
1 
 UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO 

Avaliação da participação do sistema 

endocanabinoide na memória de extinção do medo 

condicionado em camundongos 

Larissa Fernanda Matias Werworn 

Ribeirão Preto 
2022 



2 
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO 

 

 

LARISSA FERNANDA MATIAS WERWORN 

 

  

Avaliação da participação do sistema endocanabinoide na memória de extinção 

do medo condicionado em camundongos 

  

  

Dissertação de Mestrado apresentada 

ao Programa de Pós-graduação em 

Ciências Farmacêuticas da Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo 

para obtenção do título de Mestre em 

Ciências 

  

Área de concentração: Produtos 

Naturais e Sintéticos 

 

Orientadora: Profª Drª Sabrina 

Francesca de Souza Lisboa 

 

 

Versão corrigida da Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Ciências Farmacêuticas em 25/08/2022. A versão original 

encontra-se disponível na Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto/USP. 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2022 



3 
 

FICHA CATALOGRÁFICA 

 

AUTORIZO A REPRODUÇÃO E DIVULGAÇÃO TOTAL OU PARCIAL DESTE 

TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRÔNICO, 

PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larissa Fernanda Matias Werworn 

 Avaliação da participação do sistema endocanabinoide na 
memória de extinção do medo condicionado em camundongos. Ribeirão 
Preto, 2022. 

121 p. il.; 30cm. 

Dissertação de Mestrado, apresentada à Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto/USP – Área de concentração: 
Produtos Naturais e Sintéticos 

Orientador: Lisboa, Sabrina Francesca de Souza 

1. Endocanabinoides 2. Medo condicionado contextual 3. 

Memória de medo 

 

 

 

  



4 
 

AGRADECIMENTOS 

 

À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), 

pelo apoio financeiro (processo nº 2019/19226-5). As opiniões, hipóteses e 

conclusões ou recomendações expressas neste material são de 

responsabilidade da autora e não necessariamente refletem a visão da FAPESP. 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de 

Financiamento 001. 

  



5 
 

RESUMO 

 

WERWORN, Larissa Fernanda Matias. Avaliação da participação do sistema 

endocanabinoide na memória de extinção do medo condicionado em 

camundongos. 2022. 121 p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2022. 

 

O transtorno do estresse pós-traumático (TEPT), uma doença psiquiátrica 

debilitante, pode se desenvolver após exposição a eventos traumáticos. Os 

tratamentos aprovados possuem baixa eficácia, longa latência para ação e 

inúmeros efeitos adversos. Portanto, estudos sobre os mecanismos envolvidos 

no TEPT são importantes para prover novas perspectivas terapêuticas com mais 

eficácia. Dentre inúmeros sistemas possivelmente envolvidos na fisiopatologia 

do TEPT está o endocanabinoide (eCB). Inicialmente, o presente projeto testaria 

a hipótese de que uma disfunção na sinalização eCB induzida pelo estresse de 

derrota social repetida (EDSR) estaria envolvida em alterações comportamentais 

relacionadas ao TEPT. Para isso, foram realizados experimentos para 

padronização dos protocolos de EDSR e de medo condicionado contextual 

(MCC), empregando diferentes testes comportamentais após o estresse (Estudo 

1). Para realização do EDSR, um camundongo CD-1 foi introduzido na caixa-

moradia dos camundongos C57Bl/6 a fim de causar perturbações na hierarquia 

social e ataques físicos nos animais residentes (6 dias consecutivos, 2h por dia). 

Em um dos experimentos, a AA-5HT (antagonista TRPV1 e inibidor da FAAH; 

0,1, 0,3 e 1,0 mg/kg, i.p.) foi administrada 1 hora antes de cada sessão de 

estresse. Após uma semana, o protocolo de MCC foi realizado. Os animais foram 

colocados em uma caixa de condicionamento por 7:30 minutos onde receberam 

3 choques elétricos (0,75mA, 2 s cada), randômicos, nas patas. Após 24h, foram 

reexpostos à caixa, sem choques, por 20 minutos (sessão de evocação e 

aquisição de extinção; Dia 2). Após outras 24h, foram novamente reexpostos à 

caixa (10 minutos) para a evocação da memória de extinção (Dia 3). Foi 

observado que o protocolo de EDSR não induziu efeito ansiogênico consistente 

ou déficits de extinção da memória de MCC, conforme esperado e previamente 

reportado. No experimento com a AA-5HT, embora o EDSR também não tenha 

induzido alterações no MCC, os efeitos da droga são inconclusivos devido ao 
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baixo número de animais utilizado. Devido à ineficácia do estresse e ao fato do 

protocolo de MCC produzir resultados consistentes, o objetivo do trabalho foi 

alterado, e passou a ser testar a hipótese de que os receptores CB2 modulariam 

a extinção do MCC. Para isso, no protocolo de MCC explicado acima, um 

agonista de receptores CB2 (JWH133) e um antagonista/agonista inverso CB2 

(AM630), ambos nas doses de 0,5, 1,0, 2,0 ou 4,0 mg/kg, i.p., foram 

administrados 30 minutos antes da reexposição à caixa no Dia 2. O JWH133 (2,0 

mg/kg) facilitou a aquisição da extinção sem, no entanto, interferir na evocação 

desta memória, ao menos a curto prazo. O AM630 (2,0 mg/kg) também 

apresentou discreto efeito facilitador da extinção (Dia 2). Uma possibilidade 

poderia ser por ação dos eCBs em CB1, portanto foi feita a administração de 

dose inefetiva de AM251 30 minutos antes do AM630. Não foi observado o efeito 

esperado. Considerando a importância dos eCBs em situações mais aversivas, 

realizou-se um experimento com protocolo de choques mais intensos (3x1,5 mA, 

2s) com o JWH133 (2,0 e 4,0 mg/kg). O JWH133 (2,0 mg/kg) apresentou efeito 

facilitador mais robusto na aquisição da memória de extinção, sem interferir na 

evocação desta memória. Já a maior dose (4,0 mg/kg) não interferiu na aquisição 

da memória de extinção, mas prejudicou a evocação desta memória no dia 

seguinte, evidenciado uma resposta dual. Estes resultados sugerem que os 

receptores CB2 podem estar envolvidos no processo de extinção do MCC, mas 

de forma complexa, provavelmente envolvendo equilíbrio de ação dos eCBs em 

diferentes receptores e em receptores com diferentes localizações celulares. 

Mais estudos, portanto, são necessários para elucidar estas questões. 

 

Palavras-chave: Endocanabinoides; Medo condicionado contextual; Memórias 

de medo 
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ABSTRACT 

WERWORN, Larissa Fernanda Matias. Evaluation of the participation of the 

endocannabinoid system in the extinction of conditioned fear memory of 

mice. 2022. 121 p. Dissertation (Master) – School of Pharmaceutical Sciences 

of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2022. 

 

Posttraumatic stress disorder (PTSD), a debilitating psychiatric disorder, can 

develop after exposure to traumatic events. The approved treatments are little 

effective, have long latency period to start the action, and numerous adverse 

effects. Therefore, studies that investigate mechanisms involved in PTSD are 

importante to provide new therapeutic perspectives more effectively. The 

endocanabinoid (eCB) system is among the biological systems that can possibly 

be involved in the PTSD pathophysiology. Initially, the objective was to test the 

hypothesis that a repeated social defeat stress (RSDS)-induced dysfunction in 

the eCB signaling would be involved in PTSD-related behavioral changes. For 

this purpose, we performed experiments aiming at standardizing RSDS and 

contextual fear conditioning (CFC) protocols, using different behavioral tests after 

stress (Study 1). To perform the RSDS, a CD-1 mouse was introduced into the 

homecage of the C57Bl/6 mice, in order to disturb the social hierarchy and attack 

the residente animals (6 consecutive days, 2 hours a day). In one of the 

experiments, AA-5HT (TRPV1 antagonist and FAAH inhibitor; 0.1, 0.3 and 1.0 

mg/kg, i.p.) was administered 1 hour before each stress session. After 1 week, 

the CFC protocol was performed, in which the mice were placed in a conditioning 

chamber for 7:30 minutes, where They received 3 random electric footshocks 

(0.75 mA, 2s each). After 24 hours, They were re-exposed to the chamber, 

without footshocks, for 20 minutes (session of evocation and acquisition of 

extinction; day 2). After another 24 hours, They were re-exposed again to the 

chamber (10 minutes) to test the evocation of extinction memory (day 3). RSDS 

protocol did not induce consistente anxiogenic effect or CFC memory extinction 

déficits, as expected and previously reported. In the experimente with AA-5HT, 

althought RSDS also did not induce changes in the CFC, the effects of the drug 

are inconclusive due to the low number of animals used. Due to the lack of 

efficacy of RSDS and the fact that the MCC protocol produced consistent results, 

the objective of this work was changed to: test the hypothesis that CB2 receptors 
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would modulate CFC memory extinction. For this purpose, in the same CFC 

