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RESUMO 
 

O transtorno de ansiedade generalizada (TAG) é o transtorno mental mais 
prevalente no mundo, afetando consideravelmente mais mulheres do que homens. O 
sistema endocanabinoide (eCB) está implicado na ansiedade e transtornos afetivos, 
e a popularidade do uso da Cannabis sp. ou de medicamentos baseados na 
modulação do sistema eCB têm aumentado consideravelmente. Nesse sentido, as 
mulheres que fazem esse tipo de tratamento reportam mais efeitos adversos que 
homens, sendo o mais comum deles os sintomas de ansiedade. Mesmo com as 
estatísticas apontando para a importância de se conduzir estudos sobre ansiedade e 
canabinoides no sexo feminino, a maioria dos estudos pré-clínicos nessa área segue 
sendo conduzido em machos. Em vista disso, o objetivo desse estudo foi investigar o 
papel diferencial dos endocanabinoides (eCBs) anandamida (AEA) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) no comportamento tipo-ansioso em fêmeas em fase 
reprodutiva e ovariectomizadas (OVX) com e sem reposição hormonal, e por fim, 
comparar com machos. Utilizando o URB597 (URB), um inibidor da amida hidrolase 
de ácidos graxos (FAAH), e o MJN110 (MJN), um inibidor da monoacilglicerol lipase 
(MAGL), exploramos os efeitos da elevação dos níveis de AEA e 2-AG em fêmeas 
nas diferentes fases do ciclo estral, em fêmeas OVX tratadas com 17β-estradiol (E2) 
e em machos, submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Os parâmetros 
analisados foram: a porcentagem de tempo e de entradas nos braços abertos (%TBA 
e %EBA, respectivamente) e o comportamento de avaliação de risco (CAR), como 
parâmetros de comportamento tipo-ansioso; e as entradas nos braços fechado (EBF) 
como parâmetro de locomoção.  A administração i.p. de URB 0,3 mg/kg reduziu a 
%TBA e a %EBA no estro, enquanto que a dose de 1,0 mg/kg aumentou a %TBA no 
diestro. Nenhum efeito foi encontrado no pró-estro ou quando o ciclo estral não foi 
considerado, sugerindo que o efeito do URB sobre a ansiedade em fêmeas foi 
dependente da fase do ciclo estral. Em machos, ambas as doses de URB 
apresentaram efeitos tipo-ansiolítico. Nas fêmeas OVX pré-tratadas com veículo, o 
efeito tipo-ansiolítico da menor dose do inibidor da FAAH persistiu, mas quando elas 
foram pré-tratadas com E2 esse efeito foi abolido, indicando que o efeito tipo-
ansiolítico do URB depende de níveis baixos de E2. A administração i.p. de MJN 3,0 
mg/kg aumentou a %TBA no estro e reduziu o CAR no estro e diestro, sugerindo um 
efeito ansiolítico. A redução no CAR também foi observada quando o ciclo estral não 
foi considerado. Nenhum efeito do MJN sobre os parâmetros avaliados foi encontrado 
em machos. Nas fêmeas OVX pré-tratadas com veículo, o efeito do inibidor da MAGL 
foi abolido, entretanto, quando houve administração de E2, a dose de 1.0 mg/kg gerou 
um efeito tipo-ansiogênico, indicando que o efeito do MJN em fêmeas provavelmente 
depende tanto dos níveis de E2 como de progesterona ou outros hormônios ovarianos. 
Juntos, nossos resultados sugerem que as fêmeas respondem de forma diferente dos 
machos às elevações de AEA e 2-AG. Ainda, os resultados sugerem que os efeitos 
da AEA sobre a ansiedade em fêmeas dependem da fase do ciclo estral, enquanto 
que os efeitos do 2-AG são parcialmente influenciados pelo ciclo estral, ressaltando 
que durante a fase reprodutiva o 2-AG pode ser mais relevante do que a AEA no 
controle da ansiedade em fêmeas. Por fim, esse trabalho ressalta a importância dos 
estudos com fêmeas na pesquisa pré-clínica.  

 
Palavras-chave: Labirinto em Cruz Elevado. Sistema endocanabinoide. Fêmeas. 

Estradiol. Hormônios ovarianos. 



 
ABSTRACT 

 

Generalized Anxiety Disorder (GAD) is the most common mental illness in the 
world, affecting considerably more women than men. The endocannabinoid (eCB) 
system has been implicated in anxiety and affective disorders, and the use of Cannabis 
sp. or drugs that modulate the eCB system has gained popularity and grown 
exponentially.  Women that adhere to these treatments report more adverse effects 
than their male counterparts, the most common of them being anxiety symptoms. Even 
with statistics pointing towards the importance of conducting studies on anxiety and 
cannabinoids in the female sex, the vast majority of pre-clinical studies in this area 
continues to be conducted in males. The objective of this study was to investigate the 
differential role of the endocannabinoids (eCBs) anandamide (AEA) and 2-
arachidonoylglycerol (2-AG) in the anxiety-like behavior in females in reproductive age 
and ovariectomized (OVX) females with and without hormone replacement, and 
compare those results to males. Using URB597 (URB), a fatty-acid amide hydrolase 
(FAAH) inhibitor, and MJN110 (MJN), a monoacylglycerol lipase (MAGL) inhibitor, we 
explored the effects of the elevation of AEA and 2-AG levels in females in different 
phases of the estrous cycle, in OVX females treated with 17β-estradiol (E2), and in 
males, submitted to the elevated plus maze test (EPM). The parameters analyzed 
were: percentage of open arms time and entries (%OAT and %OAE, respectively), and 
risk assessment behavior (RAB), as measures of anxiety-like behavior; and enclosed 
arms entries (EAE) as a locomotion parameter. The i.p. administration of URB 0.3 
mg/kg reduced %OAT and %OAE on estrus, while the 0.1 mg/kg dose elevated the 
%OAT on diestrus. No effects were observed on pro-estrus or when the cycle phase 
was not considered, suggesting that the effect of URB in the anxiety-like behavior in 
females depends on the estrous cycle phase. In males, both doses of URB elicited 
anxiolytic-like responses. In OVX females pre-treated with vehicle, the anxiolytic-like 
effect of the lower dose of the FAAH inhibitor persisted, but when they were pre-treated 
with E2, the effect was abolished, indicating that the anxiolytic-like effect of URB597 
depends on low levels of E2. The i.p. administration of MJN 3.0 mg/kg elevated the 
%OAT on estrus and reduced the RAB on estrus and diestrus, suggesting an 
anxiolytic-like effect. This reduction in RAB was also observed when the cycle phase 
was not considered. In males, no effects of MJN in the parameters evaluated were 
found. In OVX females pre-treated with vehicle, the effects of the MAGL inhibitor were 
abolished; however, when they were pre-treated with E2, the 1 mg/kg dose elicited an 
anxiogenic-like response, indicating that the effects of MJN in females probably 
depend on E2 levels as well as progesterone or other ovarian hormones’ levels. 
Together, our results suggest that females respond differently than males to the 
elevations of AEA and 2-AG. They also suggest that the effects of AEA in the anxiety-
like behavior in females depend on the estrous cycle phase, while the effects of 2-AG 
are partially influenced by the estrous cycle, highlighting that during the reproductive 
phase 2-AG might be more relevant than AEA in the anxiety control in females. In 
conclusion, our research highlights the importance of studies in females in pre-clinical 
settings.  

 
Keywords: Elevated Plus Maze. Endocannabinoid system. Females. Estradiol. 

Ovarian hormones.  
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1. INTRODUÇÃO  
1.1. TRANSTORNO DE ANSIEDADE GENERALIZADA  

 

O transtorno de ansiedade generalizada (TAG) é a doença neuropsiquiátrica 

mais prevalente no mundo, afetando cerca de 263 milhões de pessoas (OMS, 2017). 

Esse transtorno caracteriza-se pela sensação de ansiedade e preocupação 

excessiva, que ocorrem na maioria dos dias por pelo menos seis meses, e durante 

diversas situações. Essa perturbação é acompanhada de sintomas como: 

inquietação, fadiga, dificuldade em concentrar-se, irritabilidade, tensão muscular e 

perturbação do sono. Esses sintomas causam sofrimento ou prejuízo no 

funcionamento social e profissional, e não são consequentes do uso de substâncias 

ou de outra patologia (DSM-5, 2013).  

O TAG é uma doença debilitante e crônica, que gera altos custos para os 

pacientes, para a economia e para o sistema de saúde (WITTCHEN, 2002). A 

comorbidade com outros transtornos psiquiátricos é comum e mais prevalente em 

mulheres (cerca de 1.25x maior; MCLEAN et al., 2011). A comorbidade com 

transtornos depressivos chega a afetar entre 40% e 67% dos pacientes com TAG 

(MCLEAN et al., 2011), o que aumenta a dificuldade de recuperação e diminui as taxas 

de remissão da doença (HOWELL et al., 2001; WITTCHEN, 2002). 

Os tratamentos mais utilizados para o TAG incluem diversos tipos de 

psicoterapia e o tratamento farmacológico com medicamentos psicotrópicos. Os 

tratamentos farmacológicos mais utilizados no TAG são baseados na modulação do 

sistema serotoninérgico e noradrenérgico (usando inibidores seletivos da recaptação 

de serotonina  e/ou noradrenalina e antidepressivos tricíclicos). Porém, o uso desses 

medicamentos traz consigo uma gama de efeitos colaterais significativos, como 

agitação, dor de cabeça, fadiga, confusão mental, tontura, sintomas de mania e de 

abstinência, além de perturbações gastrointestinais, sexuais, motoras e do sono. Além 

disso, possuem um prolongado tempo de início de ação, o que, em conjunto, diminui 

a adesão de pacientes a esses tratamentos (BANDELOW et al., 2013). O uso de 

benzodiazepínicos também é comum, visto que eles possuem um início de ação mais 

rápido, podendo ser usados em conjunto com os antidepressivos no começo do 

tratamento. Entretanto, esses medicamentos causam dependência em cerca de 40% 

dos pacientes em tratamento prolongado e por isso só devem ser usados por períodos 

curtos (até 8 semanas; BANDELOW et al., 2013). 
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Os tratamentos farmacológicos para o TAG têm eficácia entre 44% e 81% 

(BANDELOW et al., 2013) porém, a grande incidência de efeitos colaterais e 

possibilidade de dependência causados por esses medicamentos incentivou a busca 

por outros compostos ansiolíticos que não apresentassem essas desvantagens. Com 

a crescente legalização dos produtos à base de Cannabis, houve um aumento da 

adesão de pacientes com TAG aos tratamentos com esse tipo de produto (FREEMAN 

et al., 2019), sendo a ansiedade o motivo de uso da Cannabis medicinal para mais de 

50% dos pacientes (CUTTLER; MISCHLEY; SEXTON, 2016; WEBB; WEBB, 2014). 

