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RESUMO

O estresse cronico ¢ uma condicao prevalente na sociedade contemporanea e representa um
importante fator de risco para déficits cognitivos, especialmente de memoria, mediados por
disfungdes do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, estresse oxidativo e neuroinflamagdo. Apesar
do amplo uso de modelos animais para investigar seus mecanismos fisiopatologicos, a maioria
dos estudos concentra-se em machos, desconsiderando as flutuacdes hormonais do ciclo estral
em fémeas. Nesse contexto, fitocanabinoides da Cannabis sativa vém sendo investigados por
seus potenciais efeitos neuromoduladores, antioxidantes e anti-inflamatorios. Este estudo
avaliou os efeitos do oleo integral de Cannabis sativa full spectrum (CFS) sobre a memoria
espacial de camundongas C57BL/6 submetidas a estresse cronico moderado, considerando o
ciclo estral. Os animais (n=29) foram distribuidos em cinco grupos: (GO0) estresse + salina; (G1)
controle + azeite; (G2) estresse + azeite; (G3) controle + CFS; e (G4) estresse + CFS. O
protocolo de estresse moderado consistiu em 14 dias de restricdo de movimento (2h/dia)
associada a exposi¢ao presa-predador (1h/dia). A memoria foi avaliada no Labirinto Aquatico
de Morris (LAM), considerando laténcia de escape (aquisi¢do) e permanéncia no quadrante
alvo (retengdo), e o ciclo estral foi monitorado por citologia vaginal. Os resultados mostraram
que os grupos submetidos ao estresse (GO, G2 e G4) ndo apresentaram déficits de memdria,
sugerindo resiliéncia ao protocolo. Contudo, as fémeas tratadas com CFS em condi¢do basal
(G3) exibiram prejuizo na aquisicdo da memoria, enquanto o grupo estresse + CFS (G4)
manteve desempenho, indicando um possivel efeito bifasico do 6leo. A analise do ciclo estral
indicou maior laténcia de escape no diestro; contudo, ndo permitiu conclusdes consistentes.
Conclui-se que as fémeas foram resilientes ao estresse cronico e que o CFS pode comprometer
a memoria espacial em condic¢des basais, possivelmente devido a presenca de A9-THC, mas
ndo apos a exposicao ao estresse, sugerindo acdo dependente do contexto fisiologico. Esses
resultados reforcam a importancia de considerar o sexo e o estado hormonal em estudos pré-

clinicos sobre estresse € memoria.

Palavras-chave: Déficits cognitivos; Memoria espacial; Neuromodulagdo; Ciclo estral;

Fitocanabinoides, LAM.



ABSTRACT

Chronic stress is a prevalent condition in contemporary society and represents an important risk
factor for cognitive deficits, particularly memory impairments, mediated by dysfunctions of the
hypothalamic—pituitary—adrenal axis, oxidative stress, and neuroinflammation. Despite the
widespread use of animal models to investigate its pathophysiological mechanisms, most
studies focus on males, disregarding the hormonal fluctuations of the estrous cycle in females.
In this context, phytocannabinoids from Cannabis sativa have been investigated for their
potential neuromodulatory, antioxidant, and anti-inflammatory effects. This study evaluated the
effects of whole spectrum Cannabis sativa oil (CFS) on the spatial memory of C57BL/6 female
mice subjected to moderate chronic stress, considering the estrous cycle. Animals (n=29) were
distributed into five groups: (GO) stress + saline; (G1) control + olive oil; (G2) stress + olive
oil; (G3) control + CFS; and (G4) stress + CFS. The moderate stress protocol consisted of 14
days of movement restriction (2h/day) combined with predator-prey exposure (1h/day).
Memory was assessed in the Morris Water Maze (MWM), considering escape latency
(acquisition) and time spent in the target quadrant (retention), and the estrous cycle was
monitored by vaginal cytology. The results showed that the stressed groups (GO, G2, and G4)
did not present memory deficits, suggesting resilience to the protocol. However, females treated
with CFS under basal conditions (G3) exhibited impaired memory acquisition, whereas the
stress + CFS group (G4) maintained performance, indicating a possible biphasic effect of the
oil. Estrous cycle analysis indicated longer escape latency in diestrus; however, no consistent
conclusions could be drawn. In conclusion, females were resilient to chronic stress, and CFS
may impair spatial memory under basal conditions, possibly due to the presence of A9-THC,
but not after stress exposure, suggesting a context-dependent action. These findings highlight
the importance of considering sex and hormonal status in preclinical studies on stress and

memory.

Keywords: Cognitive deficits; Spatial memory; Neuromodulation; Estrous cycle;
Phytocannabinoids; MWM.
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1.INTRODUCAO

Vivenciar situacdes de estresse tornou-se um aspecto recorrente da vida moderna,
afetando uma parcela significativa da populacao diariamente (Li et al., 2025). O estresse ¢ uma
resposta fisioldgica natural do organismo a estimulos potencialmente ameacadores. Em
situagdes agudas, pode exercer efeitos benéficos, como a melhora do desempenho da memoria,
o aumento da proliferacao celular no hipocampo e a estimulagdo da neurogénese. No entanto,
quando se torna cronico, seus efeitos tendem a ser prejudiciais (Wong, 2004). O estresse
prolongado contribui para o desenvolvimento de diversos problemas de saude, especialmente
disturbios psiquiatricos, como ansiedade e depressao, além de prejuizos cognitivos, como perda

de memoria e dificuldades de aprendizagem (Fontana, 1994; Lupien et al., 2009).

Evidéncias indicam que a exposi¢ao prolongada a situagdes estressoras compromete o
funcionamento dos sistemas imunoldgico e endocrino, suprime a neurogénese ¢ interfere
negativamente na neurotransmissao (McEwen, 1998; Baghya et al., 2016). Essas altera¢des tém
sido associadas ao desenvolvimento de distirbios neurologicos, incluindo esquizofrenia,

acidente cerebrovascular e doengas neurodegenerativas (Esch et al., 2002; Cohen et al., 2007).

Diversos estudos demonstram que o estresse cronico desencadeia uma cascata hormonal
mediada pelo eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA), cuja hiperativagdo resulta na producao
excessiva de cortisol (Johnson et al., 1992; Alzoubi et al, 2018) (Figura 1). Quando ocorre esse
desequilibrio, o hipotdlamo libera quantidades elevadas do hormonio liberador de
corticotropina (CRH), que estimula a hipéfise anterior a secretar o hormodnio
adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH, por sua vez, atua sobre as glandulas adrenais,
promovendo a liberacdo exacerbada de cortisol (Rivier, Rivier e Vale, 1982; Dastgerdi et al.,

2020).

Como consequéncia dessa liberacdo exacerbada de cortisol, diversas estruturas cerebrais
podem ser comprometidas, como o hipocampo (Justice, 2018), cortex pré-frontal (McEwen,
2007), amigdala (McEwen, 2006), estriado dorsal (Dias-Ferreira, 2009), nucleo accumbens
(Kalivas & Duffy, 1995), ntcleo da estria terminal (Erb & Stewart, 1990) e tronco encefalico
(Chappel et al., 1986). Nesse contexto, evidéncias apontam que o estresse cronico exerce efeitos
negativos sobre diferentes dominios cognitivos, incluindo a memoria, a aprendizagem, a

cognicdo social e a fungdo emocional (Zain, 2019).