protocol explained before, a CB2 receptor agonist (JWH133) and a CB2 

antagonist/inverse agonist (AM630), both at doses of 0.5, 1.0, 2.0 or 4.0 mg/kg, 

i.p., were administered 30 minutes prior to box re-exposure on Day 2. JWH133 

(2.0 mg/kg) facilitated the acquisition of extinction memory without, however, 

interfering with the evocation of this memory, at least in short term. AM630 (2.0 

mg/kg) also had a slight effect facilitating extinction (Day 2). One possibility could 

be the action of eCBs on CB1, so an ineffective dose of AM251 was administered 

30 minutes before AM630. The expected effect was not observed. Considering 

the importance of eCBs in more aversive situations, an experiment was carried 

out with a protocol involving more intense shocks (3x1.5 mA, 2s) with JWH133 

(2.0 and 4.0 mg/kg). JWH133 (2.0 mg/kg) had a more robust facilitating effect on 

the acquisition of extinction memory, without interfering with the evocation of this 

memory. The highest dose (4.0 mg/kg) did not interfere with the acquisition of 

extinction memory, but impaired the evocation of this memory on the following 

day, evidencing a dual response. These results suggest that CB2 receptors may 

be involved in the CFC memory extinction process, but in a complex way, 

probably involving balance of action of eCBs in different receptors and in 

receptors with different cellular locations. Therefore, more studies are needed to 

elucidate these questions. 

 

Key-words: Endocannabinoids; Contextual fear conditioning; Fear memories 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 TRANSTORNO DE ESTRESSE PÓS-TRAUMÁTICO 

 

O transtorno de estresse pós-traumático (TEPT) é uma doença 

psiquiátrica debilitante que pode se desenvolver após exposição à uma situação 

intensamente traumática, como violência física ou sexual, guerra, acidente de 

trânsito, desastre natural, assalto à mão armada, dentre outros (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; GATES et al., 2012).  

Para ser diagnosticado com TEPT o indivíduo deve ter sido exposto a 

episódio concreto ou ameaça de morte, lesão grave ou violência sexual, ou 

mesmo testemunhar eventos traumáticos com terceiros, e apresentar um certo 

número de sintomas de cada categoria, por um período de ao menos um mês 

após a exposição ao evento. Os sintomas são divididos em quatro categorias: 

intrusivos; de evitação; alterações negativas na cognição e humor; e alterações 

na excitação e reatividade. Os sintomas intrusivos incluem memórias intrusivas 

(invasivas, involuntárias) angustiantes, pesadelos, flashbacks, e sofrimento ou 

reatividade fisiológica acentuada após exposição a estímulos relacionados ao 

trauma (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Os sintomas de 

evitação incluem a tentativa de se esquivar de situações, lugares ou 

pensamentos que estejam relacionados ao trauma (BLECHERT et al., 2007). 

Estes sintomas levam o indivíduo a se afastar do trabalho, família e amigos, 

levando ao isolamento social (YEHUDA et al., 2015). Na categoria de sintomas 

associados a alterações negativas na cognição e humor incluem-se a 

incapacidade de recordar alguns aspectos-chave do trauma, crenças negativas 

distorcidas e persistentes, emoções negativas relacionadas ao trauma e a 

inabilidade de experienciar emoções positivas. Já as alterações na excitação e 

reatividade incluem sintomas de hipervigilância, respostas de sobressalto 

exageradas, problemas para dormir e se concentrar, e comportamentos 

agressivos e autodestrutivos (LAPIZ-BLUHM; PETERSON, 2014). 

Os dados epidemiológicos sobre o TEPT variam muito conforme a 

população analisada. A prevalência do TEPT na população geral na vida adulta 

(prevalência ao longo da vida de pessoas civis) é estimada entre 3,4 e 26,9% 

(GOLDSTEIN et al., 2016; KESSLER et al., 1995; SCHEIN et al., 2021), sendo 

que este valor é maior entre os veteranos de guerra/militares, profissionais cuja 
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ocupação envolve alto risco de exposição a situações traumáticas (por exemplo: 

profissionais da saúde) e entre pessoas em situação de vulnerabilidade 

socioeconômica(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Ainda, 

sabe-se que esta doença é cerca de duas vezes mais provável de se 

desenvolver em mulheres que em homens (KESSLER et al., 1995). 

A gravidade do TEPT é aumentada por outras condições existentes, que 

podem resultar da exposição ao trauma ou ocorrer concomitantemente a ele. 

Estas condições incluem o abuso de substâncias, transtornos de humor e de 

ansiedade, comportamento impulsivo e automutilação (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), gerando uma sobreposição de sintomas. 

O TEPT também está associado a comorbidades médicas, como dor crônica, 

inflamação, doenças cardiovasculares e metabólicas e maior risco de demência 

(LOHR et al., 2015; MICHOPOULOS et al., 2015; ROSENBAUM et al., 2015), 

além de um maior risco de ideação e tentativas de suicídio (MARSHALL et al., 

2001). 

Atualmente, o órgão de regulamentação de alimentos e drogas nos 

Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA), indica como primeira 

opção de tratamento do TEPT os medicamentos sertralina e paroxetina, ambos 

inibidores seletivos da recaptação da serotonina (ISRS) (YEHUDA et al., 2015). 

No entanto, os ISRS são pouco efetivos para este transtorno, possuem um 

considerável período de latência para o início do efeito, além de possuírem 

inúmeros efeitos adversos, o que pode levar o paciente a desistir do tratamento. 

Ainda, outros medicamentos também são prescritos de forma off label para o 

tratamento dos sintomas do TEPT, como antipsicóticos, anticonvulsivantes 

(estabilizadores de humor) e beta-bloqueadores (YEHUDA et al., 2015). Um fator 

importante para a falta de opções eficazes de tratamento do TEPT é o fato de os 

mecanismos neurais envolvidos na fisiopatologia dessa doença ainda não 

estarem bem elucidados (RICHTER-LEVIN; STORK; SCHMIDT, 2019).  

A maioria dos indivíduos, em algum momento da vida, passa por ao 

menos uma situação intensamente traumática, o que resulta em uma resposta 

de estresse pós-traumática, como entorpecimento emocional ou 

hiperemocionalidade, pesadelos, hipervigilância, dentre outros, mas conseguem 

superar esta resposta sem grandes consequências. No entanto, uma parcela da 

população (cerca de 10-20%, a depender do evento traumático) não consegue 
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se recuperar e apresenta a persistência destes sintomas, desenvolvendo então 

o TEPT (ROSS et al., 2017; SOUTHWICK; CHARNEY, 2012). 

Em humanos, a exposição do indivíduo ao estresse na infância ou mesmo 

na idade adulta (RESSLER et al., 2022; YEHUDA; LEDOUX, 2007), o tipo e a 

intensidade da situação traumática vivenciada (KESSLER et al., 2017), além de 

fatores genéticos (STEIN et al., 2002, 2016) e epigenéticos (ANACKER; 

O’DONNELL; MEANEY, 2014; ZANNAS; WEST, 2014), têm sido considerados 

fatores preditivos para o desenvolvimento do TEPT. Ademais, no contexto atual 

da pandemia da COVID-19, o desenvolvimento de transtornos 

neuropsiquiátricos, inclusive o TEPT, é uma preocupação bastante grande, e que 

tem sido amplamente discutida (GREENE et al., 2021; JANIRI et al., 2021). 

Sintomas neuropsiquiátricos como depressão, ansiedade e TEPT são 

bem descritos em pacientes sobreviventes da COVID-19 que foram internados 

na UTI, de uma forma geral (TEIXEIRA et al., 2021). Somado a isso, existem 

evidências de que a Covid-19 pode causar danos neurológicos nos 

sobreviventes, ainda não completamente conhecidos, que poderiam predispor 

ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiátricos, conforme já relatado 

(RASS et al., 2022).  