Entretanto, assim como os tratamentos mais clássicos, o uso de Cannabis pode 

causar efeitos colaterais. Paradoxalmente, um dos efeitos adversos mais comuns é a 

ansiogênese, afetando 2x mais mulheres do que homens (AVIRAM et al., 2021). 
Desse modo, há grande interesse no desenvolvimento de fármacos que modulem o 

sistema endocanabinoide (eCB) de modo que ainda se mantenham os efeitos 

benéficos da planta, mas que diminuam os efeitos colaterais e os efeitos indesejados.  

 

1.2. LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO  

 

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um dos testes pré-clínicos mais populares 

atualmente utilizados. É frequentemente utilizado na seleção de drogas com efeitos 

no comportamento tipo-ansioso (FLORES et al., 2020; GUIMARÃES et al., 1990; 

NOMIKOS; SPYRAKI, 1988; PAVÓN et al., 2021; SCIOLINO; ZHOU; HOHMANN, 

2011), mas também é útil no estudo das bases biológicas da emocionalidade relativa 

ao aprendizado e memória, dor, hormônios, dependência e diversos dos subtipos de 

transtornos de ansiedade, como o TAG, fobias e o estresse pós-traumático 

(CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). 

O LCE é considerado um modelo animal “etológico” para o estudo da 

ansiedade, de modo que a aversão gerada pelo teste tem um significado ecológico 

para o animal, envolvendo a exploração espontânea do ambiente na ausência de 

recompensas (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Também é considerado um modelo 

incondicionado, o que implica que a tarefa é aversiva per se – devido à altura e o 

espaço aberto – fazendo com que exista uma clara preferência dos animais pela 

segurança dos braços fechados (HOGG, 1996; WALF; FRYE, 2007b). 

Os parâmetros analisados no teste consistem em parâmetros de evitação 

(avoidance) e de avaliação de risco. Os índices clássicos de comportamento tipo-
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ansioso no LCE são medidas espaço-temporais de evitação do braço aberto – a 

porcentagem de tempo e entradas nos braços abertos (%TBA e %EBA, 

respectivamente; PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986). Drogas com efeito 

tipo-ansiolítico, como o midazolam, causam aumento %TBA e %EBA, em relação aos 

animais controle, e elas podem ser utilizadas como controle positivo quando testando 

o efeito de novas drogas sobre o comportamento tipo-ansioso (RUBINO et al., 2008). 

 O comportamento de avaliação de risco (CAR) está intimamente relacionado 

com o medo e a ansiedade, agindo para guiar as estratégias comportamentais em 

situações potencialmente perigosas. Ele é considerado um parâmetro de análise do 

comportamento etológico do LCE, podendo ser mais sensível a drogas que modulam 

o comportamento tipo-ansioso do que os parâmetros de evitação (CAROBREZ; 

BERTOGLIO, 2005; MIKICS et al., 2005). O número de entradas nos braços fechados 

(EBF) é utilizado neste teste como um parâmetro de locomoção - ajudando a 

identificar respostas que podem estar relacionadas com a hipo ou hiper-locomoção 

(HOGG, 1996; PELLOW; FILE, 1986). 

 

1.3. SISTEMA ENDOCANABINOIDE  

 

O sistema eCB é um sistema ubíquo de sinalização lipídica que é altamente 

conservado evolutivamente e está presente em todos os vertebrados, exibindo 

importantes funções regulatórias tanto no sistema nervoso central (SNC) como na 

maioria dos sistemas periféricos (BATTISTA et al., 2012; RODRÍGUEZ DE FONSECA 

et al., 2005).  

O sistema eCB é composto pelos receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) e 

2 (CB2), seus ligantes endógenos anandamida (N-araquidonoiletanolamida; AEA) e 

2-araquidonoilglicerol (2-AG), além de outras etanolamidas de ácidos graxos como 

oleoiletanolamida e palmitoiletanolamida, e suas enzimas de síntese e degradação. 

O caminho para o seu descobrimento começou em 1940, com o isolamento 

de um constituinte da Cannabis sp., o canabidiol (CBD; ADAMS; HUNT; CLARK, 

1940; JACOB; TODD, 1940), seguido do componente ativo dessa planta, o Δ-9-

tetrahidrocanabinol (Δ9-THC, GAONI; MECHOULAM, 1964). Depois, foi descoberto e 

caracterizado o receptor CB1 (DEVANE et al., 1988), posteriormente a AEA (DEVANE 

et al., 1992), o receptor CB2 (MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993) e o 2-AG 
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(MECHOULAM et al., 1995). Desde então vêm crescendo os estudos e o interesse 

por esse sistema altamente relevante para as mais diversas doenças e sintomas.  

É particularmente interessante a implicação do sistema eCB em doenças 

neuropsiquiátricas, incluindo os transtornos de humor, afetivos e de ansiedade, onde 

ele se destaca nas pesquisas pré-clínicas como um potencial alvo terapêutico para o  

tratamento dessas doenças (HILL; GORZALKA, 2009; LOMAZZO et al., 2015; 

MOREIRA et al., 2008; MORENA et al., 2016a; THORNTON et al., 2021). 

 

1.3.1. Receptores Canabinoides  

 

O receptor CB1, no cérebro de ratos, foi descoberto em 1988 por Howlett e 

colaboradores (DEVANE et al., 1988). Ele é um receptor acoplado à proteína Gi/o 

(GPCR) e está entre os GPCRs mais abundantes no cérebro. A maior densidade de 

receptores CB1 no cérebro de roedores está nos nucleos da base, na substância 

negra, no globus pallidus, no cerebelo e no hipocampo. Esse receptor tem grande 

importância na motivação e cognição, e parece estar envolvido na transmissão 

GABAérgica e glutamatérgica, sendo encontrado nesses neurônios. Os receptores 

CB1 são majoritariamente encontrados na pré-sinapse de neurônios centrais e 

periféricos, facilitando a inibição da liberação de neurotransmissores, uma das 

maiores funções do sistema eCB. Esses receptores podem, ainda, formar complexos 

com outros GPCRs que se ligam a diferentes tipos de canais de cálcio e potássio, 

aumentando seu repertório de funções (MECHOULAM; PARKER, 2013). 

A sinalização eCB ocorre de forma retrógrada, onde a liberação de 

neurotransmissores na pré-sinapse e a consequente ativação de receptores na pós-

sinapse levam a um aumento do cálcio intracelular, que por sua vez estimula a 

biossíntese de eCBs na pós-sinapse. Depois da sua biossíntese, os eCBs migram da 

pós-sinapse para a pré-sinapse, onde ativam os receptores CB1, e a ativação desses 

GPCRs levam à inibição da adenilil ciclase e à regulação dos canais iônicos, que 

suprimem a liberação de neurotransmissores. Após a sua ação, são degradados por 

enzimas específicas (MORENA et al., 2016a). 

O receptor CB2 também é um GPCR e foi descoberto em 1993 por Munro e 

colaboladores (MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993). Acreditava-se que esse 

receptor era exclusivamente periférico e expresso em células do sistema imune, 

entretanto, ele já foi identificado no SNC, especialmente em células da micróglia. 
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Acredita-se que ele possa fazer parte de um sistema de proteção geral anexo ao 

sistema imune, sendo responsável por diversos efeitos protetores (MECHOULAM; 

PARKER, 2013). 

 

1.3.2. Endocanabinoides  

 

A AEA foi o primeiro eCB a ser descoberto, em 1992 (DEVANE et al., 1992). 

Ela é um derivado do Ácido Araquidônico (AA), sintetizada sob demanda a partir de 

precursores fosfolipídicos pela N-acetiltransferase e pela fosfolipase D (MORENA et 

al., 2016a). Os maiores níveis de AEA são encontrados em regiões cerebrais com 

grande expressão de receptores CB1, como hipocampo, estriado, cerebelo e córtex. 

Dentre os efeitos causados pela AEA, encontram-se a tétrade canabinoide - 

antinocicepção, hipotermia, hipolocomoção e catalepsia (SVÍŽENSKÁ; DUBOVÝ; 

ŠULCOVÁ, 2008). A AEA age tanto em receptores CB1 como CB2, tendo significante 

seletividade e alta afinidade pelo receptor CB1, e baixa afinidade pelo receptor CB2 

(PALMER; KHANOLKAR; MAKRIYANNIS, 2000). Além de se ligar aos receptores 

CBs, a AEA pode agir como agonista total ou parcial dos receptores de potencial 

transitório vanilóide tipo 1 (TRPV1; ROSS, 2003), entretanto, apresenta baixa 

afinidade por esses receptores (MECHOULAM; PARKER, 2013). A AEA tem sua 

atividade terminada pela enzima amida-hidrolase de ácidos graxos (FAAH), na pós-

sinapse, onde é hidrolisada em AA e etanolamina (MECHOULAM; FRIDE; DI MARZO, 

1998; MORENA et al., 2016a). A FAAH tem distribuição por todo o cérebro, tendo 

maior concentração em áreas ricas em receptores CB1, como o hipocampo, córtex, 

cerebelo e tálamo (THOMAS et al., 1997), e foi demonstrado que sua inibição causa 

aumento significativo dos níveis de AEA no cérebro de roedores (BEDSE et al., 2018).  

O 2-AG foi descoberto logo após a AEA, em 1995 (MECHOULAM et al., 1995). 

É um derivado do AA, de estrutura semelhante à AEA, sintetizado sob demanda à 

partir do fosfatidilinositol, pela fosfolipase C e pela diacilglicerol lipase (MORENA et 

al., 2016a). Os maiores níveis de 2-AG foram encontrados no tálamo e no hipocampo, 

e ele tem efeitos na função imune, proliferação celular, desenvolvimento embrionário, 

potenciação de longa duração no hipocampo, neuroproteção, neuromodulação, 

função cardiovascular e respostas inflamatórias (SVÍŽENSKÁ; DUBOVÝ; ŠULCOVÁ, 

2008). Além disso, sua administração intravenosa, em camundongos, leva à 

expressão dos efeitos da tétrade canabinoide (MECHOULAM et al., 1995). O 2-AG 
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age tanto em receptores CB1 como CB2, tendo maior afinidade pelo receptor CB1 

(MECHOULAM et al., 1995). A afinidade do 2-AG pelo receptor CB1 é menor do que 

a da AEA (LIN et al., 1998), porém os níveis de 2-AG no cérebro são 170x maiores 

que os de AEA (STELLA; SCHWEITZER; PIOMELLI, 1997; SUGIURA et al., 1995) o 

que coloca o 2-AG como um dos principais neuromodularores do sistema eCB (DI 

MARZO, 1999). O 2-AG tem sua ação terminada majoritariamente pela enzima 

monoacilglicerol lipase (MAGL) na pré-sinapse e minoritariamente pela alfa-beta-

hidrolase 6/12, na pós-sinapse (MORENA et al., 2016a). A MAGL é expressa 

primariamente no hipocampo, cerebelo, núcleo anterodorsal do tálamo, e córtex, 

regiões em que há alta densidade de receptores CB1 (DINH et al., 2002). A MAGL 

termina a ação do 2-AG através da sua hidrólise em AA e glicerol (MORENA et al., 

2016a), e foi demonstrado que a sua inibição resulta em aumentos significativos da 

concentração de 2-AG no cérebro de roedores (BEDSE et al., 2018).  