12

Adicionalmente, niveis elevados e prolongados de cortisol podem desencadear a
hiperproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), frequentemente excedendo a
capacidade do sistema antioxidante enddgeno, o que leva ao desenvolvimento de estresse
oxidativo (EO) (Juszczyk et al.,, 2021; Pratico, 2008)(Figura 1). Entre os principais
componentes desse sistema de defesa estdo enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase
(SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT), que atuam neutralizando os radicais
livres e prevenindo danos celulares (Aguilar et al., 2016). A agao protetora destes antioxidantes
no organismo pode ser classificada em trés mecanismos principais: (1) inibi¢ao da formagao de
novos radicais livres, principalmente por meio da acdo da SOD e da CAT; (2) neutralizagdo de
radicais livres ja existentes, impedindo rea¢des em cadeia — processo mediado por moléculas
como os carotendides e as vitaminas C e E; e (3) reparo dos danos celulares causados pelas

EROs, envolvendo enzimas como lipases e proteases (Juszczyk et al., 2021; Neha et al., 2019).

Esse excesso de radicais livres exerce efeitos deletérios sobre diversos componentes
celulares, incluindo 4cidos nucleicos e lipidios, promovendo a redug¢do nos niveis de ATP
(Adenosina Trifosfato) e das concentracdes de glutationa (Herbert et al., 2018). Além disso, as
EROs atacam biomembranas, desencadeando uma reagdo em cadeia de peroxidagdo lipidica
que pode culminar em diferentes tipos de morte celular, como apoptose, autofagia e ferroptose
(Li et al., 2018). O EO também eleva os niveis de malondialdeido (MDA), subproduto da
oxidacdo de 4cidos graxos, que contribui para a formacao de produtos finais de lipoxidag¢ao
(ALEs), os quais comprometem ainda mais as defesas antioxidantes do organismo — fendmeno

observado em pacientes com diagnostico de depressao (Galecki et al., 2009).

Além dos danos celulares, o estresse oxidativo tem sido implicado na patogénese de
doencas neurodegenerativas. Durante o EO, ocorre também a formacao de placas de peptideos
amiloide- oligoméricos (AP) e de emaranhados neurofibrilares, eventos associados ao
comprometimento da memoria (Green et al., 2006). Ademais, estudos indicam que os niveis do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) sdo significativamente reduzidos em condigdes
de estresse oxidativo. O BDNF desempenha papel essencial na plasticidade sinaptica e na
consolidacdo da memoria, tanto em condigdes fisiologicas normais (Alnos et al., 2002) quanto
comprometidas (Kiprianova et al., 1999). Além disso, ele participa da mediagdo da formagao
de novas conexdes dopaminérgicas, serotoninérgicas, noradrenérgicas e colinérgicas (Trzeciak

& Herbert, 2024).

Paralelamente aos efeitos do EO, ha evidéncias crescentes de que o estresse cronico

também promove neuroinflamagao, mediada principalmente pela ativagao cronica da microglia
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(Figura 1). Esse processo desencadeia respostas inflamatorios no encéfalo, comprometendo os
papéis de suporte sinaptico e contribuindo para a deterioragcdo cognitiva relacionada a idade,
como observado na Doenga de Alzheimer (DA), Doenga de Parkinson e deméncia associada ao
HIV (Wang et al., 2019; Wu et al., 2024). A ativacdo excessiva resulta na secrecao de
marcadores inflamatérios como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o fator de
transformagdo do crescimento f (TGF-B) e as interleucinas 6 (IL-6), 12 (IL-12) e 18 (IL-18)
(Herbet & Lucassen, 2016) (Figura 1).

Nesse cenario, o hipocampo destaca-se como uma das estruturas mais vulneraveis aos
efeitos do estresse cronico (Figura 1). Trata-se de uma regido fundamental para os processos de
aprendizagem e memoria. Além de sua participacdo na funcdo cognitiva, exerce papel no
controle de funcdes auténomas e vegetativas, incluindo a regulacdo da secrecdo de ACTH
(Jacobson & Sapolsky, 1991; Gazzaley et al., 1996). A exposi¢do prolongada do hipocampo as
corticotropinas causa danos as suas células, resultando em reducdo do seu volume (McEwen &
Magarinos, 2001; Justice, 2018), prejuizos a neurogénese e reducdo das ramificacdes
dendriticas (Pawlak et al., 2005). Como consequéncia, observa-se disfuncdo cognitiva e
comprometimento da memoria dependente do hipocampo (Seib & Martin-Villalba, 2015)

(Figura 1).

ESTRESSE OXMIDATIVD ) -
( T
150D ICAT IGPx J.-'aTP TMDA

{; neu mdegfnerag:ﬁu-\

1 placas AR
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1 1L-18 | capacidade de aprendizagem & memana

Figura 1. Esquema integrado da cascata fisiologica do estresse cronico e seus efeitos no cérebro. A ativagdo do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) eleva os niveis de cortisol, desencadeando estresse oxidativo —
caracterizado pela redugdo das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa

peroxidase (GPx), redug¢@o do ATP e aumento do malondialdeido (MDA). Paralelamente, ocorre neuroinflamagao
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com elevagdo das citocinas pro-inflamatérias TGF-f, TNF-o, IL-6, IL-12 e IL-18. Esses eventos promovem
neurodegeneragdo, evidenciada pelo acimulo de placas de B-amiloide (Ap) e pela diminuic¢ao do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo, culminando em disfungdo cognitiva e prejuizo na aprendizagem e

memoria. Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender, 2025.

Estudos indicam que a atrofia do hipocampo humano ¢ frequentemente observada em
condi¢des como sindrome de Cushing (Starkman et al., 1992), depressao recorrente (Duman et
al., 2000 ), transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) (Sapolsky, 1992), esquizofrenia
(Goldman & Mitchell, 2004 ) ¢ deméncia (Sheline et al., 1996, 1999). A diversidade de
distarbios associados a essa atrofia levanta a hipdtese da existéncia de mecanismos
fisiopatologicos comuns subjacentes. Nesse contexto, modelos animais de indugao de estresse
cronico t€m sido amplamente utilizados para elucidar os efeitos do estresse prolongado sobre o
comprometimento de memoria, bem como sobre a estrutura e fungao do hipocampo (Pawlak et

al., 2005; Walesiuk & Braszko, 2009; Cuadrado-Tejedor et al., 2011).

Apesar dos avangos obtidos por meio desses modelos, a maioria dos estudos
experimentais em roedores foi conduzido com animais machos. Estudos com fémeas t€ém se
concentrado, principalmente, em protocolos que envolvem instabilidade social (Herzog et al.,
2009), isolamento (Palanza, 2001; Smith et al., 2011), separa¢do materna (Hill et al., 2014;
Llorente et al., 2011) ou estressores imprevisiveis (Grassi et al., 2014; McFadden et al., 2011).
Ha4, portanto, uma lacuna importante na formula¢do de modelos que representem, de forma
realista, os comportamentos associados a depressao, ansiedade e déficits de memoria em fémeas

submetidas ao estresse (Ifiiguez et al., 2018).

