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RESUMO

O medo ¢ uma resposta fisioldgica a estimulos nocivos, e a formagao de memorias relacionadas
a eventos aversivos tem como objetivo nos proteger de futuras ameagas. Quando ha prejuizo
dos mecanismos envolvidos nesse processo, ocorrem comportamentos disfuncionais e
mal-adaptativos. H4 uma grande demanda pelo desenvolvimento de novos farmacos que
possam atuar nas bases neurais desse fendmeno. Para esse objetivo, alguns compostos da planta
Cannabis sativa t€m sido extensivamente estudados, a exemplo do canabidiol (CBD). Os
efeitos de outros fitocanabinoides, no entanto, permanecem pouco investigados. O canabigerol
(CBG) ¢ um fitocanabinoide que, assim como o CBD, ndo induz efeito psicotomimético e atua
em multiplos receptores, incluindo aqueles envolvidos em vias relacionadas ao medo. Portanto,
o objetivo deste estudo foi testar a hipdtese de que o CBG inibe a aquisi¢do, consolidacio e
evocagdo de memorias contextuais aversivas. Para isso, camundongos machos e fémeas
C57BL/6J foram testados no modelo de medo condicionado ao contexto (MCC). O CBG (3, 10
ou 30 mg/kg) foi administrado de forma sistémica em diferentes momentos para avaliagdo em
cada fase da memoria. Os resultados obtidos demonstram que o CBG ndo causa prejuizo na
aquisi¢do, consolida¢do ou evocagdo de memorias aversivas contextuais. Como o MCC ¢ um
modelo que depende de um estimulo nociceptivo (choques), nds também avaliamos o efeito do
CBG no teste de retirada de cauda (tail-flick). Foi visto majoritariamente um efeito ap6s 30 min
de administracdo somente em fémeas. A dose de 3 mg/kg aumentou a laténcia para retirada da
cauda, enquanto a dose de 30 mg/kg diminuiu. Por fim, foi realizado o teste de rota-rod para
avaliagdo da coordenagdo motora dos animais. Nao foi vista qualquer alteragdo causada pelo
CBG. Em sintese, ndo foi observado efeito do CBG no modelo de MCC com o protocolo
utilizado e doses escolhidas. Futuros experimentos podem investigar o papel dessa substancia

em outros protocolos, fases da memoria ou modelos de memdria aversiva.

Palavras-chave: canabigerol, canabinoides, memoria, medo, contexto.



ABSTRACT

Fear is a physiological response to noxious stimuli, and the formation of memories related to
such aversive events protects us from future threats. Disruption of mechanisms involved in this
process results in dysfunctional and maladaptive behaviors. There is a high demand for the
development of new drugs that can act on the neural basis of this phenomenon. Substances from
the herb Cannabis sativa, such as cannabidiol (CBD), have been extensively investigated.
However, the effects of other phytocannabinoids, have remained under-investigated.
Cannabigerol (CBG) is a phytocannabinoid that, similarly to CBD, does not induce
psychotomimetic effects and targets multiple receptors, including those involved in fear-related
pathways. The aim of this study was to teste the hypothesis that CBG inhibits the acquisition,
consolidation and expression of contextual fear memories. Male and female C57BL/6J mice
were submitted to contextual fear conditioning (CFC), and CBG (3, 10 or 30 mg/kg) was
administered at different timepoints to assess its effect in each memory process. Our results
demonstrate that CBG does not impair the acquisition, consolidation or expression of contextual
fear memories. Because CFC relies on nociceptive stimuli (shocks), we also evaluated the
effects of CBG on the tail-flick test. There was a major effect seen 30 min after injection only
in females. CBG at 3 mg/kg increased the latency for withdrawal response, while the 30 mg/kg
dose decreased it. Finally, the rota-rod test was performed to assess motor coordination, and no
changes caused by CBG were observed. In summary, we did not observe any effects of CBG
on CFC under this protocol and at the doses administered. Future experiments could investigate

the role of this substance in different protocols, memory phases or aversive memory models.

Keywords: cannabigerol, cannabinoids, memory, fear, context.
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1. INTRODUCAO
1.1 Canabinoides e Sistema Endocanabinoide

A histéria da planta Cannabis sativa se entrelaca de forma intima com a histéria do
desenvolvimento da humanidade. Seu uso remonta a milhares de anos e se deu de forma
simultanea por diferentes povos e culturas ao longo do tempo — seja de modo terapéutico, em
rituais religiosos ou, mesmo, de maneira puramente recreativa (Mechoulam et al., 2014a). Os
primeiros relatos de seu uso vém da China, onde achados arqueolégicos indicam o cultivo dessa
planta desde o ano 4000 antes da era comum (AEC). Naquela regido, a variedade de Cannabis
mais utilizada era o canhamo, cujas fibras obtidas eram empregadas na manufatura de tecidos,
roupas ¢ cordas. Foi na India, por sua vez, que o uso medicinal e religioso da maconha se fez
proeminente. J& por volta do ano 1000 AEC, a planta era conhecida por suas propriedades
anti-inflamatorias, anticonvulsivantes, analgésicas e estimulantes de apetite (Zuardi, 2006).

Na Europa, a chegada da maconha parece ter se dado por diferentes maneiras ao longo do
tempo. Ainda AEC, a planta teria sido levada através de invasdes de povos que habitavam a
Asia central ¢ 0 Mediterraneo. No entanto, até o século XVI da era comum (EC), seu cultivo
era restrito a obtengdo de fibras. Foi especialmente durante o século XIX que seu potencial
terapéutico comegou a ser explorado, quando médicos britanicos retornavam da india com esse
conhecimento (Mechoulam & Parker, 2013). Nas Américas, seu emprego parece ter comecado
nos paises do sul, trazida, em especial, por escravos africanos. Os diferentes nomes que a
Cannabis recebe no Brasil sdo, de fato, derivados da lingua portuguesa angolana (Zuardi, 2006).
Apos a colonizagdo europeia, a maconha continuou a ser cultivada, embora sua percepgao social
e seu status legal tenham passado por muitas mudangas ao longo dos séculos.

As diferentes aplicagdes da maconha no decorrer do tempo e sua disseminagao ao redor do
mundo demonstram sua importancia para a historia das civilizagdes. Apesar disso, foi apenas
no ano de 1964 EC que o grupo liderado pelo pesquisador israclense Raphael Mechoulam foi
capaz de isolar e identificar pela primeira vez o principio psicotomimético da Cannabis (Gaoni
& Mechoulam, 1964). O delta-9-tetrahidrocanabinol (THC) foi, entdo, revelado como o
fitocanabinoide responsavel pelos efeitos mais conhecidos dessa planta, como aumento do
apetite, analgesia, catalepsia, hipotermia e reducdo do controle motor (Howlett, 1995, 2002).

Essa descoberta despertou interesse na elucidagao dos mecanismos através dos quais o THC
atua em nosso organismo. Assim, em meados dos anos 80, os esfor¢os se concentraram na
identificacdo de alvos bioldgicos para esse composto, o que culminou na descoberta, em 1990,
dos receptores canabinoides tipo 1 (CB1) — receptores metabotropicos acoplados a proteina G

inibitoria (Gi) e distribuidos amplamente através do sistema nervoso central (SNC) (Matsuda
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et al., 1990). Em 1993, foram descobertos também receptores canabinoides periféricos,
chamados, entdo, de receptores canabinoides tipo 2 (CBz) (Munro et al., 1993), localizados
majoritariamente em células do sistema imune (Gali¢gue et al., 1995).

Esses achados ndo apenas esclareceram algumas das formas pelas quais aconteceria a
interacdo entre canabinoides e o corpo humano, como também iniciaram uma busca por
moléculas endogenas que também interagissem com esses receptores. O primeiro composto a
ser identificado foi a N-araquidonoil-etanolamina (AEA), que recebeu também o nome de
anandamida, palavra em sanscrito que significa “felicidade”, “prazer” ou “alegria suprema”
(Devane et al., 1992). Além de apresentar afinidade por receptores CB1, seus efeitos em animais
experimentais eram similares aos efeitos do THC, o que levou ao seu reconhecimento como um
“canabimimético enddgeno”, ou seja, um endocanabinoide (Fride & Mechoulam, 1993). Sua
descoberta precedeu a do 2-araquidonoilglicerol (2-AG), outro ligante endégeno dos receptores
canabinoides (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995).

A AEA ¢ um agonista parcial de receptores CB; e CB», enquanto o 2-AG atua como
agonista de ambos os receptores (Sugiura et al., 1995). No entanto, sua afinidade ndo ¢ limitada
aos receptores canabinoides — ambas as substincias interagem com outros receptores € canais
ionicos (Mechoulam et al., 2014a). Além disso, a AEA e o 2-AG tém sua disponibilidade
limitada pela metabolizagdo por enzimas especificas, a hidrolase amida de 4cido graxo (FAAH)
e a monoacilglicerol lipase (MAGL), respectivamente (Piomelli, 2003). Foi dessa forma,
portanto, que se estabeleceu a descoberta do sistema endocanabinoide (SE), composto hoje
predominantemente pelos receptores CB; e CB», pelos endocanabinoides AEA e 2-AG, e por
suas enzimas de sintese e degradagdo.

Curiosamente, a neurotransmissdo endocanabinoide ¢ classificada como atipica. Isso
porque os neurotransmissores AEA e 2-AG ndo sdo armazenados em vesiculas, mas produzidos
sob demanda a partir da membrana celular em resposta a um aumento na concentragao de calcio
intracelular (Howlett, 2002; Mechoulam et al., 2014a; Piomelli, 2003). Além disso, sua
principal forma de sinalizag@o ¢ retrograda, ou seja, os neurotransmissores sdo liberados do
terminal pos-sindptico para o terminal pré-sinaptico, onde vao agir preferencialmente (Figura
1) (Elphick & Egertova, 2001; Kreitzer, 2005; Vaughan & Christie, 2005). Como os receptores
canabinoides sdo receptores acoplados a proteina Gi, sua atividade resulta em uma inibi¢do da
enzima adenilato ciclase (AC) e na consequente reducdo de monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) na célula (Howlett, 1984, 1987; Zagzoog et al., 2020). Isso acarreta em uma menor
atividade da proteina quinase A (PKA), o que diminui, portanto, a atividade do neur6nio pré-

sindptico e a liberacdo de neurotransmissores (Elphick & Egertova, 2001; Howlett, 2005;
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Pertwee, 2006). Além disso, os endocanabinoides atuam através da abertura de canais para K*,
o que também leva a uma reducdo de AMPc e PKA na célula (Kaminski, 1998). As evidéncias
sobre a forma de sinaliza¢do desse sistema sugerem que os endocanabinoides regulem a sua
propria liberagdo e, também, a liberacdo de outros neurotransmissores, de forma a conter
atividade neuronal excessiva e evitar uma excitotoxicidade (Alger & Kim, 2011; Castillo et al.,
2012). Portanto, agem como verdadeiros modulares da transmissao sindptica e garantem, assim,
a homeostase (Diana & Marty, 2004; Kreitzer, 2005; Mechoulam et al., 2014a; Moreira & Lutz,
2008; Pertwee, 2008).

