado
corrobora outros estudos que mostram que o DZP apresenta efeito ansiolitico, mas que
prejudica o processo de aprendizagem, indicando prejuizo na aquisicdo de memoria aversiva
(Dierschnabel et al., 2023; Le&o et al., 2016; Pestana & Graham, 2023). Esse achado pode ser
explicado pelo fato de o DZP ser um modulador alostérico dos receptores GABAa. O aumento
da inibicdo provocada pelo GABA, o qual esta distribuido em areas do cérebro envolvidas na
formacdo de memodria, interfere na funcdo das sinapses excitatdrias, que sdo essenciais para o

processo de memoria (Joksimovi¢ et al., 2013; Murakami et al., 2017).

Para avaliar se os diferentes efeitos observados entre 0 CBD e 0 DZP sédo causados pela
atividade neuronal de diferentes nlcleos cerebrais, nds observamos a expressao de c-Fos em
neurdnios de areas envolvidas com ansiedade e memoria. Um aumento da imunorreatividade
para a proteina c-Fos indica uma maior atividade neuronal (Singewald et al., 2003). No presente
estudo, observamos que 0 CBD aumentou a atividade dos nucleos: leito da estria terminal, CA1,
CA3, giro denteado e locus coeruleus e reduziu a atividades dos nacleos: hipotalamicos (ndcleo
paraventricular e nucleo arqueado), enquanto o grupo DZP apresentou um aumento da atividade
no nucleo ventralateral da PAG. Os resultados de imunorreatividade para a proteina c-Fos
corroboram os nossos dados comportamentais, pois a auséncia do prejuizo na memdria

proporcionada pelo CBD pode ser explicada pelo aumento da ativi¢do de areas hipocampais.
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Os nossos achados vao de encontro aos demonstrado por Tood e Arnold (2016), no qual
ndo foi visto nenhuma alteracdo na imunorreatividade para c-Fos para os animais tratados
apenas com CBD (Todd & Arnold, 2016). Essa diferenca pode ser explicada pelas diferencas
metodoldgicas aplicadas entre os estudos. No estudo citado, foi utilizada uma dose diferente de
CBD, além de ter sido um trabalho que utilizou apenas animais machos e também a dose
utilizada foi diferente da nossa. Nesse estudo eles ndo observaram reducdo da ansiedade apds o
tratamento com CBD 10mg/kg. Entretanto, ainda no mesmo estudo, quando os animais foram
tradados com uma combinacdo de 1:1 de THC e CBD, eles apresentaram uma reducdo do
comportamento tipo ansioso, acompanhado de uma redugdo na imunorreatividade para c- Fos
em é&reas envolvidadas com a ansiedade, como a PAG, a qual provoca comportamentos
defensisos caracterizados por alerta, congelamento e fuga, e por respostas autonénicas (Lukasik
etal., 2019).

No estudo de Lowery-Gionta (2018) foi visto que a inibi¢do funcional dos neur6nios
GABA naregiao ventrolateral da PAG leva a um comportamento ansiogénico, avaliado através
do teste de labirinto elevado e campo aberto. Esse achado corrobora os nossos dados, pois
observamos que nessa regido os grupos DZP e CBD apresentaram um aumento na
imunorreatividade de c-Fos, o que caracteriza a reducdo no comportamento tipo ansioso
(Lowery-Gionta et al., 2018). A regido dorsomedial da PAG estd envolvida com o
comportamento ansiogénico e de panico. Ja foi visto que em situacdo de panico, como expor
um animal ao seu predador, ocorre um aumento da producdo da proteina c-Fos nessa regido
(Sabino et al., n.d.; Ullah et al., 2017). Além disso, a PAG desencadeia respostas autonémicas
através de uma acédo integrada com o tronco cerebral, hipotdlamo e amigadala (McCall et al.,
2015; Shupe et al., 2024). Durante situagOes estressantes e quadros de ansiedade, 0 eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal é ativado, causando a liberacéo de cortisol (Bao & Swaab, 2019).
No presente estudo, obersvamos uma reducéo de c-Fos nos nucleos hipotalamicos dos animais
tratados com CBD e DZP, corroborando com o que j& € descrito na literatura sobre o

envolvimento dessa area com o comportamento de ansiedade. (Bao & Swaab, 2019)

Uma outra area analisada no presente estudo foi o locus coeruleus. Esta area é um dos
principais nucleos produtores de noradrenalina e esta envolvido com respostas estimulos
estressores e 0 comportamento de ansiedade (Reyes et al., 2008). E importante ressaltar que o
horminio liberador de corticotrofina age como um neurotransmissor no locus coeruleus,
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ativando os neurénios noradrenergicos deste nucleo (McCall et al., 2015; Shupe et al., 2024).
No presente estudo, observamos uma reducéo na atividade desse nucleo para o grupo CBD, o
que pode ser explicado pela regulacdo que esse nucleo sofre do hipotalamo (Reyes et al., 2008).
Na literatura ja € documentado que um aumento na imunorreatividade para c-Fos no locus
coeruleus esta envolvido com o comportamento ansiogénico e o contrario estar relacionado com

0 comportamento ansiolitico (McCall et al., 2015).