A ação da maioria dos agonistas de receptores CBs, incluindo dos eCBs, é 

bifásica de modo dose-dependente – ou seja, enquanto doses baixas desses 

compostos apresentam uma ação, doses altas podem apresentar uma ação oposta 

(REY et al., 2012; SALVIATO et al., 2021; SULCOVA; MECHOULAM; FRIDE, 1998). 

 

1.4. SISTEMA ENDOCANABINOIDE E A ANSIEDADE  

 

A Cannabis tem sido usada medicinalmente há milênios, para um grande 

número de doenças e para melhorar o estado físico e mental dos seus usuários 

(MECHOULAM, 1986). Pacientes que fazem o uso de Cannabis ou seus derivados 

relatam uma melhora da ansiedade e seus sintomas relacionados (FREEMAN et al., 

2019; MAHABIR et al., 2020). Esses relatos se relacionam com a influência do sistema 

eCB em áreas que modulam a emocionalidade, medo, ansiedade e respostas ao 

estresse, originada por um alto nível de receptores CB1 no hipocampo, amígdala, 

cortex pré-frontal e córtex cingulado anterior (HOWLETT et al., 1990; MECHOULAM; 

PARKER, 2013). O sistema eCB modula, ainda, o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA), que está altamente implicado nas respostas ao estresse (STEINER; WOTJAK, 

2008). Relacionado a isso, a disfunção do sistema límbico – composto pelo 

hipocampo, amígdala, hipotálamo e córtex pré-frontal medial – tem papel ímpar em 

diversas doenças neuropsiquiátricas relacionadas ao estresse, como depressão, 

transtorno do estresse pós-traumático e TAG (HERMAN et al., 2005). 
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Em roedores, a ativação de receptores CB1, assim como o aumento da 

concentração de eCBs como a AEA e o 2-AG, em áreas do sistema límbico como a 

amígdala, o hipotálamo, o hipocampo e a substância cinzenta periaquedutal, foram 

relacionados com respostas tipo-ansiolíticas (DANANDEH et al., 2018; KATHURIA et 

al., 2003; MARCO et al., 2004; SCHERMA et al., 2008; SCIOLINO; ZHOU; 

HOHMANN, 2011). Do mesmo modo, o bloqueio de receptores CB1, assim como a 

diminuição da concentração de AEA e 2-AG, foram relacionados com respostas tipo-

ansiogênicas (GUNDUZ-CINAR et al., 2013; HILL et al., 2005; MORENA et al., 

2016b). Esses estudos reforçam a importância do sistema eCB na modulação da 

ansiedade. 

   

1.5. CICLO ESTRAL 

 

Ciclo estral é como é denominado o ciclo reprodutivo em ratas. Ele tem 

duração média de 4 dias a partir da maturidade sexual e pode ser dividido em três 

fases: pró-estro, estro, diestro (Figura 1). Em um ciclo de 4 dias o diestro tem duração 

de 2 dias. Durante o pró-estro há aumentos dos níveis de estradiol (E2) e maturação 

dos folículos ovarianos; a ovulação ocorre entre o fim do pró-estro e início do estro, 

quando há um pico de hormônio luteinizante, que é acompanhado de um aumento de 

progesterona (P). No diestro há baixos níveis tanto de E2 como de P (MAEDA; 

OHKURA; TSUKAMURA, 2000). O anestro é considerado o período final da 

senescência reprodutiva em roedores, podendo também ser chamado de anestro 

persistente ou diestro persistente (WESTWOOD, 2008). É caracterizado por uma 

baixa de hormônios ovarianos e foi utilizado aqui para se referir à “fase” em que se 

encontram as fêmeas ovariectomizadas (OVX). 

Em mulheres, o ciclo menstrual tem duração variável, entre 26-34 dias para 

mulheres de 15 a 45 anos (GOLDMAN; HATCH, 1999), sendo composto de três fases: 

o período menstrual (com duração de cerca de 5 dias), a fase folicular (com, em média, 

14 dias) e a fase lútea (com, em média, 13 dias; ECOCHARD; GOUGEON, 2000). A 

ovulação ocorre entre a fase folicular e a fase lútea. Ainda, o padrão de flutuação 

hormonal em mulheres é diferente do observado em roedores (Figura 1; DONNER; 

LOWRY, 2013).  

Mesmo com diversas diferenças entre o ciclo menstrual e o ciclo estral, 

investigar a influência do ciclo estral na modulação eCB ajuda a esclarecer o papel 
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diferencial dos hormônios envolvidos nesses ciclos – o que tem alto valor 

translacional.   

 

 
Figura 1. Ciclo estral em roedores e ciclo menstrual em mulheres. Imagem esquemática da 

flutuação hormonal que ocorre durante as fases do ciclo estral em ratas e durante as fases do ciclo 

menstrual em humanos (modificado de DONNER; LOWRY, 2013). 
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1.6. SISTEMA ENDOCANABINOIDE E OS HORMÔNIOS OVARIANOS  

 

Em fêmeas foi relatado que a concentração de AEA e 2-AG varia de acordo 

com a fase do ciclo estral assim como com a região cerebral analisada. Na pituitária 

os níveis de AEA e 2-AG estão elevados no pró-estro, mas os mesmos se encontram 

diminuídos no hipocampo nessa mesma fase do ciclo estral. Já no hipotálamo, a 

concentração desses eCBs se encontra elevada no diestro. Quando comparado aos 

machos, os níveis de 2-AG na pituitária estavam diminuídos em relação às fêmeas 

em todas as fases do ciclo estral, assim como a AEA e 2-AG no hipotálamo. No 

entanto, a AEA encontra-se aumentada no hipocampo de machos (BRADSHAW et 

al., 2006). 

Também foi demonstrado que a densidade de receptores CBs e a afinidade 

dos ligantes por esses receptores muda de acordo com a região cerebral e com a fase 

do ciclo estral. No hipotálamo a densidade de receptores estava aumentada no 

diestro, mas a afinidade dos ligantes permaneceu inalterada; enquanto no 

prosencéfalo basal, a densidade de receptores era comparável entre machos e 

fêmeas em todas as fases do ciclo, mas a afinidade dos ligantes estava aumentada 

em machos e em fêmeas no diestro, e diminuída em fêmeas no estro (DE FONSECA 

et al., 1994). Ainda, foi demonstrado que a expressão de receptores CBs é regulada 

pelo E2, de maneira dependente da região cerebral. Foi demonstrado que o E2 exerce 

um efeito positivo na expressão de receptores CBs na amígdala, enquanto diminui a 

expressão desses receptores no hipotálamo e hipocampo. Essa quantidade maior de 

receptores na amígdala pode contribuir para uma maior sensibilidade das fêmeas aos 

efeitos tipo-ansiogênicos dos CBs (RIEBE et al., 2010).  

Nesse sentido, um estudo do nosso grupo mostrou que fêmeas apresentam 

tanto efeitos tipo-ansiolíticos como tipo-ansiogênicos com doses de Δ9-THC que são 

sub efetivas em machos (SALVIATO et al., 2021). Ainda, estudos mostraram que 

agonistas CB1 (i.e. Δ9-THC, 11-OH-THC e CP55,940) são mais potentes em fêmeas 

do que em machos em modelos de dor aguda e crônica, quanto à diminuição da 

alodinia e hiperalgesia (CRAFT, 2012; CRAFT; KANDASAMY; DAVIS, 2013; 

ROMERO et al., 2002; TSENG; CRAFT, 2001).  

Também foi demonstrado que os agonistas CB1 diminuem mais 

potentemente a atividade locomotora espontânea em fêmeas do que em machos 

(CRAFT, 2012; TSENG; CRAFT, 2001; WEED et al., 2016; WILEY et al., 2017). 
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Entretanto, um estudo mostrou que uma dose baixa de Δ9-THC foi capaz de aumentar 

a atividade locomotora em fêmeas mas não em machos (WILEY; BURSTON, 2014), 

sugerindo que as fêmeas são mais sensíveis aos efeitos dos CBs na atividade 

locomotora (COOPER; CRAFT, 2018). Em concordância, um estudo mostrou que o 

tratamento crônico com o inibidor da MAGL, JZL184, exacerbou o aumento de 

atividade resultante do estresse no início da vida em fêmeas, mas não em machos. 

Esse estudo mostrou, ainda, que o JZL184 teve efeito tipo-antidepressivo em machos 

não estressados, mas não em fêmeas (ALTEBA et al., 2020). De modo complementar, 

dois estudos independentes de Carnevali e colaboradores demonstraram que o 

tratamento com URB694 (um inibidor seletivo da FAAH) em fêmeas socialmente 

isoladas, assim como em machos que passaram por derrota social, reverte o 

comportamento tipo-depressivo observado após o estresse, de modo independente 

do ciclo estral (CARNEVALI et al., 2015, 2020).  

Com relação ao comportamento de medo condicionado, foi demonstrado que 

a inibição da FAAH ou da MAGL não modificaram o comportamento de medo em 

machos. Entretanto, em fêmeas, a inibição da FAAH prejudicou a extinção da memória 

de medo através da ativação de receptores TRPV1, enquanto a inibição da MAGL 

favoreceu respostas de medo ativas invés de passivas, através da ativação CB1 

(MORENA et al., 2021). Em conjunto esses trabalhos ressaltam a existência de 

diferenças importantes na modulação do sistema eCB entre os sexos, além da 

importância de entender essas diferenças frente à falta de estudos que as relacione 

com os hormônios e o ciclo estral em fêmeas.  
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1.7. ANSIEDADE E SISTEMA ENDOCANABINOIDE NO SEXO FEMININO  

 

O TAG é mais prevalente em mulheres – sendo elas cerca de 63% das 

pessoas com esse transtorno (OMS, 2017) – e a incidência de efeitos colaterais do 

tratamento do TAG com produtos derivados de Cannabis também é mais prevalente 

em mulheres, sendo que o sintoma mais relatado é o aumento da ansiedade (AVIRAM 

et al., 2021).  

Já foi demonstrado que o sexo, ciclo estral e os hormônios gonadais 

influenciam diversas funções não relacionadas com a reprodução, especialmente as 

respostas fisiológicas à estressores (MARCONDES et al., 1996; VIAU; MEANEY, 

1991). Os níveis basais de comportamento tipo-ansioso podem variar em um mesmo 

animal, dependendo de uma gama de fatores internos (como o sexo e o ciclo estral) 

e externos que afetam os níveis de neurotransmissores no SNC. Essa variação 

influencia a percepção da dificuldade causada por um estressor, modificando o nível 

de estimulação do sistema límbico, dos nervos simpáticos e do eixo HPA 

(MARCONDES et al., 2001). 

