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RESUMO 



 

RESUMO 

COELHO, A.A. Efeitos comportamentais e moleculares do butirato de sódio no 

córtex pré-frontal de camundongos expostos a um modelo de transtorno de 

estresse pós-traumático. 175 p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto. Universidade de São Paulo. Ribeirão Preto, 2024. 

 

A exposição a estressores intensos pode induzir distúrbios neuropsiquiátricos, 

notadamente o transtorno de estresse pós-traumático (PTSD). No PTSD, o prejuízo 

na memória de extinção do medo é um fator chave, e a ativação do sistema 

endocanabinoide, particularmente dos receptores CB1, facilita a extinção dessas 

memórias em modelos animais e em seres humanos. Existem, ainda, evidências de 

que mecanismos epigenéticos estão envolvidos no PTSD. O estresse ativa enzimas 

histona deacetilases (HDACs) e as alterações na acetilação das histonas, resultantes 

do aumento da atividade dessas enzimas, pode modular a expressão dos mediadores 

do sistema endocanabinoide. As enzimas HDACs podem ser moduladas 

farmacologicamente, como pelo butirato de sódio (NaB). Neste estudo, investigamos 

se o NaB administrado durante o estresse, previne os efeitos a longo prazo na 

memória do medo condicionado contextual, bem como nos comportamentos do tipo-

ansioso e esquiva social. Para isso, foi feita a administração de diferentes doses de 

NaB (25, 50 e 100 mg/kg) sistemicamente em camundongos 30 minutos antes de cada 

sessão do protocolo de estresse de derrota social repetida (EDSR) (6 dias, 2 

horas/dia). Os animais foram então submetidos a testes comportamentais, incluindo o 

teste de campo aberto (TCA) e o teste de esquiva social (TES) no dia seguinte ao 

término do EDSR, e ao teste de medo condicionado contextual (MCC), uma semana 

depois. Os resultados indicaram que o EDSR induziu hipolocomoção no TCA, e 

déficits na extinção do medo no MCC. Ainda, observou-se aumento da 

emocionalidade geral e uma maior proporção de animais afetados emocionalmente 

no grupo estresse em relação aos naives. Além disso, a administração de NaB, nas 

doses de 25 e 50 mg/kg, intensificou a hipolocomoção induzida pelo EDSR no TCA. 

No entanto, a dose de 50 mg/kg atenuou o déficit de extinção do MCC e houve 

tendência à redução da emocionalidade geral, além de reduzir a proporção de animais 

afetados emocionalmente. Em animais não estressados, o NaB na dose de 50 mg/kg 

induziu um efeito ansiolítico, sem afetar a locomoção, no TCA, mas não alterou os 

comportamentos observados no TES e MCC. Em nível molecular, o EDSR aumentou 



 

a expressão proteica de HDAC3 e CB2 na fração citoplasmática, mas não nucleares, 

do córtex pré-frontal, enquanto o NaB reduziu a expressão de HDAC1 

(independentemente do EDSR) e de CB2 (dependente do EDSR). Não foram 

observadas alterações na expressão de HDAC2, HDAC4, CB1, TRPV1, NAPE-PLD e 

FAAH em nenhuma das frações celulares. Esses achados sugerem que o efeito do 

NaB pode ser por meio da inibição de HDACs citoplasmáticas, possivelmente através 

de vias não epigenéticas, envolvendo modulação de GPCRs, fatores imunológicos e 

microbiota. No entanto, são necessários estudos adicionais para confirmar essas 

conclusões e para melhor compreensão dos mecanismos subjacentes à resposta 

comportamental ao EDSR e tratamento com NaB. 

 

Palavras-chave: TEPT, Medo condicionado contextual, Extinção, HDACs, Sistema 

endocanabinoide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

ABSTRACT 

COELHO, A.A. Behavioral and molecular effects of sodium butyrate in the 

prefrontal cortex of mice exposed to a model of post-traumatic stress disorder. 

175 p. Dissertation (Master´s) – Ribeirão Preto Medical School. University of São 

Paulo. Ribeirão Preto, 2024. 

 

Exposure to intense stressors can induce neuropsychiatric disorders, notably 

post-traumatic stress disorder (PTSD). In PTSD, impairment in fear extinction memory 

is a key factor, and activation of the endocannabinoid system, particularly CB1 

receptors, facilitates the extinction of these memories in animal models and humans. 

There is also evidence that epigenetic mechanisms are involved in PTSD. Stress 

activates histone deacetylase enzymes (HDACs), and alterations in histone 

acetylation, resulting from increased activity of these enzymes, can modulate the 

expression of endocannabinoid system mediators. HDAC enzymes can be 

pharmacologically modulated, such as by sodium butyrate (NaB). In this study, we 

investigated whether NaB administered during stress prevents long-term effects on 

contextual fear conditioning memory, as well as on anxiety-like and social avoidance 

behaviors. Therefore, different doses of NaB (25, 50, and 100 mg/kg) were systemically 

administered to mice 30 minutes before each session of the repeated social defeat 

stress (RSDS) protocol (6 days, 2 hours/day). The animals were then subjected to 

behavioral tests, including the open field test (OFT) and the social avoidance test (SAT) 

on the day following the end of RSDS, and the contextual fear conditioning test (CFC), 

one week later. The results indicated that RSDS induced hypolocomotion in the OFT, 

and impairment of fear extinction in the CFC. Furthermore, an increase in overall 

emotionality and a higher proportion of emotionally affected animals were observed in 

the stress group compared to naïve animals. Additionally, administration of NaB at 

doses of 25 and 50 mg/kg intensified the hypolocomotion induced by RSDS in the OFT. 

However, the dose of 50 mg/kg attenuated the impairment in fear extinction in the CFC, 

and there was a tendency towards reducing overall emotionality, as well as reducing 

the proportion of emotionally affected animals. In non-stressed animals, NaB at a dose 

of 50 mg/kg induced an anxiolytic effect without affecting locomotion in the OFT but did 

not alter behaviors observed in the SAT and CFC. At the molecular level, RSDS 

increased protein expression of HDAC3 and CB2 in the cytoplasmic fraction of the 



 

prefrontal cortex, while NaB reduced the expression of HDAC1 (independent of RSDS) 

and CB2 (RSDS-dependent). No changes were observed in the expression of HDAC2, 

HDAC4, CB1, TRPV1, NAPE-PLD, and FAAH in any of the cellular fractions. These 

findings suggest that the effect of NaB may be through inhibition of cytoplasmic 

HDACs, possibly through non-epigenetic pathways involving modulation of GPCRs, 

immune factors, and the microbiota. However, further studies are needed to confirm 

these conclusions and to better understand the underlying mechanisms of the 

behavioral response to RSDS and treatment with NaB. 

 

Key-words: PTSD, Contextual fear conditioning, Extinction, HDACs, 

Endocannabinoid system. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

2-AG 2-araquidonoilglicerol  

AA-5HT Araquidonoil serotonina 

AEA Anandamida (N-araquidonoiletanolamina) 

APP Proteína precursora amiloide  

BDNF Fator neurotrófico derivado do cérebro  

BET Proteínas com bromodomínio e domínio extraterminal  

CB1 Receptor canabinoide do tipo 1 

CB2 Receptor canabinoide do tipo 2 

CBD Canabidiol 

CPF Córtex pré-frontal 

CPFm Córtex pré-frontal medial 

CUS Estresse crônico imprevisível 

DAGL Diacilglicerol lipase  

DNA Ácido desoxirribonucleico 

DNMT DNA metilfransferase 

eCB Endocanabinoide 

EDSR Estresse de derrota social repetida 

EPM Erro padrão da média 

FAAH Enzima amida hidrolase de ácidos graxos 

FCFRP/USP Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto  

GPCR Receptor acoplado a proteína G 

HAT Histona acetiltransferases  

HDAC Histona deacetilase 

IL Infralímbico 

iNOS Isoforma induzível da enzima sintase de óxido nítrico 

ISRS Inibidores seletivos da recaptação de serotonina  

KO Knockout 

MAGL Monoacilglicerol lipase  

MCC Medo condicionado contextual 

mGlu2 Receptor metabotrópico de glutamato 2  

NaB Butirato de sódio 

NAc Núcleo Accumbens  

NAD+ Dinucleotídeo de nicotinamida e adenina  

NAPE-PLD N-acilfosfatidiletanolamina fosfolipase D 

NpY Neuropeptídio Y 

pCREB Proteína de ligação ao elemento de resposta do ampc fosforilada 

PKA Proteína quinase A 

PL Pré-límbico 

PPARγ Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma γ 

PTSD Posttraumatic stress disorder 

RNA Ácido ribonucleico 

RNAm RNA mensageiro 

SCFA Short-chain fatty acid 



 

SEFL Stress-enhanced fear learning 

SNC Sistema nervoso central 

SPS Estresse único prolongado  

TBS-T Solução de salina tris-tamponada com 0,1% de Tween 20 

TCA Teste de campo aberto 

TES Teste de esquiva social 

TET Proteínas da família ten-eleven translocation 

THC Δ9-Tetrahidrocanabinol  

TRPV1 Receptor vaniloide 1 

VTA Área tegmentar ventral  

WB Western Blotting  
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Figura 1: Imagem representativa do sistema eCB. (1) Frente a neurotransmissão 

de glutamato exacerbada, (2) as enzimas de síntese NAPE-PLD e DAGL são ativadas, 

produzindo AEA e 2-AG, respectivamente. (3) Esses eCBs retornam ao neurônio pré-

sináptico ativando receptores CB1 e CB2, que inibem a liberação do neurotransmissor, 

(4) ou, quando em maiores concentrações, a AEA pode agir em TRPV1, que intensifica 

ainda mais a neurotransmissão. (5) Por fim, os eCBs são degradados pelas enzimas 

FAAH e MAGL. Feito no Mind the Graph (autoria própria). 

Figura 2: Imagem representativa da interação entre a atividade de HDAC2 e 

componentes do sistema eCB. (1) O estresse induz aumento da expressão e atividade 

de HDAC2 levando à redução de resíduos de histona acetilados associados ao gene 

do receptor CB1. Além disso, (2) a atividade de TRPV1 está associada à expressão e 

atividade de HDAC2. Feito no Mind the Graph (autoria própria). 

Figura 3: Linha do tempo do protocolo experimental para avaliação do NaB em 

contrapor os efeitos do EDSR. 

Figura 4: Efeito do EDSR e do tratamento com NaB na (A) distância total 

percorrida, (B) distância percorrida em cada zona do aparato, (C) número de entradas 

no centro e (D) tempo em cada zona do TCA e (E) Z-Score no teste. Foram utilizados 

20 animais naives, 20 EDSR-veh, 20 EDSR-NaB25, 21 EDSR-NaB50 e 21 EDSR-

NaB100. Os dados são representados pela média ± EPM. * indica p<0,05. 

Figura 5: Efeito do EDSR e do tratamento com NaB na (A) distância total 

percorrida, (B) distância percorrida, (C) número de entradas e (D) tempo em cada zona 

e (E) Z-Score no TES. Foram utilizados 22 animais naives, 20 EDSR-veh, 22 EDSR-

NaB25, 17 EDSR-NaB50 e 17 EDSR-NaB100. Os dados são representados pela 

média ± EPM. 

Figura 6: Efeito do EDSR e tratamento com NaB no MCC. A aquisição da 

extinção foi feita 1 dia e sua evocação 2 dias após o condicionamento. Foram 

utilizados 20 animais naives e 20 EDSR-Veh, 23 EDSR-NaB25, 20 EDSR-NaB50 e 21 

EDSR-NaB100. Os dados são representados pela média ± EPM. * indica p<0,05 entre 

os grupos naive e EDSR-Veh. 

Figura 7: Linha do tempo do protocolo experimental para avaliação do NaB em 

animais não estressados 



 

Figura 8: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais não 

estressados na (A) distância total percorrida, (B) distância percorrida em cada zona 

do aparato, (C) número de entradas no centro e (D) tempo em cada zona do TCA e 

(E) Z-Score no teste. Foram utilizados 9 animais naive-veh e 19 naive-NaB50. Os 

dados são representados pela média ± EPM. * indica p<0,05 entre os grupos. 

Figura 9: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais não 

estressados na (A) distância total percorrida, (B) distância percorrida, (C) número de 

entradas e (D) tempo em cada zona e (E) Z-Score no TES. Foram utilizados 9 animais 

naive-veh e 19 naive-NaB50. Os dados são representados pela média ± EPM. * indica 

p<0,05 entre os grupos. 

Figura 10: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais não 

estressados no MCC. A aquisição da extinção foi feita 1 dia e sua evocação 2 dias 

após o condicionamento. Foram utilizados 8 animais naive-veh e 19 naive-NaB50. Os 

dados são representados pela média ± EPM. 

Figura 11: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais 

estressados e não estressados na (A) distância total percorrida, (B) distância 

percorrida em cada zona do aparato, (C) número de entradas no centro e (D) tempo 

em cada zona do TCA e (E) Z-Score no teste. Foram utilizados 28 animais naive-veh, 

19 naive-NaB50, 20 animais EDSR-veh e 21 animais EDSR-NaB50. Os dados são 

representados pela média ± EPM. * indica p<0,05 na ANOVA de duas vias seguida 

por pós teste de Tukey. 

Figura 12: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais 

estressados e não estressados na (A) distância total percorrida, (B) número de 

entradas e (C) tempo em cada zona do TES e (D) Z-Score no teste. Foram utilizados 

27 animais naive-veh, 17 naive-NaB50, 20 animais EDSR-veh e 18 animais EDSR-

NaB50. Os dados são representados pela média ± EPM. * indica p<0,05 na ANOVA 

de duas vias seguida por pós teste de Tukey. 

Figura 13: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais 

estressados e não estressados no MCC. A aquisição da extinção foi feita 1 dia e sua 

evocação 2 dias após o condicionamento. Foram utilizados 26 animais naive-veh e 19 



 

naive-NaB50, 20 EDSR-veh e 20 EDSR-NaB50. Os dados são representados pela 

média ± EPM. 

Figura 14: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais 

estressados e não estressados na emocionalidade geral analisada pela (A) média e 

EPM e (B) proporção de animais em cada classificação 

Figura 15: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais 

estressados e não estressados na expressão proteica de (A) HDAC1, (B) HDAC2, (C) 

HDAC3 e (D) HDAC4, (E) CB1, (F) CB2, (G) NAPE-PLD, (H) FAAH e (I) monômero e 

(J) dímero de TRPV1 no córtex pré frontal. Imagem representativa da (K) marcação 

de cada proteína analisada e da (L) marcação de proteína total por poço. * indica 

p<0,05, Tukey, # indica p<0,05 no fator tratamento da ANOVA de duas vias. 

Figura 16: Matriz de correlação de Pearson levando em conta emocionalidade 

geral, os níveis de congelamento nos 10 primeiros e 10 últimos minutos da sessão de 

aquisição da extinção e nos 10 minutos da sessão de evocação da extinção do medo 

condicionado, além da expressão proteica de HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, CB1, 

CB2, dímero e monômero de TRPV1, NAPE-PLD e FAAH nas frações citoplasmáticas 

e nucleares de amostras de CPF de animais tratados com salina. * indica p<0,05 e # 

indica 0,05<p<0,1.  

Figura 17: Matriz de correlação de Pearson levando em conta emocionalidade 

geral, os níveis de congelamento nos 10 primeiros e 10 últimos minutos da sessão de 

aquisição da extinção e nos 10 minutos da sessão de evocação da extinção do medo 

condicionado, além da expressão proteica de HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, CB1, 

CB2, dímero e monômero de TRPV1, NAPE-PLD e FAAH nas frações citoplasmáticas 

e nucleares de amostras de CPF de animais tratados com NaB. * indica p<0,05 e # 

indica 0,05<p<0,1. 

Figura 18: Correlação entre o congelamento no final da sessão de aquisição da 

extinção com a sessão de evocação dividida em animais tratados (A) com veículo e 

(B) NaB na dose de 50 mg/Kg. Os valores acima da legenda dos grupos indicam o 

coeficiente de correlação de Pearson (r). 

Figura 19: Correlações entre (A-B) o congelamento no final da sessão de 

aquisição da extinção com expressão proteica de HDAC2 no citoplasma e no núcleo 



 

e (C-D) o congelamento no final da sessão de aquisição da extinção com a expressão 

proteica de monômero de TRPV1 no núcleo. As correlações foram divididas em 

animais tratados com veículo (A e C) e NaB na dose de 50 mg/Kg (B e D). Os valores 

acima da legenda dos grupos indicam o coeficiente de correlação de Pearson (r). 

Figura 20: Correlações entre (A-B) expressão proteica de HDAC3 no núcleo e 

NAPE-PLD no citoplasma, (C-D) HDAC3 no citoplasma e CB1, CB2 e FAAH no 

citoplasma e (E-F) HDAC1 no núcleo e CB1 e HDAC4 no citoplasma. As correlações 

foram divididas em animais tratados com veículo (A, C e E) e NaB na dose de 50 

mg/Kg (B, D e F). Os valores acima da legenda dos grupos indicam o coeficiente de 

correlação de Pearson (r). 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Transtorno do estresse pós-traumático e medo condicionado 

Estudos mostram que cerca de 70% da população mundial experiencia algum 

tipo de trauma durante a vida, podendo desenvolver o transtorno de estresse pós-

traumático (PTSD, do inglês, posttraumatic stress disorder), um transtorno 

neuropsiquiátrico crônico e debilitante. Após um trauma, cerca de 4% das pessoas 

desenvolve o PTSD, sendo que este valor varia de 0,1% a 19% de acordo com o 

trauma experienciado (KESSLER et al., 2017). A prevalência de 8% foi observada em 

adolescentes brasileiros (AVANCI et al., 2021). Ao contrário de outros transtornos 

psiquiátricos, o critério diagnóstico é a exposição a eventos traumáticos, como por 

exemplo guerras, violência sexual, assaltos, desastres naturais, entre outros. 

Enquanto a maioria dos indivíduos se recupera desta resposta de estresse aguda, 

alguns desenvolverão o PTSD (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; 

BONNE et al., 2004; BREMNER et al., 1995; DYKMAN et al., 1997; GILBOA et al., 

1994; YEHUDA, 2009). O PTSD é caracterizado pela presença de sintomas que 

incluem intrusão e reexperimentação, evitação de pensamentos, lembranças que 

remetem ao trauma, alterações negativas de humor e cognição e alta excitabilidade 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).  