Quando avaliamos a imunorreatividade para c-Fos na amigdala, um dos pontos chaves
no circuito da ansiedade, observamos que o CBD néo reduziu, como o grupo DZP, o nimero
de células reativas para a proteina c-Fos. E, observando o leito da estria terminal, o CBD causou
um aumento do namero de células imunorreativas para c-Fos, quando comparado ao grupo
controle e DZP. Em parte, possivelmente, o efeito ansiolitico do CBD pode ser explicado pelo
envolvimento de diferentes areas envolvidas no circuito da ansiedade, quando comparado ao
efeito ansiolitico promovido pelo DZP. Entretanto, esses mecanismos precisam ser melhores

investigados.

46



7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a administracdo aguda de uma dose baixa de CBD
(0,3 mg/kg) em ratas fémeas, na fase de diestro tardio, foi eficaz na reducdo do comportamento
do tipo ansioso, sem causar prejuizos na formacdo de memoria. Os efeitos ansioliticos
observados foram comparéveis aos do DZP, porém com a vantagem de ndo comprometer a
capacidade de aprendizado e memodria.

O impacto diferencial do CBD e do DZP também se refletiu nos padrbes de ativacao
neuronal, evidenciados pela expressdo de c-Fos em diferentes regides cerebrais associadas a
ansiedade e & memoria. O aumento da atividade em &reas hipocampais e no leito da estria
terminal, juntamente com a reducdo da atividade em nulcleos hipotalamicos, sugere um
mecanismo de acdo distinto para o CBD, quando comparado ao DZP.

Os achados do presente estudo apontam que o CBD pode ser uma excelente alternativa para o
tratamento agudo da ansiedade em fémeas. Entretanto, novos estudos precisam ser realizados

para melhor a compreensdo dos mecanismos envolvidos nesse processo.
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Obj. Académico: Mestrado Académico Patente: Nao
Grande area: Ciéncias bioldgicas especifica: Ciéncias bioldgicas
Patrocinio: Governamental Patrocinador:
Chefe de Depto: Marcos Vinicius Meiado e-mail: marcos_meiado@yahoo.com.br
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E-mail: camilal4092000@gmail.com Telefone: (79) 99847-0333
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Experiéncia: Sim: 3 (ano) Treinamento:  Nao: (hora)
Cv. Lattes: http://lattes.cnpq.br/6293593478489458
Setor: Departamento de fisiologia Funcao: Executante
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Pesquisador 2:
E-mail: leila.lorrane0821@gmail.com Telefone: (79) 99898-7568
Nome: Leila Barros de Jesus
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Vinculo: Aluno de Pés-Graduacao
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FORMULARIO 2/4

Instituicao participante: 1: Universidade Federal de Sergipe

Resumo: A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa que acomete
principalmente a via dopaminérgica. Estudos em modelos animais tem contribuido para
um melhor entendimento da fisiopatologia da DP e o desenvolvimento de terapias para
conter a natureza progressiva dessa doenca. Nesse contexto encontram-se os trabalhos
gue envolvem os canais de Potencial Receptor Transiente (TRP), entre eles o TRPMS,

que atua como termosensor ativado por baixas temperaturas e sao modulados na DP.
Assim, o presente trabalho objetiva avaliar efeito da exposicao a uma baixa temperatura
sobre parametros comportamentais e neuroquimicos em um modelo progressivo de
parkinsonismo em ratos. Serdo utilizados 32 ratos wistar machos, divididos em 4 grupos
(n = 8 por grupo): (1) Controle (CTR): tratados com solucdo salina 0,9% e mantidos a
temperatura de 22°C; (2) Reserpina (RES): tratados com reserpina 0,1 mg/kg e mantidos
a temperatura de 22°C; (3) CTR Frio: tratados com veiculo e submetidos a temperatura
de 12°C e (4) RES Frio: tratados com RES 0,1 mg/kg e submetidos a temperatura de
12°C. Os animais receberdo 15 injecdes de veiculo ou RES, uma a cada 48h. Animais dos
grupos 3 e 4 serao expostos por 2h a um ambiente com temperatura de 12°C, 15 dias antes
do inicio da inducao do parkinsonismo e durante todo o experimento. Ao longo do
experimento, 0s animais serdo submetidos a testes comportamentais (Catalepsia, campo
aberto, movimentos orais e reconhecimento de objeto novo. No Ultimo dia os animais
serdo perfundidos e os encéfalos coletados e submetidos a imunohistoquimica.

Objetivos: OBJETIVOS
Avaliar o efeito neuroprotetor do frio em um modelo progressivo da doenca de
Parkinson induzido por reserpina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o efeito da exposicao a uma baixa temperatura sobre alteragdes motoras e
cognitivas no modelo de parkinsonismo induzidas por reserpina;
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Avaliar o efeito da exposicdo a uma baixa temperatura sobre alteracdes
neuroquimicas no modelo de parkinsonismo induzidas por reserpina;

Verificar o efeito do frio na expressao dos receptores TRPM8 no modelo de
parkinsonismo induzido por reserpina.