Foi demonstrado, em ratos, que fêmeas passam mais tempo nos braços 

abertos do LCE que machos, indicando um nível basal de comportamento tipo-ansioso 

mais baixo em fêmeas (JOHNSTON; FILE, 1991). Também foi demonstrado que ratas 

no pró-estro e estro apresentam mais tempo e entradas nos braços abertos do que 

ratas no diestro (DÍAZ-VÉLIZ, 1997), indicando que o ciclo estral per se tem efeito no 

comportamento tipo-ansioso. A flutuação dos hormônios ovarianos afeta a atividade 

neuronal através da modulação da síntese e metabolismo de neurotransmissores, 

além de influenciar na atividade e quantidade de receptores – por exemplo os 

receptores de serotonina e GABAA – onde agem compostos tipo-

ansiolíticos/ansiogênicos (MARCONDES et al., 2001). Isso também é verdade para o 

sistema eCB, onde foi demonstrado que os níveis de eCBs (BRADSHAW et al., 2006) 

assim como a quantidade de receptores CBs e a afinidade dos seus ligantes (DE 

FONSECA et al., 1994) mudam de acordo com a flutuação hormonal em ratas.  

Entretanto, a grande maioria dos estudos pré-clínicos envolvendo CBs e sua 

influência no comportamento tipo-ansioso foram feitos em machos (AVIRAM et al., 

2021), e aqueles que incluíram fêmeas, não consideram o sexo e a fase do ciclo estral 

como parâmetros nas análises (COOPER; CRAFT, 2018). 
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1.8. JUSTIFICATIVA  

 

Devido ao crescente número de evidências apontando para a importância das 

diferenças sexuais e das flutuações hormonais do ciclo estral nos efeitos do sistema 

eCB no comportamento tipo-ansioso e a deficiência de estudos pré-clínicos que 

buscam entender essas diferenças, buscamos suprir em parte essa necessidade e 

incentivar a produção científica dessa área, com intuito de preencher o vazio de 

conhecimento científico em volta do funcionamento do sistema endocanabinoide em 

fêmeas.  

 

1.9. HIPÓTESE  

 

Fêmeas respondem de forma diferente aos CBs, de modo que a AEA e o 2-

AG possivelmente tenham papéis distintos entre os sexos, sendo o 2-AG 

potencialmente mais relevante nas respostas tipo-ansiosas nas fêmeas. Ainda, essas 

diferenças parecem estar relacionadas com a fase do ciclo estral e os níveis de 

hormônios ovarianos.  
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2. OBJETIVOS 
2.1. OBJETIVO GERAL  

 

Investigar o papel da AEA e do 2-AG no comportamento tipo-ansioso em ratos 

Wistar fêmeas ciclando naturalmente e ovariectomizadas com e sem reposição 

hormonal, e comparar com machos. 

 

2.1.1. Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor da FAAH, URB597, no 

comportamento tipo-ansioso em fêmeas ciclando naturalmente.  

  Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor da MAGL, MJN110, no 

comportamento tipo-ansioso em fêmeas ciclando naturalmente.  

 Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor da FAAH, URB597, no 

comportamento tipo-ansioso em machos.  

 Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor da MAGL, MJN110, no 

comportamento tipo-ansioso em machos.  

 Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor da FAAH, URB597, no 

comportamento tipo-ansioso em fêmeas ovariectomizadas que receberam um pré-

tratamento agudo com 17β-estradiol.  

 Avaliar o efeito do tratamento com o inibidor da MAGL, MJN110, no 

comportamento tipo-ansioso em fêmeas ovariectomizadas que receberam um pré-

tratamento agudo com 17β-estradiol.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS   
3.1. ANIMAIS  

 

Foram utilizados ratos Wistar machos e fêmeas adultos, com cerca de 75 dias 

(250-350 g), obtidos no biotério do Setor de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal do Paraná (UFPR). Os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato 

(480x375x210 mm), em grupos de quatro animais por gaiola, separados por sexo. Os 

animais permaneceram em um ciclo claro-escuro de 12 h (fase clara começando às 

7:00), em temperatura controlada de 22 ± 2 ° C, com água e comida ad libitum. Todos 

os experimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais 

(CEUA) sob o número 1272, de acordo com a legislação brasileira e as diretrizes 

ARRIVE (PERCIE DU SERT et al., 2020). 

 

3.2. DROGAS  

 

As drogas utilizadas foram o inibidor da FAAH, URB597 (URB; Cayman, 

EUA), nas doses de 0.1 ou 0.3 mg/kg, diluído em NaCl 0.9% (Ph = 7.4) contendo 5% 

de Tween 80®; e o inibidor da MAGL, MJN110 (MJN; Sigma, EUA), nas doses de 1 ou 

3 mg/kg, diluído em NaCl 0.9% (pH = 7.4) contendo 10% de DMSO e 5% de Tween 

80®. As drogas foram preparadas imediatamente antes do uso e administradas 

intraperitonealmente (i.p.) em um volume de 1 ml/kg. Foi utilizado também o 17β-

estradiol (E2, 0.1 μg/kg, Sigma, EUA; ÖSTERLUND et al., 1998), diluído em óleo de 

canola. A solução foi preparada imediatamente antes do uso e administrada por via 

subcutânea (s.c.) em volume de 0.1 ml/100 g. 

As doses de URB, MNJ e E2 foram escolhidas com base na literatura que 

mostra um efeito ansiolítico do URB, ausência de efeitos do MJN em machos e 

ausência de efeitos do E2 na ansiedade em fêmeas (DANANDEH et al., 2018; 

GERRITS et al., 2005; HORST et al., 2009; ÖSTERLUND et al., 1998; SCHERMA et 

al., 2008; SERRANO et al., 2018; THORNTON et al., 2021).  
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3.3. OVARIECTOMIA  

 

A cirurgia foi realizada como previamente descrito (BRITO et al., 2016). As 

ratas foram anestesiadas com uma combinação de cetamina e xilazina (33/6.5 mg/kg, 

i.p.), em seguida foi realizada a tricotomia e assepsia da região abdominal 

(suprapúbica) com álcool iodado. Foi realizada a laparotomia na região central (2 cm) 

e em seguida as tubas uterinas foram atadas com fio de sutura reabsorvível (CatGut) 

e os ovários foram removidos junto com a gordura adjacente. A incisão foi fechada 

internamente com CatGut, e externamente com sutura de nylon. Após a cirurgia os 

animais receberam uma dose de antibiótico (7500 um/100 g de peso corporal, 

Pentabiótico Veterinário, Zoetis, Brasil) e analgésico (Cetoprofeno, 5 mg/ 100 g de 

peso corporal) por via intramuscular, e foram mantidos em observação numa caixa 

aquecida por pelo menos 2 horas. 24 horas após a cirurgia os animais receberam 

analgesia de manutenção (Ibuprofeno, 2.5 mg/100 g de peso corporal) via oral, e se 

recuperaram por 21 dias antes do teste.  

Foi descrito que a OVX causa um aumento significativo de peso corporal 

(WEGORZEWSKA et al., 2008), a tabela 1 mostra a diferença de peso entre ratas 

ciclando naturalmente, ratas pré- e pós-ovariectomia e machos. O ganho de peso pós-

ovariectomia está de acordo com o mostrado na literatura, e o peso tanto de fêmeas 

como de machos está dentro da normalidade para os padrões do biotério do setor de 

Ciências Biológicas da UFPR.  

 

TABELA 1. Comparação da média do peso dos animais experimentais 
 

 
Médias obtidas a partir dos pesos dos animais utilizados nos experimentos 1-8 no dia do teste, com 

exceção do peso pré-cirurgia, que foi obtido 21 dias antes do teste.  
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3.4. LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO  

 

O aparato consiste em dois braços abertos (50 x 10 x 0.5 cm) e dois braços 

fechados (50 x 10 x 40 cm), em forma de cruz em volta de uma plataforma central (10 

x 10 cm), feitos de madeira pintada de preto, elevados a 50 cm do chão (Figura 2). 

Os animais foram colocados na plataforma central voltados para um braço 

fechado e podiam explorar o aparato por 5 minutos. Os testes foram gravados com o 

auxílio de uma câmera posicionada acima do aparato, e analisados posteriormente 

por um experimentador treinado, cego para os grupos experimentais, que mediu o 

tempo e as entradas nos braços abertos e fechados, e o número de CAR (quando o 

animal se volta com a cabeça e pelo menos uma pata para um dos braços abertos, e 

depois retorna à sua posição original; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Esses dados 

foram utilizados para calcular a %TBA [(tempo nos braços abertos/300) x 100] e 

%EBA [entradas nos braços abertos/(entradas nos braços abertos + fechados) x 100], 

como parâmetros de comportamento tipo-ansioso. O CAR foi utilizado como um 

terceiro parâmetro de comportamento tipo-ansioso e as entradas nos braços fechados 

(EBF) foram utilizadas como parâmetro de locomoção.  

 

 
Figura 2. Labirinto em Cruz Elevado. O  aparato consiste em dois braços abertos (50 x 10 x 0.5 cm) 

e dois braços fechados (50 x 10 x 40 cm), em forma de cruz em volta de uma plataforma central (10 x 

10 cm), feitos de madeira pintada de preto, elevados a 50 cm do chão (Foto: a autora). 
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3.5. LAVADO VAGINAL 

 

O lavado vaginal foi realizado imediatamente após o teste no LCE, em todas as 

fêmeas, com o intuito de evitar a manipulação e estresse prévio nos animais. Uma 

micropipeta foi utilizada para injetar 50 μl de salina estéril no canal vaginal e coletar 

esse liquido de 2 a 3 vezes antes de ser depositado em uma lâmina de vidro. O lavado 

foi analisado utilizando um microscópio óptico (Centauro) para identificar as células 

presentes e determinar a fase do ciclo estral ou o anestro nas fêmeas OVX. Foi 

considerado que o pró-estro contém predominantemente células epiteliais nucleadas, 

enquanto o estro contém predominantemente células cornificadas anucleadas, e o 

diestro contém predominantemente leucócitos; enquanto que o anestro contém 

poucas ou nenhuma célula, ou uma quantidade grande leucócitos (Figura 3; DA SILVA 

et al., 2016; MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).  