Segundo o DSM-V, a exposição repetida ou extrema a detalhes aversivos 

de situações de morte (por exemplo, socorristas que recolhem restos de corpos 

humanos), ameaça de morte ou lesão em terceiros também configura exposição 

a um trauma (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Conforme já 

descrito anteriormente, sabe-se que profissionais da saúde que trabalham em 

setores de terapia intensiva, urgência e emergência, de um modo geral, possuem 

maior risco de desenvolvimento de TEPT por estarem lidando com situações de 

morte e/ou quase morte de vários pacientes (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013; LIMA; ASSUNÇÃO, 2011). De fato, já foi descrito 

anteriormente a relação entre TEPT e outros transtornos em epidemias 

anteriores de SARS, MERS, ebola, dentre outras (BROOKS et al., 2018; PRETI 

et al., 2020). A pandemia de COVID-19 causou superlotação em hospitais, 

aumento no número de mortes, além de um grande estresse físico e psicológico 

nestes profissionais, que enfrentaram exaustivas jornadas de trabalho e o temor 

de serem infectados também (VEDOVATO et al., 2021).  

No entanto, não são apenas as pessoas envolvidas direta ou 

indiretamente com a infecção pelo SARS-Cov-2, o vírus causador da COVID-19, 
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que apresentam maior risco para o desenvolvimento de TEPT. A pandemia 

também expôs a população mundial a diversas outras situações extremamente 

estressantes, tais como as medidas de isolamento social impostas como forma 

de conter o avanço do contágio, o medo de se contaminar ou de pessoas 

próximas se contaminarem, bem como os impactos econômicos decorrentes da 

crise. Em suma, podemos esperar o relato de aumento significativo na 

prevalência mundial de TEPT durante a pandemia de COVID-19, bem como nos 

anos posteriores ao seu término. 

 

 

1.1.1 Neurobiologia do TEPT 

 

Ainda não se sabe ao certo qual a etiologia deste transtorno, porém 

diversos estudos levam a crer que o TEPT é uma desordem heterogênea, 

multissistêmica e multifatorial, que se desenvolve quando há uma consolidação 

exagerada das memórias de medo e a dificuldade de extingui-las, resultando em 

sensibilização do indivíduo a pistas sensoriais e contextuais condicionadas 

relacionadas ao medo e na falha em recuperar-se da situação traumática 

(MORRISON; RESSLER, 2014). 

Em humanos, uma redução no volume do hipocampo (O’DOHERTY et al., 

2015; WANG et al., 2010) e do córtex cingulado anterior, mas não da amígdala 

(O’DOHERTY et al., 2015) são descritos no TEPT. Além disso, também foram 

observadas alterações no eixo neuroimunoendócrino, caracterizadas por 

disfunção na liberação e ação do cortisol, níveis elevados de mediadores 

inflamatórios e exacerbação de resposta inflamatória, inclusive no sistema 

nervoso central (SNC), sendo o mesmo observado após a exposição a estímulos 

estressores em modelos animais (GRIFFIN; CHARRON; AL-DACCAK, 2014; 

RAVINDRAN; STEIN, 2009; ROHLEDER et al., 2004; YEHUDA, 2009). 

Diversos sistemas de neurotransmissão parecem estar envolvidos na 

fisiopatologia do TEPT, tais como serotoninérgico (GRESSIER et al., 2013),  

GABAérgico (ROSSO et al., 2014), dopaminérgico (HOEXTER et al., 2012), 

adrenérgico (LIBERZON et al., 2014; TAYLOR et al., 2006; ZOLADZ et al., 2014) 

e o sistema endocanabinoide (LU et al., 2008; NEUMEISTER et al., 2013; 

PARDINI et al., 2012), o qual será abordado separadamente em uma seção 

adiante. 
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1.2 MODELOS ANIMAIS 

 

Alterações fenotípicas observadas em diversos transtornos psiquiátricos 

podem ser modeladas em animais, por exemplo roedores de laboratório. Os 

modelos animais são utilizados para estudar a neurobiologia e mecanismos 

fisiopatológicas de transtornos psiquiátricos, bem como drogas que podem 

intervir nestes, sendo que os conhecimentos gerados podem, mais tarde, serem 

extrapolados para a clínica em humanos (BORGHANS; HOMBERG, 2015; 

NESTLER; HYMAN, 2010). No entanto, para serem utilizados para esses fins, 

os modelos animais precisam ser avaliados quanto à similaridade com as 

patologias observadas nos humanos. Os modelos animais costumam ser, de 

forma bastante simplista, baseados em 3 requisitos de validade: validade 

preditiva; validade de face; e validade de construto (BORGHANS; HOMBERG, 

2015). No entanto, é importante ressaltar que os modelos não se limitam a estes 

critérios, e que tampouco atender a estes critérios significa que o modelo reflete 

exatamente toda a complexidade de alterações em um transtorno 

neuropsiquiátrico. 

Em relação à validade de construto, seu princípio é avaliar se o 

desenvolvimento da condição/fenótipo no modelo animal resulta de processos 

similares aos que ocorrem em humanos que possuem este transtorno, por 

exemplo, genes de vulnerabilidade e fatores ambientais como o estresse. 

Já a validade de face corresponde a quanto o fenótipo apresentado pelo 

animal é similar ao apresentado por humanos que têm a doença. Por exemplo: 

muitos pacientes com depressão exibem anedonia, então o modelo animal deve 

apresentar este comportamento, detectado através de testes comportamentais. 

Entretanto, vale ressaltar que muitos sintomas não são exclusivos de um 

transtorno, demonstrando a complexidade de se tirar respostas conclusivas 

apenas com base em modelos animais.  

A validade preditiva se refere à responsividade específica e seletiva do 

animal a intervenções farmacológicas e não-farmacológicas que são efetivas 

para a doença em humanos. Por exemplo, se uma droga é efetiva no transtorno 

de ansiedade generalizada em humanos sob certas condições, ela deve agir da 

mesma forma. 

Além de ser relativamente ainda pouco elucidado, o TEPT se apresenta 

nos pacientes com uma sintomatologia variada, tornando mais difícil a 
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compreensão da neurobiologia deste transtorno. Como é de se esperar, obter 

um modelo animal para o estudo da fisiopatologia do TEPT é igualmente 

desafiador, e é praticamente impossível recriar todos os aspectos das patologias 

humanas em animais. De um modo geral, os pesquisadores procuram mimetizar 

grupos específicos de sintomas ao elaborar um modelo animal de TEPT 

(BORGHANS; HOMBERG, 2015). 

A validade de face dos modelos animais de TEPT costuma ser avaliada 

através de testes comportamentais, como o labirinto em cruz elevado (LCE), 

teste do campo aberto (TCA) e resposta de sobressalto, visto que indivíduos com 

TEPT apresentam ansiedade generalizada e hiperexcitação, que têm fenótipos 

similares observados nestes testes. Já a validade preditiva é mais difícil de ser 

acessada, uma vez que os tratamentos farmacológicos disponíveis para o TEPT 

são pouco efetivos. Apesar de não haver um padrão ouro, a validade preditiva 

pode ser avaliada através do uso de inibidores seletivos da recaptação da 

serotonina, que devem melhorar ao menos em parte, ou em parte dos animais, 

as características tipo-TEPT exibidas pelo animal (SIEGMUND; WOTJAK, 

2006). 

Um aspecto fundamental do TEPT é a exposição ao trauma. Para atender 

à validade do construto, o modelo animal de TEPT deve conter a apresentação 

de um estressor potencialmente traumático. No entanto, o TEPT não afeta todas 

as pessoas que passam por uma situação traumática. Além disso, este 

transtorno se apresenta através de sintomas variados entre os indivíduos. Desta 

forma, o modelo animal ideal de TEPT deveria também apresentar estas 

características (BORGHANS; HOMBERG, 2015). 