Dentre os sintomas do PTSD, alterações observadas em processo de 

condicionamento ao medo são muito características (AMSTADTER et al., 2009; 

FILIPOVIC et al., 2011; GILBOA et al., 1994; MILAD et al., 2009; MUTSO et al., 2012). 

Essas características e a ocorrência de patologias associadas se devem a uma 

ativação anormal de estruturas encefálicas. O córtex pré-frontal (CPF), por exemplo, 

desempenha funções complexas, como a integração e processamento de diferentes 

estímulos para tomada de decisões, comportamentos dirigidos a objetivos e memória 

de trabalho (FRIEDMAN et al., 2022; LE MERRE et al., 2021), além de processamento 

emocional. A porção medial do CPF (CPFm), muito envolvida no enfrentamento do 

estresse (MCKLVEEN et al., 2015), é dividida nas porções pré-límbica (PL) e 

infralímbica (IL), as quais podem ter funções distintas ou opostas (MANOOCHERI et 

al., 2022; VAN AERDE et al., 2008) devido às suas conexões e projeções distintas 

(GABBOTT et al., 2005; VERTES, 2004), além do CPFm cingulado.  

De forma geral, o CPF é amplamente ativado durante o estresse agudo, e o 

excesso de liberação de glutamato e sua reabsorção prejudicada mediada por 
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glicocorticoides podem resultar em neurotoxicidade (POPOLI et al., 2012), liberação 

de fatores pró-inflamatórios e morte neuronal (GĄDEK-MICHALSKA et al., 2013; 

PANDEY et al., 2012). Essas mudanças resultam em atrofia neuronal observada no 

CPF de pacientes com depressão e PTSD e em modelos animais envolvendo 

exposição ao estresse (BANASR et al., 2011; RAUCH et al., 2003), o que pode resultar 

em projeções enfraquecidas do CPF para a amígdala e hipocampo, prejudicando a 

função modulatória exercida pelo CPF sobre essas regiões cerebrais (ARNSTEN, 

2015; WOO et al., 2021). No PTSD, a hiperatividade da amígdala pela falta de inibição 

de sua atividade pelo CPF contribui para os sintomas do transtorno, incluindo déficits 

de extinção de memórias aversivas (KOENIGS et al., 2009; LIBERZON et al., 2016). 

Além disso, a disfunção do hipocampo e a falta de controle do CPFm sobre ele 

contribuem para prejuízos na discriminação de contextos relacionados ao trauma ou 

não, resultando em generalização de respostas de medo (LIBERZON et al., 2016) 

Apesar do prejuízo na qualidade de vida dos indivíduos, além do alto custo em 

saúde que o PTSD gera, a farmacoterapia é bastante limitada, sendo quase que 

restrita a antidepressivos inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRS), 

que, por muitas vezes, podem não ser eficazes (FRIEDMAN et al., 2017; KRYSTAL et 

al., 2017; WHITTLE et al., 2014). Desta forma, estudos que visam melhor 

compreender a fisiopatologia do transtorno são necessários para a identificação de 

novos alvos terapêuticos. Recentemente, diversos estudos têm avaliado esses 

mecanismos em modelos animais de medo condicionado intensificado pelo estresse 

(SEFL, do inglês Stress-Enhanced Fear Learning), sendo este um modelo importante 

para o estudo do PTSD, onde o animal é exposto a um estressor para indução de 

disfunções no protocolo de medo condicionado, como por exemplo déficit de extinção 

(BLOUIN et al., 2016; VANELZAKKER et al., 2014). 

O medo condicionado consiste no pareamento de um estímulo neutro com um 

estímulo aversivo, como por exemplo o choque nas patas, de forma que o estímulo 

neutro se torna um estímulo condicionado, pois prediz a ocorrência do estímulo 

aversivo (FENDT et al., 1999). Sendo assim, quando o animal é re-exposto ao 

contexto em que aconteceu o pareamento, reações de defesa, como por exemplo o 

comportamento de congelamento, ou freezing, são desencadeadas, mesmo que desta 

vez não haja a presença de estímulo aversivo (CARRIVE, 2000; FENDT et al., 1999; 

MEULDERS, 2020; RESSTEL et al., 2006). Conforme o animal é re-exposto ao 

contexto sem a presença de estímulo aversivo de forma repetida ou prolongada, uma 
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nova memória, denominada memória de extinção, é formada. Esta se sobrepõe à 

memória do condicionamento fazendo com que o estímulo condicionado deixe de 

predizer o estímulo aversivo, reduzindo assim as reações desencadeadas pelo 

contexto (MAREN et al., 2016; QUIRK et al., 2006; QUIRK et al., 2008; 

VANELZAKKER et al., 2014). 

Dentre os diversos estressores que podem ser utilizados no SEFL, o estresse de 

derrota social repetida (EDSR) é um modelo de agressão e estresse social que 

reproduz diversos comportamentos observados em pacientes com PTSD, como por 

exemplo, evitação social, ansiedade exagerada, anedonia (BERTON et al., 2006; 

HAMMELS et al., 2015; KINSEY et al., 2007; KRISHNAN et al., 2007), déficits de 

extinção do medo condicionado contextual (MCC) (LISBOA et al., 2018), além de 

reproduzir parâmetros fisiológicos observados nestes pacientes, como aumento da 

atividade da amígdala por redução de sua inibição pelo córtex pré-frontal (HULTMAN 

et al., 2016) e inflamação central e periférica duradoura (READER et al., 2015). Por 

fim, também é possível observar um prejuízo na qualidade de sono, resultando em 

diminuição de sono REM e aumento de sono não REM (KAMPHUIS et al., 2015; 

MEERLO et al., 1997). Desta forma, a literatura demonstra que o EDSR possui 

validade de face, de construto e preditiva para o PTSD, visto que os comportamentos 

induzidos pelo estresse mimetizam sintomas observados no transtorno, suas bases 

biológicas são semelhantes e estas alterações podem ser revertidas pelo tratamento 

com fármacos já utilizados na clínica para esta condição (VERBITSKY et al., 2020). 

Sendo assim, a combinação deste modelo de trauma com o protocolo de MCC se 

torna muito relevante para os estudos que investigam a fisiopatologia do PTSD 

(BOWERS et al., 2015).  

1.2. Sistema endocanabinoide em condições aversivas 

O sistema endocanabinoide (eCB) é considerado um sistema tampão, sendo 

essencial em diversas funções fisiológicas, incluindo a regulação da neurotransmissão 

no sistema nervoso central (SNC). Os eCBs mais bem caracterizados são a 

anandamida (AEA) e o 2-arachidonoilglicerol (2-AG), que são sintetizados sob 

demanda pós-sinapticamente pelas enzimas N-acilfosfatidiletanolamina fosfolipase D 

(NAPE-PLD) e da diacilglicerol lipase (DAGL), respectivamente, em resposta ao 

aumento da atividade neuronal. Esses eCBs são liberados na fenda sináptica e atuam 

retrogradamente nos receptores canabinoides (CB1/2), pós-sinapticamente em CB2, ou 
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ainda em células da glia. CB1/2 são receptores acoplados à proteína G (GPCR) 

inibitória, sendo assim, sua ativação induz inibição da enzima adenilato ciclase, e 

consequentemente da proteína quinase A (PKA), resultando em redução do influxo de 

Ca2+ celular. Desta forma, acontece a redução da liberação de neurotransmissores, 

como por exemplo o glutamato, que acontece de maneira exacerbada durante 

situações estressantes. Por fim, a AEA é degradada pela enzima amida hidrolase de 

ácidos graxos (FAAH), principalmente no neurônio pós-sináptico, enquanto o 2-AG é 

metabolizado pela enzima monoacilglicerol lipase (MAGL) no neurônio pré-sináptico 

(CRISTINO et al., 2020). 

O receptor vaniloide 1 (TRPV1) é um canal iônico expresso tanto pré- quanto 

pós-sinapticamente. O TRPV1 pode ser ativado pela AEA, resultando no aumento do 

influxo de Ca2+ e, consequentemente, na liberação de neurotransmissores. Evidências 

sugerem que a AEA exerce suas ações preferencialmente por meio dos receptores 

CB1, enquanto, em concentrações elevadas, os efeitos sobre o TRPV1 são 

predominantes. Esta é uma das possíveis explicações para a curva dose-resposta em 

“U” invertido, frequentemente observada com a AEA em respostas comportamentais 

(WITKIN et al., 2005). A administração do URB597, um inibidor de FAAH, facilitou a 

extinção do medo condicionado em camundongos knockout (KO) para a isoforma 

induzível da enzima sintase de óxido nítrico (iNOS) (LISBOA et al., 2015), um modelo 

genético de déficit de extinção. Além disso, foi demonstrado que a administração de 

um agonista CB1/2 facilita o processo de aprendizagem de extinção (LISBOA et al., 

2015; LISBOA et al., 2018), enquanto o tratamento com um agonista do receptor 

TRPV1 teve efeito oposto (TERZIAN et al., 2014). Por fim, o favorecimento da 

sinalização da via do receptor CB1 pela araquidonoil serotonina (AA-5HT), uma droga 

que inibe FAAH e antagoniza os receptores TRPV1, reduz a expressão do medo no 

MCC em uma dose menor do que a inibição desses dois alvos individualmente 

(GOBIRA et al., 2017), o que apoia o papel oposto dos receptores CB1 e TRPV1 na 

indução do comportamento de medo. 

 



 33 

 

Figura 1: Imagem representativa do sistema eCB. (1) Frente a neurotransmissão de glutamato exacerbada, (2) as enzimas de 

síntese NAPE-PLD e DAGL são ativadas, produzindo AEA e 2-AG, respectivamente. (3) Esses eCBs retornam ao neurônio pré-

sináptico ativando receptores CB1 e CB2, que inibem a liberação do neurotransmissor, (4) ou, quando em maiores 

concentrações, a AEA pode agir em TRPV1, que intensifica ainda mais essa neurotransmissão. (5) Por fim, os eCBs são 

degradados pelas enzimas FAAH e MAGL. Feito no Mind the Graph (autoria própria). 

 

O sistema eCB pode ser alterado em várias condições patológicas, inclusive em 

condições psiquiátricas relacionadas ao estresse (BASSIR NIA et al., 2019; PATEL et 

al., 2017). Foi demonstrado, por exemplo, que mulheres deprimidas apresentam níveis 

séricos reduzidos de AEA e 2-AG (HILL et al., 2009) e que vítimas de suicídio têm 

aumento da expressão de receptores CB1 no CPF dorsolateral (HUNGUND et al., 

2004). Além disso, a presença do polimorfismo rs7766029 do receptor CB1 interagem 

com o enfrentamento de dificuldades financeiras em pacientes com alto score de 

ansiedade e depressão (GONDA et al., 2019), e outros polimorfismos deste receptor 
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se correlacionam com diferentes sintomas e resistência ao tratamento em pacientes 

deprimidos (DOMSCHKE et al., 2008; MITJANS et al., 2013). Por fim, estudos 

farmacológicos mostram que a administração de rimonabant, um antagonista CB1, 

aumenta os sintomas de depressão e ansiedade em indivíduos saudáveis 

(CHRISTENSEN et al., 2007), e que os efeitos dos medicamentos antidepressivos 

convencionais dependem do sinalização eCB (HILL et al., 2008). 

Níveis periféricos reduzidos de AEA e expressão aumentada de receptores CB1 

no cérebro são relatados em pacientes com PTSD (NEUMEISTER et al., 2013). Um 

estudo demonstrou que indivíduos saudáveis que tinham o alelo C385A do 

polimorfismo rs324420, uma mutação do gene que codifica a FAAH, apresentaram 

atividade reduzida desta enzima e consequentemente níveis aumentados de AEA, 

extinção de medo facilitada (MAYO et al., 2020) e reatividade amigdalar reduzida 

(ZABIK et al., 2022). Além disso, polimorfismos do receptor CB2 e da enzima FAAH 

foram associados a uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento de transtornos 

psiquiátricos na vida adulta após passarem por um trauma quando crianças (LAZARY 

et al., 2016; 2019). Outros polimorfismos no sistema eCB, incluindo no receptor CB1, 

estão associados à extinção de medo e/ou PTSD (LISBOA et al., 2019; NEY et al., 

2022; NEY et al., 2021). 

Estudos com modelos animais também corroboram o envolvimento da 

sinalização eCB no desenvolvimento de alterações comportamentais induzidas pelo 

estresse. Camundongos KO para CB1, por exemplo, têm aumento de comportamentos 

depressivos e ansiosos após estresse (ASO et al., 2011; HALLER et al., 2002; 

MARTIN et al., 2002; VALVERDE et al., 2012). Além disso, esses camundongos 

também têm extinção de medo prejudicada (MARSICANO et al., 2002; MIKICS et al., 

2006). Além disso, vários estudos relataram facilitação da extinção de medo induzida 

pela atividade de CB1 em diferentes modelos animais (GANON-ELAZAR et al., 2013; 

LARICCHIUTA et al., 2013; MARSICANO et al., 2002). A participação de CB2 nessas 

respostas parece ser mais complexa. A superexpressão desse receptor promoveu 

níveis reduzidos de comportamentos do tipo-ansioso no caixa claro-escuro e labirinto 

em cruz elevado em camundongos (GARCÍA-GUTIÉRREZ, MARÍA S. et al., 2010). 

No entanto, evidências mostram que a administração crônica de um antagonista do 

CB2 produz um efeito ansiolítico (GARCÍA-GUTIÉRREZ et al., 2012). Outro estudo do 

mesmo grupo observou que a superexpressão dos receptores CB2 reduziu 

comportamentos do tipo-depressivo em camundongos, enquanto a administração do 
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AM630, um antagonista CB2, induziu efeito antidepressivo em camundongos WT. A 

droga não teve efeito na linhagem transgênica (GARCÍA-GUTIÉRREZ, M. S. et al., 

2010). Além disso, camundongos KO para CB2 também apresentam prejuízo no 

condicionamento ao medo contextual, mas não a pista (LI et al., 2016).  

Múltiplos mecanismos envolvidos na fisiopatologia de condições psiquiátricas 

podem ser regulados pelo sistema eCB. Os eCBs podem, por exemplo, reduzir a 

desregulação na liberação de neurotransmissores nestas condições (FERREIRA et 

al., 2012; GERDEMAN et al., 2001; POLISSIDIS et al., 2013), promover 

neuroplasticidade (ASO et al., 2008; BLÁZQUEZ et al., 2015) e atenuar alterações 

inflamatórias induzidas pelo estresse (COELHO et al., 2022; LISBOA et al., 2016; 

LISBOA et al., 2018; ZOPPI et al., 2014). Em camundongos, tanto a deleção genética 

quanto o antagonismo dos receptores CB1 no CPFm prolongaram a liberação de 

CORT após estresse. Foi proposto que a ativação do CB1 em interneurônios 

GABAérgicos do córtex pré-frontal medial desinibe projeções neuronais excitatórias 

responsáveis pela terminação da resposta ao estresse (HILL et al., 2011). Uma 

proposta mais recente sobre as consequências do estresse implica na interação entre 

mecanismos endocanabinoides e epigenéticos no cérebro para promover alterações 

comportamentais (COELHO et al., 2023; LOMAZZO et al., 2017; WANG, S. E. et al., 

2017; WANG et al., 2018). 

1.3. Acetilação de histonas 

A epigenética é o campo de estudo dedicado aos mecanismos que alteram a 

expressão gênica sem mudanças na sequência do DNA (RUSSO et al., 1996). Em 

células eucarióticas o DNA é organizado em cromatina dentro do núcleo celular. A 

cromatina é composta por nucleossomos, que consistem em 146-147 pares de bases 

de DNA, que envolvem um octâmero de proteínas histonas, formado por dímeros de 

H2A, H2B, H3 e H4 (ZHANG et al., 2021). Diferentes mecanismos regulam a 

compactação da cromatina, influenciando na transcrição do DNA. A metilação do 

DNA, mediada pela atividade das enzimas DNA metiltransferases (DNMT), por 

exemplo, geralmente aumenta compactação da cromatina, reduzindo o acesso da 

maquinaria transcricional e, consequentemente, reduzindo a expressão gênica. Por 

outro lado, a acetilação de resíduos de lisinas nas caudas de proteínas histonas, 

mediada pelas histona acetiltransferases (HAT), promove descompactação da 

cromatina, pois reduz a carga positiva desses resíduos, reduzindo sua força de ligação 
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com o DNA, com carga negativa (HANDEL et al., 2010). Além disso, resíduos de lisina 

acetilados também são reconhecidos por proteínas com bromodomínio e domínio 

extraterminal (BET), que se ligam a eles e recrutam fatores de transcrição e a 

maquinaria transcricional, incluindo a RNA polimerase II (BENTON et al., 2017). Desta 

forma, a acetilação de histonas, geralmente está associada ao aumento da transcrição 

gênica (ZHANG et al., 2021).  

Tanto a metilação do DNA quanto a acetilação de histonas podem ser revertidas, 

processos catalisados pelas proteínas da família ten-eleven translocation (TET) e 

pelas enzimas histona deacetilase (HDAC), respectivamente (HANDEL et al., 2010). 

Particularmente em relação às HDACs, investigadas nesse trabalho, em mamíferos 

existem 18 tipos, que são divididas em 4 classes com base na similaridade de suas 

sequências. As classes I (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC8), IIa e IIb (HDAC4, 

HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 e HDAC10) e IV (HDAC11) são dependentes de 

zinco, enquanto a classe III (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6, SIRT7) é 

dependente de dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NAD+)  (SETO et al., 2014). 

As HDACs são expressas diferencialmente em relação ao tecido e à localização 

celular, além de também possuírem diferentes reguladores e acetilarem diferentes 

resíduos de lisina. Desta forma, em conjunto e junto com as HATs, elas geram um 

“código de histonas” que será interpretado e regulará o processo de transcrição de 

maneira altamente específica (BENTON et al., 2017; DI GIORGIO et al., 2016). 

Diversos estudos demonstram que a inibição das HDACs pode resultar em 

alteração no padrão de acetilação de histonas e consequentemente alteração no 

padrão de expressão gênica, tanto em processos fisiológicos, como patológicos. 