A experimentacdo com fémeas exige atencdo as flutuagdes hormonais naturais, pois
variagdes nos niveis de estradiol e progesterona influenciam a secre¢do de corticosterona, o
comportamento ¢ o desempenho em tarefas cognitivas. Estudos das ultimas décadas
demonstraram que os hormonios esteroides sexuais, especialmente o estrogénio 173-estradiol
(E2), regulam esses processos tanto em fémeas quanto em machos (Packard, 1998; Luine, 2014)
Apesar disso, ndo ha consenso sobre a influéncia do ciclo estral na cogni¢do. Alguns estudos
apontam que o E2 melhora o desempenho em tarefas cognitivas especificas (Conrad, 2004;
2010), enquanto outros argumentam que o ciclo estral ndo aumenta a variabilidade entre fémeas
e machos (Prendergast BJ, Onishi KG, Zucker I, 2014; Levy et al., 2023; Berry et al., 1997). A
utilizagdo de fémeas com gonadas intactas possibilita a observacdo dos efeitos hormonais em
seu estado fisioldgico natural, fornecendo uma base mais adequada de comparacdo com a

literatura predominante baseada em machos (Frick et al., 2015; Pompili et al., 2010).
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De fato, a literatura aponta para diferengas sexuais marcantes na resposta ao estresse
cronico, sobretudo em tarefas que demandam codificagdo espacial e localizacdo de objetos
(Jonasson, 2005; Luine et al, 2007; Astur; Ortiz; Sutherland, 1998). Em machos adultos, a
exposicao prolongada ao estresse por contencdo (21 dias) estd consistentemente associada a
prejuizos na memoria espacial e de reconhecimento, evidenciados em testes como labirinto
radial, labirinto em Y e reconhecimento de objetos (Beck & Luine, 1999; 2002; Conrad et al,
1996; Kitraki et al., 2004). Em contraste, os resultados em fémeas permanecem controversos:
alguns estudos descrevem desempenho preservado (Zain, 2019; Bowman, Ferguson & Luine,
2002) ou até superior ao de controles nao estressados (Conrad et al., 2004; Kitraki et al., 2004).
McLaughlin et al., 2005), enquanto outros relatam déficits cognitivos (Ma et al, 2023;
Hokenson et al., 2021). Essas discrepancias reforgam a hipdtese de que os efeitos do estresse
sobre a cogni¢do sdo multifatoriais e modulados por varidveis como sexo, protocolo

experimental e tempo de exposigao.

Frente a essa complexa cascata de alteragdes estruturais, bioquimicas e
comportamentais induzidas pelo estresse cronico, torna-se urgente a investigacdo de terapias
com potencial neuroprotetor. Substancias de origem vegetal vém ganhando atencgdo por seus
efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios e moduladores da plasticidade neural. A Cannabis
sativa ¢ uma das plantas medicinais mais antigas conhecidas pela humanidade. Essa espécie
contém mais de 500 compostos naturais, incluindo dleos, proteinas, metabolitos e fibras
(Papagianni & Stevenson, 2019). Dentre esses, destacam-se os canabinoides, conhecidos por
suas propriedades farmacologicas relevantes (Figura 2) . Estudos recentes demonstram que a
Cannabis possui propriedades analgésicas (Roger et al, 2000), anti-inflamatdrias (Liu et al,
2010), ansioliticas (De Assis et al, 2021), antidepressivas (Sales et al, 2018), anticonvulsivantes
(Aquino et al, 2025), antioxidantes (Chen et al, 2016), neuroprotetoras (Lima et al., 2025)

antialérgicas (Nuutinen, 2018).
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CBG

Figura 2. Principais canabinoides identificados na Cannabis sativa e seus potenciais efeitos terapéuticos. CBDV
— Canabidivarina; CBGV — Canabigerovarina; CBCA — Acido Canabicroménico; THCV — Tetrahidrocanabivarina;
CBD — Canabidiol; CBDA — Acido Canabidi6lico; CBG — Canabigerol; CBGA — Acido Canabigerolico; CBC —
Canabicromeno; THC — Tetrahidrocanabinol. Fonte: Adaptado de Cannactiva (2025).

Entre os principais fitocanabinoides estudados, destacam-se o A9-tetraidrocanabinol
(THC), responsével pelos efeitos psicoativos, € o canabidiol (CBD), que ndo apresenta efeitos
psicotomiméticos (Scuderi et al., 2009) (Figura 3). Esses compostos atuam no sistema
endocanabinoide, uma rede sinalizadora crucial para a homeostase fisiologica, constituida
principalmente pelos receptores canabinoides CB1 e CB2 — ambos membros da familia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR) (Pertwee, 2008, apud Aratjo; Almeida; Araujo,
2023). Os receptores CB1, considerados os GPCR mais abundantes no sistema nervoso
central (Herkenham et al., 1990), distribuem-se predominantemente em regides como ganglios
da base, cerebelo e hipocampo (Hu & Mackie, 2015), regulando processos como percepcao da
dor, modulacdo do humor e consolidacio da memodria (Hampson & Deadwyler, 1999;
Gerdeman et al., 2002; Brunt & Bossong, 2020). Em contrapartida, os CB2 apresentam
expressao predominante em células do sistema imunoldgico, atuando como moduladores-chave

da resposta inflamatoria (Pertwee, 2008; Howlet, 2002) (Figura 4).
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O THC atua como agonista parcial de ambos os receptores, presentes em neurdnios
GABA¢érgicos inibitorios e neurdnios glutamatérgicos excitatorios, resultando em efeitos
psicoativos e anti-inflamatoérios (Boggs et al, 2018). O CBD, por sua vez, apresenta baixa
afinidade direta por esses receptores (Thomas et al, 2007), modulando sua atividade de forma
indireta e atuando ainda em outros alvos moleculares, como receptores de serotonina (5-HT1A)
e vaniloides (TRPV1), o que lhe confere propriedades ansioliticas, analgésicas e anti-

inflamatoéria (Pacher et al., 2020)

Cannabidiol (CBD) Trans-A®-tetrahydrocannabinel (THC)

Figura 3. Estruturas quimicas dos principais fitocanabinoides estudados. Fonte: Raja et al., 2020.
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Figura 4. Esquema dos receptores CB1 e CB2 no sistema endocanabinoide Fonte: Adaptado de Dr Green Relief

(2019).
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Na ultima década, o uso terapéutico do CBD tem ganhado destaque como uma
abordagem promissora para o tratamento de diversas condi¢gdes neuropsiquiatricas, incluindo
depressao (Shbiro et al., 2019), ansiedade (De Assis et al., 2021), esquizofrenia (Gomes et al.,
2015), Doenga de Alzheimer (DA) (Cheng et al., 2014), Doenca de Parkinson (Lastres-Becker,
2005) e epilepsia (Friedman & Sirven, 2017) (Figura 5). Estudos pré-clinicos diversos tém
demonstrado que tratamentos agudos e cronicos com CBD promovem melhorias no
reconhecimento, no reconhecimento social e na memoria espacial em modelos experimentais
de DA (Martin-Moreno et al., 2011; Fagherazzi et al., 2012; Cheng et al., 2014). De modo
complementar, Lima et al (2025) evidenciaram que o CBD pode atenuar o desenvolvimento do
parkinsonismo induzido por reserpina e proteger contra a perda de neurdnios dopaminérgicos
na substdncia negra, apresentando maior eficdcia quando administrado em protocolos
preventivos. Esses achados refor¢am o potencial terapéutico do CBD, sugerindo que seus

efeitos podem ter implicagdes significativas para o tratamento de doengas neurodegenerativas.