 

 
Figura 3. Exemplos de citologia de lavado vaginal. As fotos mostram o lavado vaginal, observado 

em microscópio óptico em aumento de 100x (a barra de escala corresponde a 100 μm), de fêmeas no 

Pró-Estro (predomínio de células epiteliais nucleadas), Estro (predomínio de células epiteliais 

cornificadas), Diestro (predomínio de leucócitos) e Anestro (fêmeas OVX; poucas células presentes, 

com predomínio de leucócitos). Imagens: a autora.  
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3.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

O tamanho da amostra determinado por análise de poder foi de no mínimo 8 

animais por grupo (α = 0.05; β = 0.20 e tamanho do efeito ou Cohen's d = 1.0). O 

tamanho dos grupos era igual no delineamento experimental, mas devido ao lavado 

vaginal e separação dos grupos ser realizada após o teste, o número final de animais 

por grupo ficou maior e desigual.   

Os dados do LCE foram analisados por ANOVA de uma via para os 

experimentos com fêmeas ciclando naturalmente (resultados 2 e 6), utilizando cada 

parâmetro (%TBA, %EBA, EBF, CAR) separadamente como variável dependente e o 

tratamento como preditor categórico, individualmente para cada fase do ciclo. Para a 

análise independente do ciclo e dos machos (resultados 1, 3, 5 e 7), a ANOVA de uma 

via foi realizada da mesma maneira, incluindo todos os animais do experimento, 

enquanto para a análise por ciclo, independente do tratamento (resultados 2 e 6), os 

parâmetros foram utilizados como variável dependente e o ciclo como preditor 

categórico, incluindo somente os grupos veículo de cada experimento.  

Nos experimentos com ratas OVX os dados foram analisados por ANOVA de 

duas vias, utilizando cada parâmetro separadamente como variável dependente e o 

pré-tratamento e tratamento como preditores categóricos (resultados 4 e 8). 

Previamente a todas as análises foi assegurada a normalidade dos dados. Para 

todas as análises, quando houve significância estatística, foi utilizado o post hoc de 

Newman-Keuls para identificar as diferenças. Os resultados são expressos pela média 

± E.P.M. e o nível de significância estatística foi considerado p < 0.05. Todas as 

análises foram feitas utilizando o programa Statistica 12 (StatSoft, EUA), e os gráficos 

foram feitos utilizando o programa GraphPad Prism 8 (GraphPad, EUA).  
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3.7. DESENHO EXPERIMENTAL  

 

Todos os experimentos foram realizados entre 13h00 e 17h00, sob iluminação 

de 30 lux e temperatura ambiente de 22 ± 2 °C. Antes dos testes os animais foram 

alocados em uma sala adjacente, permanecendo por 1 h nessa sala, sob iluminação 

de 70 lux e temperatura ambiente de 22 ± 2 °C. A administração das drogas foi feita 

individualmente em uma terceira sala, nas mesmas condições da sala de alocação.  

Nos experimentos 1-3 e 5-7 os animais receberam o tratamento (veículo, URB 

ou MJN) e 30 min depois foram expostos ao aparato por 5 min. Imediatamente após 

o teste, as fêmeas (experimentos 1, 2, 5 e 6) passaram pelo lavado vaginal para 

determinar a fase do ciclo estral.   

Nos experimentos 4 e 8 as ratas receberam o pré-tratamento (veículo ou 17β-

estradiol) e 1 h 30 min depois o tratamento (veículo, URB ou MJN), e 30 min depois 

foram expostos ao aparato por 5 min. Imediatamente após o teste, as ratas passaram 

pelo lavado vaginal para confirmar o anestro.  

O desenho experimental específico está disponível esquematicamente acima 

de cada figura na sessão de resultados.  
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4. RESULTADOS 
4.1. RESULTADO 1: EFEITO DA INIBIÇÃO DA FAAH NO COMPORTAMENTO 

TIPO-ANSIOSO EM FÊMEAS CICLANDO NATURALMENTE 

 

Para avaliar os efeitos do URB597 no comportamento tipo-ansioso, 90 ratas 

foram randomicamente distribuídas em grupos experimentais que receberam URB 

(0.1 ou 0.3 mg/kg) ou veículo, 30 min antes do teste no LCE. E após o teste foram 

redistribuídas em grupos baseados na fase do ciclo estral determinada pelo lavado 

vaginal (pró-estro, estro ou diestro).  

Quando a fase do ciclo estral não foi considerada, a ANOVA de uma via 

demonstrou que não há efeito significativo do tratamento com URB na %TBA [F(2, 

87)=2.01, p=0.140], na %EBA [F(2, 87)=1.02, p=0.364], nas EBF [F(2, 87)=1.62, p=0.204] 

ou no CAR [F(2,87)=0.74, p=0.481]. Conforme observado na figura 4, o tratamento com 

URB não mudou nenhum parâmetro avaliado. 

 

 
Figura 4. Efeito da inibição da FAAH no comportamento tipo-ansioso em fêmeas ciclando 
naturalmente. O diagrama acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os 

gráficos mostram a %TBA (A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo 

(n = 28) ou URB597 nas doses de 0.1 (n = 31) ou 0.3 mg/kg (n = 31). O tratamento com URB não 

alterou nenhum dos comportamentos avaliados. Os resultados estão representados como média ± 

E.P.M. e valores individuais. 
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4.2. RESULTADO 2: AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DO CICLO ESTRAL NO 

EFEITO DA INIBIÇÃO DA FAAH NO COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO 

 

Quando separadas por fase do ciclo estral, a ANOVA de uma via mostrou 

efeito significativo do tratamento na %TBA no estro [F(2,26)=6.14, p=0.007] e diestro 

[F(2,28)=6.44, p=0.005], mas não no pró-estro [F(2,27)=0.63, p=0.537]. A ANOVA de uma 

via mostrou efeito significativo do tratamento na %EBA no estro [F(2,26)=4.613, 

p=0.019] mas não no diestro [F(2,28)=2.68, p=0.086] ou no pró-estro [F(2,27)=0.51, 

p=0.607]. O post hoc de Newman-Keuls mostrou uma diferença significativa entre as 

fêmeas no estro que receberam URB 0.3 mg/kg e o grupo controle. Como mostrado 

na Figura 5 (5A e 5B), esses animais apresentaram menor %TBA e %EBA quando 

comparados ao grupo veículo (%TBA: p=0.025; %EBA: p=0.047), sugerindo um efeito 

tipo-ansiogênico. Em contrapartida, as fêmeas no diestro que receberam URB 0.1 

mg/kg apresentaram %TBA maior que o grupo controle (p=0.002; Figura 5A), 

sugerindo um efeito tipo-ansiolítico. Não houve diferenças nas EBF no pró-estro 

[F(2,27)=0.23, p=0.793], estro [F(2,26)=0.09, p=0.916] ou no diestro [F(2,28)=2.09, 

p=0.143], sugerindo que não houve mudanças na locomoção (Figura 5C). Também 

não houve diferenças no CAR (Figura 5D) no pró-estro [F(2,27)=0.62, p=0.545], estro 

[F(2,26)=0.18, p=0.836] ou no diestro [F(2,28)=0.52, p=0.602]. 

Quando somente a fase do ciclo estral foi comparada entre os grupos veículo, 

para determinar a presença de diferenças basais causadas pelo ciclo, nenhum efeito 

foi observado [Figura 6; %TBA: F(2, 25)=1.71, p=0.201; %EBA: F(2, 25)=0.32, p=0.731; 

EBF: F(2, 25)=0.24, p=0.789; CAR: F(2, 25)=0.12, p=0.886]. Esses dados sugerem que 

os efeitos encontrados com o URB nas diferentes fases do ciclo não dependem de 

diferenças basais entre os grupos. 
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Figura 5. O efeito da inibição da FAAH no comportamento tipo-ansioso depende da fase do ciclo 
estral. O diagrama acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os gráficos 

mostram a %TBA (A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo (n = 28) 

ou URB597 nas doses de 0.1 (n = 31) ou 0.3 mg/kg (n = 31), separadas pela fase do ciclo estral (pró-

estro, estro e diestro, identificadas abaixo de cada grupo de barras para cada parâmetro). O tratamento 

com URB597 na dose 0.3 mg/kg diminuiu a %TBA e %EBA em fêmeas no estro (A e B), enquanto o 

tratamento com URB597 na dose de 0.1 mg/kg aumentou a %TBA em fêmeas no diestro (A). Os 

resultados estão representados como média ± E.P.M. e valores individuais. O * denota diferença 

estatística significativa (p < 0.05) em relação ao respectivo grupo veículo.  
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Figura 6. A fase do ciclo estral não influencia o comportamento tipo-ansioso no LCE. O diagrama 

acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os gráficos mostram a %TBA 

(A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo, separadas pela fase do 

ciclo estral [pró-estro (n = 9), estro (n = 11) e diestro (n = 8)]. A fase do ciclo estral não alterou nenhum 

dos comportamentos avaliados. Os resultados estão representados como média ± E.P.M. e valores 

individuais.  
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4.3. RESULTADO 3: AVALIAÇÃO DO EFEITO DA INIBIÇÃO DA FAAH NO 

COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO EM MACHOS 

 

Para avaliar o efeito do URB597 no comportamento tipo-ansioso, 44 ratos 

machos foram alocados randomicamente em grupos tratados com veículo (n = 15), 

URB 0.1 (n = 15) ou 0.3 mg/kg (n = 14), 30 min antes do teste no LCE.  

A ANOVA de uma via mostrou efeitos significativos do tratamento na %TBA 

[F(2, 40)=3.59, p=0.037], %EBA [F(2, 40)=5.59, p=0.007] e no CAR [F(2, 40)=8.14, p=0.001], 

mas não nas EBF [F(2, 40)=1.18, p=0.319]. Como mostrado na Figura 7A e 7B, o post 

hoc de Newman-Keuls revelou que o tratamento com URB 0.3 mg/kg aumentou 

significativamente a %TBA (p=0.029) e a %EBA (p=0.014) quando comparado com 

os controles; além disso, o tratamento com URB 0.1 mg/kg reduziu significativamente 

o CAR quando comparado com o grupo veículo (Figura 7D; p=0.004). Em conjunto, 

esses resultados sugerem um efeito tipo-ansiolítico das duas doses de URB em 

machos. Não houve efeito nas EBF, sugerindo que nenhuma das doses utilizadas 

afetou a locomoção. 

 

 
Figura 7. O efeito da inibição da FAAH no comportamento tipo-ansioso em machos. O diagrama 

acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os gráficos mostram a %TBA 

(A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de machos tratados com veículo ou URB597 nas doses de 

0.1 ou 0.3 mg/kg. O tratamento com URB597 na dose 0.3 mg/kg aumentou a %TBA e %EBA, enquanto 

o tratamento com URB597 na dose de 0.1 mg/kg diminuiu o CAR.  Os resultados são apresentados 

como média ± E.P.M e valores individuais. O * denota diferença estatística significativa (p < 0.05) em 

relação ao respectivo grupo veículo.  
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4.4. RESULTADO 4: AVALIAÇÃO DO EFEITO DA INIBIÇÃO DA FAAH NO 

COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO EM FÊMEAS OVARIECTOMIZADAS COM 

TRATAMENTO AGUDO DE 17β-ESTRADIOL  

 

Para avaliar o efeito da influência do hormônio ovariano 17β-estradiol no efeito 

do URB597 no comportamento tipo-ansioso, 59 fêmeas OVX foram randomicamente 

distribuídas nos grupos conforme o pré-tratamento (E2 0.1 μg/kg ou veículo) e o 

tratamento (veículo, URB 0.1 ou 0.3 mg/kg; n = 9-10) e testadas no LCE. 