Dentro deste contexto, os ácidos graxos de cadeia curta (SCFA, Short-chain fatty acid) 

se destacam por inibirem HDACs e já serem utilizados em ensaios clínicos para 

condições como obesidade (PENG et al., 2023), doenças inflamatórias intestinais 

(SILVA et al., 2018) e diferentes tipos de cânceres (SUN et al., 2024). Os SCFA são 

moléculas sintetizadas naturalmente no intestino via fermentação, pela microbiota, a 

partir de carboidratos que não foram digeridos, sendo posteriormente absorvidos e 

distribuídos para todo o organismo (RÍOS-COVIÁN et al., 2016). Dentro deste grupo, 

o butirato recebe bastante destaque, pois constitui cerca de 20% do conteúdo total de 

SCFA (SUN et al., 2024) e seus níveis estão reduzidos em patologias relacionadas a 

processos inflamatórios (RÍOS-COVIÁN et al., 2016), sendo sua suplementação 

muitas vezes testada pré-clinicamente na forma de butirato de sódio (NaB). 
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Entretanto, apesar do efeito de inibição das HDACs de classe I e IIa do NaB ser 

extensamente descrito na literatura pré-clínica (EDIRIWEERA, 2023), sabe-se que os 

SCFAs podem exercer efeitos via interação direta com GPCRs, alteração da 

microbiota e modulação de fatores imunológicos (DALILE et al., 2019), sendo estes 

efeitos mais discutidos na literatura clínica. 

1.4. Acetilação de histonas e memórias aversivas 

Os mecanismos epigenéticos são altamente dinâmicos e podem ser ativados ou 

desativados dependendo do contexto (BRETON et al., 2014) e das circunstâncias 

enfrentadas por cada indivíduo (FEIL et al., 2012). Desta forma, o ambiente e as 

experiências vivenciadas têm um impacto direto no padrão epigenético de um 

indivíduo, influenciando, consequentemente, sua expressão gênica (FEIL et al., 2012; 

KLENGEL et al., 2015). Esta interação gene-ambiente é particularmente relevante 

para o estudo de transtornos psiquiátricos, como depressão e PTSD, por exemplo, 

visto que a fisiopatologia destes está diretamente relacionada com a exposição ao 

estresse, um fator ambiental que influencia na expressão de diversos genes 

relacionados à plasticidade sináptica, ao eixo neuroendócrino e fatores inflamatórios 

(KLENGEL et al., 2015).  

Devido à dificuldade de acesso a tecidos cerebrais em humanos, os estudos que 

avaliam alterações epigenéticas em pacientes de PTSD se restringem à tecidos 

periféricos e são em sua maioria relacionados a ensaios de metilação do DNA (KIM et 

al., 2018). Entretanto, já foi observado que pacientes com PTSD possuem aumento 

da trimetilação dos resíduos H3K4, H3K9, H3K27 e H3K26 em células mononucleares 

do sangue periférico, sendo que H3K4me3 apresentou associação com os genes do 

interferon gama e do fator de transcrição T-box 21, componentes do sistema imune 

(BAM et al., 2016). Outro estudo encontrou níveis elevados de metilação do sítio CpG 

cg22937172 no gene codificador de HDAC4 no sangue de mulheres pacientes de 

PTSD em relação a voluntárias saudáveis (MADDOX et al., 2018). Existem mais 

estudos com acetilação de histonas em humanos em outros transtornos psiquiátricos. 

Foi observada que a expressão dos RNAm de HDAC2 e HDAC5 em células 

sanguíneas periféricas aumentou em pacientes de depressão maior, mas não quando 

estavam em estado de remissão, quando comparados com os controles saudáveis. 

(HOBARA et al., 2010). Além disso, foi observado que a fluoxetina crônica, um ISRS, 

reduz a acetilação total de H3 e aumenta a dimetilação de H3K9 no promotor de 
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CaMKIIα no Núcleo Accumbens (NAc) post-mortem de pacientes depressivos, 

reduzindo a expressão desta proteína (ROBISON et al., 2014). Desta forma, existem 

evidências de que os mecanismos de acetilação de histonas em estruturas cerebrais 

estão relacionados à fisiopatologia do PTSD e ao mecanismo de ação de drogas 

utilizadas em seu tratamento. 

Apesar do número restrito de estudos em humanos, o papel de HDACs na 

formação de memórias e enfrentamento ao estresse é muito explorado em modelos 

animais de PTSD e outros transtornos relacionados ao estresse. A exposição de 

camundongos a estresse de restrição crônico por 21 dias, por exemplo, reduziu a 

expressão da HAT P300, reduzindo assim, a acetilação de H3K27. Como 

consequência, foi observada uma redução da expressão do receptor metabotrópico 

de glutamato 2 (mGlu2) no hipocampo e aumento de comportamentos do tipo-

depressivo e ansioso (NASCA et al., 2015). Em ratos, foi demonstrado que o estresse 

de privação materna aumentou a expressão de HDAC2 na área tegmentar ventral 

(VTA), reduzindo os níveis de acetilação em H3K9. Nesses animais também foi 

observada redução da expressão gênica do fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF), que foi revertida pela administração aguda de um inibidor de HDACs de 

classe I (SHEPARD et al., 2018). Estes achados apontam para o envolvimento direto 

das enzimas HDAC na supressão da expressão gênica pós estresse, particularmente 

de genes importantes para a plasticidade sináptica, como o BDNF.  

Em modelos envolvendo o protocolo de medo condicionado, diversos estudos 

mostram que a inibição de HDACs facilita a formação de memórias. Ratos submetidos 

ao protocolo de estresse único prolongado (SPS) apresentaram déficit na evocação 

da extinção do medo condicionado a pistas, além de atividade aumentada de HDACs 

e redução da expressão de BDNF no CPFm IL. Todos os efeitos foram revertidos pela 

administração do NaB localmente no IL antes da sessão de aquisição da extinção 

(MOHAMMADI-FARANI et al., 2022). Outro estudo que também testou a 

administração do NaB no IL, constatou facilitação da extinção do medo condicionado 

contextual tanto quando administrada no início quanto depois da sessão de aquisição, 

indicando que a droga facilita também a consolidação dessa memória (STAFFORD et 

al., 2012). Além disso, o mesmo estudo observou que a administração intra-

hipocampal da mesma droga após a sessão de extinção também facilitou o processo 

de consolidação da extinção, indicando que estes processos ocorrem no hipocampo 

(STAFFORD et al., 2012). Por fim, foi observado em ratos submetidos ao SPS que a 
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administração sistêmica de NaB em uma dose baixa por sete dias logo após o trauma 

preveniu a indução de déficit de extinção do medo condicionado contextual após uma 

semana (MOHAMMADI-FARANI et al., 2021). 

1.5. Interação entre acetilação de histonas e o sistema eCB 

Estudos recentes mostram que componentes do sistema eCB regulam e podem 

ser regulados pelo mecanismo de acetilação de proteínas histonas. Foi observado, 

por exemplo, que a coadministração repetida de dois fitocanabinoides, Δ9-

Tetrahidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD), aumentou a acetilação nos resíduos 

H3K9 e H3K14 na VTA de camundongos adultos (TODD et al., 2017). Em outro 

estudo, o tratamento agudo com CBD aumentou os níveis de marcadores de metilação 

e acetilação de histonas, H3K4me3, H3K27me3 e H3K9ac, no córtex cerebral. Em 

contraste, reduziu os níveis de H3K9ac no hipotálamo e H3K4me3 na ponte em ratos, 

demonstrando que seus efeitos são distintos dependendo da região encefálica 

(PASTRANA-TREJO et al., 2021).  

O tratamento com etanol no dia pós-natal 7 em camundongos induziu 

neurodegeneração no hipocampo e córtex, quando avaliados na vida adulta, 

resultando em déficit sináptico. Foi observado que neste protocolo ocorre o aumento 

da síntese de AEA via aumento da expressão de NAPE-PLD, além de aumento de 

CB1 nestas regiões, que resulta na inibição da fosforilação de ERK1/2 e AKT, 

componentes importantes da via do BNDF para plasticidade sináptica. O antagonismo 

de CB1 antes do tratamento com etanol atenuou a fosforilação de ERK1/2, mas não 

de AKT, e preveniu a neurodegeneração (PUCCI et al., 2019). Posteriormente, outro 

estudo do grupo observou, no mesmo protocolo, que o aumento da expressão de CB1 

neste modelo acontece via aumento da acetilação do resíduo H4K8 no promotor do 

gene pelo etanol. Também foi observado que a exposição ao etanol induziu déficits 

de memória espacial e social na vida adulta dos animais, que foram prevenidos pelo 

tratamento com um antagonista CB1 pré etanol (SUBBANNA et al., 2015). Por fim, em 

um modelo de compulsão alimentar foi observado redução da expressão de FAAH no 

hipotálamo de ratos que foi associado à redução da acetilação de H3K9 associada ao 

gene da FAAH (PUCCI et al., 2019).  

Em modelos que visam avaliar comportamentos defensivos, foi observado que o 

estresse crônico imprevisível (CUS) aumentou a expressão nuclear e a atividade de 

HDAC2 e diminuiu os níveis de expressão de CB1, principalmente em neurônios 
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glutamatérgicos, no córtex cingulado de camundongos. Além disso, o CUS reduziu a 

acetilação de H3K9 associada aos genes CB1 e Neuropeptídio Y (NpY). Eles também 

mostraram que o URB597, um inibidor de FAAH, reverteu os efeitos do estresse no 

gene do NpY, mas não do CB1, e no comportamento do tipo-ansioso induzido pelo 

estresse (LOMAZZO et al., 2017). Assim como a exposição a estressores, a 

capsaicina, um agonista TRPV1, aumentou a imobilidade no teste de nado forçado, 

indicando comportamento do tipo-depressivo, além de aumentar a expressão de 

HDAC2 no giro denteado do hipocampo de camundongos (WANG et al., 2018). Além 

disso, este tratamento induziu aumento da expressão de HDAC2 nos promotores dos 

genes Dlg4, Syp, Gria1 e Gria2, todos relacionados à neuroplasticidade (WANG, S. E. 

et al., 2017). Em contraste, a deleção genética dos receptores TRPV1, que induziu um 

fenótipo semelhante ao antidepressivo, reduziu os níveis de HDAC2 na mesma região 

cerebral e, consequentemente, aumentou os níveis de acetilação global de H3 e H4. 

Além disso, camundongos com deleção de TRPV1, ao contrário do que foi observado 

com a injeção de capsaicina, mostraram níveis aumentados de genes relacionados à 

plasticidade e neurogênese no hipocampo, além de serem resilientes ao estresse 

(WANG, S. E. et al., 2017). Portanto, considerando que a AEA ativa os receptores CB1 

e TRPV1, recentemente sugerimos que o efeito deste eCB em forma de “U” invertido 

em comportamentos defensivos pode ser mediado por efeitos diferenciais nestes 

receptores regulando a expressão e atividade de HDAC2, níveis de acetilação de 

histonas, expressão gênica e neuroplasticidade (COELHO et al., 2023). 

Em conclusão, já foi observado que mecanismos de acetilação de histonas e do 

sistema eCB se regulam e estão relacionados à regulação do comportamento frente 

a eventos estressores e no processamento de memórias. Entretanto, a expressão 

diferencial de genes relacionados ao sistema eCB regulada por mecanismos de 

acetilação de histonas ainda não foi explorada em um modelo de SEFL. 
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Figura 2: Imagem representativa da interação entre a atividade de HDAC2 e componentes do sistema eCB. (1) O estresse 

induz aumento da expressão e atividade de HDAC2 levando à redução de resíduos de histona acetilados associados ao gene 

do receptor CB1. Além disso, (2) a atividade de TRPV1 está associada à expressão e atividade de HDAC2. Feito no Mind the 

Graph (autoria própria). 
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2. HIPÓTESE 

As informações apresentadas anteriormente sugerem que a exposição a 

um estresse repetido induziria déficits de extinção do medo condicionado 

contextual, como resultado de alterações no processo de acetilação de proteínas 

histonas e de componentes do sistema endocanabinoide. Dessa forma, no 

presente trabalho testamos a hipótese de que a inibição farmacológica sistêmica 

de enzimas HDACs com o butirato de sódio e consequentemente aumento do 

padrão de acetilação de proteínas histonas durante a exposição de camundongos 

ao estresse de derrota social repetida atenua o déficit de extinção do medo 

condicionado contextual via modulação de componentes do sistema 

endocanabinoide. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Testar a hipótese de que o desenvolvimento das consequências 

comportamentais decorrentes da exposição ao trauma é associado a alterações em 

mecanismos de acetilação de proteínas histonas, particularmente relacionadas a 

moléculas do sistema endocanabinoide, envolvido na manutenção da homeostase 

sináptica após estresse. 

3.2. Objetivos específicos 

•  Avaliar se a exposição de camundongos Balb/C ao EDSR induz déficit de 

extinção do medo condicionado contextual; 

• Avaliar se os déficits na extinção do medo condicionado após estresse 

envolvem alteração na expressão de HDACs e moléculas relacionados ao sistema 

endocanabinoide no CPF; 

•  Avaliar se o tratamento repetido com o Butirato de sódio (NaB), um inibidor de 

HDACs, atenua os efeitos comportamentais gerados pelo EDSR no medo 

condicionado contextual; 

•  Avaliar se o tratamento com NaB modula a expressão de HDACs e 

componentes do sistema endocanabinoide no CPF; 

•  Avaliar o efeito do EDSR e tratamento com NaB na proporção de animais com 

emocionalidade afetada e não afetada. 

•  Avaliar a existência de correlações entre as expressões no CPF de proteínas 

HDACs e relacionadas ao sistema endocanabinoide e parâmetros comportamentais. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Animais e drogas 

Camundongos BALB/c (6 semanas de idade, 25g) provenientes do Biotério 

Central da Universidade de São Paulo, campus de Ribeirão Preto, foram alocados em 

grupos de 3 animais por gaiola e aclimatados no biotério do Departamento da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP/USP) até atingirem 

a idade necessária para o início dos experimentos (8 semanas), mantidos com água 

e comida ad libitum, em ciclo claro-escuro de 12 h e temperatura controlada (24±1ºC). 

Camundongos CD-1 (4 meses), utilizados como intrusos no modelo de trauma, foram 

obtidos dos Laboratórios Charles River (EUA). Após serem aposentados como 

reprodutores, foram mantidos isolados para privá-los do convívio social e aumentar o 

comportamento agressivo, o que é necessário para o modelo de trauma utilizado, 

como amplamente descrito na literatura (LISBOA et al., 2018). O NaB (Sigma-Aldrich, 

EUA) nas doses 25, 50 e 100 mg/Kg (10 mL/Kg) foi dissolvido em salina e administrado 

intraperitonealmente aos animais 30 minutos antes de cada sessão de estresse (6 

administrações). Os grupos controles foram administrados com salina. Todos os 

procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

FCFRP/USP (Aprovação 21.1.526.60.9). 

4.2. Estresse de derrota social repetida 

O EDSR foi realizado por 6 dias, durante 2h por dia, período no qual um animal 

CD-1 foi inserido na caixa de um grupo de 3 camundongos residentes. Durante o 

período do estresse, um observador permaneceu na sala para evitar que os animais 

experimentais fossem gravemente lesados pelo camundongo agressor. Os 

comportamentos que se espera observar nos animais CD-1 são posturas 

ameaçadoras, perseguição, imobilização, montagem e mordida na região dorsal 

posterior. Nos casos em que o intruso não iniciou um encontro agressivo em 10-15 

minutos, este foi substituído por outro. Depois de cada ciclo de estresse, o intruso foi 

removido e os residentes foram deixados intactos até a próxima sessão. Os grupos 

de camundongos controles foram alojados nas mesmas condições e foram 

manipulados no mesmo período que os camundongos estressados. Todos os animais, 

incluindo os animais naive, foram mantidos isolados ao término do estresse até o final 

do protocolo do medo condicionado contextual, a fim de excluir o efeito confundidor 

de brigas entre os residentes.  
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4.3. Teste de campo aberto 

Foi realizado antes do início do estresse (medida basal) e na manhã seguinte 

ao término do EDSR. O TCA foi utilizado para avaliarmos a atividade locomotora, 

evidenciada pela distância total percorrida no teste, e comportamento do tipo-ansioso 

dos animais, evidenciados pelo número de entradas, tempo e distância percorrida na 

área central e periférica do aparato. Para isso, eles foram introduzidos em uma arena 

redonda de 30 cm de diâmetro por 5 minutos e todos estes parâmetros foram 

analisados pelo software AnyMaze. 

4.4. Teste de esquiva social 

No TES os animais foram submetidos a uma arena quadrada contendo uma 

pequena gaiola vazia por 2 minutos e 30 segundos. Em seguida, foi introduzido um 

camundongo CD-1 não utilizado no EDSR na gaiola e os animais experimentais 

ficaram na arena por mais 2 minutos e 30 segundos. Foram avaliados o tempo, 

número de entradas e distância percorrida na área próxima à gaiola e nos dois cantos 

opostos ao lado onde se localizava a gaiola com o animal agressor, normalizados 

pelos mesmos parâmetros de quando o agressor não estava presente. Além disso 

foram avaliadas a distância total percorrida durante o teste. As medidas foram obtidas 

pelo software AnyMaze. Espera-se que animais que passaram pelo EDSR fiquem 

mais tempo nos cantos opostos (corners) e menos tempo na zona próxima ao 

agressor. 

4.5. Medo condicionado contextual 

O protocolo teve início 8 dias após o término do trauma. No dia do 

condicionamento, os animais foram colocados na caixa de condicionamento 

contextual e tiveram um período de habituação de 2 minutos e 30 segundos. Após 

este período, os animais passaram pela sessão de condicionamento, durante a qual 

3 choques inescapáveis (0,70 mA, 2 segundos cada) foram aplicados às patas através 

do chão da caixa, uma grade metálica. 24 h após a sessão de condicionamento, os 

animais foram re-expostos à caixa, sem apresentação de choques, durante 30 minutos 

para avaliação da resposta de aquisição da extinção. Após outras 24h, os animais 

foram novamente testados na mesma caixa, por 10 minutos, para avaliar a evocação 

da resposta de extinção, também sem apresentação de choques nas patas. O tempo 

de congelamento foi registrado pelo software AnyMaze, integrado ao sistema de 

condicionamento automatizado da Ugo Basile, como medida de medo do animal frente 
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ao contexto previamente pareado com choques elétricos nas patas. O limiar utilizado 

para a imobilidade ser considerada congelamento foi de 1000 milissegundos. 

4.6. Processamento das amostras 

As amostras de CPF foram coletadas imediatamente após o fim do protocolo 

de MCC e foram processadas conforme instruções do fornecedor do Kit NE-PER™ 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (#78833, ThermoFisher) para 

separação de proteínas em frações citoplasmática e nuclear.  