INSONIA EPILEPSIA

DOENGA DE
ALZHEIMER

ESQUIZOFRENIA

TDAH

ANSIEDADE

NAUSE DOR
m,,,”;} CRONICA

Figura 5. Indicagdes terapéuticas promissoras do CBD. Ilustragdo das principais aplicagdes clinicas em

investigagdo para o canabidiol (CBD), incluindo potenciais usos no tratamento de transtornos de ansiedade,
autismo, transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT), distirbios do sono, epilepsia, Doenga de Alzheimer,
esquizofrenia, transtorno de déficit de atengdo e hiperatividade (TDAH), dor cronica, entre outras condigdes

atualmente em estudo. Fonte: Adaptado de Trojan et al., 2023.

Além dos beneficios observados com o uso isolado do CBD, estudos demonstram que
a combinagdo de THC e CBD apresenta efeito neuroprotetor superior quando comparada a
administracdo isolada de cada composto (Aso et al., 2016; Watt & Karl, 2017). De Assis et al.
(2021) demonstraram que a administragdo oral de 6leo de Cannabis com propor¢do de

CBD:THC de 11:1 (0,1 mg/kg) foi capaz de reduzir comportamentos semelhantes a ansiedade
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no teste do labirinto em cruz elevado (LCE), além de reverter sinais de desespero e anedonia
nos testes de natacao forcada (TNF) e de preferéncia por sacarose (TPS), respectivamente (p <
0,05). Esses resultados indicam efeitos ansioliticos e antidepressivos significativos dessa

formulacao em modelos murinos de estresse cronico.

De forma complementar, Zorrilla et al (2025) evidenciaram que a propor¢ao de 100:1
de CBD:THC exerceu efeitos benéficos sobre alguns dos sintomas mais incémodos
relacionados a enxaqueca, em trés diferentes modelos murinos, reforcando o potencial
terapéutico das formulagdes com alta concentragdo de canabidiol. No entanto, apesar desses
avancos, ainda se faz necessario compreender os mecanismos moleculares envolvidos, a fim de
definir com precisdo a dosagem adequada, o tempo de uso e a propor¢ao segura entre THC e

CBD antes de iniciar os estudos clinicos.

2. JUSTIFICATIVA

A sociedade contemporanea, marcada pelo crescente estresse social em nivel global,
evidencia a necessidade urgente de desenvolver intervencdes para prevenir os prejuizos a
plasticidade sinaptica decorrentes do estresse cronico. Essa demanda torna-se ainda mais
relevante a medida que se acumulam evidéncias sobre seus efeitos duradouros na fungao
cerebral, somados ao impacto social e economico associado ao aumento dos transtornos

neuropsiquiatricos na populagao.

Dessa forma, considerando que o estresse cronico estd associado tanto ao
comprometimento da memoria quanto ao desenvolvimento de disturbios psiquidtricos e
neurodegenerativos, torna-se imprescindivel buscar estratégias capazes de prevenir e tratar tais
condig¢des (Girotti; Bulin; Carreno, 2024). Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis, embora
uteis, apresentam limitagcdes importantes, pois geralmente se restringem ao alivio dos sintomas

e frequentemente acarretam efeitos adversos (Takeda et al, 2006; Stewart, 2005).

Nesse contexto, substancias com propriedades antioxidantes vém sendo investigadas
como alternativas promissoras. Entre elas, destaca-se o 6leo de Cannabis sativa, cuja relevancia
terapéutica tem sido cada vez mais reconhecida. Estudos apontam para seu potencial
antioxidante, neuroprotetor, antidepressivo, antipsicotico e ansiolitico, reforcando seu papel
como abordagem coadjuvante no enfrentamento dos efeitos do estresse cronico e dos

comprometimentos cognitivos a ele associados.



20

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos neuroprotetores dos canabinoides presentes no oleo integral de Cannabis
sativa sobre os prejuizos relacionados a memoria em camundongas C57BL/6 submetidas a

protocolos de estresse cronico moderado (ECM).

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar se o estresse cronico promove alteragdes na memoria, utilizando o Labirinto
Aquatico de Morris (LAM) como teste comportamental.

e Avaliar a eficdcia dos canabinoides presentes no 6leo integral de Cannabis sativa na
reversao de possiveis déficits de memoria induzidos pelo estresse cronico.

e Investigar a influéncia do ciclo estral sobre o desempenho mnémico das fémeas nos

diferentes grupos experimentais.

4. MATERIAS E METODOS
4.1 Animais experimentais

Para o presente estudo, foram utilizados 29 fémeas de camundongos da linhagem
C57BL6 (Figura 6), fornecidas e mantidas pela Rede de Biotérios (REBIR) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), conforme aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) sob o protocolo 23117.663/2023-76. A literatura cientifica consolida a similaridade
entre os sistemas fisiologicos de roedores e humanos, tornando os roedores amplamente

utilizados em modelos animais para estudos neurocomportamentais e neuropatologicos.

A linhagem C57BL/6 foi escolhida por apresentar bons resultados em estudos
comportamentais relacionados a distirbios neurologicos, como depressdo, ansiedade e
comprometimento de memoria (Patel & Hillard, 2009). Além disso, estudos demonstram uma
resposta positiva ao tratamento com canabinoides, com reduc¢do de neuroinflamac¢do nessa
linhagem (Morii et al., 2016). Os animais foram recebidos apds desmame com cerca de 3
semanas e mantidos em ambiente controlado até que atingissem a idade adulta, com temperatura
de 23°C + 2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas, sistema de exaustao para controle do fluxo de ar

em caixas isoladas (Figura 7), e acesso ad libitum a 4gua filtrada e racao.
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Figura 6. Camundonga da linhagem C57BL/6. Fonte: Imagem autoral, 2024.

Figura 7. Caixas isoladas com sistema de exaustdo que controla o fluxo de ar (REBIR — UFU). Fonte: Imagem

autoral, 2024.
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4.2. Tratamentos

Os animais receberam tratamento com 0leo integral de Cannabis sativa (full spectrum,
3%), cuja composi¢do, segundo o fabricante, inclui diferentes fitocanabinoides, como
canabidiol (CBD), canabinol (CBN), canabicromeno (CBC), tetrahidrocanabinélico (THCA),
tetrahidrocanabivarin (THCV), canabidivarina (CBDV), acido canabididlico (CBDA), acido
canabigerolico (CBGA), canabigerol (CBG), 4acido canabicroménico (CBCA) e CGCA
(Instituto CuraPro, 2022). Contudo, sera realizada analise laboratorial especifica para confirmar
a presenca desses compostos e determinar suas respectivas quantidades no extrato utilizado. O
6leo utilizado foi adquirido da Linha Curativa do Instituto CuraPro (Mirandopolis, Sao Paulo,
Brasil) e administrado na dose de 10 mg/kg. Como grupos comparativos, foram utilizados azeite
de oliva extravirgem (acidez 0,5%; Gallo, Lisboa, Portugal), empregado como veiculo, e

solucdo salina 0,9%, utilizada como controle.