A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo do pré-tratamento 

[F(1,53)=10.33, p=0.002] e do tratamento [F(2,53)=4.08, p=0.022] mas não da interação 

entre os dois fatores [F(2,53)=0.91, p=0.408] para a %TBA. Como observado na figura 

8A, o post hoc de Newman-Keuls descoberto mostrou um aumento significativo da 

%TBA no grupo Veh-URB 0.1 (p=0.032) quando comparado com o grupo Veh-Veh. 

Para a %EBA, houve efeito significativo do pré-tratamento [F(1,53)=10.45, p=0.002] mas 

não do tratamento [F(2,53)=1.52, p=0.228] ou da interação entre eles [F(2,53)=2.09, 

p=0.134]. Como observado na Figura 8B, o grupo Veh-URB 0.1 apresentou uma maior 

%EBA que o grupo Veh-Veh (p=0.046). Para as EBF, houve um efeito do pré-

tratamento [F(1,53)=7.80, p=0.007], mas o post hoc mostrou que não há diferenças 

significativas entre os grupos tratados e seus respectivos controles; não houve efeito 

do tratamento [F(2,53)=1.53, p=0.226] ou da interação entre pré-tratamento e 

tratamento [F(2,53)=0.79, p=0.460]. Para o CAR, houve efeito do tratamento 

[F(2,53)=6.70, p=0.002], mas o post hoc mostrou que não há diferenças significativas  

entre os grupos tratados e seus respectivos controles; não houve efeito do pré-

tratamento [F(1,53)=1.97, p=0.166] ou da interação [F(2,53)=0.20, p=0.822].  

Nos grupos Veh – que não receberam o pré-tratamento com E2 – a elevação 

da %TBA e %EBA causadas pelo tratamento com URB 0.1 mg/kg sugere um efeito 

tipo-ansiolítico, enquanto nos grupos tratados com E2 nenhum efeito do URB foi 

observado, sugerindo que o efeito tipo-ansiolítico é dependa de baixos níveis de E2.  
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Figura 8. O efeito da inibição da FAAH no comportamento tipo-ansioso depende dos níveis de 
estradiol. O diagrama acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os 

gráficos mostram a %TBA (A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo 

ou URB597 nas doses de 0.1 ou 0.3 mg/kg, separadas pelo pré-tratamento com veículo ou 17β-

estradiol (identificado abaixo de cada grupo de barras para cada parâmetro; n = 9 - 10). O tratamento 

com URB597 na dose 0.1 mg/kg aumentou a %TBA e %EBA, e diminuiu o CAR em fêmeas pré-tratadas 

com veículo. Não houve diferença significativa entre os grupos pré-tratados com E2.  O * significa que 

há diferença estatística significativa (p < 0.05) em relação ao respectivo grupo veículo.  
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4.5. RESULTADO 5: EFEITO DA INIBIÇÃO DA MAGL NO COMPORTAMENTO 

TIPO-ANSIOSO EM FÊMEAS CICLANDO NATURALMENTE 

 

Para avaliar os efeitos do MJN110 no comportamento tipo-ansioso, 88 ratas 

foram randomicamente distribuídas em grupos experimentais que receberam MJN 

(1.0 ou 3.0 mg/kg) ou veículo, 30 min antes do teste no LCE. Após o teste foram 

redistribuídas em grupos baseados na fase do ciclo estral determinada pelo lavado 

vaginal (pró-estro, estro ou diestro).  

Quando a fase do ciclo estral não foi considerada, a ANOVA de uma via não 

mostrou diferenças significativas do tratamento com MJN na %TBA [F(2,84)=2.88, 

p=0.062] e na %EBA [F(2,84)=1.22, p=0.30], mas houve um efeito significativo do 

tratamento nas EBF [F(2,84)=5.08, p=0.008] e no CAR [F(2,84)=9.87, p=0.0001]. O post 

hoc de Newman-Keuls mostrou que as fêmeas tratadas com MJN 1.0 mg/kg tiveram 

um aumento nas EBF quando comparadas ao grupo veículo (Figura 9C; p=0.015), 

sugerindo um efeito hiperlocomotor. Ainda, as fêmeas tratadas com MJN 3.0 mg/kg 

mostraram uma redução do CAR quando comparadas ao grupo veículo (Figura 9D; 

p=0.005), sugerindo um efeito tipo-ansiolítico para esse parâmetro.  
 

 

 
Figura 9. Efeito da inibição da MAGL no comportamento tipo-ansioso em fêmeas ciclando 
naturalmente. O diagrama acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os 

gráficos mostram a %TBA (A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo 

(n = 30) ou MJN110 nas doses de 1.0 (n = 26) ou 3.0 mg/kg (n = 32). O tratamento com MJN110 1.0 

mg/kg aumentou as EBF (C), enquanto o tratamento com MJN110 3.0 mg/kg diminuiu o CAR (D). Os 

resultados estão representados como média ± E.P.M. e valores individuais. O * denota diferença 

estatística significativa (p < 0.05) em relação ao respectivo grupo veículo.  
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4.6. RESULTADO 6: AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DO CICLO ESTRAL NO 

EFEITO DA INIBIÇÃO DA MAGL NO COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO 

 

Quando separadas pela fase do ciclo estral, a ANOVA de uma via mostrou 

um efeito significativo do tratamento na %TBA no estro [F(2,31)=4.19, p=0.025], mas 

não no pró-estro [F(2,27)=1.01, p=0.377] ou no diestro [F(2,19)=0.52, p=0.60]. Como 

observado na figura 10A, as fêmeas no estro que receberam MJN 3.0 mg/kg 

apresentaram a %TBA significativamente mais alta que os controles (p=0.019), 

sugerindo um efeito tipo-ansiolítico. A ANOVA de uma via não mostrou efeito 

significativo do tratamento na %EBA no pró-estro [F(2,27)=0.72, p=0.496], estro 

[F(2,31)=1.79, p=0.183] ou diestro [F(2,19)=0.05, p=0.954]. A ANOVA de uma via mostrou 

efeito significativo do tratamento nas EBF no estro [F(2,31)=3.39, p=0.047], e diestro 

[F(2,19)=3.82, p=0.040] mas não no pró-estro [F(2,27)=0.01, p=0.985], porém o post hoc 

de Newman-Keuls mostrou que não houve diferença significativa entre os grupos 

tratados e o grupo veículo nas EBF. A ANOVA de uma via mostrou efeito significativo 

do tratamento no CAR no estro [F(2,31)=6.59, p=0.004] e diestro [F(2,19)=6.97, p=0.005], 

mas não no pró-estro [F(2,27)=0.68, p=0.516]. O post hoc de Newman-Keuls mostrou 

que o tratamento com MJN 3.0 mg/kg diminuiu o CAR no estro (p=0.038) e diestro 

(p=0.036) quando comparado com os respectivos grupos controles (Figura 10D), 

sugerindo um efeito tipo-ansiolítico.  

Quando somente a fase do ciclo estral foi comparada entre os grupos veículo, 

para determinar a presença de diferenças basais causadas pelo ciclo, nenhum efeito 

foi observado [Figura 11; %TBA: F(2, 27)=1.39, p=0.267; %EBA: F(2, 27)=0.76, p=0.478; 

EBF: F(2, 27)=1.15, p=0.331; CAR: F(2, 27)=0.27, p=0.767] sugerindo que o efeito 

observado do tratamento com MJN não foi devido a diferenças basais.  
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Figura 10. O efeito da inibição da MAGL no comportamento tipo-ansioso depende da fase do 
ciclo estral. O diagrama acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os 

gráficos mostram a %TBA (A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo 

(n = 30) ou MJN110 nas doses de 1.0 (n = 26) ou 3.0 mg/kg (n = 32), separadas pela fase do ciclo 

estral (pró-estro, estro e diestro, identificadas abaixo de cada grupo de barras para cada parâmetro). O 

tratamento com MJN110 na dose 3.0 mg/kg aumentou a %TBA em fêmeas no estro (A), e diminuiu o 

CAR em fêmeas no estro e diestro (D).  Os resultados estão demonstrados como média ± E.P.M. e 

valores individuais. O * denota diferença estatística significativa (p < 0.05) em relação ao respectivo 

grupo veículo.  
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Figura 11. A fase do ciclo estral não influencia o comportamento tipo-ansioso no LCE. O 

diagrama acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os gráficos mostram a 

%TBA (A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo, separadas pela fase 

do ciclo estral [pró-estro (n = 10), estro (n = 12) e diestro (n = 6)]. A fase do ciclo estral não alterou 

nenhum dos comportamentos avaliados. Os resultados estão representados como média ± E.P.M. e 

valores individuais.  
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4.7. RESULTADO 7: AVALIAÇÃO DO EFEITO DA INIBIÇÃO DA MAGL NO 

COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO EM MACHOS 

 

Para avaliar o efeito do MJN110 no comportamento tipo-ansioso, 28 ratos 

machos foram alocados randomicamente em grupos que foram tratados com veículo 

(n = 10), MJN 1.0 mg/kg (n = 9) ou MJN 3.0 mg/kg (n = 9), 30 min antes do teste no 

LCE.  

A ANOVA de uma via não mostrou efeitos significativos do tratamento na %TBA 

[F(2, 25)=1.27, p=0.297], %EBA [F(2, 25)=0.57, p=0.573] e CAR [F(2, 25)=1.54, p=0.234], 

sugerindo que a droga não afetou os parâmetros de comportamento tipo-ansioso. 

Também não houve efeito nas EBF [F(2, 25)=1.22, p=0.311], sugerindo que o tratamento 

não afetou a locomoção. Em conjunto, esses resultados sugerem que nas doses 

testadas, a inibição da MAGL não afeta o comportamento tipo-ansioso em machos 

(Figura 12).  

 

 
Figura 12. O efeito da inibição da MAGL no comportamento tipo-ansioso em machos. O diagrama 

acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os gráficos mostram a %TBA 

(A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de machos tratados com veículo (n = 10) ou MJN110 nas 

doses de 1.0 ou 3.0 mg/kg (n = 9). O tratamento com MJN110 não alterou significativamente os 

parâmetros analisados. Os resultados são apresentados como média ± E.P.M e valores individuais.  
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4.8. RESULTADO 8: AVALIAÇÃO DO EFEITO DA INIBIÇÃO DA MAGL NO 

COMPORTAMENTO TIPO-ANSIOSO EM FÊMEAS OVARIECTOMIZADAS COM 

TRATAMENTO AGUDO DE 17β-ESTRADIOL 

 

Para avaliar o efeito da influência do hormônio ovariano 17β-estradiol no efeito 

do MJN110 no comportamento tipo-ansioso, 63 fêmeas OVX foram randomicamente 

distribuídas nos grupos de pré-tratamento (E2 0.1 μg/kg ou veículo) e tratamento 

(veículo, URB 0.1 ou 0.3 mg/kg; n = 10 - 13) e testadas no LCE. 