4.7. Western blotting 

O Western Blotting (WB) foi realizado para quantificação do nível proteico das 

amostras das frações nucleares e citoplasmáticas de CPF nas condições Naive e 

EDSR, que receberam administração de veículo ou NaB na dose de 50 mg/Kg. 

Primeiramente, as proteínas de cada amostra foram quantificadas pelo método de 

Bradford101. Posteriormente, as amostras foram diluídas em água milli-Q, e foi 

adicionada a solução tampão de carga (10% de 2-mecaptoethanol (Sigma #M3148) 

em Laemmli (Biorad #1610747)). Após 7 minutos de aquecimento à 95°C para 

desnaturação proteica, cada poço foi carregado com 20 μg de proteína total de cada 

amostra em gel 12% de poliacrilamida (Biorad) para separação das proteínas de 

acordo com o peso molecular. A eletroforese foi realizada em solução tampão de 

corrida (Tris 25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1%), acompanhando-se a corrida com o 

padrão de peso molecular (Li-cor #102971-126). 

 Logo após, o conteúdo proteico dos géis foi transferido para membranas de 

nitrocelulose por meio de um sistema semiúmido de transferência Trans-Blot (Turbo 

Transfer System - BioRad) a 25V, 1.0A, 30 minutos, em tampão de transferência (Tris 

25mM, Glicina 192mM, Metanol 20%). Após este processo, as membranas foram 

secas overnight a temperatura ambiente para realização da coloração total de 

proteínas pelo kit Revert™ 700 Total Protein Stain Pack Insert (Li-cor #926-11016), 

conforme as instruções do fabricante. Com isso, normalização de cada amostra foi 

feita pela quantidade proteína total do próprio poço, não sendo necessária a utilização 

de diferentes normalizadores para a fração citoplasmática e nuclear. Em seguida, as 

membranas foram descoradas utilizando solução de 0,1 M de hidróxido de sódio, 30% 

de metanol em água milli-Q. 

Por fim, foi realizado o bloqueio de proteínas com solução de bloqueio (LI-

COR, #220422) por 2 horas em temperatura ambiente e agitação suave constante. 
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Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos primários, anti-HDAC1 

(1:1000, #ab109411, Abcam), anti-HDAC2 (1:1000, #ab124974, Abcam), anti-

HDAC3 (1:1000, #ab137704, Abcam), anti-HDAC4 (1:1000, #ab12172, Abcam), anti-

CB1 (1:1000, #ab23703, Abcam), anti-CB2 (1:200, #101550, Cayman), anti-NAPE-

PLD (1:1000, #ab95397, Abcam), anti-FAAH (1:500, #s-100739, Sanra Cruz) e anti-

TRPV1 (1:500, #ab203103, Abcam), overnight à 4°C e sob agitação constante. No dia 

seguinte, as membranas foram brevemente lavadas em solução de salina tris-

tamponada com 0,1% de Tween 20 (TBS-T) por 3 vezes de 5 minutos e incubadas 

com os respectivos anticorpos secundários fluorescentes (anti-rabbit, 1:10000, #926-

68073 e #926-32216, Li-cor; anti-mouse, 1:10000, #926-32212 e #926-68072, Li-Cor) 

por 1 hora em temperatura ambiente e agitação constante. Posteriormente, as 

membranas foram lavadas em TBS-T por 3 vezes de 5 minutos e reveladas em um 

fotodocumentador de fluorescência (Odyssey DLx Imager, LI-COR). A densidade das 

bandas marcadas foi quantificada utilizando o software ImageStudio Lite. Os valores 

obtidos foram normalizados pelo valor de proteína total do poço.  

4.8. Análise estatística 

Os dados são representados como média ± EPM. 

Primeiramente, em cada teste foi realizado o teste de ROUT com valor de Q 

em 5% para detecção de outliers. Os outliers identificados foram excluídos das 

análises (MOTULSKY et al., 2006). Todos os dados foram testados para normalidade 

pelo teste de Shapiro-Wilk, além da avaliação de igualdade de variâncias. Nos casos 

em que as amostras não passaram em um destes testes foi realizado teste não-

paramétrico. 

Para os protocolos 1 e 2, no TCA e TES foi realizada a relação teste/basal. 

Os grupos naive e EDSR-Veh foram comparados por teste t de Student (paramétrico) 

ou Mann-Whitney (não paramétrico). Para avaliação do efeito do tratamento foi 

utilizado teste ANOVA de 1 via, seguido de pós teste de Dunnett. No teste de MCC foi 

feito ANOVA de medidas repetidas na sessão de condicionamento e aquisição da 

extinção, onde o tempo foi a medida repetida e a condição do animal (naïve ou EDSR-

veh) o fator analisado, seguido de pós teste de Dunnett (análise intragrupos) e Sídák 

(análise entre grupos). O mesmo teste foi repetido com os grupos EDSR tratados com 

veículo ou droga para avaliação do efeito do tratamento, porém com pós teste de 

Dunnett. Em ambas as sessões também foi realizada uma terceira ANOVA de 
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medidas repetidas, com análise intra-grupos com pós teste de Sídák. Avaliamos, 

também, se a memória de extinção foi retida calculando a diferença entre o tempo de 

congelamento durante a sessão do dia 3 e os 10 últimos minutos da sessão do dia 2 

para cada grupo (Δ de congelamento). Tanto esta como, a análise da sessão de 

evocação isoladamente, foram feitas da mesma forma que no TCA e TES. 

No protocolo 3, os parâmetros avaliados no TCA e TES foram avaliados por 

ANOVA de 2 vias, sendo estresse e tratamento os fatores analisados, seguido por 

pós-teste de Tukey. No MCC, as análises do condicionamento e aquisição da extinção 

foram feitas por ANOVA de medidas repetidas, sendo o estresse e tratamento os 

fatores e o tempo a medida repetida, seguida de pós-teste de Dunnett. A evocação da 

extinção, Δ de congelamento e Z-Score foram avaliadas por ANOVA de 2 vias, assim 

como no TCA e TES. 

Por fim, em todos os testes comportamentais foi feito o cálculo de Z-Score 

(equação 1), conforme descrito por (GUILLOUX et al., 2011), afim de reduzir a 

variabilidade comportamental dentro da amostra e gerar um score geral de 

emocionalidade dos animais. Para o TCA, os parâmetros utilizados foram tempo, 

distância e número de entradas no centro. Para o TES, foram tempo nos corners e na 

zona de interação. Para o MCC, foram porcentagem de tempo em congelamento nos 

10 primeiros minutos da sessão do dia 2 e do dia 3. O Z-Score geral de 

emocionalidade foi realizado com os parâmetros do TES e do MCC.  

 

Equação 1: 

𝑍 =
𝑋 − 𝜇

𝜎
 

 

 Para a análise da expressão de proteínas foi utilizado o teste de ANOVA de 

duas vias, levando em consideração os fatores condição (Naive ou EDSR) e 

tratamento (veículo ou NaB 50 mg/Kg), seguido de pós teste de Tukey. Por fim, 

realizamos uma análise de correlação de Person levando em consideração cada valor 

de expressão proteica nas frações citoplasmáticas e nucleares, emocionalidade geral, 

nível de congelamento nos 10 primeiros e 10 últimos minutos da sessão de aquisição 

da extinção e os 10 minutos da sessão de evocação da extinção do medo 

condicionado contextual. 

O nível de significância assumido para todos os testes foi menor que 0,05. Foi 

X é o valor observado para o animal no parâmetro em questão 

𝜇 é a média do grupo controle  

𝜎 é o desvio padrão do grupo controle.  

 



 52 

considerado tendência estatística valores de p entre 0,05 e 0,1. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Avaliação do efeito do tratamento repetido com butirato de sódio 

em animais submetidos ao EDSR 

Para a realização do protocolo experimental, primeiramente os animais foram 

submetidos ao TCA basal para randomização dos grupos de forma homogênea com 

base na distância total percorrida durante o teste (dados não mostrados). No dia 

seguinte se iniciou o protocolo de EDSR por 6 dias, com a administração da droga 

NaB 30 minutos antes de cada sessão de estresse em três diferentes doses (25, 50 e 

100 mg/Kg), e os animais foram isolados ao final da última sessão. No sétimo dia do 

protocolo os animais foram submetidos novamente ao teste de TCA e em seguida ao 

TES. Por fim, os animais foram submetidos ao MCC nos dias 14, 15 e 16 e foram 

eutanasiados ao final do teste. O protocolo completo pode ser observado na Figura 3. 

 

Figura 3: Linha do tempo do protocolo experimental para avaliação do NaB em contrapor os efeitos do EDSR. 

 

5.1.1. Teste de campo aberto 

No TCA, houve hipolocomoção induzida pelo EDSR, evidenciada pela 

redução na distância total percorrida (T38=2,848; p<0,05, teste t de Student) (Figura 

4A), efeito este que também foi observado quando avaliada apenas na periferia 

(T38=2,731; p<0,05, teste t de Student), mas não quando apenas no centro (T38=0,418; 

p>0,05, teste t de Student) do aparato (Figura 4B). Em relação ao tratamento com 

NaB, a dose de 25 mg/Kg apresentou tendência em reduzir ainda mais a locomoção 

dos animais estressados (F(3,78)=0,580, p<0,05, ANOVA de 1 via; p=0,059, Dunnett), 

porém as outras doses não tiveram efeito (p>0,05). Quando a distância percorrida foi 

analisada nas diferentes áreas do aparato, evidenciou-se que a redução observada 



 55 

pela dose de 25 mg/Kg aconteceu no centro (F(3,78)=1,108, p<0,05, ANOVA de 1 via; 

p<0,05, Dunnett), mas não na periferia (F(3,78)=0,972, p<0,05, ANOVA de 1 via; p>0,05, 

Dunnett), enquanto a dose de 50 mg/Kg apresentou redução na periferia (p<0,05, 

Dunnett) e tendência a este efeito no centro (p=0,053, Dunnett). Além disso, o EDSR 

não induziu alterações no número de entradas no centro (T38=0,379; p>0,05, teste t 

de Student) (Figura 4C), porém tanto a dose de 25 mg/Kg quanto a de 50 mg/Kg 

induziram redução neste parâmetro (F(3,68.55)=7,264, p<0,05, ANOVA de 1 via; p<0,05 

em ambas as doses, Dunnett). Por fim, o EDSR não alterou o tempo gasto na periferia 

(T38=0,443; p>0,05, teste t de Student), nem no centro (T38=0,235; p>0,05, teste t de 

Student) (Figura 4D) do aparato. Nestes parâmetros, a dose de 25 mg/Kg reduziu o 

tempo gasto no centro (F(3,60.57)=11,06, p<0,05, ANOVA de 1 via; p<0,05, Dunnett), e 

apresentou tendência em aumentar o tempo gasto na periferia (F(3,71.32)=5,575, 

p<0,05, ANOVA de 1 via; p=0,065, Dunnett). A dose de 50 mg/Kg apresentou 

tendência em reduzir o tempo gasto no centro (p=0,061, Dunnett) e não influenciou no 

tempo na periferia (p>0,05, Dunnett). O EDSR também não alterou pontuação de Z-

Score neste teste (T38=0,071; p>0,05, teste t de Student), mas o tratamento nas doses 

de 25 mg/Kg e 50 mg/Kg aumentou esta pontuação F(3,78)=8,677, p<0,05, ANOVA de 

1 via; p<0,05 em ambas as doses, Dunnett) (Figura 4E). A dose de 100 mg/Kg não 

apresentou efeito em nenhum dos parâmetros apresentados (p>0,05, Dunnett). Com 

estes dados, pode-se concluir que o EDSR induziu efeito hipolocomotor, mas não 

ansiogênico. Já o tratamento com NaB parece induzir efeito ansiogênico devido à 

redução da exploração do centro do aparato, porém não se pode descartar que este 

seja um efeito intensificador da hipolocomoção. Desta forma, os dados do TCA foram 

excluídos do cálculo de Z-Score geral de emocionalidade descrito no final da sessão 

5.3.4. 



 56 

 

Figura 4: Efeito do EDSR e do tratamento com NaB na (A) distância total percorrida, (B) distância percorrida em cada zona do 

aparato, (C) número de entradas no centro e (D) tempo em cada zona do TCA e (E) Z-Score no teste. Foram utilizados 20 

animais naives, 20 EDSR-veh, 20 EDSR-NaB25, 21 EDSR-NaB50 e 21 EDSR-NaB100. Os dados são representados pela 

média ± EPM. * indica p<0,05. 

5.1.2. Teste de esquiva social 

Em relação ao TES, nenhum efeito do EDSR foi observado em nenhum dos 

parâmetros avaliados (distância total: U=160; p>0,05; entradas na zona de interação: 

U=199,5, p>0,05; entradas nos corners: U=180, p>0,05; tempo na zona de interação: 

U=206,5, p>0,05; tempo nos corners: U=172; p>0,05, Mann-Whitney). A 

administração de NaB apresentou tendência a diferença estatística no tempo de 

interação e tempo nos corners (tempo na zona de interação: F(3,72)=2,391, p=0,075; 

tempo nos corners: F(3,72)=2,704, p=0,051, ANOVA de 1 via), mas sem efeito no pós-

teste (p>0,05, Dunnett). Não houve efeito em nenhum outro parâmetro (distância total: 

F(3,37.7)=1,141, p>0,05; entradas na zona de interação: F(3,72)=0,147, p>0,05; entradas 

nos corners: F(3,34.85)=0,364, p>0,05);. Na avaliação por Z-Score, não houve efeito do 

EDSR (T48=0,064; p>0,05, teste t de Student), nem do tratamento (F(3,72)=2,128, 

p>0,05, ANOVA de 1 via). Os dados estão reunidos na Figura 5. 
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Figura 5: Efeito do EDSR e do tratamento com NaB na (A) distância total percorrida, (B) número de entradas e (C) tempo em 

cada zona e (D) Z-Score no TES. Foram utilizados 22 animais naives, 20 EDSR-veh, 22 EDSR-NaB25, 17 EDSR-NaB50 e 17 

EDSR-NaB100. Os dados são representados pela média ± EPM. 

5.1.3. Medo condicionado contextual 

No protocolo de MCC, primeiramente ficou evidente que todos os grupos 

condicionaram, visto que houve efeito do tempo (fator tempo: F(3,297)=66,78, p<0,05; 

fator condição: F(4,99)=0,167, p>0,05; interação: F(12,297)=0,388, p>0,05; ANOVA de 

medidas repetidas). Na análise intragrupos, os grupos Naive-veh, EDSR-veh e EDSR-

NaB25 apresentaram aumento do congelamento a partir do segundo choque, 

enquanto os grupos EDSR-NaB50 e EDSR-NaB100 no terceiro choque em 

comparação com o período de habituação (p<0,05, Dunnett). Na análise entre grupos 

não foi observado efeito do EDSR (fator tempo: F(3,114)=25,21, p<0,05; fator estresse: 
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F(1,38)=0,046, p>0,05; interação: F(3,114)=0,473, p>0,05; ANOVA de medidas repetidas) 

ou do NaB (fator tempo: F(3,240)=52,33, p<0,05; fator condição: F(3,80)=0,148, p>0,05; 

interação: F(9,240)=0,344, p>0,05; ANOVA de medidas repetidas), indicando que o 

EDSR e o tratamento não afetaram a aquisição do MCC (figura 6A).  

Na sessão do dia 2, todos os grupos adquiriram a memória de extinção 

(F(5,495)=119,9, p>0,05, ANOVA de medidas repetidas), visto que na análise 

intragrupos dos grupos EDSR-veh e EDSR-NaB100 houve redução de congelamento 

já a partir do segundo bloco de 5 minutos (p<0,05, Dunnett), enquanto nos grupos 

Naive, EDSR-NaB25 e EDSR-NaB50 esta redução aconteceu a partir do terceiro bloco 

(p<0,05, Dunnett). Na análise entre grupos, primeiramente observa-se que o EDSR 

induziu maior evocação da memória de medo/efeito ansiogênico (fator tempo: 

F(5,190)=40,60, p<0,05; fator condição: F(1,38)=3,730, p=0,060; interação: F(5,190)=2,083, 

p=0,069; ANOVA de medidas repetidas), já que nos primeiros 5 minutos da sessão 

apresentaram maior nível de congelamento que o grupo naive (p<0,05, Sídák). Apesar 

deste efeito do EDSR, não houve diferença entre os grupos em outros momentos da 

sessão (p>0,05, Sídák), indicando que ambos adquiriram a extinção igualmente. Além 

disso, também não houve diferença entre os grupos tratados e veículo nesta sessão 

(fator tempo: F(5,400)=109,4, p<0,05; fator condição: F(3,80)=1,034, p>0,05; interação: 

F(15,400)=0,464, p>0,05; ANOVA de medidas repetidas; p>0,05, Sídák), indicando que 

a droga não teve efeito neste momento (figura 6A).  

Na segunda re-exposição dos animais à caixa de condicionamento, na 

avaliação da evocação da memória de extinção, houve diferença significativa nos 

níveis de congelamento entre os grupos naive e EDSR-veh (U=85, p<0,05, teste de 

Mann Whitney), indicando que o estresse induziu déficit da evocação da extinção, 

como esperado. Em relação ao tratamento, houve diferença estatisticamente 

significante entre o grupo EDSR-veh e os grupos EDSR tratados (F(3,43.16)=3,351, 

p<0,05, ANOVA de 1 via), entretanto no pós-teste apenas o grupo EDSR-NaB50 

apresentou tendência a esta diferença (p=0,057, Dunnett) (figura 6A). Na análise do 

Δ de congelamento, novamente o EDSR induziu déficit de extinção, explicitado pelo 

maior aumento de congelamento em relação à sessão do dia anterior (U=70, p<0,05, 

teste de Mann Whitney), e o tratamento com NaB 50 mg/Kg novamente apresentou 

tendência estatística em reduzir este efeito do estresse (F(3,44.09)=3,351, p<0,05, 

ANOVA de 1 via; p=0,069, Dunnett) (figura 6B). A análise por Z-Score demonstrou 

efeito do estresse (U=82, p<0,05, teste de Mann Whitney), tendência ao efeito do 
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tratamento (F(3,43.88)=2,326, p=0,087, ANOVA de 1 via), mas sem diferença no pós 

teste (p>0,05, Dunnett) (figura 6C). 

 

Figura 6: Efeito do EDSR e tratamento com NaB no MCC. A aquisição da extinção foi feita 1 dia e sua evocação 2 dias após o 

condicionamento. Foram utilizados 20 animais naives e 20 EDSR-Veh, 23 EDSR-NaB25, 20 EDSR-NaB50 e 21 EDSR-

NaB100. Os dados são representados pela média ± EPM. * indica p<0,05 entre os grupos naive e EDSR-Veh. 