Todos os tratamentos foram administrados por via intraperitoneal (i.p.) (Figura 8), uma
vez por semana, durante trés semanas consecutivas, de acordo com protocolo adaptado de Xu
etal. (2019). As aplicagdes foram realizadas na regido inferior direita do abdomen, com a agulha

posicionada em angulo de 45° para acesso ao peritonio.

Figura 8. Administragdo intraperitoneal de azeite de oliva extravirgem (veiculo). Fonte: Imagem autoral, 2024.
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4.3 Delineamento experimental

Apo6s o desmame, os animais (n=29) foram divididos em 5 grupos experimentais, sendo

eles:
Grupo 0 (G0) (n=6): Protocolo de estresse cronico + tratamento com salina 0,9 % 50uL (i.p.);

Grupo 1 (G1) (n=6): Sem protocolo de estresse cronico + tratamento com azeite de oliva

extravirgem 50pL (i.p.);

Grupo 2 (G2) (n=6): Protocolo de estresse cronico + tratamento com azeite de oliva

extravirgem (50uL) (i.p.);

Grupo 3 (G3) (n=6): Sem protocolo de estresse cronico + dleo de Cannabis full spectrum 10

mg/kg 10 mg/kg (50uL) (i.p.);

Grupo 4 (G4) (n=5): Protocolo de estresse + oleo de Cannabis full spectrum 10 mg/kg
10mg/kg (50uL) (i.p.).

O tratamento foi administrado uma vez por semana, durante trés semanas, utilizando os
seguintes compostos: 6leo de Cannabis full spectrum (CFS), azeite de oliva extravirgem ou
solucdo salina a 0,9%. Sete dias apds a primeira administragdo, foi iniciado o protocolo de
indugdo de estresse, no qual os animais foram expostos a situagdes estressoras cronicas,
comumente associadas ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos e déficits de memoria

relacionados a danos teciduais (Figura 9).

A inducdo de estresse cronico foi realizada durante 14 dias consecutivos (P68—P81). O
paradigma consistiu em: (I) Restri¢do de movimento: as camundongas foram colocadas em um
aparato de acrilico cilindrico individual, no qual podiam mover apenas a cauda e, de forma
limitada, a cabeca, por 2 horas ininterruptas (Figura 9a); seguido de (II) Exposicdo presa-
predador: as camundongas foram colocadas em uma caixa de acrilico com dois compartimentos
separados por uma grade, onde foram expostas indiretamente a ratos da linhagemWistar

Hannover por 1 hora ininterrupta (Figuradb).
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Figura 9. Procedimentos de inducao de estresse. A) Restrigdo de Movimento. B) Exposi¢do presa-predador.

Fonte: Imagem autoral, 2024.

Apos a conclusdo dos tratamentos e protocolos de estresse cronico (P81), foi realizado

o teste comportamental: Labirinto Aquatico de Morris (LAM) (Morris, 1984; Vorhees &

Williams, 2006; Chan et al., 2020). Em aproximadamente P90, ap6s a realizacdo dos testes, os

animais foram eutanasiados com a administracdo intraperitoneal de cetamina (300 mg/kg) e

xilazina (30 mg/kg), seguida de deslocamento cervical (Figura 10).
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Figura 10. Linha do tempo do delineamento experimental. Fonte: Elaborado pela autora através do Software

Biorender, 2024
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4.4 Teste Comportamental

A avalia¢do do desempenho de aquisi¢do e retengao de memoria foi realizada por meio
do Labirinto Aquatico de Morris (LAM) (Morris, 1984), um dos testes mais empregados para
investigar déficits relacionados a memoria espacial e de trabalho. Para sua realizacdo, os
animais foram colocados em um tanque circular (108 cm de didmetro e 40 cm de profundidade),
dividido em quatro quadrantes: Norte (N), Sul (S), Leste (L) e Oeste (O). O tanque foi
preenchido com agua até o nivel de uma plataforma transparente de acrilico (13 cm de diametro
e 24,5 cm de altura), posicionada logo abaixo da superficie (Figura 11). Essa metodologia foi

adaptada do trabalho de Vorhees & Williams (2006). O teste consistiu em trés fases:

I) Treinamento: Durante os quatro dias que antecederam o teste, os animais passaram
por trés sessdes de treinamento didrias, iniciando a busca a partir de trés quadrantes diferentes.
O objetivo era localizar a plataforma em até 90 segundos; caso o camundongo ndo a encontrasse

nesse periodo, era colocado sobre a plataforma por 30 segundos para memorizagao.

IT) Teste de aquisi¢do: Realizado no quinto dia, esta fase consistiu no registro do tempo
de laténcia de escape (TLE), ou seja, o tempo (em segundos) que o animal levou para encontrar

e permanecer na plataforma.

IIT) Teste de retengao/consolidag¢do: No sexto dia, a plataforma foi retirada e registrou-
se o tempo de permanéncia no quadrante previamente ocupado pela plataforma (TQP) durante

90 segundos, por meio de gravagao.

Figura 11. Labirinto Aquatico de Morris: tanque circular dividido em quatro quadrantes: Norte (N), Sul (S),
Leste (L) e Oeste (O). Plataforma transparente de acrilico localizada no quadrante Sul. Fonte: Imagem autoral,

2024.
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4.5. Ciclo estral

A determinacao das fases do ciclo estral das camundongas foi realizada por meio de
avaliacdo citologica de lavados vaginais, conforme descrito por McLean et al. (2012), técnica
considerada o método mais preciso para o estadiamento reprodutivo (Byers et al., 2012;
Caligioni, 2009; Azevedo, 2021). As amostras foram coletadas imediatamente antes de cada
teste comportamental, sempre no mesmo horario (entre 10h e 11h), por meio da lavagem do
canal vaginal com aproximadamente 100 puL de dgua destilada estéril (ddH20), utilizando uma
ponteira de 200 pL adaptada com borracha de latex, evitando a penetragdo no orificio vaginal
para ndo induzir pseudogestacdo. O liquido coletado foi depositado em laminas de vidro, seco
a temperatura ambiente e posteriormente corado com violeta genciana por um minuto, seguido
de duas lavagens com ddH2O. Por fim, as 1aminas foram montadas com glicerol e cobertas com

laminula para analise microscopica.

A anélise microscopica foi realizada imediatamente apds a coloragao, por meio de
microscopia de luz, e a fase do ciclo estral foi determinada com base na proporg¢ao relativa de
células epiteliais nucleadas, células cornificadas e leucdcitos (Figura 12). Foram consideradas
quatro fases principais: proestro (predominio de células nucleadas), estro (presenca exclusiva
de células cornificadas), metaestro (abundincia de leucdcitos e fragmentos de células
cornificadas) e diestro (predominio de leucocitos com poucas células epiteliais nucleadas e
cornificadas) (Figura 13). Esfregacos correspondentes a diestro e metaestro foram agrupados
devido a similaridade citologica. Amostras com contaminagdo urinaria evidente foram

descartadas e nao utilizadas para estadiamento.