A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo do tratamento 

[F(2,57)=6.69, p=0.002], mas não do pré-tratamento [F(1,57)=0.03, p=0.890] ou da 

interação entre eles [F(2,57)=2.77, p=0.071], para a %TBA. O post hoc de Newman-

Keuls descoberto revelou uma diferença significativa entre o grupo E2-Veh e o grupo 

E2-MJN 1.0 (p=0.040; Figura 13A). Para a %EBA, houve efeito significativo do 

tratamento [F(2,57)=5.42, p=0.007], mas não do pré-tratamento [F(1,57)=0.10, p=0.747] 

ou da interação entre eles [F(2,57)=2.06, p=0.137]. O post hoc de Newman-Keuls 

descoberto mostrou que não houve diferença significativa entre os grupos tratados e 

os grupos veículo, entretanto, mostrou uma tendência de uma diferença entre os 

grupos E2-Veh e E2-MJN 1.0 (p=0.055). Para as EBF (Figura 13C), não houve efeito 

significativo do tratamento [F(2,57)=3.04, p=0.056], do pré-tratamento [F(1,57)=2.74, 

p=0.103] ou da interação entre eles [F(2,57)=0.58, p=0.565]. Para o CAR (Figura 13D), 

não houve efeito do tratamento [F(2,57)=0.54, p=0.583], pré-tratamento [F(1,57)=0.88, 

p=0.353], ou da interação entre eles [F(2,57)=1.11, p=0.335]. 

O tratamento com MJN 1.0 diminuiu a %TBA, e mostrou uma tendência a 

diminuir a %EBA, no grupo pré-tratado com E2, mas não nos grupos pré-tratados com 

veículo, o que indica que houve um efeito tipo-ansiogênico que é dependente de níveis 

altos de E2.  
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Figura 13. O efeito da inibição da MAGL no comportamento tipo-ansioso depende dos níveis de 
estradiol. O diagrama acima dos gráficos representa o delineamento experimental adotado. Os 

gráficos mostram a %TBA (A), a %EBA (B), as EBF (C) e o CAR (D), de fêmeas tratadas com veículo 

ou MJN110 nas doses de 1.0 ou 3.0 mg/kg, separadas pelo pré-tratamento com veículo ou 17β-

estradiol (identificado abaixo de cada grupo de barras para cada parâmetro; n = 10 - 13). O tratamento 

com MJN110 na dose 1.0 mg/kg diminuiu a %TBA e %EBA, em fêmeas pré-tratadas com E2. O * 

significa que há diferença estatística significativa (p < 0.05) em relação ao respectivo grupo veículo.  

 

TABELA 2. Resumo dos resultados obtidos  

 
OVX: Ovariectomizadas; Veh: Veículo; E2: Estradiol 
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5.  DISCUSSÃO 
 

O inibidor da FAAH, URB597, teve um efeito bifásico, dependente da dose e 

da fase do ciclo estral – sendo tipo-ansiolítico, com a dose mais baixa no diestro, e 

tipo-ansiogênico, com a dose mais alta no estro. O experimento nas fêmeas OVX 

demonstrou que o efeito tipo-ansiolíco do URB é dependente de níveis baixos de E2. 
Em machos, o tratamento com URB apresentou um efeito tipo-ansiolítico dose-

dependente.  

O inibidor da MAGL, MJN110, teve um efeito tipo-ansiolítico, parcialmente 

dependente da dose e da fase do ciclo estral – com a dose mais alta, no estro (para 

a %TBA e CAR) e diestro (para o CAR). Entretanto, o efeito tipo-ansiolíco no CAR 

estava presente também quando o ciclo estral não foi considerado. O experimento 

nas fêmeas OVX demonstrou que esse efeito é dependente de hormônios ovarianos, 

entretanto, o aumento dos níveis de E2 promoveu um efeito tipo-ansiogênico. Em 

machos, as duas doses utilizadas não apresentaram efeito.  

O efeito tipo-ansiolítico da elevação da AEA através do bloqueio da FAAH já 

é bem descrito, tanto em machos (MOREIRA et al., 2008) como em fêmeas 

(FLANNERY et al., 2018), entretanto, nunca foi relacionado com a fase do ciclo estral. 

Em condições aversivas, a atividade da FAAH está aumenta em regiões cerebrais que 

regulam as respostas tipo-ansiosas, consequentemente diminuindo os níveis de AEA. 

Foi demonstrado que a redução da sinalização da AEA em resposta à condições 

aversivas leva a estados tipo-ansiosos, enquanto a inibição da FAAH e a consequente 

melhora da sinalização da AEA reduzem o comportamento tipo-ansioso associado 

(GUNDUZ-CINAR et al., 2013; MORENA et al., 2016b). Um estudo demonstrou, 

ainda, que o efeito tipo-ansiolítico induzido pelo bloqueio da FAAH, pelo URB, foi 

abolido pelo bloqueio dos receptores CB1 (KATHURIA et al., 2003), implicando esses 

receptores no efeito tipo-ansiolítico observado.  

Quando a fase do ciclo estral não foi considerada, o tratamento com URB não 

teve efeito no comportamento tipo-ansioso nas fêmeas. Em trabalhos que 

demonstraram o efeito do URB em fêmeas (sem considerar o ciclo estral) o tratamento 

era em geral acompanhado de um estresse prévio. Foi demonstrado que o tratamento 

com URB (1 mg/kg) reverteu o comportamento tipo-ansioso associado com a 

administração de poly I:C (um agonista de receptores toll-like tipo 3, que causa 

neuroinflamação), em fêmeas (FLANNERY et al., 2018). Ainda, um estudo 
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demonstrou que o tratamento com URB (0.3 mg/kg) teve efeito positivo na memória, 

no teste de reconhecimento de objetos, em machos, mas não em fêmeas 

(HLAVACOVA et al., 2015). Esses estudos apoiam a hipótese de que o efeito tipo-

ansiolítico da inbição da FAAH em fêmeas é mais pronunciado quando existe um 

estresse prévio – e, como nosso protocolo não envolveu esse tipo de estresse, o efeito 

do URB não foi aparente quando o ciclo estral não foi considerado. Apesar disso, um 

estudo utilizando machos e fêmeas, sem distinção, demonstrou que o URB (0.1 

mg/kg) teve efeito tipo-ansiolítico (KATHURIA et al., 2003) – porém, ao não separar 

machos e fêmeas, existe a possibilidade de que esse resultado tenha sido causado 

pelo efeito nos machos, que já é bem descrito, tanto em situações estressantes 

(DANANDEH et al., 2018; VECCHIARELLI et al., 2021) como não estressantes 

(BUSQUETS-GARCIA et al., 2011; SCHERMA et al., 2008).  

Entretanto, quando separadas por fase do ciclo estral, a maior dose de URB 

(0.3 mg/kg) diminuiu a %TBA e a %EBA de fêmeas no estro, sugerindo um efeito tipo-

ansiogênico, enquanto a menor dose (0.1 mg/kg) aumentou a %TBA em fêmeas no 

diestro, sugerindo um efeito contrário, tipo-ansiolítico. Curiosamente, uma dose que é 

tipicamente relatada como ansiolítica em machos (0.3 mg/kg; DANANDEH et al., 

2018; SCHERMA et al., 2008), e que apresentou esse mesmo efeito nos nossos 

resultados, causou uma resposta contrária (tipo-ansiogênica) nas fêmeas no estro; 

enquanto a dose mais baixa foi ansiolítica, aumentando a %TBA nas fêmeas no 

diestro, e reduzindo o CAR nos machos. O resultado bifásico do URB nas fêmeas no 

estro e diestro remete ao fato de que os CBs seguem uma curva dose-resposta em 

forma de sino (GUIMARÃES et al., 1990), assim como o inibidor da FAAH (SCHERMA 

et al., 2008). Isso torna o efeito tipo-ansiolítico da dose mais alta de URB nos machos 

particularmente interessante, porque esse resultado nos mostra que, aparentemente, 

a curva em sino nas fêmeas está deslocada para a esquerda, de forma dependente 

da fase do ciclo estral, de modo que elas reagem de forma diferente dos machos com 

a mesma dose do inibidor. Um resultado parecido foi observado em um trabalho 

recente do nosso grupo, onde o tratamento com Δ9-THC teve um efeito tipo-ansiolítico 

(0.075 e 0.1 mg/kg) e tipo-ansiogênico (1.0 mg/kg) em fêmeas no LCE, mas nenhum 

efeito foi observado em machos com as mesmas doses (SALVIATO et al., 2021), 

concordando com a nossa observação de que as fêmeas reagem diferentemente dos 

machos aos efeitos de diversos CBs.  
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De forma importante, não foram observadas diferenças basais entre as fases 

do ciclo estral nos parâmetros avaliados no LCE. Assim, os efeitos encontrados com 

o tratamento com URB provavelmente dependem de outros fatores que não as 

diferenças prévias entre as fases do ciclo.  