Os estressores em modelos animais de TEPT podem ser divididos em 

físicos, sociais e psicológicos, e alguns podem ser utilizados em associação. Os 

estressores físicos se baseiam no uso de estímulos aversivos para estressar os 

animais diretamente, podendo ser comparados com experiências de quase-

morte ou acidentes sofridos por humanos. Estes incluem o estresse único 

prolongado, estresse de restrição, trauma subaquático, aprendizado de medo 

potenciado pelo estresse, choques elétricos (que podem incluir testes para a 

extinção do medo no paradigma do medo condicionado, assunto que será 

abordado mais adiante), dentre outros (BORGHANS; HOMBERG, 2015). Já os 

estressores sociais são baseados no comportamento social natural dos animais, 

e são relevantes considerando que os humanos são responsivos a experiências 
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sociais traumáticas, tais como estupro e outros tipos de abuso. Estes estressores 

incluem instabilidade habitacional, isolamento social, estresse no início da vida 

e o estresse de derrota social (BORGHANS; HOMBERG, 2015).  Os estressores 

psicológicos comumente envolvem a exposição a predadores naturais ou ao 

odor deles, o que pode ser instintivamente estressante para o animal em estudo. 

Esta categoria inclui o estresse psicossocial baseado em exposição ao predador 

e o estresse de exposição ao odor do predador (BORGHANS; HOMBERG, 

2015). 

 

 

1.2.1 Estresse de derrota social repetida 

 

Respostas imunes e comportamentais ao estresse podem ser modeladas 

em camundongos através do estresse de derrota social repetido (EDSR) 

(WOHLEB et al., 2011). Neste protocolo, os camundongos são expostos a um 

camundongo reprodutor aposentado, maior e mais agressivo, durante um 

determinado período. Neste período é possível observar a presença de 

dominância e ataques por parte do camundongo agressor, e comportamento 

submisso dos camundongos testados, alterando a hierarquia social previamente 

existente na caixa-moradia dos camundongos testados. Podemos considerar 

então que este protocolo de estresse envolve tanto um componente físico, 

decorrente dos ataques diretos do camundongo agressor, quanto um 

componente social (NAKATAKE et al., 2020). 

Um aspecto que distingue o EDSR de outros estressores ambientais é a 

sua capacidade de ativar continuamente o eixo hipófise-adrenal durante os 

confrontos repetidos (COVINGTON; MICZEK, 2005; KOOLHAAS et al., 1997). 

O EDSR aumenta a mielopoiese, promove o tráfego de macrófagos da 

periferia para o cérebro, ativação da micróglia e neuronial no encéfalo, e induz 

comportamento tipo-ansioso (ENGLER et al., 2004; WOHLEB et al., 2011). 

Ainda, altera a resposta imune a desafios virais e bacterianos subsequentes 

(BAILEY et al., 2009; MAYS et al., 2010). McKim e colaboradores demonstraram 

que o desenvolvimento de ansiedade após o EDSR foi causado pelo 

recrutamento de monócitos produtores de IL-1β à neurovasculatura de áreas 

cerebrais relacionadas à resposta ao estresse (MCKIM et al., 2018). Ainda, o 

EDSR promove o tráfego de células mieloides periféricas (CD11b+) resistentes a 
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glicocorticoides da medula óssea para o baço e pulmões (ENGLER et al., 2004). 

Além disso, o antagonismo de receptores β-adrenérgicos bloqueia o tráfego de 

células mieloides, ativação microglial e comportamento tipo-ansioso induzidos 

por EDSR (HANKE et al., 2012; WOHLEB et al., 2011). 

Ademais, a exposição ao EDSR promove alterações na responsividade a 

estímulos condicionados subsequentes, sendo que esta e muitas das alterações 

descritas acima são atenuadas pelo tratamento com um agonista de receptores 

canabinoides CB1/CB2 durante o estresse (LISBOA et al., 2018). Estas 

alterações são abordadas a seguir. 

 

 

1.2.2 Medo condicionado contextual 

 

A formação de memória é um processo complexo, altamente dinâmico e 

de compreensão ainda limitada. De forma bem resumida, ao adquirirmos uma 

memória, esta é lábil e facilmente modificada, denominada memória de curto 

prazo (do inglês, short-term memory, STM). Através do processo de 

consolidação, a STM pode se transformar em uma memória mais estável e difícil 

de ser modificada, chamada memória de longo prazo (do inglês long-term 

memory, LTM). A reapresentação de uma pista adequada relacionada a esta 

memória (evocação da memória) pode causar a sua desestabilização 

(labilização). Neste processo, a memória estável e consolidada torna-se lábil 

novamente e, portanto, é passível de ser modificada, reforçada e consolidada 

novamente, ou sua expressão pode ser enfraquecida, através do processo de 

extinção (NADEL et al., 2012). Portanto, algumas modificações possíveis podem 

ser: reestabilização ou reconsolidação, onde a memória é consolidada 

novamente, possivelmente em uma forma mais forte do que anteriormente; 

atualização, que é a incorporação de novas informações ao traço de memória 

original a partir de novas experiências vividas; e extinção, que não é o 

apagamento da memória, mas sim a formação de uma nova memória, capaz de 

sobrepor-se à memória original e suprimi-la (MAREN; HOLMES, 2016). 

Entretanto, a memória de extinção parece ser mais fraca do que o traço original 

da memória adquirida e, por isso, sua manutenção a longo-prazo é mais difícil, 

e com o passar do tempo pode haver recuperação espontânea (MAREN; 

HOLMES, 2016). 
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O medo condicionado contextual (MCC) é baseado no condicionamento 

Pavloviano, e envolve memória aversiva associativa, condicionada, e estruturas 

encefálicas como a amígdala, o hipocampo e o córtex pré-frontal (LEDOUX, 

2000). O paradigma consiste na exposição do animal a um estímulo aversivo 

(estímulo não-condicionado – do inglês, unconditioned stimulus, US), 

normalmente choques nas patas, em determinado contexto (estímulo neutro), 

sendo que o contexto passa a ser o estímulo condicionado (do inglês, 

conditioned stimulus, CS). Quando o animal é re-exposto ao CS, sem 

apresentação do US, evoca a memória associativa e apresenta a resposta de 

medo, quantificada, por exemplo, pelo parâmetro comportamental de 

congelamento (FANSELOW, 1990).  

O condicionamento de medo é um processo de aprendizado normal e 

possui caráter evolutivo, sendo importante para a sobrevivência animal (FRIJDA, 

1986; RICHTER-LEVIN; STORK; SCHMIDT, 2019). Pode-se dizer, portanto, que 

esse medo vem de uma resposta emocional “normal”. Porém, perturbações em 

diversas vias e mecanismos podem alterar o processamento destas memórias, 

tornando as respostas ao medo patológicas, como é observado no TEPT e 

outros transtornos relacionados ao medo ou ansiedade. O medo patológico é 

caracterizado por altos níveis de medo subjetivo, incompatíveis com o perigo 

real, e uma resposta condicionada exacerbada, bem como outras alterações 

(BARLOW, 2002). Diversos fatores (ambientais, genéticos, epigenéticos, dentre 

outros) podem causar estas perturbações. Então, apesar de possuir essa 

natureza adaptativa, o condicionamento ao medo tem um papel fundamental no 

desenvolvimento destes transtornos quando se torna mal adaptativo (BECKERS 

et al., 2013). 

Ao associar um estresse prévio com o paradigma de medo condicionado, 

podemos ter um modelo animal que mimetiza melhor alterações patológicas no 

processamento de memórias. É sabido que diversos protocolos de estresse, 

tanto agudos como crônicos, são capazes de causar déficit na extinção de 

memória em modelos animais que utilizam o paradigma de medo condicionado 

(MAREN; HOLMES, 2016), tais como o estresse de derrota social repetido em 

camundongos C57, no medo condicionado ao contexto (LISBOA et al., 2018), 

isolamento social em ratos Long Evans, avaliados no medo condicionado à luz 

(SKELLY et al., 2015), estresse de restrição em ratos Sprague-Dawley, avaliados 

no medo condicionado ao som (ZHANG; ROSENKRANZ, 2013), estresse único 
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prolongado em ratos Sprague-Dawley, avaliados no medo condicionado 

contextual (IWAMOTO et al., 2007), dentre outros. 