A realizacdo do esfregaco ¢ essencial para diferenciar caracteristicas fisioldgicas e
respostas entre machos e fémeas, garantindo maior precisao nos resultados e na interpretagao

dos dados obtidos (Grant et al, 2019; Karp et al, 2017).
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Figura 12. Ferramenta de identificacdo dos estagios do ciclo estral. A figura mostra a representag@o visual dos
tipos celulares (leucdcitos, células epiteliais nucleadas e cornificadas) e suas propor¢des relativas nos quatro

estagios do ciclo estral (proestro, estro, metaestro e diestro). Adaptado de Byers et al. (2012).

Figura 13. Caracterizagdo citologica das fases do ciclo estral em camundongas. A) Células epiteliais nucleadas.
B) Células epiteliais escamosas cornificadas. C) Leucocitos. D) Proestro. E) Estro. F) Metaestro. G) Diestro. As
cabegas de setas pretas nas imagens E, F e G indicam células epiteliais escamosas cornificadas. As setas pretas nas
imagens C, F e G apontam para leucocitos. As setas brancas nas imagens D e G destacam células epiteliais

nucleadas. Fonte: Adaptado de McLean et al. (2012).



28

4.6. Analise estatistica

Os comportamentos foram analisados e os dados obtidos submetidos a analise estatistica
utilizando o GraphPad Prism 5, por meio do One Way ANOVA, com valores de p < 0,05
considerados significativos. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Quando significativo a andlise foi seguida pelo teste post hoc Newman-keuls.

A influéncia do ciclo estral foi avaliada por meio de andlise estatistica utilizando o
software R (versao 4.6), empregando uma ANOVA de trés fatores (3-way ANOVA), com os
fatores protocolo (estresse vs. sem estresse), tratamento (salina, 6leo, etc.) e fase do ciclo estral
(proestro, estro e diestro). As fases citologicas metaestro e diestro sdo muito similares e, neste
projeto, foram agrupadas como diestro. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Quando efeitos significativos foram detectados, comparagdes multiplas foram
realizadas pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados foram expressos como média + erro

padrdo da média (EPM).

5. Resultados

5.1 Labirinto Aquatico de Morris

Para a analise de possiveis déficits de memoria de aprendizagem e reten¢do de memoria,
foi realizado o Teste do Labirinto Aquético de Morris. Os parametros analisados foram o tempo
de laténcia de escape em segundos e o tempo de permanéncia no quadrante alvo durante o teste
de reten¢do. No teste de aquisicdo (P86), observou-se uma diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos experimentais quanto a laténcia para encontrar a plataforma de
escape (F (4,21) =3,675; p = 0,0203), como mostrado na Figura 14. Os camundongos do G3
apresentaram a maior laténcia média de escape (48,83 = 18,43 s), indicando prejuizo no
desempenho da aprendizagem espacial. Em contraste, os animais do G4 exibiram laténcia baixa
de 8,00 £+ 1,64 s, demonstrando desempenho significativamente superior. O grupo controle (GO)
também apresentou baixa laténcia (7,00 + 1,34 s), enquanto os grupos Gl e G2 mostraram
valores intermediarios, G1 = 10,00 £ 1,27 s e G2 = 12,00 + 2,55 s, sem diferencas estatisticas
entre si. A analise post hoc de Newman-Keuls revelou diferengas estatisticamente significativas
entre os pares GO vs G3, G1 vs G3, G2 vs G3 ¢ G4 vs G3 (p < 0,05), reforcando o pior

desempenho do G3 em relagdo aos demais grupos.
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Figura 14. Tempo de laténcia de escape no Labirinto Aquatico de Morris (P86). Os dados foram expressos em

média + erro padrao da média (EPM). O asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre G3 e

todos os demais grupos (p < 0,05).

No teste de retengdo/consolidagdo (P87), os grupos ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa no tempo médio de permanéncia no quadrante alvo (F(4,24) =
0,08746; p =0,9855). O G4 apresentou tempo médio de 36,80 + 7,35 % , levemente maior que
os demais grupos, seguido por GO = 36,33 + 7,04 %, G1 = 34,33 + 6,36 %, G2 = 34,50 + 9,20
% e G3 = 30,67 = 9,89%. Apesar dessas variagdes, o teste post hoc de Newman-Keuls ndo
identificou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05 para todas as
comparagdes), indicando que a memoria de retengdo/consolidacdo ndo foi afetada pelos

tratamentos ou pelo estresse (Figura 15).

Permanéncia no quadrante
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Figura 15. Tempo de permanéncia no quadrante alvo no Labirinto Aquatico de Morris (P87).

Os dados foram expressos em média + EPM. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
os grupos (p > 0,05).
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5.2. Ciclo estral

Para confirmar a fase estral de cada camundonga antes do teste comportamental, foram
realizados esfregacos de lavado vaginal. Com base na caracterizagdo citoldgica das células
presentes nos esfregacos, os animais foram agrupados de acordo com a fase estral, seguindo os

critérios estabelecidos por Byers et al. (2012), conforme demonstrado na Figura 16.

Figura 16. Citologia do lavado vaginal em diferentes fases do ciclo estral. A) Proestro: presenga de células
epiteliais nucleadas dispostas em aglomerados. B) Estro: predominancia de células epiteliais escamosas
cornificadas em aglomerados. C) Metaestro: predominio de leucocitos, com presenga de células epiteliais
escamosas. D) Diestro: presenca de células epiteliais escamosas cornificadas, leucocitos e algumas células
nucleadas. As setas brancas em (A) e (D) indicam células epiteliais nucleadas; as setas pretas em (B), (C) e (D)

indicam células epiteliais escamosas cornificadas; e as setas vermelhas em (C) e (D) indicam leucoécitos.

Para fins de andlise estatistica, as fases diestro e metaestro foram agrupadas em uma
Unica categoria devido a similaridade observada entre elas, além do baixo nimero de animais
em cada fase. Esse agrupamento foi aplicado tanto para o tempo de laténcia de escape quanto

para o tempo de permanéncia na tarefa.
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A influéncia da fase do ciclo estral sobre a laténcia de escape foi avaliada por meio de
uma ANOVA de trés fatores (protocolo, tratamento e fase). O modelo revelou efeito
significativo da fase sobre a laténcia (F(2,17) = 4,19; p = 0,0331). As camundongas na fase
proestro apresentaram laténcia média de 20,1 £ 27,1 s (n = 17), aquelas na fase estro 23,5 +
33,1 s (n=11), e 0 tinico animal na fase diestro apresentou 90 s (n = 1), sugerindo desempenho

reduzido, embora o baixo numero de sujeitos impossibilite analises post hoc robustas.