Terminal pré-sinaptico

Receptor
CB1

Canal de n
célcio

Receptores para canalnd
neurotransmissores célcio

Elemento
poés-sindptico

Endocanabinoide

Figura 1. Sinalizacio endocanabinoide. Figura retirada de Bear, Connors e Paradiso (2016). Vesiculas
liberam neurotransmissores na fenda sinaptica que agem em receptores pos-sinapticos € causam uma
entrada de grande quantidade de calcio na célula. Em resposta a esse influxo, os endocanabinoides sdo
produzidos por enzimas a partir da membrana do neurdnio pds-sindptico e agem retrogradamente em

receptores CB; localizados no sitio pré-sinaptico.

Embora a maconha seja classificada como uma droga de abuso (Hall & Solowij, 1998),
seu valor terapéutico e, ainda, a importancia de seus compostos de forma isolada ja sdo

amplamente reconhecidos no mundo cientifico. Atualmente, sabe-se que, além do THC,
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existem outras centenas de canabinoides que sdo encontrados na planta da maconha e que,
recentemente, tém se tornado importantes objetos de estudo (ElSohly & Slade, 2005). O
canabidiol (CBD) ¢ hoje um dos canabinoides mais conhecidos por sua atuacdo na clinica
(Guimaraes, 2024). Apesar de relatos mais antigos ja terem retratado seu uso informal como
substancia anticonvulsivante (O’Shaughnessy, 1843; Reynolds, 1890), o CBD foi isolado pela
primeira vez apenas em 1940 (Adams et al., 1940), e teve sua estrutura quimica descrita ainda
anos depois, em 1963 (Mechoulam & Shvo, 1963).

Os primeiros resultados de testes para tratamento de epilepsia utilizando animais
experimentais foram divulgados algum tempo depois (Carlini et al., 1973; Izquierdo et al.,
1973), seguidos de avaliacdes de toxicidade que demonstram que o CBD ¢é seguro mesmo
quando administrado em altas doses (Carlini & Cunha, 1981; Cunha et al., 1980). Tudo isso
favoreceu a elaboracdo do primeiro ensaio clinico formal utilizando o CBD para o tratamento
de crises epilépticas refratarias. Realizado no Brasil, o estudo demonstrou um efeito
significativo na diminui¢do de crises convulsivas em pacientes que nao respondiam bem aos
tratamentos farmacoldgicos convencionais (Cunha et al., 1980).

A identificacdo do CBD antecedeu a caracterizacdo de muitos outros fitocanabinoides.
Hoje, os indicios sugerem que o CBD possa contrabalancear alguns dos efeitos prejudiciais do
THC, como o efeito ansiogénico (Karniol et al., 1974; Zuardi et al., 1982), enquanto
potencializa alguns efeitos terapéuticos, como a antinocicep¢ao (Guimaraes, 2024; Varvel et
al., 2006). Com a expansao do uso da Cannabis medicinal, torna-se cada vez mais importante
identificar e conhecer o funcionamento individual de todos os outros compostos que estdo
presentes na planta. Atualmente, além do THC e do CBD, algumas substancias que tém
recebido grande destaque sdo o canabinol (CBN), canabigerol (CBG), e canabicromeno (CBC),

por exemplo.

1.2 Canabigerol

O CBG ¢ um dos fitocanabinoides encontrados em menor quantidade na planta da
maconha (EISohly & Slade, 2005) e, assim como o CBD, ndo apresenta propriedades
psicotomiméticas (Grunfeld & Edery, 1969; Mechoulam et al., 1970). Além disso, foi um dos
primeiros compostos a ser isolado da Cannabis (Gaoni & Mechoulam, 1964b) e ¢, por vezes,
considerado a “mae dos canabinoides”. Isso porque sua forma éacida, o acido canabigerdlico
(CBGA), ¢ um precursor do acido tetrahidrocanabindlico (THCA) e do acido canabididlico
(CBDA), que dao origem, respectivamente, ao THC e ao CBD (Figura 2) (Nachnani et al.,
2021).
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Figura 2. Sintese dos canabinoides. Imagem adaptada de Nachnani et al., 2021. O canabigerol (CBG)
¢ produzido na Cannabis sativa através de uma reagdo de aquecimento a partir do acido canabigerdlico
(CBGA). Quando convertido pela enzima THCA sintase, o0 CBGA da também origem ao acido
tetrahidrocanabindlico (THCA), que, apos reag@o de aquecimento, gera o delta-9-tetrahidrocanabinol
(THC). Da mesma forma, o CBGA pode ser convertido pela enzima CBDA sintase em acido

canabididlico (CBDA), que gera o canabidiol (CBD) quando passa por reagao de calor.

Apesar de apresentarem uma origem comum, os compostos THC, CBD e CBG diferem
muito em relacdo & sua atividade. No que diz respeito a sua interagdo com receptores
canabinoides, ensaios de farmacodinamica demonstraram que o CBG ¢ um agonista fraco de
receptores CB; e um agonista parcial de receptores CB; (Cascio et al., 2010; Nachnani et al.,

2021; Navarro et al., 2018; Zagzoog et al., 2020). Isso se assemelha as propriedades do THC,
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que ¢ também um agonista de ambos os receptores, apesar de revelar uma maior afinidade que
o CBG (Childers, 2006; Pertwee, 2008; Rosenthaler et al., 2014). O CBD, por outro lado, parece
atuar como um antagonista/agonista inverso de receptores CB1 e CB; (Figura 3) (Pertwee, 2008;
Thomas et al., 2007).

De fato, a atuagcdo do CBG no organismo parece se dar através da sua interagdo com
outras classes de receptores ndo-canabinoides (Figura 3). Em relacdo a receptores de potencial
transitorio (TRPs), por exemplo, o CBG apresenta uma interagao parecida com o CBD, por ser
um agonista de receptores da familia vaniloide, como TRPV1 e TRPV2, e da familia anquirina,
como o TRPA1 (Calapai et al., 2022; De Petrocellis et al., 2011). Esses receptores estdo, em
especial, envolvidos na transmissdo de estimulos nociceptivos (Anand & Rajagopal, 2023), mas
os canais TRPV1 também constituem parte do SE (Zygmunt et al., 1999), uma vez que mediam
parte das a¢cdes da AEA no organismo (Iglesias et al., 2023). Além disso, assim como outros
agonistas TRPV1, o CBG também atua inibindo a recaptagdo de AEA (De Petrocellis et al.,
2011; Di Marzo & Piscitelli, 2015). Quanto aos receptores serotoninérgicos 5-HT14, 0 CBG se
comporta como antagonista (Cascio et al., 2010; Nachnani et al., 2021; E. M. Rock et al., 2011),
enquanto o CBD ¢ um agonista (Campos & Guimaraes, 2008; E. Rock et al., 2012; Russo et
al., 2005). No sistema nervoso central, esses receptores sdo um alvo para medicamentos
antidepressivos e ansioliticos (Powell et al., 2022), o que sugere que o CBG possa ter sucesso
em testes que avaliem essas propriedades.

Surpreendentemente, o CBG demonstrou, ainda, ser um agonista eficaz de receptores
alfa-2-adrenérgicos (Cascio et al., 2010; Nachnani et al., 2021; Vernail et al., 2022), o que tem
feito esse composto atrair um crescente interesse terapéutico. Isso ¢ de tamanha importancia
porque farmacos que agem nesses receptores t€ém ganhado espaco no tratamento de transtornos
neuropsiquiatricos. Em geral, estudos sobre o papel dos receptores alfa-2 inicialmente giravam
em torno de suas propriedades anti-hipertensivas, analgésicas e sedativas (Lakhlani et al., 1997;
MacMillan et al., 1996). A clonidina e a guanfacina, por exemplo, sdo dois firmacos agonistas
alfa-2-adrenérgicos que foram inicialmente comercializados para serem utilizados no
tratamento de quadros hipertensivos. Apesar de sua prescri¢do para esses tipos de casos ter
diminuido, seu potencial como candidatos na clinica psiquidtrica tém sido cada vez mais
explorado. Ademais, a clonidina j& se mostrou eficaz em estudos que investigam seus efeitos
no transtorno por uso de substancias (Denny & Unterwald, 2019; Erb, 2000; Jobes et al., 2011),

em modelos de comportamentos ansiosos (Schweimer et al., 2005) e também no transtorno de
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estresse pos-traumatico (TEPT) (Gamache et al., 2012; Harmon & Riggs, 1996; Kinzie &
Leung, 1989).

o N
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RECAPTACAO
l \ DE AEA

TRPA1 TRPVA
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Figura 3. Atuacido do CBG em diferentes receptores. Imagem adaptada de Calapai et al., 2022.

Interacdo do CBG com diferentes classes de receptores.