Pacientes com TEPT apresentam alterações em mecanismos 

relacionados à memória, particularmente a memória aversiva. Normalmente, um 

sujeito que passa por um evento traumático associa a memória deste trauma 

(US), que naturalmente induz respostas de medo, a outros estímulos neutros, 

como fatores do ambiente, que normalmente não induzem respostas de medo 

por si só (CS). Após esse pareamento, apenas a apresentação do CS é capaz 

de evocar resposta de medo. Esta memória de medo pareada, assim como 

outras memórias, passa pelo processo de consolidação, e se tornam LTM 

(ENOMOTO; KATO, 2021). Na maioria das vezes, após repetidas e longas 

apresentações do CS, sem a presença do US, a expressão da resposta de medo 

é gradualmente reduzida, ocorrendo o fenômeno de extinção da memória que, 

como explicado anteriormente, não é o apagamento da memória de medo, mas 

sim a formação de uma nova memória (BOUTON, 1993). No entanto, a 

apresentação do CS por curto período, sem a presença do US pode reativar a 

memória aversiva original, tornando-a mais estável novamente, através do 

processo de reconsolidação (NADER; SCHAFE; LE DOUX, 2000). Ainda, devido 

ao fato do traço de memória original, do trauma, ser mais forte do que a memória 

de extinção, não é incomum que este processo de extinção não seja duradouro 

e que ocorra recuperação espontânea (MAREN; HOLMES, 2016). Nesse 

sentido, o déficit na extinção do medo tem sido considerado um ponto chave do 

TEPT, contribuindo para a persistência das memórias e das respostas de medo 

características deste transtorno (MAREN; HOLMES, 2016). Anormalidades em 

circuitos cerebrais envolvendo hipocampo, amígdala, córtex pré-frontal medial 

(mPFC), giro cingulado e ínsula, parecem estar associadas às alterações 

observadas no TEPT (ETKIN; WAGER, 2007; SARTORY et al., 2013; TABER et 

al., 2003). 

Frente a estas alterações descritas no TEPT, uma abordagem para o 

estudo de mecanismos neurobiológicos envolvidos neste transtorno é 

justamente a avaliação do comportamento animal em paradigmas de medo 

condicionado contextual. Uma vez que este paradigma permite a avaliação de 

componentes da memória aversiva (aquisição, consolidação, evocação, 

reconsolidação e extinção), mecanismos que podem estar alterados no TEPT, o 

entendimento destes mecanismos podem ajudar na compreensão da sua 
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neurobiologia. Ainda, a administração de drogas que tenham como alvo estes 

processos constitui uma abordagem interessante para o estudo dos mecanismos 

neuroquímicos envolvidos na fisiopatologia do TEPT(LISBOA et al., 2019; 

STEARDO et al., 2021) . 

 

 

1.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE 

 

1.3.1 Histórico 

 

 A Cannabis sativa L., popularmente conhecida como maconha, é uma 

planta cultivada e usada pelos humanos há milênios como medicamento, droga 

de abuso e fonte de fibra têxtil (JIANG et al., 2006). 

Quando fumada (principal forma de consumo recreativo), a maconha 

produz efeitos psicotrópicos de euforia, alteração na percepção do tempo, 

sedação, prejuízo na atenção, tempo de reação e controle motor, amnésia, 

dentre outros (MILLER; BRANCONNIER, 1983). 

Dentre os diversos metabólitos secundários encontrados na maconha, a 

classe dos fitocanabinoides é a de maior relevância, visto que compreende as 

principais substâncias responsáveis pelos efeitos típicos causados por esta 

planta. Esta classe possui mais de 100 compostos identificados até então, sendo 

o Δ9-tetrahidrocanabinol (Δ9-THC), o canabidiol (CBD) e o canabinol (CBN) os 

mais importantes e encontrados em maior quantidade na planta. O Δ9-THC, 

fitocanabinoide mais estudado, é responsável pelos principais efeitos 

psicotrópicos da maconha, incluindo a euforia, efeitos psicomotores, e seu 

potencial de abuso (CURRAN et al., 2002; HART et al., 2002; RAMAEKERS et 

al., 2009). 

Por outro lado, o CBD não produz efeitos psicotomiméticos, mas é 

psicoativo e mostrou efeito ansiolítico em humanos e animais (GUIMARÃES et 

al., 1990; ZUARDI et al., 1993), além de efeito antidepressivo (SARTIM; 

GUIMARÃES; JOCA, 2016; ZANELATI et al., 2010), antiepiléptico (CUNHA et 

al., 1980), e atenuou o comportamento agressivo induzido pelo isolamento social 

(HARTMANN et al., 2019) em animais de laboratório, dentre outros efeitos. As 

evidências pré-clínicas e clínicas sugerem que o CBD é uma alternativa 

promissora para o tratamento de transtornos neuropsiquiátricos. Em 2019, a 
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Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) autorizou a produção de 

medicamentos à base de Cannabis no Brasil (BRASIL, 2019), e o CBD passou 

a ser produzido e comercializado pela indústria farmacêutica. 

Em 1988, William Devane em seu grupo de pesquisa, liderado pela 

Professora Allyn Howlett, mostraram pela primeira vez que o Δ9-THC se ligava 

a um “novo” receptor, presente na superfície de células neuronais. Este receptor 

foi denominado inicialmente apenas receptor canabinoide (DEVANE et al., 

1988). Essa descoberta levou à sugestão de que o organismo de mamíferos 

deveria produzir algo que se ligasse a esses receptores. Assim, pouco tempo 

depois, o mesmo pesquisador, agora no grupo do Professor Raphael 

Mechoulam, em Israel, isolou de tecido cerebral a primeira substância endógena 

capaz de se ligar a esses receptores, a que deram o nome de anandamida 

(ananda em sânscrito significa felicidade suprema). Mais de 30 anos depois, 

sabe-se que os receptores canabinoides e compostos endógenos, os 

endocanabinoides (eCBs), são responsáveis por uma gama de funções 

regulatórias no organismo e são alvos de extrema importância no estudo de 

transtornos neuropsiquiátricos(LUTZ, 2009; VIVEROS et al., 2007). 

 

 

1.3.2 Visão geral 

 

O sistema endocanabinoide (eCB) é composto pelos seus receptores 

(CB1 e CB2), os ligantes endógenos (eCBs) e pelo aparato bioquímico 

responsável por sintetizar e degradar estas substâncias. Os principais eCBs 

conhecidos são a araquidonoil-etanolamina (ou anandamida, AEA) (DEVANE et 

al., 1992), e o 2-araquidonoil-glicerol (2-AG) (MECHOULAM et al., 1995). 

Os receptores são do tipo acoplado à proteína G, sendo que CB1 foram 

os primeiros a serem descobertos, e estão primariamente localizados nos 

terminais nervosos pré-sinápticos no sistema nervoso central (DEVANE et al., 

1988). Inicialmente, acreditava-se que os receptores CB2 eram expressos 

apenas em células do sistema imune periférico, mas não no encéfalo (MUNRO; 

THOMAS; ABU-SHAAR, 1993). No entanto, estudos biomoleculares e genéticos 

posteriores mostraram que estes receptores podem ser encontrados em 

neurônios do córtex pré-frontal (PFC), hipocampo, e outras estruturas cerebrais 

(GONG et al., 2006; SIERRA et al., 2015). Mais recentemente, a localização pós-
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sináptica destes receptores foi descrita no encéfalo (BRUSCO et al., 2008; 

STEMPEL et al., 2016).  Os receptores CB2 também são expressos nas células 

da micróglia (CARLISLE et al., 2002), onde exercem diversas funções imunes; 

dentre elas, sua ativação em condições neuro-inflamatórias é importante a fim 

de proteger o cérebro de um possível dano e repará-lo, caso aconteça (MECHA 

et al., 2016). Além disso, as células da micróglia têm importância no controle da 

proliferação e diferenciação neuronal, bem como na formação de novas sinapses 

(MECHA et al., 2016). De modo geral, a expressão de receptores CB1 no 

sistema nervoso central é muito maior do que a de receptores CB2 e, enquanto 

CB1 parece ter uma expressão primariamente constitutiva, CB2 parece ter uma 

expressão induzida (MACKIE, 2008; VAN SICKLE et al., 2005). Tanto AEA 

quanto o 2-AG se ligam preferencialmente aos receptores CB1, com seletividade 

de cerca de 5 e 2 vezes maior em relação aos receptores CB2, respectivamente 

(GERTSCH; RADUNER; ALTMANN, 2006). 