Justificativa e relevancia: O tratamento da DP é realizado, principalmente, através do uso continuo de

Levodopa associado a outros farmacos pré-dopaminérgicos e terapias complementares

(SANTOS et al., 2021; VIJAYAKUMAR; JANKOVIC, 2016). Entretanto, o surgimento

de efeitos colaterais que aceleram a progressividade da DP é um dos fatores que

estimulam os estudos e desenvolvimento de novas terapias.

Ha muitos anos, a reducdo da temperatura corporal, tem sido utilizada como

estratégia terapéutica para varias doencas (BLEAKLEY et al., 2006). A utilizacao do frio

como terapia € uma técnica que consiste no uso de toda ou qualquer substancia que

provoque diminuicao na temperatura dos tecidos corporais com o objetivo medicinal

(KNIGHT, 2000), como por exemplo, compressas de gelo, toalhas frias, massagem com

gelo, banho de imersdao em dgua gelada e spray de gelo quimico (NADLER, 2004). Essa

técnica visa provocar a vasoconstricao, diminuindo o fluxo sanguineo, anestesiar o local

da area aplicada, reduzir hematoma, edemas, inflamacao, hemorragia, espasmos

musculares e 0 metabolismo local (DROEGEMULLER, 1980; KNIGHT, 2000). Além

disso, tem sido mostrado que o tratamento com frio apresenta um efeito neuroprotetor em

algumas patologias e estes j& sao aplicados na clinica, como em trauma de cranio, nos

acidentes vasculares cerebrais e na hemorragia subaracnéideo (BELLIARD et al., 2007;

CLIFTON et al., 2009). Assim, estudos tém sugerido que o efeito neuroprotetor da terapia

com frio esteja associado a supressdo de apoptose, reducao do processo inflamatério,

reducao dos niveis de espécies reativas de oxigénio e na taxa metabdlica cerebral

(DRURY et al., 2014. SUN et al., 2019).

0O mecanismo celular que esta envolvido no efeito neuroprotetor da terapia com frio é complexo e ainda ndo é bem compreendido
(TORIUCHI et al., 2020). Entretanto, acredita-se que ha o envolvimento da ativacao dos canais de Potencial Receptor Transiente (TRP).
Os TRPs sao canais catidnicos, na sua maioria permedveis ao Ca2+, que podem ser ativados por uma grande diversidade de estimulos e
que possuem graus diferentes de seletividade (CLAPHAM, 2003).

Estudos recentes mostram que esses receptores estdo relacionados com doencas neuroldgicas (AZIRO?LU et al., 2020), e a expressdo
desse receptor é modulada em doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, apresentando uma reducdao em seus niveis
(0Z; CELIK, 2021). Assim pequenas diminuicdes na temperatura cerebral apresentam niveis significativos de neuroprotecdo em vérios
modelos animais de isquemia cerebral e uma reducdo da extensao do dano cerebral e melhora da funcdo neurolégica (POLDERMAN,
2008). Quando a temperatura cai abaixo dos 32°C, a taxa metabdlica do cérebro é reduzida em cerca de 50% do normal e o

consumo de 02 e a producao de CO2 cai proporcionalmente (POLDERMAN, 2004). Assim além da diminuicao na taxa metabdlica, a
hipotermia provoca uma reducao no gasto de energia, restaura o equilibrio dos neurotransmissores apds uma isquemia, onde os niveis
de glutamato sdo elevados, reduz o influxo de cdlcio e acidose intracelular, previne a ruptura da barreira hematoencefalica e suprime
vias de morte celular (LIU;YENARI, 2006, LIU; YENARI, 2009; ZHAO et al., 2007).

Em um estudo recente, Chakraborty and Goswami (2022), demonstraram que a

ativacao de receptores TRPM8 induzem aumento da proliferacao e migracao de

micréglias e mudancas na morfologia dessas células gliais. Associado ao fato dessas células possuirem papel importante no processo
neuroinflamatério, os achados desse estudo indicam que, possivelmente, a ativacdo desses receptores pode atuar como efeito
neuroprotetor em doencas neurodegenerativas, como a DP, principalmente, ainda em estagios iniciais da doenca.

REFERENCIAS
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Delinenamento experimental: Os animais serdo divididos, aleatoriamente, em 4 grupos (n = 8 por grupo): (1)
Controle (CTR): tratados com solucao salina 0,9% e mantidos a temperatura de 22°C; (2)

Reserpina (RES): tratados com reserpina 0,1 mg/kg e mantidos a temperatura de 22°C;

(3) CTR Frio: tratados com veiculo e submetidos a temperatura de 12°C e (4) RES Frio:

tratados com RES 0,1 mg/kg e submetidos a temperatura de 12°C.

Apds o periodo de manipulacao, todos os animais serdao submetidos, diariamente

a uma exposicdo de 2h (6:30 as 8:30 a.m.) em baixa temperatura (12°C [J grupos com

tratamento de frio) ou mantidos em temperatura ambiente (22°C). No momento da
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exposicao, todos os animais serdo alojados, individualmente, em gaiolas com dimensdes
de 30 x 20 x13 cm, depois eles retornarao para suas respectivas caixas colénia, em grupos
de 4 animais por caixa. O periodo total de exposicao terd duracdo de 45 dias. Apds os
primeiros 15 dias, animais dos grupos 2 e 4 serdo induzidos ao parkinsonismo com 15
injecOes de RES (0,1 mg/kg), uma a cada 48h, por via subcutanea, durante 30 dais.