Os estudos acerca das propriedades do CBG tém crescido muito nos ultimos anos
(Calapai et al., 2022; Nachnani et al., 2021). Um dos focos de investigagdo atual ¢ seu efeito
neuroprotetor e anti-inflamatério (Gugliandolo et al., 2018) em diferentes modelos de
neurodegeneragdo, como esclerose multipla (Granja et al., 2012) e doenga de Huntington (Diaz-
Alonso et al., 2016), por exemplo. Além disso, o CBG apresentou efeito antibacteriano, em
especial a cepas de bactérias resistentes a alguns antibioticos (Appendino et al., 2008), e efeito
antitumoral contra diferentes linhagens celulares (Baek et al., 1996, 1998). Por fim, outra linha
de investigacdo promissora ¢ a de avaliagdo das propriedades antinociceptivas do CBG. J4 foi
visto, por exemplo, que o CBG teve sucesso em reduzir a hipersensibilidade mecanica em
modelo animal de dor neuropética, mas se mostrou ineficiente em testes de nocicep¢ao a

estimulos térmicos (Sepulveda et al., 2022).
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1.3 Memdria associativa

De acordo com Rudy (2014), “aprendizado e memoria sdo conceitos tedricos utilizados
para explicar o fato de que a experiéncia influencia o comportamento”. De fato, a capacidade
individual de associar eventos e experiéncias ao longo da vida ¢ fundamental para nossa
sobrevivéncia, bem-estar e, principalmente, adaptacdo ao ambiente; tudo com o objetivo de nos
garantir uma vantagem evolutiva. Essa no¢ao de adaptabilidade ja era vista nos textos de René
Descartes sob 0 nome de “reflexos”. O conceito foi formulado pelo filésofo precisamente para
descrever a existéncia de uma relagdo fundamentada entre certos estimulos ambientais e
mudangas observadas no comportamento dos individuos (Clarac, 2005). Essa mesma
terminologia pode, também, ser encontrada nos estudos do fisiologista russo Ivan Pavlov, que
estudava memorias associativas.

Trabalhando com cachorros, Pavlov observou que os animais, assim como os humanos,
precisam responder a estimulos internos ou externos de forma a preservar a sua existéncia.
Ainda, dizia que essas respostas fisiologicas eram bem definidas e também inevitaveis — a isso
deu o nome de “respostas reflexas” (Pavlov, 1927). Através de seus estudos, Pavlov constatou
que a apresentacdo de um estimulo incondicionado (EI), como o cheiro de comida, evoca
naturalmente uma resposta reflexa nos caes, chamada de resposta incondicionada (RI) — nesse
caso, a saliva¢do. Portanto, quando um estimulo neutro (EN), como o som de um sino, ¢
repetidamente associado em contiguidade temporal com o EI, € estabelecida uma relagdo entre
ambos os estimulos que antes era inexistente. A isso, se d4 o0 nome de condicionamento. Assim,
o som, que era um estimulo anteriormente neutro, passa a ser denominado um estimulo
condicionado (EC), e a resposta de salivagdo se torna uma resposta condicionada (RC) a esse
estimulo (Pavlov, 1927). Dessa forma, o animal passara a salivar todas as vezes em que o som
do sino for apresentado, mesmo na auséncia do alimento. Esse processo, denominado
condicionamento classico ou pavloviano, ¢ um exemplo de como, através do aprendizado, um
estimulo neutro pode adquirir uma valéncia apds a formagao de uma associagdo. O trabalho de
Pavlov serviu como base para os estudos da psicologia comportamental, além de influenciar
subsequentes teorias desenvolvidas sobre aprendizado e memoria.

Apesar de ser comumente sintetizada em um tnico termo, a memoria ¢ composta por
diferentes fendmenos que sdo regidos por distintos mecanismos celulares e moleculares
(Bourne & Harris, 2007; Dudai, 1996; Engert & Bonhoeffer, 1999; Johansen et al., 2011). O
momento em que se inicia a aprendizagem ¢ chamado de fase de aquisicdo da memoria, € € o
momento em que as informagdes sobre um acontecimento sdo codificadas e armazenadas no

cérebro. Nesse instante, neurdénios que representam diferentes componentes sensoriais,
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espaciais ou mesmo emocionais relacionados ao evento estdo em atividade de forma sincrona
e fortalecem suas sinapses, formando um engrama — a representagao fisica de uma memoria
(Carrillo-Reid, 2022; Frankland et al., 2024). Nesse ponto, a memoria ainda ¢ 1abil e susceptivel
a modificagoes.

Imediatamente ap6s o momento de aquisi¢do de uma nova memoria, inicia-se um
processo chamado de consolidacdo (Asok et al., 2019; De Oliveira Alvares & Do-Monte, 2021;
McGaugh, 1999), que ¢ responsavel por tornar o trago de memoria estavel. Isso se da, a
principio, através da potenciagdo de longa duragdo, do inglés long term potentiation (LTP)
(Bliss & Gardner-Medwin, 1973; Bliss & Lemo, 1973). Esse processo se inicia com a liberagao
persistente de glutamato do neurdnio pré-sinaptico para o neurdnio pds-sindptico. Esse
neurotransmissor estimula, entdo, receptores AMPA, que sdo canais permeaveis a Na“. Com a
entrada do ion, a célula pds-sindptica é despolarizada. O aumento de cargas positivas dentro do
neurdnio €, nesse caso, capaz de remover o ion de Mg?* que, em situagdes de repouso, bloqueia
os receptores NMDA. Assim, se a libera¢do de neurotransmissor for sustentada durante tempo
suficiente, o glutamato poderd exercer seus efeitos também através desses receptores. Isso
resulta em um aumento da concentragio intracelular de Ca?*, que desencadeia a atividade de
inimeras vias de sinalizagdo (Figura 4) (Asok et al., 2019; Johansen et al., 2011; Ortega-de San

Luis & Ryan, 2022).
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Figura 4. Potenciacio de longa duragio. Imagem adaptada de Ortega-de San Luis e Ryan, 2022. Glu:

glutamato.
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Toda essa atividade induz mudangas plasticas que ocasionam o aumento da atividade
sinaptica, sintese proteica, redistribui¢do de canais idnicos e alteracdes epigenéticas, por
exemplo, que t€ém como objetivo o fortalecimento das sinapses entre os neurdnios do engrama
(Bourne & Harris, 2007; Engert & Bonhoeffer, 1999; Johansen et al., 2011; Ortega-de San Luis
& Ryan, 2022). A partir disso, todas as vezes em que uma memdria for evocada, ela € reativada
e se torna novamente passivel de sofrer interferéncias, processo que ¢ denominado de
reconsolidagdo. Ja4 uma reexposi¢do prolongada na auséncia do EI durante a evocagdo da
memoria pode, ainda, ocasionar em um novo tipo de aprendizado, onde ha a formacao de um
traco de memoria inibitorio que compete com o traco de memoria original — a esse processo se
d4 o nome de extingdo da memoria. Comportamentalmente, essa extingdo ¢ acompanhada de

uma diminui¢do gradual da resposta incondicionada.

1.4 Medo condicionado ao contexto

O medo ¢ causado por estimulos que predizem um perigo iminente e tem como objetivo
a elicitacdo de comportamentos defensivos (luta ou fuga) que nos protegerdo de ameacas
(Perusini & Fanselow, 2015). Enquanto um sentimento que atravessa a consciéncia, ¢ algo que
parece estar exclusivamente atrelado a experiéncia humana (LeDoux & Pine, 2016). Apesar
disso, sua caracterizagdo enquanto uma resposta comportamental e fisiologica a estimulos
ameagadores pode ser extrapolada e avaliada em modelos animais (Fanselow & Pennington,
2018). Um dos testes mais utilizados até hoje para o estudo de memorias aversivas em animais
experimentais ¢ o modelo de medo condicionado ao contexto (MCC). Esse paradigma tem
como fundamento a associa¢do entre choques inescapaveis nas patas (EI) e um contexto (EN).
Dessa forma, quando os animais sdo reexpostos ao contexto, o tipo de comportamento avaliado
¢ a resposta de congelamento (“freezing”) dos animais, que ¢ interpretada como a evocagdo da
memoria de medo (Blanchard & Blanchard, 1969; Bolles & Collier, 1976; Fanselow, 1980).

Esse modelo apresenta um enfoque especial para a regido do hipocampo (HPC), que
estd envolvida ndo apenas na formagdo de memorias explicitas, mas, ainda, na codificacdo de
informagdes e representagdes contextuais (Maren et al., 2013; Marks et al., 2022). Durante o
condicionamento, projegdes bilaterais entre o componente lateral da amigdala basolateral
(BLA) e 0 HPC estabelecem uma associagao emocional entre o EC e o EI, processo dependente
de plasticidade sinaptica no nucleo amigdaloide (Barot et al., 2008, 2009; Chung et al., 2011;
Kim & Jung, 2006; Pessoa, 2023). A BLA, entdo, engaja o ntcleo central da amigdala (CEA)
(Paré et al., 2004), que se projeta para a substancia cinzenta periaquedutal (PAQG),

desencadeando a resposta de congelamento (Fanselow, 1991). Além disso, a BLA envia
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projecdes para o nucleo intersticial da estria terminal (BNST), que também ativa a PAG,
contribuindo para a exibi¢do de um comportamento defensivo (Poulos et al., 2010; Waddell et
al., 2006; Walker et al., 2003). Projecdes que descendem do cortex pré-frontal (PFC) também
tém envolvimento nesse circuito. O cortex pré-limbico (PL) se projeta para a BLA e aumenta a
resposta de medo, enquanto o cortex infra-limbico (IL) parece estar envolvido na extingdo do
medo (Kim & Jung, 2006).

A modulacdo farmacolédgica ¢ uma importante ferramenta de estudo para se obter uma
melhor compreensdo de todas as regides anatdmicas e vias moleculares que estdo envolvidas
na formagdo de memorias aversivas. Ainda, o momento de administracdo, de acordo com o
protocolo utilizado, pode nos permitir predizer em qual dos processos mnemonicos a droga esta
atuando. Se administrada logo antes do momento de condicionamento, por exemplo, pode-se
inferir que o farmaco esteja interferindo na aquisicdo da memoria e, possivelmente, no inicio
da consolidacdo. Ja se a aplicacdo for feita imediatamente apds o condicionamento, a droga
estard atuando na fase de consolidagdo. Ainda, se o uso do fArmaco for feito antes do teste de
expressdao da memoria, pode-se inferir que ele esteja atuando na evocagdo (De Oliveira Alvares

& Do-Monte, 2021; Figueiredo & Cheer, 2023; Gazarini et al., 2023; Johansen et al., 2011).

1.5 Canabinoides na modulacio de memdrias aversivas

O SE, ao exercer sua fun¢do como modulador da homeostase sindptica, também
apresenta participagdo em processos relacionados a regulagdo de memorias aversivas.
Receptores canabinoides sao abundantemente expressos em regides que estao envolvidas com
os processos relacionados a esse fendmeno, como o HPC e a BLA (Herkenham et al., 1990,
1991; Tsou et al., 1998). Além disso, alguns estudos j4 demonstraram que pacientes
diagnosticados com TEPT apresentam niveis plasmaticos de AEA (Neumeister et al., 2013) e
2-AG (Hill et al., 2013) significativamente reduzidos. Em vista disso, cada vez mais pesquisas
tém investigado os efeitos que a manipulagdo do SE tem sobre processos mnemonicos.