5.2. Avaliação do efeito do tratamento repetido com butirato de sódio 

em animais não estressados 

Para o segundo experimento do projeto, foi utilizado o mesmo protocolo 

experimental, porém sem o EDSR. Desta forma o NaB na dose de 50 mg/kg (dose 
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que facilitou a extinção no MCC em animais estressados) foi testado em animais que 

não passaram pelo estresse. A linha do tempo do experimento pode ser observada na 

figura 7. 

 

Figura 7: Linha do tempo do protocolo experimental para avaliação do NaB em animais não estressados. 

 

5.2.1. Teste de campo aberto 

No TCA, não houve efeito locomotor do NaB (T26=0,679; p>0,05, teste t de 

Student) (figura 8A). Entretanto, foi observado que o NaB reduziu a distância 

percorrida na periferia (T26=2,634; p<0,05, teste t de Student), e aumentou a distância 

percorrida no centro (T26=2,575; p<0,05, teste t de Student) do aparato (figura 8B). 

Além disso, o NaB induziu aumento no número de entradas no centro (T26=2,326; 

p<0,05, teste t de Student) (figura 8C), redução do tempo gasto na periferia 

(T26=3,330; p<0,05, teste t de Student) e tendência a aumento do tempo gasto no 

centro (T26=1,953; p=0,061, teste t de Student) (figura 8D). Por fim, também foi 

observado redução da pontuação Z-Score induzida pelo NaB (T26=2,483; p<0,05, teste 

t de Student) (figura 8E). Com estes dados, conclui-se que tratamento com NaB 

parece induzir efeito ansiolítico nos animais não estressados, devido ao aumento da 

exploração do centro do aparato, sem alteração na locomoção dos animais. 
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Figura 8: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais não estressados na (A) distância total percorrida, (B) 

distância percorrida em cada zona do aparato, (C) número de entradas no centro e (D) tempo em cada zona do TCA e (E) Z-

Score no teste. Foram utilizados 9 animais naive-veh e 19 naive-NaB50. Os dados são representados pela média ± EPM. * 

indica p<0,05 entre os grupos. 

 

5.2.2. Teste de esquiva social 

Em relação ao TES, o NaB reduziu o número de entradas nos corners 

(T26=2,137; p<0,05, teste t de Student) (figura 9B). Não houve efeito da droga em 

nenhum dos outros parâmetros avaliados (distância total: T26=1,440; p>0,05; entradas 

na zona de interação: T26=0,219, p>0,05; tempo na zona de interação: T26=0,861, 

p>0,05; tempo nos corners: T26=0,385; p>0,05; Z-score: T26=0,191, p>0,05; teste t de 

Student). Os dados estão reunidos na figura 9. 
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Figura 9: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais não estressados na (A) distância total percorrida, (B) 

número de entradas e (C) tempo em cada zona e (D) Z-Score no TES. Foram utilizados 9 animais naive-veh e 19 naive-NaB50. 

Os dados são representados pela média ± EPM. * indica p<0,05 entre os grupos. 

5.2.3. Medo condicionado contextual 

No protocolo de MCC, primeiramente observa-se que ambos os grupos 

condicionaram, visto que houve efeito do tempo e na análise intragrupos 

apresentaram tendência estatística em aumentar o congelamento no terceiro choque 

em comparação com o período de habituação (fator tempo: F(1.400,35.01)=5.734, p<0,05; 

fator tratamento: F(1,25)=0,166, p>0,05; interação: F(3,75)=0,115, p>0,05; ANOVA de 

medidas repetidas). Na análise entre grupos não foi observado efeito do NaB, 

indicando que o tratamento não afetou a aquisição do MCC (figura 10A).  

Na sessão do dia 2, os dois grupos adquiriram a memória de extinção (fator 

tempo: F(1.823,45,59)=37,85, p<0,05; fator tratamento: F(1,25)=0,784, p>0,05; interação: 

F(5,125)=0,297, p>0,05; ANOVA de medidas repetidas), visto que na análise intragrupos 

tanto nos animais tratados com veículo, quanto nos tratados com NaB, houve redução 

de congelamento já a partir do segundo bloco de 5 minutos (p<0,05, Dunnett). Na 
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análise entre grupos, constatou-se que não houve diferença entre os grupos (p>0,05, 

Sidak), indicando que a droga não teve efeito neste momento do protocolo (figura 

10A).  

Na segunda re-exposição dos animais à caixa de condicionamento, na 

avaliação da evocação da memória de extinção, novamente não houve efeito do 

tratamento com NaB em animais não estressados (T25=1,051; p>0,05, teste t de 

Student) (figura 10A). Nas análises de Δ de congelamento (T25=0,064; p>0,05, teste t 

de Student) (figura 10B) e Z-Score (T16.78=0,912; p>0,05, teste t de Student) (figura 

10C), também não houve diferença entre os grupos.  

 

Figura 10: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais não estressados no MCC. A aquisição da extinção 

foi feita 1 dia e sua evocação 2 dias após o condicionamento. Foram utilizados 8 animais Naïve-veh e 19 naive-NaB50. Os 

dados são representados pela média ± EPM. 

5.3. Análise conjunta dos dados 

Em seguida, foi feita a comparação da resposta dos animais Naïve-veh dos 
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experimentos em ambos os protocolos na distância total percorrida (T26=0,926; 

p>0,05, teste t de Student) e no tempo no gasto no centro (T27=0,659; p>0,05, teste t 

de Student) no TCA, no tempo gasto na zona de interação (T25=0,220; p>0,05, teste t 

de Student) e nos corners no TES (T25=0,393; p>0,05, teste t de Student), e no tempo 

de congelamento no terceiro dia do MCC (T24=1,143; p>0,05, teste t de Student). Visto 

que não houve diferenças de respostas dos animais Naïve-veh dos diferentes 

experimentos nos diferentes parâmetros avaliados (gráficos não apresentados), e com 

objetivo de reduzir o número de animais utilizados, foi realizada a análise conjunta dos 

dados entre naïves e estressados que receberam NaB na dose de 50 mg/Kg. 

5.3.1. Teste de campo aberto 

No TCA houve efeito do EDSR (F(1,84)=27,75, p<0,05, ANOVA de duas vias), 

do tratamento (F(1,84)=11,20, p<0,05, ANOVA de duas vias) e tendência estatística na 

interação entre os fatores (F(1,84)=2,920, p=0,089, ANOVA de duas vias) na distância 

total percorrida durante o teste (figura 11A). Quando a distância percorrida foi 

analisada nas diferentes áreas do aparato foi constatado efeito do EDSR 

(F(1,84)=13,54, p<0,05, ANOVA de duas vias) e do tratamento (F(1,84)=20,87, p<0,05, 

ANOVA de duas vias), porém sem interação entre os fatores (F(1,84)=0,047, p>0,05, 

ANOVA de duas vias) na periferia e efeito do EDSR (F(1,84)=20,44, p<0,05, ANOVA de 

duas vias) e interação entre os fatores (F(1,84)=13,55, p<0,05, ANOVA de duas vias), 

porém sem efeito do tratamento (F(1,84)=0,003, p>0,05, ANOVA de duas vias) no centro 

(figura 11B). O mesmo foi observado no número de entradas no centro do aparato 

(figura 11C), tempo gasto na periferia e no centro do aparato (figura 11D) e na 

avaliação por Z-Score (figura 11E). Nestes parâmetros, constatou-se efeito do EDSR 

(entradas no centro: F(1,84)=12,32, p<0,05; tempo na periferia: F(1,84)=15,50, p<0,05; 

tempo no centro: F(1,84)=17,35, p<0,05; Z-Score: F(1,84)=18,36, p<0,05, ANOVA de duas 

vias) e interação entre os fatores (entradas no centro: F(1,84)=14,56, p<0,05; tempo na 

periferia: F(1,84)=13,97, p<0,05; tempo no centro: F(1,84)=16,95, p<0,05; Z-Score: 

F(1,84)=16,72, p<0,05, ANOVA de duas vias), porém sem efeito do tratamento (entradas 

no centro: F(1,84)=0,161, p>0,05; tempo na periferia: F(1,84)=2,270, p>0,05; tempo no 

centro: F(1,84)=1,357, p>0,05 ; Z-Score: F(1,84)=0,076, p>0,05, ANOVA de duas vias). 

Desta forma, o EDSR reduziu distância total percorrida durante o teste 

(p=0,051, Tukey), que também foi observada quando avaliada apenas na periferia 

(p=0,059, Tukey), mas não no centro (p>0,05, Tukey) do aparato. Não foi observado 

nenhum efeito no número de entradas no centro ou tempo em ambas as áreas do 
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aparato, ou no Z-Score (p>0,05, Tukey). Comparando grupos EDSR-veh e EDSR-

NaB50, observou-se que nos animais estressados o tratamento com NaB na dose de 

50 mg/kg induziu efeito de aumento da hipolocomoção, evidenciado pela redução da 

distância total percorrida (p<0,05, Tukey). Efeito este também observado quando 

avaliado apenas na periferia (p>0,05, Tukey) e com tendência quando avaliado 

apenas no centro (p=0,065, Tukey). Além disso, houve tendência estatística no 

número de entradas no centro (p>0,071, Tukey), porém sem alteração no tempo gasto 

em cada área do aparato (p>0,05, Tukey). Por fim, houve aumento do Z-Score no 

teste (p<0,05, Tukey), porém este efeito provavelmente é devido à intensificação da 

hipolocomoção induzida pelo EDSR, e não a um aumento de comportamentos do tipo-

ansioso. Desta forma, este teste foi desconsiderado no cálculo do Z-Score de 

emocionalidade geral, apresentado na sessão 5.3.4..  

Por fim, nos animais não estressados o tratamento não induziu efeito 

locomotor, pois não houve alteração na distância total percorrida (p>0,05, Tukey), mas 

sim induziu efeito ansiolítico, evidenciado pelo aumento de entradas, tempo e 

distância percorrida no centro e redução da distância e tempo gasto na periferia 

(p<0,05, Tukey). 

 

Figura 11: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais estressados e não estressados na (A) distância 

total percorrida, (B) distância percorrida em cada zona do aparato, (C) número de entradas no centro e (D) tempo em cada 

zona do TCA e (E) Z-Score no teste. Foram utilizados 28 animais naive-veh, 19 naive-NaB50, 20 animais EDSR-veh e 21 

animais EDSR-NaB50. Os dados são representados pela média ± EPM. * indica p<0,05 na ANOVA de duas vias seguida por 

pós teste de Tukey. 
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5.3.2. Teste de esquiva social 

Em relação ao TES, houve efeito do EDSR (F(1,78)=5,610, p<0,05) e tendência 

a interação entre os fatores (F(1,78)=3,197, p=0,077, ANOVA de duas vias) na distância 

total percorrida, mas não efeito do tratamento (F(1,78)=2,365, p>0,05) (figura 12A). No 

número de entradas na zona de interação houve tendência a efeito do tratamento 

(F(1,78)=3,550, p=0,063; ANOVA de duas vias), mas sem efeito do EDSR (F(1,78)=0,169, 

p>0,05), nem interação entre os fatores (F(1,78)=0,618, p>0,05) (figura 12B). Nos 

corners, houve tendência a efeito do EDSR (F(1,78)=3,544, p=0,063), mas sem efeito 

do tratamento (F(1,78)=1,098, p>0,05) ou interação entre os fatores (F(1,78)=0,015, 

p>0,05; ANOVA de duas vias). No tempo gasto na zona de interação houve tendência 

a interação entre os fatores (F(1,78)=3,705, p=0,057; ANOVA de duas vias), mas sem 

efeito do EDSR (F(1,78)=0,155, p>0,05), nem do tratamento (F(1,78)=0,525, p>0,05). Por 

fim, houve efeito do EDSR (F(1,78)=8,503, p<0,05) e do tratamento (F(1,78)=6,037, 

p<0,05) no tempo gasto nos corners, porém sem interação entre os fatores 

(F(1,78)=1,033, p>0,05; ANOVA de duas vias) (figura 12C). Na avaliação por Z-Score 

não houve efeito do EDSR (F(1,78)=2,647, p>0,05), do tratamento (F(1,78)=1,806, 

p>0,05), ou interação entre os fatores (F(1,78)=2,409, p>0,05; ANOVA de duas vias) 

(figura 12D). 

Ao comparar os grupos Naive-veh e EDSR-veh, o EDSR não induziu efeito 

algum sobre a distância total percorrida, entradas em ambas as zonas do aparato nem 

no tempo na zona de interação (p>0,05, Tukey). Apesar disso, o EDSR induziu 

aumento do tempo de permanência nos corners (p<0,05, Tukey) e tendência 

estatística em aumentar o grau geral de emocionalidade (Z-Score do teste; p=0,082, 

Tukey), indicando aumento da esquiva social. O tratamento com NaB tendeu a reduzir 

a esquiva social induzida pelo estresse, evidenciado pela redução do tempo nos 

corners em comparação com o grupo EDSR-veh (p=0,085, Tukey). Não houve 

alteração em nenhum dos outros parâmetros avaliados no teste ou no Z-Score 

(p>0,05, Tukey). Em animais não estressados o tratamento não alterou nenhum dos 

parâmetros avaliados, inclusive o Z-Score (p>0,05, Tukey).  
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Figura 12: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais estressados e não estressados na (A) distância 

total percorrida, (B) número de entradas e (C) tempo em cada zona do aparato e (D) Z-Score no teste. Foram utilizados 27 

animais naive-veh, 17 naive-NaB50, 20 animais EDSR-veh e 18 animais EDSR-NaB50. Os dados são representados pela 

média ± EPM. * indica p<0,05 na ANOVA de duas vias seguida por pós teste de Tukey. 

5.3.3. Medo condicionado contextual 

Inicialmente os grupos não apresentaram diferenças entre si no tempo de 

congelamento durante a habituação, e todos condicionaram igualmente, visto que 

houve efeito do tempo (F(3,243)=36,86, p<0,05), mas não do estresse (F(1,81)=1,154, 

p>0,05) ou do tratamento (F(1,81)=0,145, p>0,05). Tampouco foi observado efeito da 

interação entre tempo e estresse (F(3,243)=0,094, p>0,05), tempo e tratamento 

(F(3,243)=0,076, p>0,05), tratamento e estresse (F(1,81)=0,045, p>0,05) e tempo, 

tratamento e estresse (F(3,243)=0,139, p>0,05). Em seguida foi realizado pós teste de 

Dunnett que comparou todos os pontos com o momento de habituação do grupo 

Naive-veh. Foi observado que todos os grupos apresentaram inicialmente o mesmo 

nível de congelamento (p>0,05, Dunnett) e passaram a expressar maior nível de 

congelamento após o terceiro choque (p<0,05, Dunnett). Desta forma, não foram 

observadas diferenças entre os grupos (Figura 13A). 

Na sessão de aquisição da memória de extinção foi observado efeito do tempo 
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(F(5,405)=107,6, p<0,05), tendência a efeito do estresse (F(1,81)=3,359, p=0,070) e 

interação entre estresse e tratamento (F(1,81)=3,806, p=0,054). Não houve efeito 

apenas do tratamento (F(1,81)=0,0009, p>0,05) ou interação entre tempo e estresse 

(F(5,405)=0,655, p>0,05), tempo e tratamento (F(5,405)=0,554, p>0,05) e tempo, 

tratamento e estresse (F(5,405)=1,758, p>0,05, ANOVA de medidas repetidas). 

Comparando todos os pontos com os 5 primeiros minutos do grupo controle Naive-

veh, evidenciou-se efeito ansiogênico do estresse, representado pelo aumento do 

nível de congelamento nos 5 primeiros minutos da sessão (p<0,05, Dunnett), diferença 

esta que não foi observada nos grupos EDSR-NaB e Naive-NaB (p>0,05, Dunnett). 

Além disso, todos os grupos adquiriram a memória de extinção, visto que houve 

redução dos níveis de congelamento nos grupos Naive-veh e EDSR-NaB a partir dos 

15 minutos da sessão (p<0,05, Dunnett), enquanto esta diferença foi observada nos 

grupos EDSR-veh e Naive-NaB a partir dos 20 minutos da sessão (p<0,05, Dunnett), 

indicando que nos animais estressados o tratamento acelerou a aquisição da extinção, 

enquanto nos animais naives a retardou (Figura 13A).  

Por fim, houve efeito do EDSR (F(1,81)=25,58, p<0,05), tendência a efeito do 

tratamento (F(1,81)=3,246, p=0,07) e interação entre os fatores (F(1,81)=6,256, p<0,05, 

ANOVA de duas vias) na evocação da memória de extinção. Comparando os grupos 

Naive-veh e EDSR-veh, observa-se efeito de déficit de extinção nos animais 

estressados (p<0,05, Tukey), que foi atenuado pelo tratamento, evidenciado pela 

comparação entre os grupos EDSR-veh e EDSR-NaB (p<0,05, Tukey). O tratamento 

não teve efeito em animais não estressados (p>0,05, Tukey) (Figura 13A). Na 

avaliação do delta de congelamento, houve efeito do estresse (F(1,81)=14,29, p<0,05) 

e interação entre os fatores (F(1,81)=4,025, p<0,05), porém sem efeito do tratamento 

(F(1,81)=2,168, p>0,05, ANOVA de duas vias). Com isso, foi observado aumento do 

delta de congelamento induzido pelo EDSR em comparação com o grupo Naive-veh 

(p<0,05, Tukey) e tendência da droga em atenuar este aumento (p=0,084, Tukey). 

Novamente sem efeito do tratamento em animais não estressados (Figura 13B). Na 

avaliação por Z-Score, o mesmo foi observado. Efeito do estresse (F(1,81)=17,96, 

p<0,05) e interação entre os fatores (F(1,81)=4,657, p<0,05), mas sem efeito do 

tratamento (F(1,81)=2,449, p>0,05). Na análise de pós teste, houve aumento do Z-score 

dos animais EDSR-veh em comparação com os Naive-veh (p<0,05, Tukey) e 

tendência do tratamento em atenuar este aumento (p=0,056, Tukey), sem efeito da 

droga em animais não estressados (p>0,05, Tukey) (Figura 13C). 
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Figura 13: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais estressados e não estressados no MCC. A 

aquisição da extinção foi feita 1 dia e sua evocação 2 dias após o condicionamento. Foram utilizados 26 animais naive-veh e 19 

naive-NaB50, 20 EDSR-veh e 20 EDSR-NaB50. Os dados são representados pela média ± EPM. 