Ao longo do experimento serao realizados os testes comportamentais de (1)

catalepsia (a cada 48h); (2) campo aberto (apds a 42 injecao de RES); (3) Avaliacdo dos
movimentos orofaciais (MO) (ap6s a 42 injecao, 72 injecdo, 102 injecdo e 152 injecdo de
RES); (4) Reconhecimento de objetos novos (apds 52 injecao de RES). No dia 45, 48h

apds a Ultima injecao de RES, os animais serdo anestesiados e sacrificados por perfusao
transcardiaca para fixacdo e coleta dos encéfalos e posterior processamento dos tecidos a
serem submetidos a imuno-histoquimica

Espécie: Ratos heterogénicos  Sexo: Machos Peso: 300a400g idade: 6 a 7 semanas
Rattus
novergicus/wistar
Animais eutanasiados e/ou abatidos: 32 (100,00%)

Origem: Biotério da Universidade Federal de Sergipe

Dimensoes da instalacdo: 33 x 40 x 17 cm

Informagdes da procedéncia: Os animais que serdo utilizados, serdo entregues aos pesquisadores pelo Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia

Manutencao: Os animais serao mantidos na Universidade federal de Sergipe Campus Sao Cristovao, registrada de acordo com as normas do
CIAEP sob cddigo 01.0197.2014 no CIUCA. Vale ressaltar que os animais estardo alocados no Laboratério de Neurofisiologia (LNFS) durante a
realizacdo dos experimentos, sendo o biotério de apoio o Biotério Setorial, ambos localizados no Departamento de Fisiologia

Condicdes de alojamento:

lluminacao: ciclo claro/escuro de 12h/12h (programado com timer digital)

Alimentacao: racdo Nuvilab

Fonte de agua: garrafas fixas a gaiola

Exaustdo do ar: a temperatura do ambiente do Biotério serd mantida a 22°C +/- 2°C, com sistema de exaustao continua de ar, sendo
realizadas 15 a 20 trocas de ar por hora.

Linhagem: Instalagao: Gaiola Tipo de cama: maravalha N por drea: 3 N: 32

Local do experimento: Os animais serdo mantidos na Universidade federal de Sergipe Campus Sao Cristévao, registrada de acordo com
as normas do CIAEP sob c6digo 01.0197.2014 no CIUCA. Vale ressaltar que os animais estardo alocados no Laboratério de Neurofisiologia
(LNFS) durante a realizacdo dos experimentos, sendo o biotério de apoio o Biotério Setorial, ambos localizados no Departamento de
Fisiologia

Procedimentos: Antes do inicio dos procedimentos experimentais, os animais serdo submetidos a
um periodo de 5 minutos de manipulacdo, diariamente, durante cinco dias, com a

finalidade de habitua-los ao toque e a presenca dos experimentadores. Todos 0s

experimentos serdo realizados, preferencialmente, no mesmo horario. Entre as sessdes
comportamentais, os aparelhos serao limpos com uma solugao de etanol a 10% para evitar
possiveis pistas de odores deixadas por outro animal. Os parametros comportamentais do

teste de campo aberto serao quantificados por um programa de rastreamento de animais
(Anymaze, Stoelting, EUA).

Os animais serao divididos, aleatoriamente, em 4 grupos (n = 8 por grupo): (1)

Controle (CTR): tratados com solucao veiculo de acido acético (1 uL/1 mL - &cido acético/dgua) a 0,1% e mantidos a temperatura de
22°C; (2)

Reserpina (RES): tratados com reserpina 0,1 mg/kg e mantidos a temperatura de 22°C;

(3) CTR Frio: tratados com veiculo e submetidos a temperatura de 12°C e (4) RES Frio:

tratados com RES 0,1 mg/kg e submetidos a temperatura de 12°C.

Apds o periodo de manipulacao, todos os animais serdo submetidos, diariamente

a uma exposicdo de 2h (6:30 as 8:30 a.m.) em baixa temperatura (12°C [J grupos com
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tratamento de frio) ou mantidos em temperatura ambiente (22°C). No momento da
exposicao, todos os animais serao alojados, individualmente, em gaiolas com dimensdes
de 30 x 20 x13 cm, depois eles retornarao para suas respectivas caixas colénia, em grupos
de 4 animais por caixa. O periodo total de exposicao terd duracdo de 45 dias. Apds os
primeiros 15 dias, animais dos grupos 2 e 4 serdo induzidos ao parkinsonismo com 15
injecdes de RES (0,1 mg/kg), uma a cada 48h, por via subcutanea, durante 30 dais.

Ao longo do experimento serao realizados os testes comportamentais de (1)

catalepsia (a cada 48h); (2) campo aberto (ap0s a 42 injecao de RES); (3) Avaliacdo dos
movimentos orofaciais (MO) (ap6s a 42 injecao, 72 injecdo, 102 injecdo e 152 injecao de
RES); (4) Reconhecimento de objetos novos (apds 52 injecao de RES). No dia 45, 48h

apoés a Ultima injecdo de RES, os animais serdo anestesiados e sacrificados por perfusao
transcardiaca para fixacdo e coleta dos encéfalos e posterior processamento dos tecidos a
serem submetidos a imuno-histoquimica.