O sistema eCB é considerado um sistema neurotransmissor atípico, pois 

os eCBs são sintetizados sob demanda após o influxo de cálcio e consequente 

ativação de fosfolipases (que convertem os fosfolipídios das membranas em 

eCBs), não sendo armazenados em vesículas (PIOMELLI, 2003). A enzima N-

acil fosfatidiletanolamina fosfolipase D (NAPE-PLD) é responsável pela síntese 

da AEA, enquanto a diacilglicerol lipase (DAGL) está envolvida na síntese do 2-

AG (PIOMELLI, 2003). Majoritariamente, a transferência de informações ocorre 

de forma retrógrada, dos terminais pós-sinápticos aos terminais pré-sinápticos. 

Após serem liberados na fenda sináptica, os eCBs difundem-se livremente para 

interferir com a atividade de células vizinhas, ligando-se aos receptores 

canabinoides destas células, resultando na diminuição no influxo de cálcio, e 

consequentemente, na diminuição da liberação dos neurotransmissores (PATEL 

et al., 2017). Além disso, também podem aumentar o influxo de potássio, 

contribuindo ainda mais para a hiperpolarização das células (FELDER et al., 

1995). 

No entanto, os eCBs podem se ligar aos receptores vaniloide de potencial 

transitório do tipo 1 (TRPV1). Estes receptores são canais catiônicos não-

seletivos que podem ser ativados pela capsaicina (substância encontrada na 

pimenta malagueta), temperaturas acima de 43 °C, baixo pH, voltagem 

(CLAPHAM; RUNNELS; STRÜBING, 2001; ROSS, 2003), além da AEA (DI 

MARZO; DE PETROCELLIS, 2012). De maneira contrária à sinalização via 
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receptores CB, a ligação de AEA aos receptores TRPV1, leva ao aumento no 

influxo de cálcio e, consequentemente, na despolarização dos neurônios. Ainda 

não está claro se essa ativação leva ao aumento da liberação de 

neurotransmissores, mas o que se supõe é que a ativação de TRPV1 parece ser 

uma forma de balancear os efeitos causados pela inibição via receptores CB 

(FENWICK et al., 2017; PATEL et al., 2017), incluindo comportamentos de medo 

e ansiedade (AGUIAR et al., 2014; MOREIRA et al., 2012) 

Os eCBs produzidos e liberados nos terminais pós-sinápticos podem 

também agir sobre receptores canabinoides expressos em células da micróglia 

(MECHA et al., 2016; STELLA, 2009) e astrócitos (NAVARRETE; ARAQUE, 

2008), interferindo na sinalização neurônio-glia. Ademais, a maquinaria 

bioquímica necessária para a síntese de eCBs é encontrada em astrócitos, 

micróglia (HEGYI et al., 2012) e oligodendrócitos (GOMEZ et al., 2010), o que 

pode conferir a essas células um papel importante na modulação da função 

sináptica. 

Nas células da micróglia, a expressão de CB2 é significativamente maior 

que a de CB1, e aumenta ainda mais em condições inflamatórias (CABRAL; 

MARCIANO-CABRAL, 2005; HOWLETT et al., 2002; STELLA, 2009). A ativação 

de receptores CB2 nestas células resulta em redução da ativação destas e 

consequentemente, da liberação de mediadores do sistema imune, exercendo, 

desta forma, efeitos anti-inflamatórios (revisado por MECHA et al., 2016). 

Alterações em células da micróglia e ativação do sistema imune estão envolvidos 

em respostas ao estresse (FRANK et al., 2007; MCKIM et al., 2018; WOHLEB et 

al., 2011), o que pode ser modulado pelo sistema eCB (LISBOA et al., 2018). A 

modulação das células da micróglia pelos eCBs é sugerida como um possível 

alvo em diferentes transtornos neuropsiquiátricos (LISBOA et al., 2016). 

Similarmente ao que acontece nos neurônios, a ativação de receptores 

TRPV1 em células da micróglia pode ativar estas células e induzir a liberação de 

mediadores do sistema imune (HUANG et al., 2015). Assim, as ativações do CB1 

e do TRPV1 parecem exercer efeitos opostos tanto na liberação de 

neurotransmissores (EGERTOVÁ et al., 1998) quanto na ação de células da 

micróglia.  

Por fim, a sinalização eCB (ao menos via AEA) pode ocorrer de maneira 

não-retrógrada através da ativação de receptores canabinoides (BACCI; 

HUGUENARD; PRINCE, 2004) e TRPV1 (STELT; DI MARZO, 2005) localizados 
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nos terminais pós-sinápticos da própria célula que os produziu (sinalização 

autócrina). Esta forma de sinalização parece ser outro mecanismo do sistema 

eCB com a finalidade de modular a função neural e transmissão sináptica 

(CASTILLO et al., 2012). 

Após realizar suas ações, os eCBs são internalizados e então sofrem 

catabolismo. As principais enzimas responsáveis por este processo são a amida 

hidrolase de ácidos graxos (FAAH) para a AEA (CRAVATT et al., 1996), e a 

monoacilglicerol lipase (MAGL) para o 2-AG (DINH et al., 2002). Estas enzimas 

são alvos muito importantes para a modulação farmacológica do sistema eCB e 

estão envolvidas em respostas de estresse, medo e ansiedade, por exemplo 

(HARTLEY et al., 2016; LLORENTE-BERZAL et al., 2015; MORENA et al., 2018; 

TEN-BLANCO et al., 2022) como será discutido adiante. 

 

 

1.3.3 Sistema endocanabinoide e endovaniloide na memória, no medo e nas 

respostas ao estresse 

 

Através de experimentos com animais nocautes ou com antagonistas, 

diversos trabalhos mostraram que o sistema eCB pode estar envolvido no 

condicionamento ao medo contextual ou a pistas, no comportamento tipo-

ansioso e nas respostas ao estresse, como será discutido. 

Marsicano e colaboradores, em uma clássica publicação de 2002, 

mostraram que animais nocautes para os receptores CB1 (CB1 KO) 

apresentaram prejuízo na extinção de memórias aversivas no medo 

condicionado ao som (MARSICANO et al., 2002). O déficit na extinção de 

memórias aversivas também foi observado no paradigma do medo condicionado 

ao som ou ao contexto através do antagonismo CB1 com as drogas rimonabant 

(ao som: MARSICANO et al., 2002); contextual:  (PAMPLONA; BITENCOURT; 

TAKAHASHI, 2008; SUZUKI et al., 2004), AM281 (LISBOA et al., 2015) e AM251 

(ao som) (REICH; MOHAMMADI; ALGER, 2008). O rimonabant, quando 

administrado antes da re-exposição ao contexto aversivo, também foi capaz de 

aumentar a expressão do medo (KAMPRATH et al., 2009). No entanto, o 

agonista CB1 CP55,940, em dose alta e repetida (50 μg/kg, 3 dias), de forma 

similar ao bloqueio de CB1 causou aumento do freezing durante os treinamentos 

de extinção, embora não tenha afetado a sua evocação a longo prazo. 
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Entretanto, na dose de 1 μg/kg, que é bem menor, por 3 dias, esse mesmo 

agonista não mostrou efeito (LLORENTE-BERZAL et al., 2015). A dualidade de 

efeito (ou efeito bidirecional) dos canabinoides será melhor discutida mais 

adiante. 

O envolvimento do sistema eCB na extinção de memórias aversivas 

também foi mostrado através do aumento de eCBs e consequente ativação 

indireta de receptores canabinoides. Morena e colaboradores (2018) mostraram 

que a inibição da hidrólise da AEA através da droga URB597 (0,1 e 0,3 mg/kg) 

após as sessões de treinamento de extinção melhorou a consolidação da 

memória de extinção. No entanto, quando administrada antes das sessões de 

extinção, a droga não teve efeito (MORENA et al., 2018). Quando administrada 

antes da re-exposição, mas em diferentes doses, essa mesma droga reduziu a 

expressão do medo no paradigma do medo condicionado contextual (3 mg/kg, 

agudo) (LISBOA et al., 2015) e ao som (1 mg/kg, repetido) (LLORENTE-BERZAL 

et al., 2015). 