Um estudo classico com camundongos knockout para receptores CB1 mostrou que esses
animais apresentam um prejuizo na extingdo de memdrias aversivas condicionadas a pistas
auditivas quando comparados com animais wild-type (Marsicano et al., 2002). Esse efeito foi
reproduzido em animais tratados com o antagonista CB1 SR141716A antes da primeira sessao
de extingdo, o que salienta a relevancia comportamental e neurobioldgica desses receptores.
Além disso, ¢ importante ressaltar a influéncia que a dindmica da AEA tem sobre os resultados
obtidos em protocolos de MCC. Esse aspecto tem sido colocado em foco porque, além de ser

considerada primariamente um endocanabinoide, a AEA ¢ também comumente classificada
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como uma substancia endovaniloide devido a sua forte afinidade por receptores dessa familia,
como os canais TRPV1 (Di Marzo et al., 2001). Isso ¢ de extrema importancia para uma melhor
compreensdo de seus efeitos. Em suma, a liberacdo de AEA parece depender da intensidade do
condicionamento (Iglesias et al., 2023). Assim, em menores concentragdes, a AEA parece se
ligar preferencialmente a receptores CB1, que estdo localizados no sitio pré-sindptico (Alger &
Kim, 2011). No entanto, quando sua disponibilidade aumenta, a AEA exerce seu efeito
majoritariamente se ligando ao dominio intracelular de canais TRPV 1, localizados no neur6nio
pos-sinaptico (Aguiar et al., 2014; De Petrocellis et al., 2001; Jung et al., 1999; Marsch et al.,
2007).

Esse efeito dual ¢é especialmente importante porque explica os resultados
comportamentais opostos que sdo vistos por vezes em modelos de MCC, parecendo depender
de quais receptores estdo exercendo seus efeitos. Inumeras evidéncias sustentam essa
suposicdo. A administra¢do intra-hipocampal de um bloqueador seletivo de canais TRPV1
(SB366791), por exemplo, foi capaz de inibir a evocagdo da memoria de medo em animais
submetidos a protocolos considerados de média (3x 0,5 mA; 2s) ou alta intensidade (3x 0,8mA;
1s), mas ndo de baixa intensidade (3x 0,5 mA; 1s) (Iglesias et al., 2023). Isso ¢ justificado pela
atuacdo preferencial da AEA através de receptores CB1 no protocolo de baixa intensidade.
Levando, entdo, em consideracdo modulagdes farmacologicas durante a fase de aquisicao da
memoria, foi visto que o0 WIN-55,212-2, agonista de receptores CB1 e CBy, foi capaz de reduzir
a expressao de medo quando administrado antes do condicionamento (Mikics et al., 2006;
Pamplona & Takahashi, 2006). Esse efeito ¢ revertido quando o WIN ¢ administrado
juntamente com antagonistas CB1 (SR141716A ou SR147778), o que evidencia a importancia
desses receptores no momento de aprendizagem (Pamplona & Takahashi, 2006).

Em relagdo ao processo de consolidacdo da memoria, a administragdo do canabinoide
sintético HU-210 (agonista CB1 e CB») imediatamente apds o condicionamento reduziu a taxa
de freezing, e isso também parece depender de receptores CB1, visto que esse efeito foi revertido
com o AM251 (Mackowiak et al., 2009). Surpreendentemente, a administracdo de JZL195
demonstrou um aumento expressivo na taxa de freezing de animais submetidos ao MCC (Zhang
et al., 2024). Esse composto ¢ um inibidor simultaneo das enzimas FAAH e MAGL, ou seja,
seu uso resulta em uma maior disponibilidade de AEA e 2-AG. No entanto, o resultado visto
ndo parece depender de receptores CB1, uma vez que o efeito obtido foi 0 mesmo apesar de pré-
tratamento com AM281 (antagonista/agonista inverso CB1), NESS0327 (antagonista CB1) ou
SR144528 (agonista inverso CB2). O protocolo utilizado se assemelha ao protocolo de alta

intensidade utilizado por Iglesias et al., 2023, o que sugere que a AEA possa ter exercido seus
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efeitos via receptores TRVP1. Por outro lado, o aumento de disponibilidade de AEA pela
inibi¢cdo de seu transporte e recaptacao intra-hipocampal (AM404) (Scienza-Martin et al., 2022)
ou pela inibicdo sistémica de sua degradagdo (URB597) (Raymundi et al., 2020) apos
condicionamento inibe a expressdo do medo.

Por fim, durante a evocacdo da memdria, as evidéncias sustentam que a acdo da AEA
via CB; inibe a expressdo de medo. Isso pode ser visto tanto pela inibi¢cao dupla da FAAH e de
canais TRPV1 com o farmaco AA-5-HT (Gobira et al., 2017), quanto pela inje¢ao
intra-hipocampal de AM404 (Scienza-Martin et al., 2022). Da mesma forma, a expressao do
medo ¢ exacerbada pelo antagonismo de receptores CB; (NIDA41020) ou pelo agonismo de
receptores TRPV1 (E-capsaicina) (Uliana et al., 2023). Em conclusdo, os resultados de cada
estudo variam muito a depender de fatores como a intensidade do protocolo utilizado, dose da
droga, forma e momento de administracdo (Bridnis et al., 2023). Apesar disso, ja tem sido
demonstrado, de forma geral, que uma maior sinalizagdo da AEA via CB; inibe
comportamentos relacionados ao medo (Lisboa et al., 2019; Patel et al., 2017). Estes dados
sugerem um efeito do CBG na modulacdo do medo condicionado, uma vez que este
fitocanabinoide pode interagir com diversos componentes do SE, incluindo receptores

canabinoides, canais TRPV1 ou inibicdo da FAAH.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
O presente projeto tem como objetivo testar a hipotese de que o canabigerol inibe memorias

contextuais aversivas em camundongos machos e fémeas.

2.2 Objetivos especificos

a. Validar o protocolo de MCC que serd utilizado durante os experimentos subsequentes;
b. Avaliar os efeitos do CBG na fase de aquisicdo da memoria contextual de medo;

c. Avaliar os efeitos do CBG na fase de consolidagdo da memoria contextual de medo;
d. Avaliar os efeitos do CBG na fase de evocacao da memoria contextual de medo;

e. Verificar se 0 CBG causa alteragdes na nocicepcao;

f. Verificar se 0 CBG causa alteragdes na coordena¢ao motora dos animais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Os animais experimentais utilizados foram camundongos machos e fémeas da linhagem
C57BL/6J com 8 a 12 semanas de idade provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos na sala de camundongos do
Departamento de Farmacologia pertencente ao Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas-2
(BICBIO-2), onde ficaram alojados em gaiolas plasticas e mantidos em temperatura ambiente
controlada de 24 £+ 2 °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a agua e comida.

Apoés a alocagdo dos animais no biotério de experimentacdo, foi mantido um periodo
minimo de sete dias para o inicio dos experimentos para os animais se habituarem ao novo
alojamento. Todos os procedimentos comportamentais foram realizados em uma sala isolada,
havendo um periodo de uma hora para habituacdo dos animais ao novo ambiente e mantendo
uma temperatura de aproximadamente 24 °C, com iluminagdo de baixa intensidade e equipada
com um exaustor. Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados por inalagdo de
CO». Todos os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob os numeros de protocolo 308/2022, 57/2017 e
185/2007.

3.2 Ensaios comportamentais
3.2.1 Medo condicionado ao contexto

Os testes de MCC foram realizados em uma cdmara com dimensdes de 20 cm x 20 cm
X 22 cm. A base da caixa ¢ formada por 23 hastes de aco inoxiddvel de 2mm de didmetro,
separadas por 0,7 cm e ligadas a um gerador de choques (Insight Equipamentos®). Todas as
paredes da camara sdo metalicas, impedindo a visibilidade da sala, com exce¢do da parede
anterior e do teto, feitos de material acrilico. Na frente, foi posicionada uma camera para que
seja feita a gravacao do comportamento.

Os protocolos foram realizados como descrito previamente (Gobira et al., 2017). No
primeiro dia (pré-teste), os animais foram gentilmente colocados no centro da camara de
condicionamento. Apds 210 segundos de habituagdo, os animais foram expostos a cinco
choques elétricos nas patas (0,8 mA com 1s de duracdo). Os choques foram espagados entre si
por intervalos de 60, 40, 60 e 90 segundos. Um minuto ap6és o ultimo choque, o animal foi
retirado da camara.

Ap6s 24h do protocolo de condicionamento, foi realizado o primeiro teste, quando os

animais foram posicionados novamente na camara sem intervengdes € tiveram seu
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comportamento gravado durante 5 min. Apds outras 24h, foi realizado o segundo teste, que
também consistiu em 5 min sem intervengdes. O parametro avaliado foi o tempo de
congelamento (“freezing”) dos animais, definido como a completa auséncia de movimento,
com excec¢do aqueles relacionados com a respiragdo. Este tempo de congelamento ¢
interpretado como uma medida da evocagdo da memoria em resposta a apresentacdo do
elemento condicionado - neste caso, o contexto (Blanchard & Blanchard, 1969; Fanselow,
1980). A avaliacdo foi realizada manualmente com cronometro digital, sem conhecimento

prévio do grupo experimental ao qual o animal corresponde.

3.2.2 Teste de retirada de cauda (tail-flick)

O teste de retirada de cauda modificado de D’amour & Smith (1941) consiste na
determina¢do do tempo de laténcia para que o animal retire a cauda apds estimulo térmico
nociceptivo. Para isso, a cauda de cada animal ¢ posicionada junto a uma resisténcia helicoidal
de niquel-cromo, de modo que um ponto da superficie dorsal da cauda, marcado previamente e
distante 2,0 cm da extremidade da mesma, entre em contato com o fio. Ao ser ligado, o aparelho
faz passar uma corrente pela resisténcia, de forma a aquecé-la. Simultaneamente, um
cronometro acoplado ao sistema ¢ acionado. Quando o calor se torna suficiente para produzir
nocicep¢ao, o animal apresenta movimento reflexo brusco de retirada de cauda. Nesse
momento, o aparelho ¢ desligado manualmente, interrompendo seu aquecimento e o
funcionamento do crondmetro. Esse procedimento tem o objetivo de determinar o tempo
decorrido desde o inicio da estimulagdo até o aparecimento da resposta de retirada de cauda ao
contato com a resisténcia (laténcia de resposta, medida em segundos). Se em nove segundos
(tempo de corte), o animal ndo retirar a cauda, o aparelho ¢ desligado automaticamente para
minimizar lesdes teciduais que possam afetar as leituras subsequentes.