TESTES COMPORTAMENTAIS:

CATALEPSIA

0O comportamento de catalepsia serd avaliado seguindo o protocolo de (BISPO et

al., 2019; MELO, 2022; SANTOS, 2013). O animal sera colocado com ambas as patas
dianteiras sobre uma barra horizontal, elevada 9 cm da superficie de apoio das patas
traseiras, e medida a laténcia para o animal sair da posicao inicial. Os animais serdao
submetidos ao aparato trés vezes consecutivas, em cada dia de avaliacdo, até um limite

de 180 segundos e para cada dia serd realizada uma média do tempo de laténcia para cada
animal.

CAMPO ABERTO

0O campo aberto é um aparato acrilico, com interior preto (para aumentar o

contraste e favorecer o reconhecimento do animal pelo programa) e com dimensoes de

80 cm de diametro e 40 cm de altura. Cada animal sera colocado individualmente no
centro do aparato para livre exploracao por 5 minutos. Uma camera, conectada a um
computador, sera colocada sobre o campo aberto a uma altura de 230 cm, e os parametros
comportamentais serao registrados por um programa de rastreamento de animais
(Anymaze, Stoelting, USA). Os seguintes parametros serao avaliados: distancia total
percorrida, velocidade média e o nUmero de eventos de rearing. O aparato limpo com uma
solucao de etanol a 10% entre os testes (BISPO, 2016; LINS et al., 2018; MELO, 2022;
SANTOS et al., 2013; SOUZA, 2022).

3.6.3 AVALIACAO DOS MOVIMENTOS ORAIS

Esse teste é utilizado para avaliar os movimentos involuntérios na regido oral de

animais experimentais. Os animais serdo colocados em uma gaiola gradeada (40 cm ?-
40,5 cm ?- 20 cm) com espelhos posicionados sob e atras da gaiola, a fim de permitir que

o0 observador visualize o0 animal em qualquer posi¢do. O nimero de movimentos de
mastigacdo no vacuo, o nimero de movimentos de protusao de lingua e o tempo de tremor
oral, seréo quantificados durante 10 minutos (BISPO, 2016; LEAO et al., 2017; LINS et

al., 2018).

TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETO NOVO

A tarefa seré realizada em uma arena circular (diametro = 80 cm, altura = 40cm),
seguindo o protocolo de Fernandes et al., (2012) e Santos et al., (2013). O teste sera
realizado em dois momentos, treino e teste. No treino, cada animal sera colocado no
centro da arena na presenca de dois objetos idénticos para livre exploracao, durante 5
minutos. Uma hora apdés o treino o animal retornard a arena para o teste, o qual consiste

Comissio de Etica no
Uso de Animais

ID 1286140223 |Pagina 6 de 11|



Universidade

M Federal de
‘J Sergipe

wﬁ-‘. _GII_I'.IJ!

na exposicdo a dois objetos, um familiar ao animal (objeto do treino) e um novo objeto
desconhecido do animal, durante 5 minutos. Serd quantificada a porcentagem do tempo
de exploracao de cada objeto (tempo de exploracao do objeto antigo ou novo/tempo de
exploracdo de ambos os objetos) para avaliar a memoria de curto prazo dos animais.

PERFUSAO E PROCEDIMENTOS DO ENCEFALO

Apds o periodo de realizacao dos testes comportamentais os animais serdo

anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e cloridrato de
xilazina (10 mg/Kg) intraperitoneal. Com o animal completamente anestesiado e
imobilizado, serd realizado um acesso, seccionando a pele e partes moles, a cavidade
toracica. Apés a exposicdo da cavidade abdominal, sera feito uma incisdo no diafragma
para exposicao do coracao.

Os animais serdo perfundidos intracardiamente com tampao fosfato de sédio

(TFS; pH 7,4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com
paraformaldeido 4% (PFA) em tampdo fosfato (TF; pH 7,4; 100 mM), por 20 minutos,

para fixacdo do tecido. Apds a perfusdo, os cérebros serdo removidos e mergulhados em
uma solucao fixadora de sacarose 30% a 4°C. Apés a perfusao dos animais, as carcagas
serao depositadas em sacos plasticos apropriados e armazenadas no freezer de coleta de
material bioldgico situado no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS para
posterior recolhimento durante a coleta de lixo especializada. Os residuos
perfurocortantes serdo armazenados em caixas adequadas e levados até o hospital
universitario para descarte junto ao material do hospital. Os cérebros serdo levados a um
criostato de deslizamento (Leica, EUA) onde serdo congelados a -20°C para obtencao de
seccbes coronais de 50 ?m, que serao distribuidas sequencialmente em 4 compartimentos,
em um meio liquido contendo solugao anticongelante. Cada um desses compartimentos
corresponde a 1 de 4 seccles, de maneira que a distancia entre uma seccao e a seguinte
seja de aproximadamente 250 ?m. Estes cortes vao ser armazenados em uma solucao
anticongelante a base de etilenoglicol e TF e posteriormente conservados a 4 °C até as
reacdes de imuno-histoquimica.