Em se tratando do 2-AG, Morena e colaboradores (2018) mostraram que 

a administração em ratos de JZL184 (inibidor da enzima monoacilglicerol lipase-

MAGL, responsável por degradar o 2-AG), nas doses de 0,5 e 1,0 mg/kg, antes 

das sessões de extinção, reduziu a porcentagem de freezing global no medo 

condicionado ao contexto (MORENA et al., 2018). No entanto, esta mesma droga 

em dose mais elevada (8 mg/kg) prejudicou a extinção da memória aversiva no 

medo condicionado ao som, conforme demonstrado por Hartley e colaboradores 

(2016). Os autores sugerem que esse prejuízo se deve pelo aumento de 2-AG 

na amígdala basolateral, uma vez que a infusão de JZL184 nesta região 

encefálica produziu resultados similares. Interessantemente, o pré-tratamento 

com rimonabant foi capaz de prevenir o déficit de extinção induzido pelo JZL184 

(HARTLEY et al., 2016). Em conformidade, Ten-Blanco e colaboradores, em 

uma recente publicação (2022) mostraram que o JZL184 (8 mg/kg), mas não o 

URB597 (3 mg/kg), quando administrados imediatamente após cada sessão de 

extinção, prejudicou a extinção no medo condicionado contextual (TEN-BLANCO 

et al., 2022). Já Llorente-Berzal e colaboradores (2015) mostraram o JZL 184 (4 

e 8 mg/kg) aumentou a expressão do medo no paradigma do medo condicionado 

ao som, e que possivelmente esse efeito depende da sinalização CB1 em 

neurônios GABAérgicos (LLORENTE-BERZAL et al., 2015). 
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O efeito do JZL184 em direções contrárias poderia ser explicado pelas 

diferentes doses utilizadas, sugerindo que possa haver uma “faixa de 

concentração ideal” de 2-AG para modular as memórias condicionadas (assim 

como ocorre com outros eCBs). Em conformidade com essa ideia de faixa de 

concentração ideal, Cavener e colaboradores (2018), mostraram que a depleção 

quase total de 2-AG com a droga DO34, inibidor da DAGL, também prejudicou a 

extinção da memória de medo condicionado ao som. Ou seja: tanto o excesso 

quanto a falta de 2-AG parecem ser prejudiciais para a extinção do medo 

condicionado. Ainda, o aumento de AEA através da inibição da enzima FAAH 

pelo PF-3845 não foi capaz de reverter os déficits de extinção induzidos pelo 

aumento de 2-AG (CAVENER et al., 2018). 

Em se tratando de receptores TRPV1, Gobira e colaboradores (2017) 

mostraram que araquidonoil-serotonina (AA-5HT), uma droga que 

simultaneamente inibe a enzima FAAH (que hidrolisa a AEA) e bloqueia os 

receptores TRPV1, inibiu a expressão da memória de medo condicionado 

contextual, e que possivelmente esse efeito anti-aversivo ocorreu pelo aumento 

de ativação de CB1 pela AEA, que estava aumentada (GOBIRA et al., 2017). 

De fato, há evidências de que o TRPV1 tem papel na regulação das 

respostas relacionadas ao medo e à ansiedade (AGUIAR et al., 2014; 

CASAROTTO et al., 2012; MARSCH et al., 2007; TERZIAN et al., 2009; ULIANA 

et al., 2016). Patel e colaboradores, em uma revisão de 2017, sugeriram que 

estas respostas resultam de um equilíbrio entre a inibição (via CB1) e excitação 

(via TRPV1) de circuitos específicos, e que uma desregulação deste equilíbrio 

poderia resultar em respostas de medo e ansiedade exacerbadas (PATEL et al., 

2017). Animais nocaute para TRPV1 mostraram redução da resposta de medo 

condicionada ao som e ao contexto em relação aos seus pares selvagens 

(MARSCH et al., 2007). Ainda, a microinfusão de 6-iodo-capsaicina, um 

antagonista TRPV1, na substância cinzenta periaquedutal dorsolateral foi capaz 

de prevenir o aumento da resposta emocional condicionada induzida pelo AM251 

(ULIANA et al., 2016). 

Canabinoides (endógenos ou sintéticos) em geral podem apresentar 

efeitos comportamentais em direções opostas, a depender da dose utilizada 

(efeitos bifásicos ou bidirecionais, como comentado anteriormente). Estes efeitos 

têm sido extensamente reportados, não apenas na extinção do medo 

condicionado (LLORENTE-BERZAL et al., 2015), mas também em outros 
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comportamentos, como o tipo-ansioso (ONAIVI; GREEN; MARTIN, 1990; REY 

et al., 2012; SCHERMA et al., 2008; VIVEROS; MARCO; FILE, 2005)e sobre os 

efeitos comportamentais e hormonais do estresse de forma mais geral 

(HILLARD; BEATKA; SARVAIDEO, 2016; SIMONE et al., 2015), por exemplo. 

Alguns canabinoides que se ligam e ativam preferencialmente CB1, 

quando em altas concentrações podem acabar ativando outros receptores, como 

o TRPV1, por exemplo, que exerce função oposta (VIVEROS; MARCO; FILE, 

2005). Além de outros receptores, há ainda a possibilidade de diferentes 

localizações de um mesmo receptor. Llorente-Berzal e colaboradores (2015) 

sugerem que os eCBs promoveriam o alívio do medo condicionado via ativação 

de CB1 em neurônios glutamatérgicos, enquanto promoveriam o aumento da 

expressão do medo via ativação de CB1 em neurônios GABAérgicos 

(LLORENTE-BERZAL et al., 2015). Ou seja: altas concentrações de agonistas 

CB1 poderiam acabar ativando também receptores em outras populações de 

neurônios, que em doses menores não seriam ativadas. Ainda, é necessário 

considerar que uma mesma dose de uma droga, em um mesmo animal, pode ter 

efeitos diferentes e aparentemente contraditórios em diferentes testes 

comportamentais, o que pode ser explicado por diferentes quantidades e 

sensibilidade de receptores canabinoides de uma região encefálica para outra 

(SIMONE et al., 2015). 

Em conformidade com os achados em estudos com animais 

experimentais, o sistema eCB também parece estar envolvido na modulação das 

respostas emocionais em humanos. Trabalhos envolvendo indivíduos saudáveis 

mostraram que polimorfismos em genes do sistema eCB parecem estar 

associados a alterações no processamento de memórias de medo (HEITLAND 

et al., 2012; MAYO et al., 2020, 2022). Ainda, baixa dose de THC administrada 

a adultos saudáveis antes do treinamento de extinção foi capaz de melhorar a 

evocação da memória de extinção do medo (KLUMPERS et al., 2012; RABINAK 

et al., 2013). Em indivíduos com TEPT também foram encontradas evidências 

de alterações no sistema eCB, o que contribuiu para a ideia da importância deste 

sistema na modulação das respostas aversivas (LU et al., 2008; PARDINI et al., 

2012). Neumeister e colaboradores (2013) demonstraram que há um aumento 

nos sítios de ligação de receptores CB1 em áreas específicas do cérebro de 

pacientes com TEPT, além de uma redução nos níveis de AEA e cortisol 

periféricos (NEUMEISTER et al., 2013). Hill e colaboradores (2013) também 
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demonstraram menores níveis de AEA periféricos em indivíduos com TEPT que 

exibiram sintomas mais intrusivos (HILL et al., 2013). Já Wilker e colaboradores 

(2016) mostraram que indivíduos com TEPT tinham menores concentrações de 

outro eCB, oleoiletanolamida (OEA), nos cabelos que indivíduos saudáveis, e 

encontraram uma correlação negativa entre as concentrações dos eCBs 

analisados e a severidade dos sintomas (WILKER et al., 2016). Outro fato que 

corrobora com a ideia de envolvimento do sistema eCB nas respostas de 

estresse é o fato de que a droga rimonabant, ao inibir os receptores CB1, 

produziu efeitos como ansiedade e depressão em humanos (BERGAMASCHI et 

al., 2014; MOREIRA; CRIPPA, 2009).  

Em resumo, o papel dos eCBs no processamento de memórias aversivas 

no paradigma do medo condicionado é complexo, finamente regulado, e 

provavelmente de caráter modulatório, visando manter o equilíbrio do sistema. 

No entanto, apesar da complexidade, os receptores canabinoides e TRPV1 

parecem ser interessantes alvos farmacológicos para o desenvolvimento de 

tratamentos para transtornos relacionados ao estresse, tais como o TEPT 

(KRYSTAL et al., 2017). 

 

 

1.3.4 Receptores CB2 no comportamento, na memória e no medo 

 

Existem evidências de que os receptores CB2 são importantes na 

modulação de respostas emocionais. No entanto, os estudos existentes, com 

abordagens genéticas e farmacológicas, apresentam resultados aparentemente 

inconsistentes e conflitantes. 