Um dia antes da realizagdo dos experimentos, os animais passaram por uma habituag¢ao no
equipamento. Para isso, cada animal foi contido e teve sua cauda posicionada junto a resisténcia,
porém com o aparelho desligado. No dia do teste, foram realizadas quatro medidas em tempos
diferentes:

Medida basal, realizada 10 min antes da administragao de CBG ou veiculo;

a
b. Medida 30 min apds administracao;

e

Medida 60 min apds administragao;

o

Medida 120 min ap6s administracao.



26

3.2.3 Teste de rotarod

O teste de rotarod ¢ utilizado para avaliar coordenagdo motora e equilibrio. O aparelho
utilizado (Ugo Basile mod. 7600) consiste em uma haste giratdria horizontal (Dunham & Miya,
1957), revestida de plastico antideslizante, suspensa a uma altura de 15 cm e com rotacao
constante (16 rpm). Durante os dois dias que antecedem o teste, os animais foram submetidos
a sessoes de treinamento, sendo posicionados no equipamento durante 2 minutos. No dia do
teste, os animais foram novamente colocados no aparelho e foi avaliado o tempo pelo qual cada
animal foi capaz de caminhar sobre a haste giratoria, considerando-se um tempo de corte de 2

minutos.

3.3 Administrac¢io de canabigerol

Todos os testes foram realizados utilizando canabigerol (CBG; PurMed Global) nas doses
de 3, 10 e 30 mg/kg. A droga foi diluida em Tween80, DMSO e salina estéril (NaCl 0,9%) na
razdo de 1:1:18. As doses escolhidas foram baseadas em estudos prévios (Zhou et al., 2022). O
CBG foi administrado a 10 mL/kg via intraperitoneal (i.p.), levando em considera¢do que o
tempo no qual sua concentragdo cerebral maxima € atingida (Tmax) € de 2 horas (Deiana et al.,
2012). Para o teste de rotarod, a xilazina foi utilizada como controle positivo na dose de 16
mg/kg e administrada 10 min antes do teste. Foi diluida em salina estéril (NaCl 0,9%) e

administrada a 10 mL/kg via i.p.

3.4 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas e elaboracdes graficas foram realizadas com o software
GraphPad Prism 10.1.1. Os dados foram analisados por teste t de Student, anélise de variancia
(ANOVA) de uma via, ANOVA de duas vias ou ANOVA de medidas repetidas, seguido de
teste posthoc de Bonferroni ou teste de Mann-Whitney, como apropriado. O nivel de
significancia foi considerado como p<0,05. Os dados estdo apresentados em graficos com os
valores individuais sobrepostos as médias e erro padrao da média ou sobrepostos a mediana e

intervalo interquartil.
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4. RESULTADOS
4.1 Definicao do protocolo

Inicialmente, nos realizamos a validagdo do protocolo a ser utilizado nos testes de MCC.
Para isso, no primeiro dia (pré-teste), os animais foram submetidos ao condicionamento,
quando receberam o pareamento do estimulo aversivo (choques) com o estimulo neutro
(contexto). Apos 24h, foi realizado o teste 1, onde os animais foram novamente posicionados
na camara apenas com a apresentagdo do estimulo neutro. O comportamento de cada animal foi
gravado durante 5 minutos (protocolo 1) ou 20 minutos (protocolo 2) a fim de se avaliar o tempo
de congelamento — interpretado, nesse modelo, como uma evocagdo da memoria de medo. No
terceiro dia, 48h apds o pré-teste, foi realizado um segundo teste, onde os animais foram

reexpostos a camara por 5 min sem intervengdes (Figura 5).

( PROTOCOLO 1 )

Pré-teste Teste 1 Teste 2

N

210s de habituagao 5 min 5 min
5x 0,8 mA (1s)

[ PROTOCOLO 2 ]

Pré-teste Teste 1 Teste 2

_——

.-..-@ . e

210s de habituagdo 20 min 5 min
5x 0,8 mA (1s)

Figura 5. Delineamento experimental da validacdo do protocolo utilizado. Imagem elaborada pela

autora utilizando o Biorender.

Os resultados obtidos demonstram que o protocolo de choques estabelecido e utilizado
durante o pré-teste foi capaz de condicionar os animais em ambos os protocolos (P1 e P2), o
que significa que a intensidade foi suficiente para que se estabelega uma relagdo entre o contexto
(EC) e os choques (EI). Isso pode ser visto através da comparagdo da taxa de freezing durante

o teste 1 com animais que nao receberam choques durante o pré-teste (sem choques, SC) (Figura
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6). O efeito do protocolo foi obtido para fémeas [F(2, 12)=60,42; p<0,0001] (Figura 6A) e
machos [F(2, 13)=39,54; p<0,0001) (Figura 6B).
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Figura 6. O protocolo utilizado durante o pré-teste foi suficiente para condicionar os animais. Os
graficos mostram a porcentagem de freezing durante o teste 1 de animais que ndo receberam choques
(SC) ou que passaram pelos protocolos 1 ou 2. A) Comparagdo entre protocolos para fémeas (n=8,7,7).
B) Comparagao entre protocolos para machos (n=8,7,8). Os resultados sdo apresentados como média +
erro padrao da média (ANOVA de uma via seguido de teste posthoc de Bonferroni). ****p<0,0001. P1:

protocolo 1; P2: protocolo 2; SC: sem choques.

Com isso definido, nosso proximo passo foi partir para a comparacdo entre os dois
protocolos elaborados. As andlises revelam que as fémeas submetidas ao P1 apresentaram uma
reducdo significativa do freezing durante o teste 2 [t(6)=4,778; p=0,0031] (Figura 7A), o que
também foi visto com o P2 [t(6)=4,193; p=0,0057] (Figura 7B). Em machos, o resultado obtido
foi semelhante, ou seja, o P1 foi eficaz em reduzir o freezing [t(6)=2,899; p=0,0274] (Figura
7C) da mesma forma que o P2 [t(7)=4,841; p=0,0019] (Figura 7D). Sendo assim, concluimos
que uma primeira sessdo de evocagdo de 5 minutos foi tdo eficaz quanto uma sessdo de 20
minutos na reducao de freezing que foi vista durante o teste 2. Dessa forma, estabelecemos que
o protocolo a ser utilizado para os proximos experimentos seria o P1, com sessdo de evocacgao

durante o primeiro teste de apenas 5 minutos.
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Figura 7. Sessoes de evocacao de 5 ou 20 minutos foram capazes de reduzir os niveis de freezing
em machos e fémeas. (A) Fémeas expostas ao P1, com uma sessdo evocacao de 5 min durante o teste
1 (n=7). (B) Fémeas expostas ao P2, com uma sessio evocacao de 20 min durante o teste 1 (n=7). (C)
Machos expostos ao P1, com uma sessdo evocagdo de 5 min durante o teste 1 (n=7). (D) Machos
expostos ao P2, com uma sessdo evocacdo de 20 min durante o teste 1 (n=8). Os resultados sdo

apresentados como média + erro padrio da média (teste t pareado). **p<0,01; ****p<0,0001.

4.2 O canabigerol nio é capaz de inibir a aquisi¢io da memoria contextual aversiva

Uma vez que o protocolo de MCC a ser utilizado foi determinado, nos realizamos os
experimentos de forma a avaliar os efeitos do CBG na fase de aquisi¢do da memoria contextual
de medo. Para isso, o CBG foi administrado (3, 10 ou 30 mg/kg i.p.) 2h antes do momento do
pré-teste, de acordo com o delineamento apresentado na Figura 8A. Esse periodo de tempo foi
determinado de acordo com estudos prévios de farmacocinética da droga, que demonstram que
0 Tmax cerebral e plasmatico (tempo em que a concentragdo méaxima da droga ¢ atingida) ¢ de
120 min (Deiana et al., 2012).

Os resultados obtidos em nossos experimentos mostram que, durante o teste 1, ndo

houve efeito do CBG na taxa de freezing de camundongos fémeas [F(3, 31)=0,1167; p=0.9497]
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(Figura 8B) ou machos [F(3, 34)=0,8497; p=0,4765] (Figura 8D). No teste 2, apesar de a taxa
de freezing ter sido menor, o que era esperado, ndo houve diferenca significativa relativa ao
tratamento. Esse resultado foi visto para ambos os sexos (fémeas: F(3, 31)=1,616; p=0,2056,
machos: F(3, 34)=2,481; p=0,0776]) (Figura 8C,E). Isso indica que o CBG ndo exerceu

qualquer efeito sobre a aquisi¢ao da memoria de medo.
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Figura 8. Efeito do CBG na aquisicio da meméria. A administragdo de CBG (3, 10 e 30 mg/kg i.p.)
2h antes do pré-teste nao foi capaz de inibir a aquisi¢do da memoria de medo em camundongos machos
ou fémeas. (A) Delineamento experimental, sendo que a flecha verde indica o momento de
administragdo. (B) Porcentagem de freezing de fémeas durante o teste 1 (n=9,9,9,8). (C) Porcentagem
de freezing de fémeas durante o teste 2 (n=9,9,9,8). (D) Porcentagem de freezing de machos durante o
teste 1 (n=10,10,8,10). (E) Porcentagem de freezing de machos durante o teste 2 (n=10,10,8,10). Os

resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média (ANOVA de uma via).



31

Quando o teste 1 ¢ analisado minuto-a-minuto, percebe-se que houve diferenca pelo
fator tempo, sendo que o primeiro minuto de exposicdo apresenta uma taxa de freezing menor
em relagdo ao minuto subsequente (Figura 9B,D). Isso foi observado em todas as doses
administradas para fémeas [F(4, 124)=30,90; p<0,0001] e também para machos [F(4,
136)=30,59; p<0,0001]. No6s hipotetizamos que isso aconteca devido ao tempo que o animal
levaria para identificar o contexto onde foi colocado. No entanto, ndo houve qualquer efeito do
tratamento nos resultados obtidos (fémeas: [F(3, 31)=0,1167; p=0,9497], machos: [F(3,
34)=0,8497; p=0,4765]).