IMUNOHISTOQUIMICA

Apds as fases de testes experimentais, perfusdo e seccdo dos encéfalos, as seccoes

dos tecidos serao submetidas a técnica de imunohistoquimica a temperatura ambiente (22-
252C). A imunohistoquimica consiste nos seguintes passos: 1) lavagem dos tecidos em
tampao fosfato (PB) 0,1 mol/L, pH 7,4, quatro vezes, por 5 min cada; 2) lavagem dos
tecidos em PB + agua oxigenada (H202), para bloqueio da peroxidase enddgena, por 20
min; 3) repeticao do procedimento 1; 4) lavagem do material em leite desnatado, para
blogueio de ligacdes inespecificas, durante 15 min; 5) encubacdo dos tecidos no anticorpo
primdrio monoclonal anti-proteina de interesse (TH - produzido em coelho, #AB152
Chemicon, USA, concentracdo de 1:5000); GFAP (produzido em coelho, Millipore,
concentracdo de 1:500); CD11 (produzido em coelho, Millipore, concentracao de 1:1000)
e TRPM8 (Abcam, Cambridge, MA, diluicdo 1:1.000) diluidos em Triton-X 100 e

mantidos overnight (de 12 h a 18 h) em agitador automatico; 6) repeticdo do procedimento
1; 7) encubacédo dos tecidos no anticorpo secundario biotiniliado anti-anticorpo primario
para TH, GFAP e TRPM8 (anti-coelho produzido em cabra, Sigma Chemical Company,
concentracdo de 1:1000), diluidos em Triton-X 100 (0,4%) e mantidos sob agitacao
automatica por 2 h; 8) repeticdo do procedimento 1; 9) encubacdo do material no ABC
(Complexo Avidina-Biotina, ABC Elite kit, Vector Labs, Burlingame, USA concentracdo

de 1:1000), diluido em Triton-X 100 (0,4%) + NaCl 0,9%, e mantido no agitador por duas
horas; 10) repeticao do procedimento 1; 11) revelagcao do material por meio de lavagens
dos tecidos em uma solucao de Diaminobenzidina (DAB) + H202; 12); repeticao do
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procedimento 1; 13) montagem do tecido em laminas gelatinizadas. Apés a montagem, o
material foi reidratado, intensificado em tetréxido de ésmio 0,1% e submetido a uma
bateria de desidratacdo em alcool e xilol. As laminas foram cobertas com meio de
montagem e fixacdo de uma laminula.

AQUISICAO DE IMAGENS, CONTAGEM DE CELULAS E ANALISE DA

DENSIDADE OPTICA

Apds a imuno-histoquimica as seccdes serdo montadas em laminas previamente
gelatinizadas, e em seguida intensificadas em solucao de tetréxido de ésmio 0,006% e
desidratadas através da exposicdo a concentracdes crescentes de alcoois, claredas com
xilol e as laminulas fixadas com Entellan (Merck). As seccdes serdo examinadas por
iluminacdo de campo claro (Nikon Eclipse Ci-S, Nikon Corporatin inc., Japan) e as

imagens capturadas utilizando-se uma camera digital (Ds-filc, Nikon Corporatin inc.,
Japan) e programa especifico para essa finalidade (Imaging Software NIS Elements,

Nikon, versdo 4.30), os quais estdo acoplados ao microscépio; as areas serdo localizadas
com auxilio do atlas Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 2007).

Para cada animal analisado, serdo feitas imagens dos cortes no aumento de 10X,

no qual serd possivel obter toda a extensao da area pretendida, além da presenca ou
auséncia de células imunorreativas na regido. Para cada area, de cada animal, serao feitas
4 imagens (de quatro seccdes distintas). A contagem de células corresponderd a média
entre as quatro seccdes das respectivas areas. Para esta andlise quantitativa, serao
utilizadas imagens das seguintes regides imunomaracadas para TH e GFAP: Substancia
negra parte compacta (SNpc), Area Tegmental ventral (VTA), Lécus Cerleo (LC) e

Nucleo Dorsal da Rafe (NDR). Todas as células imunorreativas & Proteinas Acida Fibrilar
Glial (GFAP) e Tirosina Hidroxilase (TH) das areas de interesse serao contadas utilizando

o software ImageJ (versao 4.8). As contagens serao realizadas de forma [Jcega[], sem que
0 experimentador soubesse a que grupo pertencia cada imagem analisada. Os dados serao
normalizados pela média dos valores obtidos nos animais pertencentes ao grupo controle.
Para a andlise da DO as imagens serao obtidas em um mesmo momento,

submetidas a uma mesma intensidade de luz, sem passar por qualquer modificacao de
brilho e contraste, uma vez que os valores em pixels encontrados em cada imagem
correspondem a uma intensidade maior ou menor de marcacdo de determinada substancia
no tecido analisado. Cada animal sera representado por 4 imagens consecutivas para cada
area, ED (para TH e GFAP), SNpc, LC e NDR para GFAP e para TRPM8, as quais serao
analisadas utilizando o software Image J (versao 1.6.0, NIH). Na mesma imagem também
serd selecionado um campo de igual tamanho em uma area controle, com pouca ou quase
nenhuma marcacao no tecido. O nimero médio de pixels calculados nos campos de
interesse serd subtraido do nimero de pixels da &rea controle no mesmo tecido. Assim
como na contagem de células, os valores para cada animal foram normalizados pela média
dos valores obtidos nos animais pertencentes ao grupo controle.