Camundongos nocaute para CB2 (CB2 KO) apresentaram aumento de 

vulnerabilidade frente a estímulos estressantes (atividade motora espontânea 

reduzida e comportamento tipo-ansioso) (ORTEGA-ALVARO et al., 2011). Em 

conformidade, camundongos transgênicos que superexpressavam CB2 (CB2xP) 

exibiram redução no comportamento tipo-ansioso (GARCÍA-GUTIÉRREZ; 

MANZANARES, 2011), indicando que os receptores CB2 também poderiam ser 

importantes para a modulação de respostas emocionais. No entanto, Li e Kim 

(2015) não encontraram alterações no comportamento tipo-ansioso e a atividade 

locomotora (teste do campo aberto e do labirinto em zero elevado) em animais 

CB2 KO (LI; KIM, 2015).  
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De forma similar, resultados contraditórios são observados com 

intervenção farmacológica. O beta-cariofileno, agonista CB2, quando 

administrado de forma aguda induziu ações tipo-ansiolíticas (teste do campo 

aberto e labirinto em cruz elevado) e tipo-antidepressivas (BAHI et al., 2014). No 

entanto, em outro trabalho o tratamento agudo com o agonista CB2 JWH133 não 

alterou o comportamento observado no teste da caixa claro-escuro (GARCÍA-

GUTIÉRREZ et al., 2012).  

Ainda, García-Gutiérrez e colaboradores (2012) mostraram que o 

tratamento agudo com AM630, um agonista inverso/antagonista CB2, induziu 

comportamento tipo-ansioso (teste da caixa claro-escuro), o que foi bloqueado 

com o pré-tratamento com o JWH133 (GARCÍA-GUTIÉRREZ et al., 2012). Por 

outro lado, Li & Kim (2015) mostraram que o tratamento agudo com AM630 não 

causou alteração no comportamento tipo-ansioso ou atividade motora (LI; KIM, 

2015). Apesar destes resultados contraditórios, é necessário mencionar que 

existem diferenças na metodologia e animais, por exemplo, utilizados pelos dois 

grupos de pesquisa, o que poderia ser responsável pelas diferenças observadas. 

Em se tratando de tratamentos crônicos, o AM630 reduziu o 

comportamento tipo-ansioso, aumentou a expressão gênica e reduziu a 

expressão proteica dos receptores CB2 no córtex e amígdala, enquanto o 

tratamento crônico com o agonista JWH133 causou efeitos opostos (GARCÍA-

GUTIÉRREZ et al., 2012).  

O envolvimento dos receptores CB2 nos processos de memórias, 

particularmente as de medo condicionado, é pouco descrito. Em um trabalho do 

nosso grupo, observamos que 24h após o condicionamento contextual, no 

momento da evocação da memória aversiva, os camundongos apresentaram 

uma redução da expressão do mRNA de CB2, mas não de CB1, no hipocampo 

(Lisboa et al., 2015). Li e Kim (2015) mostraram que animais CB2 KO 

apresentaram prejuízo na expressão da memória de medo contextual de longo 

prazo (dependente do hipocampo), mas não da memória de medo relacionada a 

pistas (independente do hipocampo), e melhora na memória espacial (LI; KIM, 

2015). De forma similar, Ortega-Álvaro e colaboradores (2011) mostraram que 

animais CB2 KO apresentaram prejuízo na memória de curto e longo prazo no 

teste de esquiva inibitória do tipo step-down, um outro protocolo para avaliar 

memórias aversivas, além de menor inibição por pré-pulso (ORTEGA-ALVARO 

et al., 2011). Ao contrário dos dados com os animais CB2 KO no trabalho de Li 
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e Kim, o bloqueio agudo de receptores CB2 com AM630 (3 mg/kg) não causou 

efeitos na memória (LI; KIM, 2015).  

Recentemente, um elegante trabalho utilizando edição genômica, 

realizado pelo mesmo grupo de pesquisa acima mencionado, mostrou que o 

aumento e a diminuição da expressão de receptores CB2 nas células da 

micróglia da área hipocampal CA1 melhorou e piorou, respectivamente, a 

memória de medo contextual (LI; KIM, 2017). Importante frisar que em ambos os 

trabalhos citados os autores avaliaram apenas a expressão da memória de medo 

condicionada, que é realizada através de re-exposição curta ao contexto 

aversivo (5 minutos) no dia seguinte ao condicionamento, mas não a extinção da 

memória de medo condicionada contextual. Já em um trabalho recente, de outro 

grupo de pesquisa, o tratamento com o agonista JWH133 após cada sessão de 

treinamento de extinção resultou em déficit na extinção da memória de medo 

condicionado contextual, enquanto o tratamento com AM630 não alterou a 

resposta de medo (TEN-BLANCO et al., 2022).  

Dessa forma, os efeitos da modulação de receptores CB2 parecem 

bastante complexos, o que poderia envolver, por exemplo, diferentes 

localizações celulares (neurônios e glia) destes receptores. Ainda, os efeitos 

divergentes podem estar associados a condições experimentais, como 

diferentes linhagens animais, drogas utilizadas nos diferentes estudos, e 

comparação entre estudos genéticos e farmacológicos. Assim, devido à 

participação controversa do receptor CB2 em comportamentos relacionados a 

emoções e memória aversiva, além de escassez de estudos nessa área, novos 

estudos são necessários para melhor esclarecer seu envolvimento nestas 

respostas.  

 

 

1.4 HIPÓTESE DO TRABALHO 

 

Visto que o TEPT é uma doença grave e debilitante e que suas opções de 

tratamento são limitadas e pouco efetivas, é de extrema importância o estudo da 

fisiopatologia e mecanismos neurais envolvidos no TEPT, para que novos 

medicamentos mais eficazes possam ser desenvolvidos. 

O objetivo inicial deste projeto foi testar a hipótese de que uma disfunção 

na sinalização eCB induzida pelo estresse resultaria em alterações 
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comportamentais relacionadas ao TEPT, particularmente déficits de extinção da 

memória de medo condicionada contextual, e que tais alterações seriam 

prevenidas pelo tratamento com fármacos que modulam o sistema eCB durante 

o estresse. Devido a problemas que serão melhor explicados nas seções 

“RESULTADOS” e “DISCUSSÃO”, esta hipótese não pôde ser testada e, 

portanto, o plano de trabalho foi alterado.  

Dessa forma, o novo objetivo do projeto, com base nas evidências 

apresentadas acima em relação aos receptores CB2, foi testar a hipótese de que 

os receptores CB2 estariam envolvidos na extinção da memória de medo 

condicionada contextual, e que a modulação farmacológica destes receptores 

antes da reexposição ao contexto aversivo poderia facilitar a extinção desta 

memória. 
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6. CONCLUSÕES 

 

6.1 ESTUDO 1 - AVALIAÇÃO DAS CONSEQUÊNCIAS COMPORTAMENTAIS 

DA EXPOSIÇÃO AO ESTRESSE DE DERROTA SOCIAL REPETIDA E DO 

EFEITO DA AA-5HT NESTAS RESPOSTAS 

 

Uma vez que o protocolo de estresse de derrota social repetida não 

funcionou, não é possível chegar a alguma conclusão a respeito do efeito da AA-

5HT sobre este estresse e consequentemente, sobre o medo condicionado 

contextual. 

Embora não tenhamos conseguido obter resultados satisfatórios 

utilizando este modelo de estresse, e com eles responder nossa hipótese inicial, 

observamos que a AA-5HT exibiu potencial efeito ansiolítico, podendo ser 

promissor em estudos futuros. 

 

 

6.2 ESTUDO 2 - ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES CB2 NO 

PROCESSAMENTO DA MEMÓRIA DE MEDO CONDICIONADO 

CONTEXTUAL 

 

A ativação dos receptores canabinoides CB2 através do JWH133, droga 

agonista destes receptores, acelerou a extinção do medo condicionado 

contextual, e não interferiu na evocação no dia seguinte. Já a resposta com o 

AM630, agonista inverso/antagonista de receptores canabinoides CB2, aparenta 

ser complexa, e não foi conclusiva em nossos experimentos. 

Nossos dados sugerem que os receptores CB2 poderiam estar de alguma 

forma envolvidos no processo de extinção das memórias de medo condicionado 

contextual. Entretanto, mais estudos serão necessários para elucidar melhor a 

forma como se daria esse envolvimento. 
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