Ao analisar os protocolos separadamente, observou-se que, no conjunto sem estresse,
os animais tratados com azeite (G1) apresentaram laténcias baixas e semelhantes entre proestro
(14,8 £ 5,6 s; n = 4) e estro (11,0 s; n = 2), enquanto aqueles tratados com 6leo CFS (G3)
apresentaram maior variabilidade, com laténcias médias de 62 + 28 s (n = 3) no proestro e 35,7
+ 27,2 s (n = 3) no estro. No conjunto com estresse, 0os animais tratados com salina (GO)
apresentaram laténcias de 7,7 £ 2,0 s (n = 3) no proestro e 34 £ 28 s (n = 3) no estro, enquanto
os tratados com azeite (G2) mostraram 11 + 3 s (n = 4) no proestro ¢ 16 s (n = 1) no estro, com
aumento notavel na fase diestro (90 s, n = 1). Por fim, os animais tratados com 6leo CFS no
grupo estresse apresentaram laténcias de 9,7 + 2,3 s (n = 3) no proestro € 5,5 = 0,5 s (n =2) no
estro (Tabela 1). Algumas combinagdes apresentaram n reduzido, resultando em desvio padrao

ndo calculavel.

De forma geral, as fases proestro e estro apresentaram desempenho semelhante,
enquanto a fase diestro tende a apresentar valores mais elevados, sugerindo possivel influéncia

dos hormdnios sexuais sobre a memoria espacial (Figura 17).
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Figura 17. Laténcia média de escape no teste de memoria espacial em fungéo da fase do ciclo estral, protocolo e
tratamento. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Cada barra representa uma fase
do ciclo estral: proestro (vermelho), estro (verde) e diestro (azul), e cada faceta corresponde ao protocolo
experimental (estresse ou sem estresse) e seus respectivos tratamentos (salina, azeite e 6leo CFS). Observa-se que
a fase diestro apresentou laténcia média superior as fases proestro ¢ estro, sugerindo desempenho prejudicado na
tarefa. A ANOVA de trés fatores indicou efeito significativo da fase sobre a laténcia (F(2,17) =4,192; p=0,0331;
* indica diferenga estatisticamente significativa). A extensdo negativa das barras de erro ndo indica valores de
laténcia abaixo de zero, mas reflete a alta variabilidade observada em alguns grupos.
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Tabela 1. Resumo da laténcia de escape por protocolo, tratamento e fase do ciclo estral. Os valores representam
média + erro padrao da média (EPM), com o numero de animais (n) indicado. Algumas combinagdes apresentaram
baixo niimero de sujeitos, o que pode afetar o calculo do desvio padrdo. Os dados foram calculados e organizados
no software R, utilizando os pacotes dplyr e knitr.

A andlise do tempo de permanéncia, por sua vez, ndo revelou efeito significativo da fase
isoladamente (F(1,27) = 1,506; p = 0,2347). Considerando todas as combinag¢des de protocolos

e tratamentos, os animais na fase diestro permaneceram em média 39,1 + 14,4 % (n = 13),
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enquanto os da fase estro permaneceram 30,7 £ 20,6 % (n = 16). Embora haja diferenga

numérica, ela ndo atingiu significancia estatistica.

Ao analisar os protocolos separadamente, observou-se que, no conjunto sem estresse,
os animais tratados com azeite (G1) apresentaram percentuais de permanéncia médios de 40 +
8,2% (n = 4) no diestro €23 + 3% (n = 2) no estro, enquanto os tratados com 6leo CFS
(G3) exibiram maior variabilidade, com 45,5 £ 6,5% (n = 2) no diestro e 23,2 £ 13,5% (n =4)
no estro. No grupo com estresse, os animais que receberam salina (GO) registraram 46 =+
2,6% (n = 3) de permanéncia no diestro ¢ 26,7 + 12,1% (n = 3) no estro, enquanto os tratados
com azeite (G2) apresentaram 25,3 + 11,1% (n = 3) no diestro e 43,7 + 14,7% (n = 3) no estro.
J4 os animais sob estresse tratados com 6leo CFS tiveram 43% (n = 1) no diestro e 35,2 +
9,3% (n =4) estro. Destaca-se que algumas condi¢des apresentaram tamanho amostral limitado
(n = 1), impossibilitando o calculo do desvio padrdo, e nenhuma diferenga estatisticamente
significativa foi detectada entre os grupos (Tabela 2). Esses resultados sugerem que o tempo de
permanéncia depende da interagdo entre protocolo, tratamento e fase do ciclo estral, embora a
fase isoladamente ndo tenha impactado significativamente o desempenho. A representagdo
grafica das médias e do erro padrao da média (Figura 18) evidencia visualmente essa diferenca

entre as fases.

Trasimenls

Figura 18. Tempo de permanéncia médio por tratamento, protocolo e fase do ciclo estral. Os dados foram
expressos em média + erro padrao da média (EPM). As barras representam as fases do ciclo estral: estro (verde) e
diestro (laranja). Cada faceta representa um protocolo (estresse ou sem estresse) e seus respectivos tratamentos
(salina, azeite e 6leo CFS). Apesar das variagdes observadas entre fases e tratamentos, a ANOVA de trés fatores
ndo revelou efeito significativo da fase do ciclo estral sobre o tempo de permanéncia (F(1,27)=1,507; p =0,2347).
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Tabela 2. Resumo da porcentagem de permanéncia no quadrante por protocolo, tratamento e fase do ciclo estral.
Os valores representam média + erro padrdo da média (EPM), com o niimero de animais (n) indicado. Algumas
combinagdes apresentaram baixo ntimero de sujeitos, o que pode afetar o calculo do desvio padrdo. Os dados
foram calculados e organizados no software R, utilizando os pacotes dplyr e knitr.

6. Discussao

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse cronico e do
tratamento com Oleo integral de Cannabis sativa (CFS) sobre a memoria espacial de fémeas
adultas no Labirinto Aquatico de Morris (LAM), considerando também a influéncia do ciclo
estral. Os resultados obtidos permitem reflexdes relevantes, tanto do ponto de vista

neurobioldgico quanto translacional.

Na literatura, os efeitos do estresse cronico sobre a cognicdo em fémeas ainda sdo
inconclusivos. Alguns estudos relatam desempenho preservado ou até superior ao de controles
ndo estressados (Zain, 2019; McLaughlin et al., 2005; Kitraki et al, 2004); enquanto outros
descrevem prejuizos cognitivos apos a exposi¢ao prolongada (Ma et al, 2023; Hokenson et al.,
2021): No presente estudo, o protocolo de estresse cronico nao comprometeu de forma
significativa o desempenho das fémeas no LAM, uma vez que a laténcia de escape e o tempo
de permanéncia no quadrante alvo foram semelhantes entre os grupos GO (salina), G2 (azeite)
e G4 (CFS). Esse resultado indica uma relativa resiliéncia das fémeas frente aos efeitos

deletérios do estresse sobre a memoria espacial.

Além disso, os grupos tratados com azeite, independentemente da exposi¢ao ao estresse
(G1 e G2), apresentaram valores intermedidrios de laténcia, indicando que o protocolo de
estresse cronico isoladamente ndo foi suficiente para comprometer a aprendizagem espacial.
Esse perfil pode estar relacionado a agao neuroprotetora de hormdnios ovarianos, especialmente
os estrogénios, que modulam a plasticidade sinéptica no hipocampo e em circuitos associados
a aprendizagem e memoria (Frick et al., 2015). Outro fator relevante diz respeito as diferengas

sexuais no funcionamento do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA), visto que fémeas
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tendem a apresentar maior flexibilidade na regulacdo da resposta ao estresse, o que pode
contribuir para a manutencao do desempenho cognitivo mesmo ap6s protocolos prolongados

de estresse (Torrisi et al., 2023).