Durante o segundo teste, houve efeito da interagao entre tempo e tratamento apenas para
fémeas [tempo x tratamento: F(12, 124)=1,875; p=0,0437] (Figura 9C). Além disso, foi visto
um resultado significativo somente em relagdo ao tempo para machos e fémeas (Figura 9C,E)
(machos: [F(4, 136)=3,541; p=0,0088], fémeas: [F(4, 124)=9,937; p<0,0001]). No entanto,

essas diferencas ndo sdo relevantes para os objetivos propostos nesse trabalho.
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Figura 9. Andlise minuto-a-minuto dos grupos tratados com CBG antes do pré-teste. (A)
Delineamento experimental, sendo que a flecha verde indica o momento de administragdo. (B) Analise
min-a-min do freezing de fémeas durante o teste 1 (n=9,9,9,8). (C) Analise min-a-min do freezing de
fémeas durante o teste 2 (n=9,9,9,8). (D) Analise min-a-min do freezing de machos durante o teste 1
(n=10,10,8,10). (E) Analise min-a-min do freezing de machos durante o teste 2 (n=10,10,8,10). Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrado da média (ANOVA de medidas repetidas).

**p<0,01; ***p<0,001.

4.3 A consolida¢io da memoria de medo nio ¢ prejudicada pela administracio de CBG

Nosso préximo passo foi, entdo, partir para a investigacao dos efeitos do CBG na fase
de consolidagdo da memoria. Para isso, foi feita a administragdo de CBG (3, 10 ou 30 mg/kg
1.p.) imediatamente apds o pré-teste, como mostra o delineamento da Figura 10A. Em seguida,
foi feita a avalia¢do da taxa de freezing dos animais durante o teste 1 e o teste 2. Os resultados
demonstram que, nas doses administradas, o CBG nao foi capaz de inibir a consolidagdo da
memoria de medo. Isso pode ser observado pelos resultados do teste 1 tanto para fémeas [F(3,
36)=2,146; p=0,1115] (Figura 10B) quanto para machos [F(3, 35)=0,1936; p=0,9000] (Figura
10D). Durante o teste 2, também nao foi vista diferenca significativa nos valores para ambos os
sexos (fémeas: [F(3, 36)=1,391; p=0,2613], machos: [F(3, 35)=2,419; p=0,0826]) (Figura
10C,E).
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Figura 10. Efeito do CBG na consolidacio da meméria. A administragdo de CBG (3, 10 e 30 mg/kg
1.p.) imediatamente ap6s o pré-teste ndo foi capaz de prejudicar a consolidagdo da memoria de medo em
camundongos machos ou fémeas. (A) Delineamento experimental, sendo que a flecha verde indica o
momento de administracdo. (B) Porcentagem de freezing de fémeas durante o teste 1 (n=9,12,9,10). (C)
Porcentagem de freezing de fémeas durante o teste 2 (n=9,12,9,10). (D) Porcentagem de freezing de
machos durante o teste 1 (n=10,9,10,10). (E) Porcentagem de freezing de machos durante o teste 2
(n=10,9,10,10). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (ANOVA de uma
via).

As analises minuto-a-minuto durante o teste 1 revelaram efeito do fator tempo para
ambos os sexos. Para as fémeas, houve diferenca entre os minutos 1 ¢ 2 em todos os grupos
tratados [F(4, 144)=33,01; p<0,0001] (Figura 11B). J4 para os machos, esse efeito foi visto em
todas as doses, exceto no grupo de animais tratados com a maior dose de CBG (30 mg/kg) [F(4,

140)=18,38; p<0,0001] (Figura 11D). No entanto, ndo houve qualquer diferenca significativa
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do tratamento (fémeas: [F(3, 36)=2,146; p=0,1115], machos: [F(3, 35)=0,1936; p=0,9000]). Da
mesma forma vista nos experimentos anteriores, houve efeito do tempo durante o teste 2
(fémeas: [F(4, 144)=3,743; p=0,0063], machos: [F(4, 140)=9,275; p<0,0001]), mas nao da dose
administrada (fémeas: [F(3, 36)=1,391; p=0,2613], machos: [F(3, 35)=2,419; p=0,0826])

(Figura 11C,E), o que ndo ¢ de importancia para nossas analises.
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Figura 11. Andlise minuto-a-minuto dos grupos tratados com CBG imediatamente apés o
pré-teste. (A) Delincamento experimental, sendo que a flecha verde indica o momento de
administragdo. (B) Analise min-a-min do freezing de fémeas durante o teste 1 (n=9,12,9,10). (C) Analise
min-a-min do freezing de f€émeas durante o teste 2 (n=9,12,9,10). (D) Analise min-a-min do freezing de
machos durante o teste 1 (n=10,9,10,10). (E) Analise min-a-min do freezing de machos durante o teste
2 (n=10,9,10,10). Os resultados s@o apresentados como média + erro padrao da média (ANOVA de
medidas repetidas). **p<0,01; ***p<0,001.
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4.4 A administracdo de canabigerol nio teve efeito na evocacio da memoria de medo

Em sequéncia, nds investigamos se o CBG inibe a evocacdo de memorias aversivas
quando administrado 2h antes da sessdo de teste 1, de acordo com o protocolo ilustrado na
Figura 12A. No entanto, assim como foi visto para as outras fases da memoria, ndo houve
qualquer efeito do CBG na expressdo de medo. O mesmo resultado foi obtido durante o teste 1
para ambos o sexos (fémeas: [F(3, 35)=0,3586; p=0,7831], machos: ([F(3, 36)=0,3244;
p=0,8077]) (Figura 12B,D). Da mesma forma, no teste 2, ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos (fémeas: [F(3, 35)=1,059; p=0,3788], machos: [F(3, 36)=2,037; p=0,1261]) (Figura
12C,E).
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Figura 12. Efeito do CBG na evocacao da meméria. A administragdo de CBG (3, 10 e 30 mg/kg i.p.)
antes do teste 1 ndo foi capaz de prejudicar a evocacdo da memoria de medo em camundongos machos
ou fémeas. (A) Delineamento experimental, sendo que a flecha verde indica o momento de

administragdo. (B) Porcentagem de freezing de fémeas durante o teste 1 (n=9,10,10,10). (C)
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Porcentagem de freezing de fémeas durante o teste 2 (n=9,10,10,10). (D) Porcentagem de freezing de
machos durante o teste 1 (n=10,10,10,10). (E) Porcentagem de freezing de machos durante o teste 2
(n=10,10,10,10). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (ANOVA de uma

via).

Quando feita a andlise temporal, o resultado foi semelhante ao que foi visto
anteriormente. Durante o teste 1, houve aumento do freezing ap6s o primeiro minuto para as
fémeas de todos os grupos [F(4, 140)=14,71; p<0,0001] (Figura 13B), enquanto para machos
isso foi visto apenas para os grupos veiculo e animais tratados com CBG a 10 e 30 mg/kg [F(4,
144)=22,38; p<0,0001] (Figura 13D). Nao houve qualquer diferenca causada pelo tratamento
(fémeas: [F(3, 35)=0,3586; p=0,7832], machos: [F(3, 36)=0,3244; p=0,807]). J& durante o teste
2, foi visto efeito do tempo (fémeas: [F(4, 140)=7,335; p<0,0001], machos: [F(4, 144)=7,353;
p<0,0001]) e ndo do tratamento (fémeas: [F(3,35)=1,059; p=0,3788], machos: [F(3, 36)=2,037;
p=0,1261]) (Figura 13C,E), o que nao foi relevante.
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Figura 13. Anilise minuto-a-minuto dos grupos tratados com CBG antes do teste 1. (A)
Delineamento experimental, sendo que a flecha verde indica o momento de administragdo. (B) Analise
min-a-min do freezing de fémeas durante o teste 1 (n=9,10,10,10). (C) Analise min-a-min do freezing
de fémeas durante o teste 2 (n=9,10,10,10). (D) Analise min-a-min do freezing de machos durante o
teste 1 (n=10,10,10,10). (E) Analise min-a-min do freezing de machos durante o teste 2 (n=10,10,10,10).
Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média (ANOVA de medidas repetidas).

*p<0,05; **p<0,01.

4.5 O canabigerol nio altera a percepciao dos choques pelos animais

Em relacdo ao seu potencial antinociceptivo, 0 CBG na dose de 3 mg/kg demonstrou
uma pequena atividade analgésica no tail-flick quando o teste ¢ realizado 15 min apds a injegao
(Zagzoog et al., 2020). Contudo, quando administrado 1h antes do teste na dose de 10 mg/kg,

se mostrou ineficiente (Sepulveda et al., 2022), o que sugere que possa haver tanto papel da
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dose quanto do tempo de andlise. Nosso interesse em relacdo a isso era investigar se alteragdes
na nocicep¢ao dos animais poderiam modificar a percepcdo dos choques quando o CBG ¢
administrado antes do condicionamento. Com base nisso, nds elaboramos o protocolo
apresentado na Figura 14A, com medidas de laténcia para retirada da cauda feitas até 2h apds
a injecao.

No grupo de machos, a ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou qualquer efeito do
tempo [F(3, 48)=1,865; p=0,1481] ou do tratamento [F(3, 16)=0,3222; p=0,8093] (Figura 14C).
J& nas fémeas, os testes estatisticos demonstraram efeito significativo do tempo [F(3,
60)=3,305; p=0,0261], do tratamento [F(3, 20)=0,2699; p=0,8463], e também da interagdo entre
esses dois fatores [F(9, 60)=2,587; p=0,0137]. No teste de post-hoc, ¢ possivel ver que o grupo
de animais que recebeu a menor dose (3 mg/kg) apresentou um aumento da laténcia de retirada
30 min ap6s a administracdo. No entanto, no tempo de 120 min, os valores retornaram ao que
foi visto na medida basal (Figura 14B). Ja os animais tratados com a maior dose de 30 mg/kg
de CBG apresentaram uma diminuicao significativa nas medidas de 30 min e 120 min quando
comparadas com o limiar da medida basal (Figura 14B). Nao houve diferenca estatistica entre

os grupos em cada um dos tempos quando analisados individualmente.
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Figura 14. Laténcia para retirada da cauda durante o teste de tail-flick. (A) Delineamento
experimental, sendo que a flecha verde indica 0 momento de administragdo. (B) Analise da medida basal
¢ da medida feita 30, 60 ¢ 120 min apos administragdo de CBG ou veiculo em fémeas (n=6,6,6,6). (C)

Analise da medida basal e da medida feita 30, 60 e 120 min ap6s administragdo de CBG ou veiculo em
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machos (n=5,5,5,5). Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média (ANOVA de

medidas repetidas). *p<0,05 em comparacdo com o minuto 0 (medida basal).