ANALISE ESTATISTICA

Apds verificar a normalidade dos dados, os testes estatisticos utilizados serdo

bastante variados. Em linhas gerais, serao utilizadas analises de variancia (ANOVA) de
uma ou mais vias, com ou sem medidas repetidas, com teste de Tukey, para analise
paramétricas e analise de variancia de Kruskal Wallis e teste U de Mann[JWhitney, para
analises ndo paramétricas. Os dados serdo expressos como média mais ou menos o erro
padrdo da média e serdo considerados significativos quando p < 0,05. O programa para
realizacao dos testes estatisticos serd o Graphpad Prism versao 8.0.
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Justificativa do uso dos procedimentos e da espécie: A escolha da espécie animal foi com base na literatura, uma vez que trata-se de
uma espécie bastante utilizada para investigar questdes relacionadas ao tema proposto. Além disso, a espécie tem sido utilizada em
nosso laboratério apresentando resultados em concordancia com a literatura.

Os procedimentos a serem realizados tem relacao com o modelo experimental escolhido para mimetizar a DP, o modelo da
administracdo repetida de baixas doses de reserpina que também ja foi utilizado em grupos de pesquisas parceiros com o objetivo de
reproduzir o carater progressivo da doenca, possibilitando o maior entendimentos dos aspectos a ela relacionados.

Destinacdo: As carcacas dos animais serdo depositadas em sacos plasticos apropriados, devidamente identificados e armazenadas no
freezer de coleta de material bioldgico situado no Laboratério de Neurofisiologia (LNFS), para depois derem recolhidas pelo Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia da UFS para descarte apropriado.

Envolve organismos genéticamente modificados? Nao.

Envolve manipulacao de agentes radioativos? Nao.

Cronograma do estudo, inicio previsto para: 06/2023 com término previsto para: 06/2025

FORMULARIO 3/4

Invasividade: Gl 2 - Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade.

Estresse intencional? Alteracdo térmica

O objetivo do presente projeto é avaliar o efeito neuroprotetor do frio em um modelo progressista da doenca de Parkinson induzido por
reserpina,dessa forma todos os animais serdo submetidos, diariamente a uma exposicao de 2h (6:30 as 8:30 a.m.) em baixa
temperatura (12°C [] grupos com tratamento de frio) ou mantidos em temperatura ambiente (22°C). No momento da exposicao, todos os
animais serao alojados, individualmente, em gaiolas com dimensdes de 30 x 20 x13 cm, depois eles retornarao para suas respectivas
caixas coldnia, em grupos de 4 animais por caixa. O periodo total de exposicdo terd duracao de 45 dias.

Dor intencional? Sim, havera dor intencional causada nos animais (Curta duracdo).
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Serd realizada a administracdo de reserpina em acido acético (1 ul/lml) a 0,1%, o que pode gerar um pequeno desconforto no animal.

Farmaco para dor: Veiculo para administracao de drogas

Nome do principio ativo (Denominacdo Comum Brasileira): Acido Acético (DCB 00086)
Dose administrada: 0,1% Ul

Via de administracdo: Subcutanea

Frequéncia do uso: 48/48h

Duracao do uso: 30 dias

Justificativa para o ndo uso de analgésico para dor: O desconforto causado é agudo, apenas no momento de contato, o que inviabiliza a
necessidade do uso do anestésico.

Haverd procedimento cirirgico? Nao havera procedimento cirtrgico.
Exposicao/inoculagado de substancias ou organismos que nao farmacos? Nao.

Ser4 utilizado alguma outra droga, substancia, extrato, vitamina ou suplemento? NAO, n&o utilizo outras drogas, substancias, extratos ou
vitaminas.

Ha extracdo de material bioldgico? Sim.

Material extraido: Encéfalo

Frequéncia de extracdo do material: 1

Quantidade do material: 32

Metodo de extracdo: Exposicdo do tecido e remocao da amostra apés eutanasia
O material serd utilizado em outro projeto? Ndo

Os animais serao eutanasiados? Sim.