5.3.4. Análise de susceptibilidade ao estresse 

Para análise de susceptibilidade ao estresse foi calculado o Z-Score de 

emocionalidade, que se baseia média do Z-Score dos testes de TES e MCC. 

Primeiramente foi observado efeito estresse (F(1,71)=27,74, p<0,05), tratamento 

(F(1,71)=5,281, p<0,05) e interação entre os fatores (F(1,71)=6,948, p<0,05). Com isso, o 

EDSR aumentou o Z-Score de emocionalidade em comparação com o grupo Naive-

veh (p<0,05, Tukey) e que este efeito foi atenuado pelo tratamento com NaB (p<0,05, 

Tukey). Não houve efeito da droga em animais não estressados (p>0,05) (Figura 14A).  

Por fim foi analisada a proporção de animais afetados (Z-Score geral maior 

que 0,5) ou não (Z-Score geral menor que 0,5) pelo estresse (adaptado de GUILLOUX 
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et al. (2011)) (Figura 14B). O EDSR aumentou significativamente o número de animais 

com emocionalidade afetada em relação aos animais naives (χ2=15,93, p<0,05, teste 

de χ2), com as proporções passando de 71,5% para 10% com fenótipo não afetado e 

de 28,5% para 90% com fenótipo afetado. O tratamento com NaB em animais 

estressados reduziu este efeito (χ2=4,852, p<0,05, teste de χ2), com as proporções 

passando de 10% para 42,2% de animais não afetados e de 90% para 58,8% de 

animais afetados. O tratamento com NaB em animais naives não induziu alteração 

significativa da proporção de animais em cada classificação (χ2=0,620, p>0,05, teste 

de χ2). 

 

Figura 14: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais estressados e não estressados na emocionalidade 

geral analisada pela (A) média ± EPM e (B) proporção de animais com emocionalidade afetada ou não. * indica p<0,05 no teste 

de χ2
. 
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5.3.5. Análise de expressão proteica no córtex pré-frontal 

Ao final dos testes comportamentais, a expressão proteica de HDACs e de 

genes relacionados ao sistema endocanabinoide foram avaliados por Western Blot. 

As imagens representativas podem ser observadas nas figuras 15K-L. 

Em relação à expressão de HDAC1 na fração citoplasmática (Figura 15A), não 

houve efeito do estresse (F(1,19)=2,339, p>0,05), nem interação entre os fatores 

(F(1,19)=0,357, p>0,05). Entretanto, o tratamento com NaB na dose de 50mg/Kg, de 

forma geral, reduziu a expressão desta enzima (F(1,19)=4,950, p<0,05). Já a expressão 

de HDAC3 na fração citoplasmática (Figura 15C), sofreu influência positiva do 

estresse (F(1,19)=6,362, p<0,05), sem efeito do tratamento (F(1,19)=0,620, p>0,05), nem 

interação entre os fatores (F(1,19)=1,894, p>0,05). O grupo EDSR-Veh apresentou 

maior nível de expressão desta proteína em relação ao grupo Naive-Veh (p<0,05, 

Tukey). Por fim, observamos que o nível de expressão do receptor CB2 na fração 

citoplasmática (13F), não sofreu influência do tratamento (F(1,19)=2,679, p>0,05), mas 

apresentou tendência a efeito do estresse (F(1,19)=4,119, p=0,056) e efeito da interação 

entre os fatores (F(1,19)=5,757, p<0,05). Houve aumento da expressão de CB2 no grupo 

EDSR-Veh em comparação ao grupo Naive-Veh (p<0,05, Tukey), e tendência a 

atenuação desse efeito pelo tratamento (p=0,052, Tukey, entre os grupos EDSR-Veh 

e EDSR-NaB50). Já na fração nuclear, de forma geral não houveram diferenças entre 

os grupos, a não ser uma tendência na expressão de CB2. Não houve efeito do 

estresse (F(1,19)=0,33, p>0,05) ou do tratamento na expressão de CB2 (F(1,19)=0,273, 

p>0,05), mas houve tendência à interação entre os fatores (F(1,19)=3,296, p=0,085). 

As demais proteínas avaliadas que não foram alteradas por nenhum dos 

fatores, bem como a descrição estatística, podem ser observadas na Figura 15 e na 

tabela 1, respectivamente. 
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Figura 15: Efeito do tratamento com NaB na dose de 50 mg/kg em animais estressados e não estressados na expressão 

proteica de (A) HDAC1, (B) HDAC2, (C) HDAC3 e (D) HDAC4, (E) CB1, (F) CB2, (G) NAPE-PLD, (H) FAAH e (I) monômero e 

(J) dímero de TRPV1 no córtex pré frontal. Imagem representativa da (K) marcação de cada proteína analisada e da (L) 

marcação de proteína total por poço. * indica p<0,05, Tukey, # indica p<0,05 no fator tratamento da ANOVA de duas vias. 
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Tabela 1: Resumo da descrição estatística da avaliação de expressão de 

proteínas no CPF. 

Proteína Localização Fator Estatística 

HDAC1 

(Figura 15A) 

 

Citoplasma 

Estresse F(1,19)=2,339, p>0,05 

Tratamento* F(1,19)=4,950, p<0,05 

Interação F(1,19)=0,357, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=1,979, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=1,851, p>0,05 

Interação F(1,19)=1,783, p>0,05 

HDAC2 

(Figura 15B) 

Citoplasma 

Estresse F(1,19)=0,007, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=1,925, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,410, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=0,238, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,616, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,416, p>0,05 

HDAC3 

(Figura 15C) 

Citoplasma 

Estresse* F(1,19)=6,362, p<0,05 

Tratamento F(1,19)=0,620, p>0,05 

Interação F(1,19)=1,894, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=2,027, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=1,867, p>0,05 

Interação F(1,19)=2,843, p>0,05 

HDAC4 

(Figura 15D) 

Citoplasma 

Estresse F(1,18)=0,047, p>0,05 

Tratamento F(1,18)=0,148, p>0,05 

Interação F(1,18)=0,503, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=0,001, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,037, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,867, p>0,05 

CB1 

(Figura 15E) 

Citoplasma 

Estresse F(1,18)=0,367, p>0,05 

Tratamento F(1,18)=0,001, p>0,05 

Interação F(1,18)=1,721, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=2,650, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,495, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,020, p>0,05 
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CB2 

(Figura 15F) 

Citoplasma 

Estresse* F(1,19)=4,119, p=0,056 

Tratamento F(1,19)=2,679, p>0,05 

Interação* F(1,19)=5,757, p<0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=0,336, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,273, p>0,05 

Interação F(1,19)=3,296, p=0,08 

NAPE-PLD 

(Figura 15G) 

Citoplasma 

Estresse F(1,19)=1,530, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,018, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,239, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=0,484, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,316, p>0,05 

Interação F(1,19)=1,191, p>0,05 

FAAH 

(Figura 15H) 

Citoplasma 

Estresse F(1,18)=0,006, p>0,05 

Tratamento F(1,18)=0,001, p>0,05 

Interação F(1,18)=1,946, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=1,906, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,297, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,005, p>0,05 

TRPV1 

(Monômero) 

(Figura 15I) 

Citoplasma 

Estresse F(1,18)=0,512, p>0,05 

Tratamento F(1,18)=1,256, p>0,05 

Interação F(1,18)=0,461, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,18)=0,556, p>0,05 

Tratamento F(1,18)=0,113, p>0,05 

Interação F(1,18)=0,997, p>0,05 

TRPV1 

(Dímero) 

(Figura 15J) 

Citoplasma 

Estresse F(1,19)=2,216, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,145, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,143, p>0,05 

Núcleo 

Estresse F(1,19)=0,494, p>0,05 

Tratamento F(1,19)=0,0009, p>0,05 

Interação F(1,19)=0,021, p>0,05 
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Em seguida, foram feitas matrizes de correlação de Pearson levando em conta 

os dados de expressão de cada proteína analisada, emocionalidade geral e os níveis 

de congelamento nos 10 primeiros e 10 últimos minutos da sessão de aquisição da 

extinção e no tempo total da sessão de evocação da extinção do medo condicionado. 

Foram realizadas análises distintas: uma levando em conta animais estressados e não 

estressados tratados com veículo e uma segunda levando em conta animais 

estressados e não estressados tratados com NaB. O valor de r de Pearson de cada 

análise de correlação pode ser observado na figura 16 (animais tratados com salina) 

e figura 17 (animais tratados com NaB). As correlações estatisticamente significantes 

entre parâmetros comportamentais e expressão proteica (tabelas 2 e 6), entre 

expressão de proteínas citoplasmáticas (tabelas 3 e 7), entre expressão de proteínas 

nucleares (tabelas 4 e 8) e entre expressão de proteínas nucleares e citoplasmáticas 

(tabelas 5 e 9) podem ser observadas nas tabelas indicadas. 

 

Figura 16: Matriz de correlação de Pearson levando em conta emocionalidade geral, os níveis de congelamento nos 10 

primeiros e 10 últimos minutos da sessão de aquisição da extinção e nos 10 minutos da sessão de evocação da extinção do 

medo condicionado, além da expressão proteica de HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, CB1, CB2, dímero e monômero de 

TRPV1, NAPE-PLD e FAAH nas frações citoplasmáticas e nucleares de amostras de CPF de animais tratados com veículo. * 

indica p<0,05 e # indica 0,05<p<0,1. 
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Tabela 2: Correlações entre parâmetros comportamentais e expressões proteicas 

estatisticamente significantes em animais tratados com salina. 

Comportamento Proteína Localização Tipo de correlação 

Congelamento D2 (início da sessão) TRPV1 dímero Citoplasma Positiva 

Congelamento D2 (fim da sessão) HDAC2 Núcleo Negativa 

Congelamento D3 NAPE-PLD Núcleo Positiva 

Emocionalidade geral HDAC2 Citoplasma Negativa (tendência) 

Congelamento D2 (fim da sessão) TRPV1 monômero Citoplasma Negativa (tendência) 

 

Tabela 3: Correlações entre as expressões de proteínas citoplasmáticas estatisticamente 

significantes em animais tratados com salina. 

Proteína 1 Proteína 2 Tipo de correlação 

HDAC3 HDAC4 Positiva 

HDAC3 CB1 Positiva 

HDAC3 CB2 Positiva 

HDAC3 FAAH Positiva 

HDAC4 CB1 Positiva 

HDAC4 CB2 Positiva 

HDAC4 FAAH Positiva 

CB1 CB2 Positiva 

CB1 FAAH Positiva 

CB2 FAAH Positiva 

TRPV1 Dímero TRPV1 Monômero Positiva 

TRPV1 Dímero NAPE-PLD Positiva 

TRPV1 Monômero NAPE-PLD Positiva 

HDAC1 HDAC4 Positiva (tendência) 

HDAC2 CB1 Positiva (tendência) 

HDAC4 TRPV1 Dímero Negativa (tendência) 

 

Tabela 4: Correlações entre as expressões de proteínas nucleares estatisticamente 

significantes em animais tratados com salina. 

Proteína 1 Proteína 2 Tipo de correlação 

HDAC1 HDAC3 Positiva 

HDAC1 CB2 Positiva 

HDAC3 CB2 Positiva 

HDAC4 TRPV1 Monômero Positiva 

HDAC4 NAPE-PLD Positiva 

CB1 FAAH Positiva 

TRPV1 Monômero NAPE-PLD Positiva 
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Tabela 5: Correlações entre as expressões de proteínas nucleares e citoplasmáticas 

estatisticamente significantes em animais tratados com salina. 

Proteína nuclear Proteína citoplasmática Tipo de correlação 

HDAC1 HDAC3 Positiva 

HDAC1 CB2 Positiva 

HDAC2 HDAC2 Positiva 

HDAC3 HDAC3 Positiva 

HDAC3 CB2 Positiva 

HDAC3 FAAH Positiva 

CB2 HDAC3 Positiva 

CB2 HDAC4 Positiva 

CB2 CB1 Positiva 

CB2 CB2 Positiva 

CB2 FAAH Positiva 

HDAC2 CB1 Positiva (tendência) 

HDAC4 HDAC4 Positiva (tendência) 

FAAH HDAC3 Negativa (tendência) 
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Figura 17: Matriz de correlação de Pearson levando em conta emocionalidade geral, os níveis de congelamento nos 10 

primeiros e 10 últimos minutos da sessão de aquisição da extinção e nos 10 minutos da sessão de evocação da extinção do 

medo condicionado, além da expressão proteica de HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, CB1, CB2, dímero e monômero de 

TRPV1, NAPE-PLD e FAAH nas frações citoplasmáticas e nucleares de amostras de CPF de animais tratados com NaB. * 

indica p<0,05 e # indica 0,05<p<0,1. 

Tabela 6: Correlações entre parâmetros comportamentais e expressões proteicas 

estatisticamente significantes em animais tratados com NaB. 

Comportamento Proteína Localização Tipo de correlação 

Congelamento D2 (fim da sessão) HDAC2 Citoplasma Negativa 

Congelamento D2 (fim da sessão) NAPE-PLD Citoplasma Positiva 

Congelamento D2 (fim da sessão) HDAC2 Núcleo Negativa 

Congelamento D2 (fim da sessão) NAPE-PLD Núcleo Positiva 

Emocionalidade geral HDAC2 Citoplasma Negativa (tendência) 

Congelamento D2 (fim da sessão) CB2 Núcleo Negativa (tendência) 

Congelamento D2 (fim da sessão) TRPV1 Dímero Núcleo Positiva (tendência) 

Congelamento D2 (fim da sessão) TRPV1 Monômero Núcleo Positiva (tendência) 

Congelamento D3 TRPV1 Dímero Núcleo Negativa (tendência) 
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Tabela 7: Correlações entre as expressões de proteínas citoplasmáticas estatisticamente 

significantes em animais tratados com NaB. 

Proteína 1 Proteína 2 Tipo de correlação 

HDAC1 HDAC3 Positiva 

HDAC3 HDAC4 Positiva 

HDAC4 CB1 Positiva 

HDAC4 CB2 Positiva 

HDAC4 FAAH Positiva 

CB1 FAAH Positiva 

HDAC3 CB2 Positiva (tendência) 

HDAC3 FAAH Positiva (tendência) 

CB2 FAAH Positiva (tendência) 

 

 

Tabela 8: Correlações entre as expressões de proteínas nucleares estatisticamente 

significantes em animais tratados com NaB. 

Proteína 1 Proteína 2 Tipo de correlação 

HDAC1 HDAC3 Positiva 

HDAC1 HDAC4 Positiva 

HDAC1 CB1 Positiva 

HDAC1 CB2 Positiva 

HDAC1 FAAH Positiva 

HDAC2 CB2 Positiva 

HDAC3 CB2 Positiva 

HDAC3 FAAH Positiva 

HDAC4 CB1 Positiva 

HDAC4 CB2 Positiva 

HDAC4 FAAH Positiva 

CB1 CB2 Positiva 

CB1 FAAH Positiva 

CB2 FAAH Positiva 

TRPV1 Monômero NAPE-PLD Positiva 

HDAC1 HDAC2 Positiva (tendência) 

HDAC2 TRPV1 Dímero Negativa (tendência) 

HDAC3 HDAC4 Positiva (tendência) 

HDAC3 CB1 Positiva (tendência) 

TRPV1 Dímero TRPV1 Monômero Positiva (tendência) 

TRPV1 Dímero NAPE-PLD Positiva (tendência) 
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Tabela 9: Correlações entre as expressões de proteínas nucleares e citoplasmáticas 

estatisticamente significantes em animais tratados com salina. 

Proteína nuclear Proteína citoplasmática Tipo de correlação 

HDAC1 HDAC3 Positiva 

HDAC1 HDAC4 Positiva 

HDAC1 CB1 Positiva 

HDAC1 CB2 Positiva 

HDAC1 FAAH Positiva 

HDAC2 HDAC3 Positiva 

HDAC2 HDAC4 Positiva 

HDAC3 CB2 Positiva 

HDAC3 NAPE-PLD Negativa 

HDAC4 HDAC3 Positiva 

HDAC4 HDAC4 Positiva 

HDAC4 CB2 Positiva 

HDAC4 FAAH Positiva 

CB1 HDAC4 Positiva 

CB1 CB1 Positiva 

CB1 CB2 Positiva 

CB1 FAAH Positiva 

CB2 HDAC4 Positiva 

CB2 CB2 Positiva 

CB2 FAAH Positiva 

NAPE-PLD TRPV1 Monômero Positiva 

FAAH HDAC4 Positiva 

FAAH CB2 Positiva 

FAAH FAAH Positiva 

HDAC2 CB2 Positiva (tendência) 

HDAC2 FAAH Positiva (tendência) 

HDAC3 HDAC4 Positiva (tendência) 

CB2 HDAC3 Positiva (tendência) 

CB2 CB1 Positiva (tendência) 

TRPV1 Dímero FAAH Negativa (tendência) 

NAPE-PLD NAPE-PLD Positiva (tendência) 

FAAH TRPV1 Dímero Negativa (tendência) 
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Após a realização das correlações de Pearson, foram consideradas as 

correlações com r>0,5 ou r<-0,5 moderadas e as com r>0,7 ou r<-0,7 fortes (tabelas 

2-9). Com isso, algumas dessas correlações foram selecionadas construção de 

gráficos e melhor compreensão dos resultados (figuras 18, 19 e 20). Animais tratados 

com veículo apresentaram correlação positiva entre o tempo de congelamento no final 

da sessão de aquisição da extinção e a sessão de evocação do MCC, indicando que 

os animais que tiveram redução da aquisição da extinção, evocaram mais a memória 

de medo, assim como esperado (figura 18A). Entretanto, em animais tratados com 

NaB não houve correlação entre os comportamentos. Além disso, o perfil onde animais 

estressados expressam maiores níveis de congelamento em D3, deixou de existir 

(figura 18B). 

 

Figura 18: Correlação entre o congelamento no final da sessão de aquisição da extinção com a sessão de evocação dividida 

em animais tratados (A) com veículo e (B) NaB na dose de 50 mg/Kg. Os valores acima da legenda dos grupos indicam o 

coeficiente de correlação de Pearson (r). 