Nos também optamos por analisar a taxa de freezing durante o periodo de
condicionamento dos animais que receberam o CBG 2h antes do pré-teste com o objetivo de
avaliar se haveria alguma diferenca na percepc¢ao dos choques. A ANOVA de medidas repetidas
demonstrou, tanto para fémeas quanto para machos (Figura 15B,C), um efeito estatisticamente
significativo do tempo (fémeas: [F(5, 160)=317,7; p<0,0001, machos: [F(5, 170)=342,1;
p<0,0001]), mas ndo do tratamento (fémeas: [F(3, 32)=1,345; p=0,2773], machos: [F(3,
34)=1,347; p=0,2753]) quando comparado o tempo de habituacdo e o Gltimo intervalo entre os
choques. Esse resultado, conforme o esperado, demonstra que nao houve efeito significativo do

CBG que tivesse algum impacto no condicionamento dos animais.
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Figura 15. Analise do freezing durante o condicionamento de animais tratados com CBG 2h antes
do pré-teste. (A) Delineamento experimental, sendo que a flecha verde indica 0 momento de
administragdo. (B) Analise da taxa de freezing de fémeas durante o tempo de habituagdo (hab) e durante
os intervalos entre os choques do pré-teste (n=9,9,9,8). (C) Analise da taxa de freezing de machos
durante o tempo de habituagdo (hab) e durante os intervalos entre os choques do pré-teste
(n=10,10,8,10). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média (ANOVA de
medidas repetidas). ****p<(0,0001.
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4.6 Nao houve alteracio de coordenagio motora causada pelo canabigerol

Por fim, nos realizamos o teste do rota-rod para avaliar alteragcdes de equilibrio ou
coordenacdo motora nos animais 2 horas ap6s administragao da droga (Figura 16A), utilizando
a xilazina como controle positivo. O teste de Kruskal-Wallis apontou uma diferenca
significativa entre os grupos tratados tanto entre as fémeas [H=13,23; p=0,0102] (Figura 16B)
quanto entre os machos [H=18,99; p=0,0008] (Figura 16C). Em seguida, realizamos o teste de
Mann-Whitney e detectamos uma diferenca significativa apenas quando comparados os grupos
xilazina (controle positivo) e veiculo (controle negativo), o que demonstra que o CBG nao

causou alteragdes de coordenagdao motora nos animais.
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Figura 16. Laténcia para queda durante o teste de rota-rod. (A) Laténcia para a queda de fémeas
que passaram pelo teste de rota-rod tratadas com veiculo (vei), CBG ou xilazina (xil) (n=5,5,5,5,5). (B)
Laténcia para a queda de machos que passaram pelo teste de rota-rod tratadas com veiculo (vei), CBG
ou xilazina (xil) (n=5,5,5,5,5). Os resultados sdo apresentados como mediana + intervalo interquartil

(teste de Kruskal-Wallis seguido de teste Mann-Whitney). *p<0,05; **p<0,01.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, nds investigamos os efeitos do CBG em diferentes fases da memoria
contextual aversiva em camundongos machos e fémeas. Nos testamos inicialmente em nosso
laboratério um novo protocolo de MCC, que se mostrou eficiente para o condicionamento dos
animais. Além disso, a validac¢ao do protocolo utilizado demonstrou que uma reexposi¢ao de 5
minutos ao contexto ¢ suficiente para que os animais apresentem uma taxa reduzida de freezing
no teste 2 quando comparado ao teste 1. No que diz respeito a atividade do CBG nos
experimentos realizados, nés observamos que a sua administragao 2h antes do pré-teste ndo foi
capaz de impedir a aquisicdo da memoria de medo. Quando injetado imediatamente apos o
pré-teste, o CBG também ndo apresentou efeitos sobre o processo de consolidagdo. Além disso,
quando administrado 2h antes da reexposi¢do ao contexto durante o teste 1, o CBG nao
demonstrou diferenca significativa sobre a evocagdo da memoria. Esses resultados foram
consistentes para ambos 0s sexos.

Levando em consideragdo que o modelo de MCC envolve a exposi¢do dos animais a
um estimulo nociceptivo (choques), noés também tivemos como interesse investigar os efeitos
do CBG no teste de retirada de cauda. Foi visto que, somente para as fémeas, houve um efeito
significativo da intera¢do entre o tempo e o tratamento. Especificamente, as doses de 3 e 30
mg/kg apresentaram uma diferenga quando comparadas a medida basal (0 min) e a medida no
tempo de 30 min. Enquanto a dose de 3 mg/kg provocou um aumento da laténcia de retirada da
cauda, a dose de 30 mg/kg causou uma diminui¢ao dessa mesma medida. Ainda, na maior dose
testada, houve diferenca entre o limiar avaliado no tempo de 120 min e a medida basal. Esses
resultados, no entanto, ndo necessariamente sugerem que o CBG possa ter causado prejuizo na
percepcao dos choques pelos animais. Isso pode ser afirmado uma vez que, durante o momento
de condicionamento, os animais que receberam o CBG 2h antes ndo apresentaram diferenca na
taxa de freezing quando comparados com os animais que receberam o veiculo, tanto durante a
habitua¢do quanto nos intervalos entre cada choque. Por fim, nos realizamos o teste de rota-rod
a fim de avaliar a coordena¢do motora dos animais. No entanto, o CBG nao demonstrou efeito
para machos ou fémeas.

Nosso grupo de pesquisa tem como um de seus focos a investigagdo do papel dos
canabinoides na memoria contextual de medo. Este tema € de crescente interesse, uma vez que
os extratos da Cannabis t€m cada vez sido mais explorados por seu potencial terapéutico. Sob
esse contexto, alguns dos resultados obtidos nos ultimos anos demonstram, assim como foi
evidenciado anteriormente neste trabalho, que existe uma atividade dual e dependente de

multiplos fatores (Brinis et al., 2023). Pode-se imaginar, por exemplo, que a forma de atuacao
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classica dos canabinoides no organismo se dé através da interagdo com os receptores CBi e
CBa2. No entanto, ndo sao todos os fitocanabinoides que apresentam uma alta afinidade por esses
receptores, conforme descrito previamente. Além disso, muitos canabinoides interagem com
um grande numero de alvos farmacologicos (Calapai et al., 2022; Cascio et al., 2010; De
Petrocellis et al., 2011; Nachnani et al., 2021; Pertwee, 2008), sendo inclusive descritos como
substancias “promiscuas”. Essa caracteristica real¢a a dificuldade de se identificar com clareza
todos os mecanismos moleculares envolvidos em sua agao.

Um dos canabinoides que tém atraido crescente curiosidade ¢ o CBG. Apesar de ter sua
estrutura elucidada hé bastante tempo (Gaoni e Mechoulam, 1964b), sua atividade
farmacoldgica tem sido investigada apenas mais recentemente. Foi a partir dessa demanda,
portanto, que surgiu o nosso interesse em investigar seus efeitos no modelo de MCC. Dentre os
canabinoides mais conhecidos, o que mais se assemelha ao CBG ¢ o CBD, que ja apresentou
resultados satisfatorios na inibigdo de memorias aversivas (Lisboa et al., 2024). Isso nos levou
a hipotetizar que o mesmo pudesse ser observado para o CBG. Apesar disso, os resultados vistos
no teste de MCC utilizando o CBD como tratamento divergem dos resultados encontrados por
no6s com o uso do CBG. Em relagdo a fase de evocagdao da memoria, o CBD ndo obteve efeito
quando administrado 60 min antes do teste (1, 10, 30 ou 100 mg/kg) (Assareh et al., 2020). Por
outro lado, em outros dois estudos, quando a injecdo foi feita 30 min antes da sessdo de teste, o
CBD na dose de 10 mg/kg foi capaz de reduzir o freezing (Han et al., 2022; Resstel et al., 2006).
Esse efeito foi ainda acompanhado por uma diminui¢do das alteracdes cardiovasculares que
geralmente sdo vistas durante a evocagdo da memoria de medo (Resstel et al., 2006).

Durante o processo de consolidagdo da memoria, os efeitos do CBD parecem ser mais
consistentes. Estudos demonstram que, quando administrado logo apds o condicionamento, o
CBD na dose de 10 mg/kg diminui a expressao do medo (Stern et al., 2017). O mesmo foi visto
com a infusdo intra-hipocampal de CBD (30 pmol), que também resultou em uma diminui¢ao
na taxa de freezing. Esse efeito parece ser dependente de receptores CB; e CB», uma vez que o
pré-tratamento tanto com AM251 (antagonista CB1) quanto com AM630 (antagonista CB2) foi
capaz de reverter o efeito obtido (Raymundi et al., 2020). Com base nesses resultados, nos
poderiamos supor que a dose de 10 mg/kg do CBG talvez fosse capaz de exercer uma agdo
semelhante a do CBD. No entanto, essa dose foi testada por nds e também foi utilizada por
Zhou e colaboradores (2022) no modelo de MCC (1x 1,5mA; 1s), ndo tendo sido visto qualquer
efeito. Dessa forma, esses resultados sugerem que o CBG, de fato, ndo apresente efeito na
consolida¢do de memorias contextuais aversivas. J& quando se trata do momento de aquisi¢cao

da memoria, os estudos que investigam a a¢do do CBD no modelo de MCC ainda sdo escassos.
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Apesar disso, uma investigacdo de Han e colaboradores (2022) demonstrou que sua
administracdo antes do condicionamento ndo prejudica a fase de aquisicdo, achado que se
assemelha ao que foi observado com o CBG tanto em nosso estudo quanto em trabalhos de
outros grupos (Zhou et al., 2022).