Substancia utilizada 1: cloridrato de quetamina
Via de administragao: Intraperitoneal
Dose administrada: 100mg/kg

Substancia utilizada 2: cloridrato de xilazina
Via de administracao: Intraperitoneal
Dose administrada: 10mg/kg

Substancia utilizada 3:
Via de administracao:
Dose administrada:

Método de eutandsia: Apds o periodo de realizacdo dos testes comportamentais os animais serdo anestesiados com uma mistura de
cloridrato de cetamina (100 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) intraperitoneal. Com o animal completamente anestesiado e
imobilizado, sera realizado um acesso, seccionando a pele e partes moles, a cavidade toracica. Apés a exposicao da cavidade abdominal,
sera feito uma incisdo no diafragma para exposicao do coracao. Os animais serao perfundidos intracardiamente com tampao fosfato de
sédio (TFS; pH 7,4) para a lavagem dos vasos, por 10 minutos e, posteriormente, com paraformaldeido 4% (PFA) em tampao fosfato (TF;
pH 7,4; 100 mM), por 20 minutos, para fixacdo do tecido. Apds a perfusdo, os cérebros serdo removidos e mergulhados em uma solucao
fixadora de sacarose 30% a 4°C. Apés a perfusao dos animais, as carcacas serao depositadas em sacos plasticos apropriados e

ID 1286140223 |Pagina 10 de 11|



Universidade
Federal de
Sergipe

Comissio de Etica no
Uso de Animais

armazenadas no freezer de coleta de material bioldgico situado no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS para posterior
recolhimento durante a coleta de lixo especializada. Os residuos perfurocortantes serdo armazenados em caixas adequadas e levados
até o hospital universitario para descarte junto ao material do hospital. Os cérebros serdo levados a um criostato de deslizamento (Leica,
EUA) onde serdo congelados a -20°C para obtencdo de seccdes coronais de 50 ?m, que serao distribuidas sequencialmente em 4
compartimentos, em um meio liquido contendo solucdo anticongelante. Cada um desses compartimentos corresponde a 1 de 4 seccdes,
de maneira que a distancia entre uma seccao e a seguinte seja de aproximadamente 250 ?m. Estes cortes vao ser armazenados em uma
solucdo anticongelante a base de etilenoglicol e TF e posteriormente conservados a 4 °C até as reacdes de imuno-histoquimica

Método restrito:
Método de descarte: As carcacas dos animais serdo depositadas em sacos plasticos apropriados, devidamente identificados e

armazenadas no freezer de coleta de material bioldgico situado no Laboratério de Neurofisiologia (LNFS), para depois derem recolhidas
pelo Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da UFS para descarte apropriado.

FORMULARIO 4/4

Documentos anexados ao sistema

Titulo do documento: Termo de Compromisso
Nome do arquivo: termodecompromisso Camila.pdf

Titulo do documento: Projeto de Pesquisa
Nome do arquivo: Projeto de Camila.pdf

Titulo do documento: FormConcea 14.02.2023
Nome do arquivo: FormConcea_14.02.2023.pdf
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Titulo do trabalho:

EFEITO DO CANABIDIOL NO
COMPORTAMENTO TIPO ANSIOSO E NA

FORMACAO DE MEMORIA AVERSIVA EM
RATAS.

Discente: Maria Camila Santos de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. José Ronaldo dos Santos
Coorientador: Prof. Dr. Auderlan de Mendonca Gois



INTRODUCAO

E um sentimento natural

Ansiedade Caracteriza os

Descontrolada e m) 5n<tornos de
exagerada ansiedade.

Afeta 33 97

da populacao
mundial

A ansiedade esta
relacionada aos
hormonios femininos.

Incidéncia maior
em individuos do
sexo feminino.




INTRODUCAO

Apesar disso,

4 maioria dos estudos
sao realizados com
sujeitos do sexo
masculino

Mulheres respondem diferente a
alguns medicamentos e
apresentam mais efeitos colaterais
gue os homens.

Dessa forma, em busca de um tratamento
alternativo que reduza esses efeitos
colaterais, a planta Cannabis sativa,

popularmente conhecida como maconha, S

vem ganhando destaque na ciéncia com
seu efeito terapéutico.

A Cannabis apresenta mais de 500 compostos
e um deles vem ganhando destaque com seu

efeito ansiolitico, @@[ﬁ]@ﬂ@ﬁ@]ﬁ@ﬂ ((@[D)))o



OBJETIVOS

Avaliar se o CBD é capaz de reduzir a ansiedade
observada em ratas na fase de diestro tardio (corresponde
a TPM das mulheres);

Analisar o efeito do CBD no processo de formacao de uma
memaoria aversiva;

Verificar a participacao de algumas areas cerebrais
envolvidos com memoria e ansiedade apos o tratamento
com CBD em uma tarefa de memoria aversiva.




METODOLOGIA

Durante 10 dias

X Lavado vaginal, para
RATAS FEMEAS E====) 5companhar a fase do

ciclo
=~
ApOs identificar se os
animais estavam no diestro
tardio, estes receberam um
dos tratamentos
g =1 Controle(CTR)
\( i

Canabidiol ((CBD) 0.3mg/kg))
Ou
r Diazepam (2mg/kg)

ApOs o tratamento, 0os animais passaram
por um teste comportamental que avalia
comportamento tipo ansioso e memoria




RESULTADOS
EEE
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RESULTADOS

Esses achado estao relacionados
a ativacao de areas cerebrais
gue estao envolvidas no
regulacao da ansiedade e
formacao de memoria, além de
reducao da atividade de areas
gue estimulam a ansiedade.
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CONCLUSAO

Podemos concluir que o tratamento agudo com CBD provoca
efeito ansiolitico sem prejuizos na formacao da memoria de ratas
em diestro tardio. Os achados do presente estudo apontam que o

CBD pode ser uma excelente alternativa para o tratamento agudo
da ansiedade em fémeas.
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