Em contraste, o tratamento com CFS em condi¢des basais (G3) prejudicou a aquisi¢ao
da memodria espacial, evidenciado pelo aumento significativo da laténcia de escape em
comparagao aos demais grupos (GO, G1, G2 e G4; p < 0,05). Esse efeito deletério pode ser
explicado pela composi¢ao do 6leo, que inclui CBD, THC e outros fitocanabinoides. Evidéncias
mostram que a administragdo aguda de THC em fémeas C57BL/6 induz déficits na memoria
espacial, mediados pela ativagdo de receptores canabinoides tipo 1 (CB1) no hipocampo, regido
chave para consolidacdo e recuperagdo de memorias (DeLarge & Winsauer, 2020). Além disso,
fémeas dessa linhagem apresentam elevada sensibilidade ao THC, manifestando catalepsia
prolongada, hipotermia tardia e comportamento ansiogénico mesmo em doses baixas (Sallam

et al., 2023), o que corrobora os achados observados em G3.

Outro aspecto relevante ¢ a presenca simultanea de diferentes fitocanabinoides, terpenos
e flavonoides, que interagem de forma sinérgica no chamado efeito entourage. Esse fendmeno
pode modular a acdo farmacoldgica do extrato de maneira imprevisivel (André et al., 2024;
Koltai & Namdar, 2020; Campos et al., 2017). Assim, embora o CBD isolado apresente efeitos
ansioliticos e pro-cognitivos (Jitcd et al.,, 2025), sua combinacdo com THC e outros

canabinoides pode resultar em prejuizos cognitivos, como observado no grupo G3.

Por outro lado, em animais submetidos ao estresse cronico, a administragao de CFS (G4)
ndo prejudicou a memdaria espacial, apresentando desempenho comparavel aos controles. Esse
resultado sugere que, em condi¢des de desafio fisioldgico, o 6leo pode modular respostas
adaptativas por meio da regulagdo do sistema endocanabinoide e da interagao com o eixo HHA.
Evidéncias indicam que a hiperliberagdo de corticosterona decorrente do estresse altera a
producdo de endocanabinoides e a funcdo dos receptores CB1 (Hillard et al., 2016, apud
Scarante et al., 2017). No hipocampo, regido com alta densidade de receptores de
glicocorticoides e CBI, esses sistemas atuam de forma integrada na regulagdo do feedback
negativo do eixo HHA, modulando respostas emocionais e cognitivas (Herman et al., 1993;
Hillard et al., 2016). Estudos também mostram que a ativagdo de receptores canabinoides apos
trauma pode prevenir déficits comportamentais e normalizar a expressao de receptores de
glicocorticoides ¢ CB1 na regido CAl do hipocampo, efeito dependente da sinalizacao
concomitante de glicocorticoides (Korem & Akirav, 2014). Esses achados refor¢am a hipotese

de que a combinagdo entre CFS e estresse prévio favorece a manutencdo da memoria espacial.
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Outro fator modulador importante sdo os hormonios sexuais femininos. A inibi¢do da
producdo ou dos receptores de estrogénio aumenta a vulnerabilidade a déficits de memoria em
fémeas, enquanto sua ativagdo em machos pode protegé-la (Wei et al., 2014; Luine, 2016).
Estudos demonstram que os estrogénios, como o 17p-estradiol (E2), t€ém efeito neuroprotetor
em tarefas dependentes do hipocampo, incluindo reconhecimento de objetos, memoria de
localizagdo e navegacdo em labirintos (Frick & Berger-Sweeney, 2001; Luine, 2014; Wang et
al., 2018). Niveis elevados de E2 durante as fases de proestro estdo associados a melhor
desempenho cognitivo (Koss & Frick, 2017; Woolley & McEwen, 1993). No presente estudo,
a preservagdo da aprendizagem e consolidacdo da memdria espacial em fémeas submetidas ao
estresse (GO, G2 e G4) pode estar parcialmente relacionada a essa modula¢ao hormonal, embora
0s mecanismos protetores frente ao estresse ainda ndo estejam completamente esclarecidos

(Conrad et al., 2004, 2012 apud Hokenson, 2024; Karisetty et al, 2017).

Observou-se ainda um efeito da fase do ciclo estral sobre a laténcia no LAM, com
desempenho aparentemente reduzido durante o diestro em comparagdao ao proestro e estro.
Esses resultados indicam que a flutuagdao hormonal ao longo do ciclo estral pode influenciar a
aprendizagem espacial; entretanto, a interpretacdo ¢ limitada pelo ntimero desigual de animais
em cada fase. No teste de retengdo e¢ consolidagdo da memoria, a fase do ciclo estral
isoladamente ndo apresentou efeito significativo. Esses resultados refor¢am a necessidade de
estudos futuros com amostras equilibradas entre as fases do ciclo, a fim de compreender melhor

a influéncia dos esteroides ovarianos sobre o desempenho cognitivo.

Os achados deste estudo acrescentam evidéncias inéditas ao campo, ao demonstrar que
fémeas expostas ao dleo integral de Cannabis sativa apresentam um perfil de resposta distinto,
com prejuizo cognitivo em condi¢des basais, mas preservagao do desempenho apos o estresse.
Esse efeito bifasico ressalta a relevancia de se considerar o sexo, o estado hormonal e o contexto
fisiologico na interpretagdo dos impactos dos fitocanabinoides sobre a memoria. Entretanto,
algumas limitagdes devem ser destacadas, como o numero reduzido de animais em
determinadas fases do ciclo estral e a auséncia de analises bioquimicas que poderiam esclarecer
0s mecanismos subjacentes. Dessa forma, estudos futuros com maior controle das variaveis
hormonais e caracteriza¢do molecular sdo necessarios para confirmar e ampliar a compreensao

desses resultados.
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7. Conclusao

No presente estudo, fémeas C57BL/6 submetidas ao estresse cronico, independentemente do
tratamento, demonstraram resiliéncia, ndo apresentando déficits significativos na memoria
espacial. Em contraste, a administragdo do 6leo full spectrum de Cannabis sativa em condigdes
basais comprometeu o desempenho cognitivo, sugerindo efeitos deletérios possivelmente
relacionados a presenga de A9-THC e a interacdo de multiplos fitocanabinoides, terpenos e
flavonoides. Curiosamente, quando administrado em animais previamente expostos ao estresse,
0 0leo ndo prejudicou a memoria espacial, indicando que seus efeitos podem ser modulados
pelo contexto fisioldgico e pela interagdo com mecanismos adaptativos, como a regulagdo do
sistema endocanabinoide e do eixo HHA. Os resultados também destacam a influéncia de
fatores sexuais e hormonais, como os estrogénios e a fase do ciclo estral, na preservacdo da
memoria espacial. Em sintese, o estudo indica que formulagdes integrais de Cannabis sativa
podem ter efeitos opostos sobre a cogni¢do feminina: prejudiciais em condigdes basais, mas
potencialmente moduladoras diante de desafios estressantes, ressaltando a necessidade de

investigacdes futuras sobre mecanismos neurobiologicos e hormonais.
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