Em seguida, ao contrário do incialmente hipotetizado, os níveis de HDAC2 no 

núcleo se correlacionaram negativamente com o congelamento no fim da sessão de 

aquisição da extinção tanto em animais tratados com veículo, como com NaB, sendo 

que em animais tratados também houve correlação com os níveis nucleares desta 

enzima (figuras 19A e 19B). Além disso, os níveis de TRPV1 (monômero) no núcleo 

se correlacionam negativamente em animais tratados com veículo e positivamente em 

animais tratados com NaB, com este parâmetro comportamental (figuras 19C e 19D). 
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Figura 19: Correlações entre (A-B) o congelamento no final da sessão de aquisição da extinção com expressão proteica de 

HDAC2 no citoplasma e no núcleo e (C-D) o congelamento no final da sessão de aquisição da extinção com a expressão 

proteica de monômero de TRPV1 no núcleo. As correlações foram divididas em animais tratados com veículo (A e C) e NaB na 

dose de 50 mg/Kg (B e D). Os valores acima da legenda dos grupos indicam o coeficiente de correlação de Pearson (r). 

Nas correlações entre níveis de expressão proteica, os níveis de HDAC3 no 

núcleo e NAPE-PLD no citoplasma se correlacionaram negativamente em animais 

tratados com NaB (figura 20B), mas não nos animais tratados com veículo (figura 

20A). Já na fração citoplasmática, os níveis de HDAC3 se correlacionaram 

positivamente com CB1, CB2 e FAAH citoplasmáticas em animais tratados com 

veículo (figura 20C), mas não em animais tratados com NaB (figura 20D). Por fim, os 

níveis de HDAC1 no núcleo se correlacionaram com CB1 e HDAC4 no citoplasma em 

animais tratados com NaB (figura 20F), mas não em animais tratados com veículo 

(figura 20E). 
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Figura 20: Correlações entre (A-B) expressão proteica de HDAC3 no núcleo e NAPE-PLD no citoplasma, (C-D) HDAC3 no 

citoplasma e CB1, CB2 e FAAH no citoplasma e (E-F) HDAC1 no núcleo e CB1 e HDAC4 no citoplasma. As correlações foram 

divididas em animais tratados com veículo (A, C e E) e NaB na dose de 50 mg/Kg (B, D e F). Os valores acima da legenda dos 

grupos indicam o coeficiente de correlação de Pearson (r). 
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6. DISCUSSÃO 

Inicialmente, constatou-se que o protocolo de EDSR induziu efeito 

hipolocomotor, ansiogênico e de déficit de extinção do MCC em camundongos 

machos da linhagem BALB/c. Além disso, apesar do tratamento com NaB na dose de 

50 mg/kg agravar o efeito hipolocomotor, atenuou o efeito ansiogênico e de déficit de 

extinção do MCC induzidos pelo estresse. Em animais não estressados, o tratamento 

não alterou a locomoção, a esquiva social e a extinção do MCC, porém apresentou 

efeito ansiolítico no TCA. Molecularmente, o EDSR induziu aumento da expressão de 

HDAC3 e CB2 na fração citoplasmática do CPF. Além disso, o NaB atenuou o efeito 

do EDSR nos receptores CB2 e reduziu a expressão de HDAC1 nesta mesma fração 

de forma independente do estresse. Curiosamente, a expressão do CB2 foi maior na 

fração nuclear do que citoplasmática, independente do grupo. 

Estudos prévios já demonstram que a administração de NaB induz efeitos 

ansiolíticos e antidepressivos, ligados à redução de atividade de HDACs e 

consequentemente aumento do padrão de acetilação de proteínas histonas, em 

animais expostos a modelos de estresse (CRISTIANO et al., 2022; HAN et al., 2014; 

MOHAMMADI-FARANI et al., 2021; SCHROEDER et al., 2007). Dessa forma, 

levantou-se a hipótese de que a administração desta droga durante o protocolo de 

EDSR pudesse bloquear os efeitos ansiogênico e de esquiva social induzidos pelo 

mesmo, por bloquear enzimas HDAC. Entretanto, no presente estudo o efeito 

ansiogênico não foi observado nos animais tratados com veículo, mas nos tratados 

com NaB nas doses de 25 e 50 mg/Kg. Apesar de outro estudo já ter demonstrado 

que o tratamento agudo com NaB na dose de 100 mg/Kg pode apresentar efeito 

ansiogênico (GUNDERSEN et al., 2009), nos experimentos deste estudo considera-

se que o efeito observado possa ser hipolocomoção, visto que o EDSR induziu 

tendência à redução da distância total percorrida no TCA, e que o tratamento agravou 

este efeito. Em animais não estressados, foram observados resultados mais robustos 

do tratamento com NaB, efeito ansiolítico evidenciado pelo aumento da exploração do 

centro do aparato e redução da pontuação de Z-Score, sem alteração da locomoção 

dos animais.  

A literatura envolvendo efeitos do NaB em comportamentos relacionados à 

ansiedade em animais não estressados é escassa. O resultado do presente estudo 

corrobora evidência da literatura que mostra que o tratamento com NaB diluído na 
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água após o desmame por 4 semanas induziu efeito ansiolítico no TCA na vida adulta 

dos animais (ZHAO et al., 2020). Entretanto, outro estudo não viu efeito do NaB no 

grupo controle não estressado após injeção local no CPF IL, mas sim em animais 

estressados (MOHAMMADI-FARANI et al., 2022). Por fim, foi observado efeito 

antidepressivo, mas não ansiolítico, em ratos não estressados (YAMAWAKI et al., 

2012). Até onde temos conhecimento, este é o primeiro estudo a demonstrar o efeito 

ansiolítico do NaB após tratamento sistêmico intraperitoneal em camundongos não 

estressados.  

Estudos observam que o NaB na dose 100 mg/Kg tem efeito pró-social em 

modelos de autismo (KRATSMAN et al., 2016). Ainda, o tratamento com NaB pode 

induzir comportamento social, incluindo preferência sexual e comportamentos de 

dominância (WANG, X. et al., 2023; ZHAO et al., 2020) quando diluído na água. Neste 

contexto, o tratamento repetido com o NaB da dose de 50 mg/Kg atenuou (tendência 

estatística) o aumento do tempo de permanência nos corners oposto a outro animal 

induzido pelo EDSR no TES, apesar de não ter aumentando o tempo na zona de 

interação. Neste teste, não foi observado efeito da droga em animais não estressados, 

indicando que o seu efeito deve ser dependente de alterações moleculares induzidas 

pelo estresse. 

A administração repetida de NaB (50 mg/Kg) atenuou o déficit de extinção do 

medo condicionado contextual induzido pelo EDSR. Em animais tratados com veículo 

houve correlação entre o tempo de congelamento no fim da sessão de aquisição da 

extinção e a sessão de evocação, mas essa correlação não foi observada quando os 

animais foram tratados com NaB. Tal diferença pode acontecer provavelmente pelo 

tratamento reduzir os níveis de congelamento em animais estressados sem reduzir ao 

final na sessão de aquisição, mas aumentar sutilmente estes níveis em animais naives 

(não estatístico) no final da sessão de extinção sem aumentar na sessão de evocação. 

É importante mencionar que as correlações entre estes parâmetros comportamentais 

foram realizadas apenas com os animais que tiveram suas amostras avaliadas 

molecularmente, desta forma podem não refletir nosso n comportamental total. 

Como mencionado, dentre os mecanismos propostos para o NaB, está a inibição 

de HDACs da classe I e IIa. Estudos demonstram que inibidores das HDACs facilitam 

o processo de extinção do medo condicionado quando administrados antes ou depois 

da sessão de aquisição da extinção, respectivamente (MATSUMOTO et al., 2013; 

WHITTLE et al., 2013). Outro estudo demonstrou que a administração do NaB de 
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forma repetida em uma dose baixa (0,5 mg/Kg) após a exposição de ratos ao modelo 

de trauma SPS, preveniu o déficit de extinção do MCC induzido pelo trauma 

(MOHAMMADI-FARANI et al., 2021). No entanto, estes estudos avaliam apenas o 

efeito do tratamento agudo durante o protocolo de medo condicionado, o que estaria 

mais relacionado ao tratamento da condição estabelecida, como ocorre na terapia de 

exposição, ou o tratamento repetido após o estresse, pré condicionamento. Alguns 

desses estudos verificaram que a atividade de HDACs após o tratamento com NaB 

era reduzida, sugerindo que as HDACs são envolvidas nos mecanismos observados. 

Até onde temos conhecimento, o presente estudo é o primeiro a demonstrar que o 

NaB durante o estresse pode prevenir seus efeitos tardios na memória aversiva 

avaliada no MCC, indicando que os efeitos modulados por essa droga no estresse 

podem ser responsáveis pelas alterações observadas. Desta forma, sugere-se que 

mecanismos envolvendo a atividade de HDACs durante a exposição ao estresse 

podem ser necessários para o desenvolvimento de suas consequências. Entretanto 

outros mecanismos do NaB, discutidos a seguir, devem ser considerados.  

A hipótese inicial do presente estudo era que a inibição das HDACs, 

particularmente da HDAC2, que se encontra hiperexpressa e com atividade 

aumentada após a exposição a estressores (LOMAZZO et al., 2017), regularia os 

níveis de acetilação de histonas, e com isso aumentaria a expressão de genes 

importantes para o enfrentamento ao estresse, diminuindo dessa forma, suas 

consequências. Já foi demonstrado, por exemplo, que a exposição de animais a um 

estressor reduz a expressão de BDNF e da proteína de ligação ao elemento de 

resposta do AMPc fosforilada (pCREB) no hipocampo e que o tratamento com NaB 

restaura a expressão destas proteínas a níveis normais (HAN et al., 2014). O fato de 

o tratamento com NaB em animais não estressados não ter efeito a longo prazo no 

MCC no presente trabalho corrobora a hipótese de seu efeito ser dependente do 

estresse. Entretanto, não se observou diferenças induzidas pelo EDSR na expressão 

de HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC4 na fração nuclear do CPF desses animais cerca 

de uma semana após o estresse. Dessa forma, a diferença esperada na expressão 

de HDACs pode estar acontecendo de forma pontual durante o estresse, o que ainda 

não avaliamos, tendo efeitos a longo prazo na expressão gênica e proteica, sem 

manutenção da alteração nas HDACs. Ainda, como vários testes comportamentais 

foram realizados antes da eutanásia, isso pode ter interferido. Outra possibilidade é 

que esta diferença pode estar acontecendo em outras áreas encefálicas relacionadas 
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ao comportamento defensivo, como no hipocampo e na amígdala, por exemplo, que 

também participam do processo de formação tanto da memória do condicionamento, 

como de extinção. Ainda, mesmo no CPF estes mecanismos podem estar envolvidos 

de formas distintas em sub-regiões, pois existem eviências de que as porções PL e IL 

podem ter papeis diferenciais na extinção da memória de medo (SIERRA-MERCADO 

et al., 2011; VIDAL-GONZALEZ et al., 2006). Dessa forma, a análise do CPF como 

um todo é uma limitação para a identificação de diferenças significativas.  

No entanto, é importante ressaltar que ao contrário do inicialmente esperado, 

observou-se que houve correlação negativa entre os níveis de HDAC2 na fração 

nuclear e os níveis de congelamento no final da sessão de aquisição da extinção, tanto 

em animais tratados com NaB quanto com veículo. Esta correlação negativa também 

foi observada na fração citoplasmática em animais tratados com a droga. Apesar de 

essa expressão e atividade logo após o término do estresse não terem sido ainda 

avaliadas, quando esperara-se que estivesse aumentada, também é possível que os 

efeitos comportamentais observados não tenham um respaldo epigenético, com 

alteração de transcrição gênica mediada por essa HDAC, mas possa envolver 

alterações pós-traducionais de proteínas citoplasmáticas. As HDACs podem se 

localizar no citoplasma, sendo que geralmente este é considerado um processo 

regulatório para reduzir sua interação com histonas (SADOUL et al., 2011). Entretanto, 

estudos mostram que essas enzimas também podem deacetilar proteínas 

citoplasmáticas, alterando processos celulares fisiológicos e fisiopatológicos (PARRA, 

2015; PENG et al., 2011).  

Um recente estudo realizou um ensaio de acetiloma em cérebro de 

camundongos, revelando que muitas proteínas específicas do cérebro e de neurônios 

são modificadas por acetilação, como componentes do citoesqueleto, componentes 

sinápticos e canais iônicos (JI et al., 2022). Já foi observado, por exemplo, em 

neurônios de pacientes com doença de Huntington, que há um prejuízo no transporte 

e secreção de BDNF devido à mutação na proteína htt, que prejudica o transporte 

intracelular por microtúbulos. A hiperacetilação dos microtúbulos pela inibição de 

HDACs reverte essa deficiência (JIM et al., 2007). Em outro estudo, foi realizado 

acetiloma de amostra de cérebros post-mortem de indivíduos saudáveis ou com 

doença de Alzheimer. Foi constatado que as proteínas acetiladas foram 

majoritariamente encontradas no citosol (148), mas também na mitocôndria (100), 

núcleo (91) e membrana plasmática (58). Além disso, observaram que a acetilação de 
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18 proteínas mitocondriais estava reduzida e da proteína tau citoplasmática estava 

aumentada em pacientes com doença de Alzheimer (SUN et al., 2021). Em outro 

estudo, a acetilação de receptores AMPA, importantes mediadores de plasticidade 

sináptica e formação de memórias, foi avaliada. Foi constatado que a acetilação 

destes receptores aumenta sua internalização. Desta forma, camundongos KO para 

SIRT2, uma histona deacetilase, apresentaram níveis elevados de acetilação deste 

receptor, levando a prejuízo de plasticidade sináptica no hipocampo e déficits na 

expressão de memória de MCC (WANG, G. et al., 2017). Assim, níveis adequados de 

acetilação de proteínas são importantes para manutenção dos processos sinápticos e 

suas consequências, como modulação da memória. Ainda, é possível que a ativação 

da HDAC2 e alteração da acetilação das histonas seja importante durante o estresse 

para facilitar suas consequências, como proposto inicialmente, mas quando avaliada 

tardiamente, após o MCC, poderia ter outra função, regulando outras proteínas.  

Corroborando para a argumentação de que os efeitos observados em nossos 

resultados podem não ser epigenéticos, observou-se aumento de HDAC3 na fração 

citoplasmática de animais submetidos ao EDSR. A HDAC3 é localizada tanto no 

núcleo como no citoplasma (YANG et al., 2002), inclusive podendo se ligar na 

membrana plasmática, onde ela é fosforilada pela quinase Src, aumentando sua 

atividade em queratinócitos (LONGWORTH et al., 2006). No citoplasma ela interage 

com a proteína IκBα, sendo esta degradada, entre outros fatores, pela via de 

sinalização por TNF-α, deixando a HDAC3 em sua forma livre (VIATOUR et al., 2003). 

Além disso, foi demonstrado que as HDAC1 e HDAC3 deacetilam p65 (CHEN et al., 

2001), um dos dois componentes do NF-κB. A deacetilação de p65 promove a ligação 

de p65 com o IκBα e consequentemente sua manutenção no citoplasma em sua forma 

inativa (GREENE et al., 2004), levando à redução da transcrição de diversos fatores 

pró-inflamatórios. Entretanto a relação entre HDAC3 e a via do NF-κB parece ser mais 

complexa. Foi observado, por exemplo, que a inibição farmacológica desta enzima em 

camundongos APP/PS1, um modelo genético de doença de Alzheimer, reduziu os 

níveis de fosforilação de NF-κB no córtex destes animais, além de aumentar os níveis 

de pCREB, BDNF e TrkB nestas amostras (WANG, C. et al., 2023). Além disso, 

estudos com inibidores de HDACs têm resultados conflitantes, mostrando tanto 

aumento, quanto redução da transcrição dependente de NF-κB de citocinas pró-

inflamatórias (SPANGE et al., 2009). Desta forma, pode-se sugerir que mecanismos 

inflamatórios relacionados ao NF-κB e sua regulação por HDAC3 podem estar 
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implicados nos resultados comportamentais do presente trabalho, porém 

componentes desta via ainda não foram avaliados. 

Em relação ao sistema endocanabinoide, era esperado que, assim como em 

trabalhos anteriores (MORENA et al., 2016), o estresse repetido pudesse alterar a 

expressão de CB1 e TRPV1 em regiões encefálicas importantes para o enfrentamento 

ao estresse, consequentemente influenciando nos déficits comportamentais 

observados. Entretanto, não foi observado alteração na expressão proteica de CB1 e 

TRPV1 no CPF, e sim de CB2. Importante ressaltar que a expressão foi avaliada após 

o MCC e, portanto, é possível que após o estresse haja aumento de CB1 e TRPV1 e, 

portanto, a influência destes receptores nos resultados não deve ser descartada. Em 

trabalho prévio do grupo, foi demonstrado que na manhã seguinte ao término do 

estresse houve aumento do mRNA de CB1 e CB2, mas TRPV1 não foi avaliado, em 

células Cd11b+ (macrófagos e micróglia) do encéfalo dos animais estressados 

(LISBOA et al., 2018), o que indica que este sistema é alterado pelo estresse e sugere 

um papel importante para as micróglias.  

Em relação ao TRPV1, apesar da ausência de alteração na sua expressão no 

presente trabalho, observou-se correlação negativa entre a expressão de TRPV1 no 

núcleo e os níveis de congelamento no final da sessão de aquisição da extinção em 

animais tratados com veículo. Em animais tratados com o NaB, esta correlação passa 

a ser positiva. Desta forma, pode-se sugerir um papel complexo deste receptor na 

modulação destas respostas. Além do papel de TRPV1 a partir de sua localização na 

membrana celular regulando o influxo de Ca2+ e, consequentemente 

neurotransmissão e vias intracelulares (GAMBINO et al., 2020), estes receptores 

podem regular a transcrição gênica relacionada à inflamação ao ativarem fatores 

como NF-κB e CREB, por exemplo (THIEL et al., 2018). Já foi demonstrado a presença 

de receptores TRPV1 no núcleo celular em amostras de córtex de pacientes com 

displasia cortical focal do tipo 2 (SHU et al., 2013), uma das causas de epilepsia, 

entretanto sua função no núcleo ainda não foi avaliada. Ainda, existem evidências de 

sua localização perinuclear, no retículo endoplasmático (RE) (HAUSTRATE et al., 

2020; ÖZ et al., 2022), importante para regulação dos níveis intracelulares de Ca2+. 

Apesar do processo de extração nuclear ser considerado específico, existe 

possibilidade de contaminação de até 10%, de acordo com o fabricante do kit.  O 

próprio NaB pode também atuar no RE e regular os níveis de Ca2+ intracelular (LIU et 

al., 2018; ZHANG et al., 2016). Além disso, já foi observado que a sinalização por Ca2+ 
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no núcleo também é um importante regulador de transcrição de genes importantes 

para neurotransmissão e formação de memória, como por exemplo o BDNF (ZHANG 

et al., 2009). Assim, pode-se sugerir que a correlação observada poderia ter relação 

com o controle dos níveis de Ca+2 no núcleo e regulação da transcrição gênica. 