No que diz respeito aos efeitos antinociceptivos da administragao sistémica de CBG, os
resultados encontrados na literatura sdo variaveis. Na dose de 10 mg/kg, o CBG se mostrou
ineficaz quando o teste de tail-flick foi realizado 60 min apds a inje¢do (Sepulveda et al., 2022).
Por outro lado, quando o teste ¢ realizado apenas 15 min apds administragdo de CBG, a dose
de 3 mg/kg apresentou uma leve ag@o antinociceptiva (Zagzoog et al., 2020). Essa distin¢ao de
resultados e a comparagdo feita com a atividade do CBD sugerem que o efeito do CBG possa,
portanto, estar restrito a0 momento de analise. Se levarmos em consideracdo o mesmo estudo
que nods utilizamos como referéncia sobre a farmacocinética de canabinoides (Deiana et al.,
2012), ¢é possivel ver que o Tmax cerebral do CBD administrado i.p. ¢ de 120 min, da mesma
forma vista para o CBG. No entanto, todos os estudos aqui citados que demonstram um efeito
significativo do CBD no modelo de MCC levam em consideragdo um tempo de apenas 30 min
p6s administragdo (Han et al., 2022; Resstel et al., 2006). Ainda, no teste de tail-flick realizado
por nos, a maior diferenca de limiar vista foi nos 30 min seguintes da inje¢ao. Esses resultados
poderiam sugerir que o intervalo de 2h que utilizamos no delineamento dos experimentos tenha
sido longo demais, fazendo com que ocorra uma perda do efeito devido a janela temporal
escolhida. Apesar disso, em um estudo em que se avaliou os efeitos do CBG sobre a pressao
arterial de camundongos, o efeito hipotensor de fato ocorreu cerca de 2h apds a administragao
deste fitocanabinoide (Vernail et al., 2022). Portanto, hda uma demanda por estudos com
protocolos de administracdo do CBG em diferentes intervalos antes dos testes, tais como lh e
30 min.

Além da variavel temporal, nos ja sabemos que a intensidade do condicionamento ¢ um
fator muito importante e que tem influéncia inclusive sobre os processos fisioldgicos que sao
desencadeados, como a liberacao de endocanabinoides (Iglesias et al., 2023). Em vista disso, ¢
necessario considerar que o CBG possa apresentar algum efeito quando testado em protocolos
de MCC diferentes ou mesmo em outros modelos de medo associativo. Além disso, apesar de
as doses escolhidas serem doses comumente utilizadas em estudos com o CBD, existe a
possibilidade de que doses distintas das testadas aqui sejam capazes de inibir memorias
contextuais aversivas. Por fim, a via de administragdo também pode ter influenciado os

resultados obtidos, uma vez que a inje¢ao intracerebral de CBG ainda nao foi explorada.
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Como apontado anteriormente, substancias que sdo agonistas de receptores CB; tendem
a reduzir o freezing no modelo de MCC quando administrados nas fases de aquisicao (Mikics
et al., 2006; Pamplona & Takahashi, 2006), consolidagdao (Mackowiak et al., 2009; Raymundi
et al., 2020; Scienza-Martin et al., 2022) e evocacdo (Gobira et al., 2017; Scienza-Martin et al.,
2022) da memdria aversiva. No entanto, o CBG se liga com baixa afinidade e baixa eficacia
aos receptores canabinoides, o que sugere que ele ndo exerca sua atividade por meio deles. Isso
pode explicar, em parte, a auséncia de efeito encontrada em nosso estudo. Em contraponto, foi
citado também que agonistas de receptores TRPV1 tendem a exercer um efeito oposto ao de
agonistas CB; em memorias aversivas, gerando um aumento da expressao de medo (Iglesias et
al., 2023; Uliana et al., 2023). O CBG ¢ também um agonista TRPV1, assim como a AEA.
Além disso, o protocolo utilizado em nosso trabalho se assemelha ao protocolo de alta
intensidade utilizado por Iglesias e colaboradores (2023), o que corrobora a hipotese de que
poderia ocorrer atividade através desses canais. Apesar disso, ndo foi observado efeito.

Foi ainda mencionado que o CBG pode atuar através da inibicao da recaptagdo de AEA,
o que aumenta a disponibilidade desse endocanabinoide na fenda sinaptica (Calapai et al., 2022;
De Petrocellis et al., 2001; Di Marzo & Piscitelli, 2015). Uma maior concentracdo de AEA
poderia possibilitar sua agdo através tanto de receptores CBi quanto receptores TRPVI,
conforme visto. No entanto, esse efeito, mais uma vez, ndo foi observado. Todas essas
consideragdes feitas e o conhecimento sobre a promiscuidade farmacoldgica do CBG nos levam
a pensar que esse canabinoide atue, pelo menos neste modelo, principalmente via outros
receptores. Pode ser que isso decorra de uma agdo em receptores que ajam de forma oposta aos
receptores TRPV 1, por exemplo, de forma a contrabalancear os efeitos que seriam vistos pela
sua atividade. Outra possibilidade seria a acdo do CBG em outra classe de receptores pela qual
apresente maior afinidade e que, de fato, ndo demonstre ter qualquer efeito no modelo de MCC.

Candidatos promissores para isso seriam os receptores alfa-2-adrenégicos, aos quais o
CBG se liga com alta afinidade, uma caracteristica notavel (Cascio et al., 2010; Nachnani et al.,
2021; Vernail et al., 2022). Esses receptores sdo também localizados no sitio pré-sindptico,
assim como o0s receptores canabinoides, e atuam de forma a regular a liberacdo de
noradrenalina. No entanto, se contrapondo a nossa suposi¢do, substancias que atuam em
receptores alfa-2 ndo sdo inertes no modelo de MCC. O agonista alfa-2 dexmedetomidina, por
exemplo, demonstrou uma diminui¢do da expressao de medo contextual quando administrado
imediatamente apds o condicionamento (Frances Davies et al., 2004). J4 quando a injecao ¢
feita logo antes do condicionamento, ndo foi visto efeito, o que demonstra o papel desses

receptores na consolidagdo, mas ndo aquisicdo da memoria em modelo de administracao
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sist€émica (Frances Davies et al., 2004). Por outro lado, estudos com a administragdao
diretamente na BLA de agonistas desses receptores (clonidina e ioimbina) mostraram que houve
prejuizo da aquisicdo da memoria contextual de medo (Nasehi et al., 2016). Por ltimos, nos
poderiamos também levar em consideracdo o antagonismo que o CBG exerce em receptores
5-HTia. A literatura mostra que o antagonista WAY 100635 ndo apresenta efeito na aquisi¢cao
da memoria de medo quando administrado de forma subcutinea ou intrahipocampal (Stiedl et
al., 2000). Curiosamente, o antagonista NAD-299, por outro lado, demonstrou um aumento na
expressao medo quando administrado subcutdneo antes do condicionamento (Youn et al.,
2009).

Os testes clinicos realizados com o CBG ainda sdo muito escassos, mas caminham para
uma melhor compreensdo de seus efeitos em humanos. Uma pesquisa de 2022, por exemplo,
teve como objetivo investigar os motivos da utilizacdo de produtos a base de Cannabis com
predominancia de CBG. Os participantes recrutados relataram majoritariamente o uso com
finalidade de tratamento de ansiedade, dor cronica, depressdo, insonia e cefaleias (Russo et al.,
2022). Enquanto um grande nimero disse ndo apresentar qualquer efeito adverso, alguns
pacientes relataram boca seca, sonoléncia e aumento do apetite. Apesar disso, ndo hd como
descartar que os efeitos narrados sejam causados por outros canabinoides encontrados nas
preparacdes. Mais recentemente, foi também realizada uma pesquisa sobre os efeitos do CBG
em pacientes que receberam essa substancia de forma isolada (Cuttler et al., 2024). Além de
relatarem um menor nivel de ansiedade em relagdo ao grupo placebo em uma avaliagdo de
estado subjetivo, os participantes também teriam performado melhor em um teste de
memorizagao de palavras (Cuttler et al., 2024).

Apesar de o uso da maconha ja ser relatado ha milhares de anos, o inicio dos estudos
sobre suas propriedades ¢ muito recente (Mechoulam et al., 2014b; Zuardi et al., 1982). Assim,
mesmo com o rapido avango que temos visto no nimero de pesquisas na area, nés ainda ndo
conhecemos a fundo todas as propriedades da Cannabis ou, sequer, de todos os fitocanabinoides
existentes. Isso porque, enquanto o primeiro interesse se deu pela investigagdo do THC e do
CBD, outros fitocanabinoides permaneceram negligenciados. Hoje, todas as evidéncias
apontam para a necessidade de se explorar outros fitocanabinoides menos cohecidos. Em
acordo com isso, existe a teoria de que grande parte do potencial farmacoldgico da maconha se
revele verdadeiramente através da combinagdo sinérgica entre os diferentes compostos
presentes na planta, o que ¢ nomeado de efeito comitiva ou efeito entourage, do francés (Koltai
& Namdar, 2020). Esse termo foi cunhado pela primeira vez como uma hipdtese de que

compostos que ndo apresentam atividade bioldgica seriam capazes de potencializar o efeito de
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compostos bioativos quimicamente relacionados (Ben-Shabat et al., 1998). Tempo depois, essa
teoria comegou a ser usada na literatura para justificar que extratos de Cannabis contendo o
espectro total de canabinoides da planta teriam um efeito mais satisfatorios do que canabinoides
sintéticos ou canabinoides extraidos e utilizados de forma isolada (Christensen et al., 2023).
Apesar de ainda ser algo contraditério e baseado em poucas evidéncias, a existéncia desse
fendomeno — se verdadeira — ressaltaria, também, a importancia de se estudar canabinoides que
sd0 muitas vezes negligenciados.

Em suma, nos tivemos como objetivo a investiga¢do dos efeitos do CBG na memoéria
contextual aversiva. Nosso trabalho ndo demonstrou efeitos desse composto no modelo de
MCC no protocolo e nas doses utilizadas. Isso contrasta com as observac¢des em torno do CBD
no modelo de MCC, em especial em relacdo as fases de consolidagdo e evocagdo da memoria.
No entanto, apesar de serem substancias parecidas, o CBG e o CBD diferem em relagdo a sua
atividade farmacologica. Os dados encontrados neste trabalho corroboram com a auséncia de
efeito do CBG nesse paradigma comportamental, conforme foi visto por Zhou e colaboradores
em outro protocolo (2022). Futuros estudos podem ter como objetivo elucidar o possivel efeito
dessa substancia em periodos de tempo mais curtos apos a administracdo e também em outras

fases da memoria, como na extingdo e na reconsolida¢do, ou em outros protocolos de MCC.
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