Já em relação aos receptores CB2, observou-se que o EDSR aumentou a 

expressão destes após a evocação da memória de extinção na fração citoplasmática, 

efeito este bloqueado pelo tratamento com NaB. O papel dos receptores CB2 na 

modulação da resposta de medo ainda não é completamente compreendida. Nosso 

grupo previamente demonstrou aumento de CB2 em células Cd11b+ 

(micróglia/macrófagos) do encéfalo de camundongos submetidos ao EDSR, o que foi 

atenuado por um agonista não seletivo de receptores canabinoides (LISBOA et al., 

2018). Um aumento da expressão de CB2 em células microgliais também foi 

observado na amígdala basolateral em um modelo de déficit de extinção induzido por 

Orexina-A. Neste modelo, a administração intra-amigdalar do agonista 

inverso/antagonista CB2, AM630, após cada sessão de extinção (sendo 5 no total), 

bloqueou o déficit de extinção do medo condicionado contextual observado (TEN-

BLANCO et al., 2022), o que poderia sugerir que os receptores CB2 prejudicam a 

consolidação da extinção. Entretanto, apesar de outro estudo demonstrar que 

camundongos KO para CB2 apresentam expressão do medo condicionado contextual 

prejudicada (mas não no medo condicionado a pista), o que poderia indicar sua função 

também no processo de condicionamento, a administração do AM630 em animais 

Wild Type não teve efeito em nenhum tipo de memória avaliada (LI et al., 2016). 

Importante ressaltar que neste estudo não houve indução de déficit de extinção, o que 

pode justificar as diferenças.  

Em outro teste envolvendo memória aversiva, o teste de esquiva inibitória, foi 

constatado que o AM630 reduz, enquanto o JWH133, um agonista, aumenta o 

comportamento de medo (GARCÍA-GUTIÉRREZ et al., 2013). Entretanto, em ratos 

expostos ao estresse de exposição ao predador, houve aumento da expressão de CB2 

no CPF, e o tratamento com JWH133 reduziu o comportamento do tipo-ansioso 

avaliado no teste de labirinto em cruz elevado induzido por este estresse (IVY et al., 

2020), desta forma o papel de receptores CB2 no medo inato ou condicionado parece 

ser distinto. Recentemente, nosso grupo observou que a administração tanto do 

JWH133 quanto do AM630 antes da sessão de aquisição de extinção do MCC, 

facilitaram, ainda que de forma sutil, esse processo (WERWORN et al., 2022). Desta 



 92 

forma, o papel de receptores CB2 na modulação de memórias aversivas, 

particularmente no CPF, ainda é pouco explorado e os trabalhos existentes 

apresentam resultados conflitantes.  

O receptor CB2 é expresso não só em neurônios, mas também na micróglia 

(MORCUENDE et al., 2022), e nestas células o CB2 é responsável por contrapor os 

efeitos da neuroinflamação. Já foi demonstrado, por exemplo, que em um modelo de 

hipóxia em cultura de micróglia, a administração de um agonista CB2 inibiu a liberação 

de citocinas pró-inflamatórias, de espécies reativas de oxigênio e a ativação de NF-κB 

(GUO et al., 2014). Além disso, já foi demonstrado in vivo em modelo de 

comportamentos do tipo-depressivo induzidos por LPS que o tratamento com agonista 

de receptores CB2 tanto agudo, como crônico, bloqueou a expressão aumentada de 

TNFα, e de comportamentos do tipo-depressivo (SAHU et al., 2019). Em um modelo 

de dor crônica, o aumento da expressão de HDAC1, liberação de IL-10 e redução de 

expressão de IkB na micróglia de medula espinhal, indicativo de ativação da via do 

NF-Κb, não foram observados quando os animais foram tratados com um agonista 

CB2. Desta forma, sugere-se que a atividade de HDAC1 pode ter influência na função 

anti-inflamatória de CB2 (BORGONETTI et al., 2023). Assim, os efeitos de CB2 podem, 

não necessariamente, ser decorrentes de modulação da neurotransmissão, mas por 

modular fatores pró-inflamatórios, que podem estar desregulados em transtornos 

psiquiátricos, como depressão e PTSD (DANTZER et al., 2008; KIM et al., 2020). 

De forma similar aos resultados do presente estudo, foi observado no músculo 

de camundongos mdx, um modelo de distrofia muscular de Duchenne, aumento da 

expressão de receptores CB2, o que foi atenuado pelo NaB (100 mg/kg) (KALKAN et 

al., 2023). Neste mesmo estudo, em cultura de células de músculo esquelético 

estimuladas com LPS foi observado que o NaB reduz a expressão de citocinas 

inflamatórias e a regulação negativa de micro RNAs que interagem com o gene do 

receptor CB1, de forma dependente do receptor GPR109A e do receptor ativado por 

proliferadores de peroxissoma γ (PPARγ) (KALKAN et al., 2023). Apesar de os efeitos 

relatados terem sido observados em músculo esquelético, mecanismos semelhantes 

podem estar acontecendo em estruturas encefálicas, regulando comportamentos 

defensivos em nossos experimentos. Curiosamente, já foi observado que os 

camundongos mdx apresentam comportamentos do tipo-ansioso e depressivo e 

déficits de memória, além de aumento de citocinas pró-inflamatórias e redução de 

BNDF no cérebro (COMIM et al., 2019), mas o envolvimento de CB2 ou o efeito do 
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NaB não foram avaliados nesses parâmetros. 

Como citado anteriormente, os SCFA podem exercer efeitos via interação direta 

com GPCRs, alteração da microbiota e modulação de fatores imunológicos, podendo 

ter influências diretas no comportamento e em transtornos psiquiátricos (DALILE et 

al., 2019). Já foi relatado tanto aumento (WANG et al., 2012) quanto redução (ADAMS 

et al., 2011) de SCFA no conteúdo fecal de crianças do espectro autista, além de 

níveis reduzidos em pacientes com depressão (SKONIECZNA-ŻYDECKA et al., 2018; 

SZCZESNIAK et al., 2016). Portanto, além dos efeitos do EDSR, os efeitos do NaB 

observados nesse estudo podem também não ser epigenéticos e sim relacionados a 

estes outros mecanismos. 

Como citado acima, os PPARs podem mediar efeitos anti-inflamatórios do NaB 

(KALKAN et al., 2023). Estes receptores são responsáveis majoritariamente pelo 

metabolismo lipídico e glicose no cérebro, mas também estão associados ao 

crescimento, diferenciação, maturação e sobrevivência das células neuroniais (LIM et 

al., 2021). O NaB induziu analgesia mecânica e térmica em um modelo de dor crônica, 

sendo que este efeito foi atenuado em camundongo KO para PPARγ ou quando o 

NaB foi administrado em conjunto com um antagonista deste receptor. Além disso, o 

tratamento com NaB aumentou a expressão de PPARγ e reduziu a expressão de 

componentes pró-inflamatórios (RUSSO et al., 2016). Em um modelo de dieta 

hipercalórica, foi observado redução de PPARγ, pCREB e BDNF no córtex cerebral e 

o tratamento com NaB restaurou os níveis de pCREB via ativação de PPARγ. Neste 

estudo, o NaB também reduziu os níveis elevados de componentes pró-inflamatórios 

induzidos pelo modelo (BAYAZID et al., 2022). Curiosamente, tanto a AEA, quanto o 

2-AG ativam o PPARγ, mediando o efeito anti-inflamatório dos eCBs (IANNOTTI et al., 

2021). 

Outro receptor que pode mediar efeitos anti-inflamatórios do NaB, como 

mencionado anteriormente, é o GPR109A (KALKAN et al., 2023). O receptor 

GPR109A foi inicialmente descrito como um receptor do ácido nicotínico. 

Posteriormente foi constatado que o NaB é um de seus agonistas, e que sua ativação 

é importante, por exemplo, para a manutenção da integridade da barreira 

hematoencefálica, por mecanismos ainda desconhecidos (FOCK et al., 2023). Em 

modelo in vitro de síndrome de Alzheimer, em que cultura de neurônios são expostas 

ao peptídeo de Aβ, foi observado que o NaB preservou a viabilidade celular, reduzindo 

a liberação de espécies reativas de oxigênio. Na mesma linhagem celular, porém sem 
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tratamento com Aβ, o NaB reduziu a expressão da proteína precursora amiloide (APP) 

e aumentou a expressão de BDNF. Todos estes efeitos deixaram de acontecer 

quando o NaB foi administração em conjunto com um antagonista de GPR109A, 

demonstrando que seus efeitos protetivos aconteceram via ativação deste receptor 

(SUN et al., 2020). Além disso, em um modelo de exposição crônica (6 semanas) ao 

álcool etílico em camundongos fêmeas, o álcool induziu déficit de memórias, efeito do 

tipo-ansioso e tipo-depressivo, neuroinflamação no hipocampo e CPF, redução do 

tamanho do cérebro, além de redução de GPR109A e PPARγ nestas regiões. Além 

de o NaB impedir todos os efeitos comportamentais, restaurou as expressões de 

GPR109A e PPARγ (WEI et al., 2022). Desta forma, visto a interação entre a 

expressão de receptores CB1/2 com a atividade de receptores GPR109A e PPARγ, 

pode-se sugerir que o efeito do NaB em atenuar o déficit de extinção do MCC induzida 

pelo EDSR, pode envolver a ativação destes receptores modulando a expressão de 

CB2 e de componentes pró-inflamatórios. 

Apesar de alguns mecanismos descritos para o NaB que não envolvem HDACs, 

como discutido, não descartamos seus efeitos inibitórios nestas enzimas. Observou-

se, por exemplo, que os níveis citoplasmáticos de HDAC3 se correlacionam 

positivamente com níveis de CB1, FAAH e, principalmente de CB2, sendo que os 

animais estressados apresentam os maiores níveis de expressão destas proteínas. Já 

após o tratamento com NaB, estas correlações deixam de ser observadas. Desta 

forma, pode-se sugerir que mecanismos de (de)acetilação no citoplasma influenciam 

a expressão de componentes do sistema eCB, sendo esta afetada tanto pelo EDSR, 

como pelo tratamento com NaB. Ainda, observou-se que os níveis de HDAC3 no 

núcleo se correlacionam negativamente com os níveis de NAPE-PLD no citoplasma 

apenas em animais tratados com NaB. Entretanto, essa correlação foi observada 

principalmente nos animais naives, o que sugere que efeitos epigenéticos podem 

ocorrer, mas neste caso não seria relacionado ao efeito do estresse. 

Também foi observado efeito do NaB em reduzir a expressão de HDAC1 de 

forma independente do EDSR. A maior parte dos estudos com NaB avalia os níveis 

de acetilação de histonas H3 e H4 e atividade de HDACs, mas não a expressão 

dessas enzimas. Entretanto o presente resultado vai de acordo com outros estudos 

que mostraram essa regulação negativa da expressão de HDAC1 pelo NaB em outros 

tecidos, como no fígado (SUN et al., 2019) e em músculo esquelético (HONG et al., 

2016), além de cultura de carcinoma (YUE et al., 2022) e de fibroblastos (MOHANA 



 95 

KUMAR et al., 2007), por exemplo. Desta forma, o presente trabalho traz mais uma 

evidência de que o NaB não só inibe HDACs, como também pode reduzir a expressão 

de HDAC1, impactando os níveis de acetilação em proteínas celulares. Entretanto, o 

efeito observado foi na fração citoplasmática e não na nuclear (não especificado nos 

outros estudos) e, dessa forma, pode não impactar a acetilação de histonas, mas sim 

a acetilação de proteínas relacionadas a outros processos celulares, como 

mencionado anteriormente.  

No presente trabalho, foi observada a expressão de receptores CB2 nas frações 

nuclear e citoplasmática. A expressão nuclear de CB2 poucas vezes foi relatada 

(ASSIMAKOPOULOU et al., 2017; BAEK et al., 2008; GRIMSEY et al., 2011). Nosso 

estudo, não só identifica este receptor na fração nuclear, como indica que sua 

expressão é maior nesta região. Já foi descrito que GPCRs podem estar localizados 

na membrana nuclear, exercendo diferentes funções, fisiológicas e fisiopatológicas, 

inclusive no SNC (GONÇALVES-MONTEIRO et al., 2021). Já foi relatado que a 

localização celular de CB2 é distinta dependendo da região encefálica analisada 

(BRUSCO et al., 2008). Um estudo observou em cultura de neurônios de CPFm que 

o receptor CB2 é muito mais expresso intracelularmente do que na membrana celular, 

entretanto não foi avaliado em qual porção intracelular ele se localizava (DEN BOON 

et al., 2012). Em um estudo em cultura de células epiteliais constatou-se que o efeito 

da administração de agonistas e antagonistas CB2 foi maior quando estas drogas 

foram administradas de forma intracelular (BRAILOIU et al., 2014). Neste estudo, foi 

observado que tanto na porção intra, como extracelular, CB2 se associa à proteína Gq, 

aumentando o influxo de Ca2+. Entretanto já foi constatado que receptores CB2 são 

associados a proteína Gi no SNC (HOWLETT et al., 2002; HOWLETT et al., 1986; 

PACHECO et al., 1993). Desta forma, o receptor CB2 media diferentes mecanismos 

dependendo de sua localização, sendo que aparentemente seus efeitos intracelulares 

são predominantes. Sugerimos, portanto, que efeitos de CB2 intracelular observados 

no nosso e em outros estudos podem ser, na verdade, efeitos nucleares. Apesar disso, 

diversos problemas relacionados à falta de especificidade de anticorpos anti-CB2 são 

relatados (ONAIVI et al., 2011). Desta forma, novos experimentos utilizando diferentes 

técnicas devem ser realizados para confirmação deste resultado. 

Estudos mostram que a resposta a estressores pode ser muito variada entre os 

animais e, desta forma, a separação dos animais em resilientes e susceptíveis para 

uma análise mais detalhada dos mecanismos subjacentes à resposta ao estresse se 
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faz necessária (ARDI et al., 2016; FRANKLIN et al., 2012; GUILLOUX et al., 2011; 

RICHTER-LEVIN et al., 2021). Diversos estudos utilizam a pontuação por Z-Score 

para uma análise integrada de comportamentos (EDGAR et al., 2011; MEKIRI et al., 

2017; SHEPARD et al., 2016; SOUMIER et al., 2014). Dessa forma, no presente 

trabalho foi realizada análise por Z-Score e avaliação da proporção de animais que 

apresentaram emocionalidade afetada ou não. Como esperado, o ESDR induziu 

aumento da emocionalidade, que foi também observado no aumento da proporção de 

animais com emocionalidade afetada. Estes efeitos foram atenuados pelo tratamento 

com NaB. O tratamento não teve efeito na média de emocionalidade, nem na 

proporção de animais afetados não estressados. Desta forma, o presente estudo 

demonstrou que o NaB tem efeito protetor contra o estresse na emocionalidade geral 

e não só em comportamentos específicos, como outros estudos demonstram. 

Inicialmente, existia a proposta de fazer uma análise molecular diferencial entre 

animais afetados e não afetados pelo estresse, para identificação de possíveis 

marcadores de resiliência, entretanto como o EDSR induziu emocionalidade afetada 

em 90% dos animais, essa avaliação não foi possível.  
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7. CONCLUSÃO 

No presente estudo, apesar dos efeitos comportamentais notáveis após o 

tratamento com NaB em animais estressados, os efeitos moleculares observados no 

CPF após a avaliação do MCC podem não envolver mecanismos epigenéticos, pois 

não houve alteração na expressão nuclear de HDACs após o EDSR ou tratamento 

com NaB. Entretanto, como até o momento a avaliação molecular foi feita apenas ao 

final do protocolo experimental, não se pode descartar que, como proposto 

inicialmente, mecanismos epigenéticos durante e logo após o estresse sejam 

responsáveis pelas consequências observadas tardiamente. Como o EDSR induziu 

aumento de HDAC3 e CB2 na fração citoplasmática, e o NaB reduziu a expressão de 

HDAC1 (independente do EDSR) e de CB2 (dependente do EDSR) também no 

citoplasma, uma sugestão é que o estresse altere a acetilação de proteínas 

citoplasmáticas vias HDACs citoplasmáticas, e que o efeito do tratamento com NaB 

resulte da inibição destas HDACs por vias não epigenéticas. Estes efeitos poderiam 

ser decorrentes da alteração de processos celulares via ativação de GPCRs, 

modulação de fatores imunológicos e alteração da microbiota. É importante ressaltar 

que os níveis proteicos foram avaliados apenas no córtex pré-frontal e após a 

realização da evocação da memória de extinção, então não é possível excluir a 

participação destes mecanismos em outras estruturas ou em sub-regiões do CPF, ou 

mesmo em diferentes momentos da memória aversiva.  

 

Tabela 10: Resumo dos achados do presente trabalho. 

Avaliação Efeito do EDSR Efeito do NaB 

TCA Hipolocomoção 
EDSR: Hipolocomoção (25 e 50 mg/Kg) 

Naïves: Ansiolítico (50 mg/Kg) 

TES Aumento do tempo nos corners Atenua o efeito do EDSR (50 mg/Kg) 

MCC 
Ansiogênico 

Atenua os efeitos do EDSR (50 mg/Kg) 
Déficit de extinção 

Z-Score 

Aumento da emocionalidade geral 

Atenua os efeitos do EDSR (50 mg/Kg) Aumenta proporção de animais 

afetados 

WB do CPF 
Aumenta HDAC3 e CB2 no 

citoplasma 

Atenua o aumento de CB2 no citoplasma (50 mg/Kg) 

Reduz HDAC1 no citoplasma (50 mg/Kg) 
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9. ANEXOS 

9.1. Anexo A - Autorização do Comitê de Ética em Experimentação 

Animal  
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9.2. Artigos publicados 

9.2.1. Anexo B: Endocannabinoid signalling and epigenetics 

modifications in the neurobiology of stress-related disorders 
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9.2.2. Anexo C: Inducible nitric oxide synthase inhibition in the 

medial prefrontal cortex attenuates the anxiogenic-like effect of acute 

restraint stress via CB1 receptors 
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9.2.3. Anexo D: Decoding the neurobiological mechanisms 

associated with resilience and vulnerability to depression and PTSD with a 

novel gene-environment animal model (Preprint) 
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