Como os resultados com o URB parecem depender da fase do ciclo estral, e 

portanto, dos hormônios ovarianos, nós decidimos investigar o papel do 17β-estradiol 

nesse efeito, utilizando ratas OVX pré-tratadas com veículo ou E2. Nesse experimento, 

encontramos que, no grupo OVX-Veh, o tratamento com a menor dose de URB 

aumentou a %TBA e %EBA, além de diminuir o CAR, indicando um efeito tipo-

ansiolítico. Esse efeito foi muito similar ao efeito observado nas ratas no diestro – fase 

do ciclo estral onde existe uma baixa hormonal tanto de E2 como de P (FACCIO et al., 

2013), semelhante com o que acontece nas ratas OVX (ALAGWU; NNELI, 2005; 

WALF; FRYE, 2007a). Esse resultado concorda com um estudo que mostrou que o 

URB (0.1 e 0.3 mg/kg) teve efeito tipo-ansiolítico em ratas OVX (HILL; KARACABEYLI; 

GORZALKA, 2007). Porém, quando as OVX foram pré-tratadas com E2, esse efeito 

foi abolido, de modo similar às ratas no pró-estro – fase em que o nível de E2 está 

mais alto (FACCIO et al., 2013). Esses resultados indicam que o E2 tem um papel 

importante no efeito do URB e, por consequência, da AEA, sugerindo que o efeito tipo-

ansiolítico depende de níveis baixos de E2, que estão presentes tanto nas OVX-Veh 

como nas ratas no diestro. Esse resultado é contraintuitivo quando consideramos que 

já foi demonstrado que o E2 tem efeito tipo-ansiolítico (HILL; KARACABEYLI; 

GORZALKA, 2007; WALF; FRYE, 2005, 2007a, 2009), assim como o URB (HILL; 

KARACABEYLI; GORZALKA, 2007). Entretanto, a dose de E2 usada aqui (0.1 μg/kg) 

não teve efeito per se no comportamento tipo-ansioso – o objetivo de usar uma dose 

bem mais baixa do que a geralmente considerada uma dose “fisiológica” (10 μg/kg; 

GERRITS et al., 2005; HILL; KARACABEYLI; GORZALKA, 2007; HOLM et al., 2014; 

MORA; DUSSAUBAT; DÍAZ-VÉLIZ, 1996; NOMIKOS; SPYRAKI, 1988; 

PANDARANANDAKA; POONYACHOTI; KALANDAKANOND-THONGSONG, 2009; 

RIEBE et al., 2010; SIMONE; MALIVOIRE; MCCORMICK, 2015; WALF; FRYE, 2005) 

foi evitar o efeito tipo-ansiolítico per se do E2 que prejudicaria a interpretação dos 

resultados. O efeito ansiolítico do E2 é mediado por receptores CB1 (HILL; 

KARACABEYLI; GORZALKA, 2007), assim como o efeito ansiolítico da AEA 

(BUSQUETS-GARCIA et al., 2011; KATHURIA et al., 2003), além disso, a AEA é 

agonista de receptores TRPV1 (ROSS, 2003) – cuja ativação causa efeitos tipo-
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ansiogênicos (TERZIAN et al., 2009) – e sabe-se que o E2 modula a expressão tanto 

de receptores CB1 como TRPV1 no hipocampo (KUMAR et al., 2018; RIEBE et al., 

2010). A soma desses fatores pode ter causado a falta de efeito do URB nas fêmeas 

OVX-E2 – de modo que, a combinação de E2 e AEA levou a ativação completa de 

receptores CB1, desencadeando a ativação de receptores TRPV1 pela AEA restante, 

o que aboliu o efeito ansioítico da ativação CB1. Ainda, foi demonstrado que o E2 (10 

μg/kg) aboliu o efeito ansiolítico do diazepam em fêmeas OVX (NOMIKOS; SPYRAKI, 

1988), o que pode indicar que os efeitos do E2 também estejam envolvidos com os 

receptores GABAA.  

Foi demonstrado que o estresse crônico e imprevisível prejudica a sinalização 

do 2-AG (HILL et al., 2005) e que a melhora da sinalização do 2-AG em resposta ao 

bloqueio da MAGL produz efeitos tipo-ansiolíticos em condições aversivas 

(SCIOLINO; ZHOU; HOHMANN, 2011; SUMISLAWSKI; RAMIKIE; PATEL, 2011). Por 

outro lado, um estudo mostrou que inibidores da MAGL não têm efeitos no 

comportamento tipo-ansioso e que, em machos, o 2-AG não interfere nas respostas 

de medo (LOMAZZO et al., 2015). Um estudo utilizando o inibidor da MAGL, JZL184, 

demonstrou que os efeitos tipo-ansiolíticos dessa droga eram independentes de 

receptores CB1, e dependentes de receptores CB2 (BUSQUETS-GARCIA et al., 

2011). Ainda, um estudo recente demonstrou que o 2-AG atenua as respostas de 

medo através da facilitação da extinção da memória de medo em fêmeas, mas não 

em machos; enquanto o aumento da sinalização da AEA prejudicou a extinção da 

memória de medo (MORENA et al., 2021), o que indica que o 2-AG pode ter um papel 

mais relevante no controle das respostas de medo e ansiedade em fêmeas do que a 

AEA. 

Quando analisado independentemente da fase do ciclo estral, o tratamento 

com MJN na menor dose (1.0 mg/kg) aumentou as EBF, sugerindo um efeito 

hiperlocomotor para essa dose. A maior dose (3.0 mg/kg) diminuiu o CAR, indicando 

um efeito tipo-ansiolítico da droga que só foi detectável nesse parâmetro. O CAR pode 

ser mais sensível a drogas que modulam o comportamento tipo-ansioso do que os 

parâmetros de evitação (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005), sendo assim, esse 

parâmetro possivelmente detectou um efeito tipo-ansiolítico da droga, independente 

do ciclo estral. O resultado nas EBF concorda em partes com um estudo que avaliou 

o efeito do JZL184 no comportamento tipo-ansioso induzido por estresse – eles 

encontraram que, no teste de transição claro-escuro, a inibição da MAGL aumentou o 
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tempo e distância percorridos no compartimento claro, indicando um efeito tipo-

ansiolítico, além da distância total percorrida, o que pode indicar um efeito 

hiperlocomotor (BEDSE et al., 2018), entretanto, esse estudo foi feito em 

camundongos machos. A falta de efeitos nos parâmetros de evitação (%TBA e %EBA) 

pode ser um artefato da baixa aversividade do teste, uma vez que foi demonstrado 

que a inibição da MAGL só tem efeitos no comportamento tipo-ansioso em condições 

altamente aversivas (MORENA et al., 2016b), entretanto, esse estudo foi feito em 

machos, e como não há estudos que investigaram o efeito da inibição da MAGL em 

condições basais em fêmeas, não é possível afirmar que essa falta de efeito está ou 

não relacionada apenas com o sexo. 

Quando analisado por fase do ciclo estral, o tratamento com a dose mais alta 

de MJN aumentou a %TBA e diminuiu o CAR de fêmeas no estro, e diminuiu o CAR 

de fêmeas no diestro, indicando que a fase do ciclo estral interfere nos efeitos da 

inibição da MAGL, que nesse caso são tipo-ansiolíticos. O efeito no CAR, tanto no 

estro como no diestro concorda com o efeito observado nesse parâmetro quando a 

fase do ciclo estral foi desconsiderada, entretanto, a falta de efeito no pró-estro indica 

que existe a influência de hormônios ovarianos nesse efeito – possivelmente sendo 

relacionado com níveis mais baixos de E2 que estão presentes no estro e diestro, mas 

não no pró-estro (FACCIO et al., 2013). O efeito tipo-ansiolítico no estro concorda com 

essa hipótese, apontando para a razão entre os níveis de E2 e P como fator importante 

nessa modulação: uma vez que o efeito existiu no estro que é a fase em que existe 

baixo E2 e alta P, em comparação com o pró-estro, onde os níveis dos dois hormônios 

estão altos, e no diestro onde ambos estão baixos (FACCIO et al., 2013). Um estudo 

recente demonstrou que a depressão da liberação sináptica de ácido gama-

aminobutírico (GABA) na via do septo medial/ núcleo da banda diagonal e habenula 

medial é um potencial mecanismo através do qual o 2-AG exerce seus efeitos tipo-

ansiolíticos (VICKSTROM et al., 2021), ainda, a P age como um modulador positivo 

dos receptores GABAA, tendo efeito tipo-ansiolítico em diversos modelos animais 

(BITRAN; DOWD, 1996) – o que pode ter auxiliado os efeitos tipo-ansiolíticos 

observados no estro com o tratamento com MJN 3.0. 

Em machos, as duas doses utilizadas não tiveram efeitos no comportamento 

tipo-ansioso, o que concorda com a literatura, que mostra efeitos tipo-ansiolíticos nos 

machos após a inibição da MAGL somente com doses bem mais altas desse inibidor 

(MORENA et al., 2016a; SCIOLINO; ZHOU; HOHMANN, 2011; SERRANO et al., 
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2018). Outro fator que pode ter influenciado a falta de efeito do MJN em machos é o 

fato de que já foi demonstrado que o efeito da inibição da MAGL (com JZL184) só é 

observado em situações altamente aversivas (SCIOLINO; ZHOU; HOHMANN, 2011) 

– o que não foi o caso do nosso protocolo. Também foi demonstrado que o MJN nas 

doses de 10 e 20 mg/kg, não teve efeito no comportamento tipo-ansioso em machos 

em condições basais (SERRANO et al., 2018).  Entretanto, outro estudo demonstrou 

que um inibidor diferente da MAGL (o KML29) apresentou efeitos tipo-ansiolíticos em 

machos em um contexto pouco aversivo, mas não em um contexto altamente aversivo 

(MORENA et al., 2016b). Portanto, é provável que a dose do inibidor seja a 

responsável pela falta de efeitos do MJN nos machos, mas é possível que mesmo em 

doses mais altas, o inibidor ainda não tivesse efeito por causas da condição de baixa 

aversividade, como demonstrado em outros estudos (SCIOLINO; ZHOU; HOHMANN, 

2011; SERRANO et al., 2018). 

Quando investigamos a influência do E2 na ação do MJN, não encontramos 

diferenças entre os grupos OVX-Veh, para nenhuma das doses utilizadas. Como 

esperado, o resultado nas OVX-Veh segue a mesma linha do resultado das ratas no 

diestro – uma vez que ambos possuem baixos níveis tanto de E2 como P (ALAGWU; 

NNELI, 2005; FACCIO et al., 2013), fortalecendo a hipótese de que tanto os níveis de 

E2 como de P são importantes para os efeitos do MJN. Esses resultados concordam, 

também, com a hipótese de que o efeito tipo-ansiolítico da maior dose de MJN no 

estro dependeu de hormônios ovarianos, visto que esse efeito foi abolido nas OVX-

Veh. Entretanto, esse efeito não dependeu de níveis altos de E2, uma vez que, nas 

OVX-E2 não houve efeito tipo-ansiolítico com a dose mais alta. Nas OVX-E2 tratadas 

com a dose mais baixa de MJN (1.0 mg/kg) observamos um efeito tipo-ansiogênico. 

Em concordância, um estudo demonstrou que a inibição da MAGL (com JZL195) pode 

causar efeitos tipo-ansiogênicos em machos, de modo dose-dependente, e que esse 

efeito é revertido com o antagonismo dos receptores CB1 (MANDUCA et al., 2015). 

Também já foi demonstrado que o efeito tipo-ansiolítico do E2 depende de receptores 

CB1 (HILL; KARACABEYLI; GORZALKA, 2007), então é possível que a ativação de 

receptores CB1 pela combinação do aumento do 2-AG e do E2 tenha gerado um efeito 

tipo-ansiogênico semelhante ao observado por Manduca e colaboradores (MANDUCA 

et al., 2015). Ainda, um estudo recente demonstrou que o bloqueio da MAGL causou 

um aumento do comportamento tipo-ansioso em fêmeas, mas não em machos, em 

um modelo de autismo induzido pelo ácido valpróico (THORNTON et al., 2021), 
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reforçando a hipótese de que os hormônios ovarianos têm papel importante no efeito 

da modulação do sistema eCB no comportamento tipo-ansioso.  

Também, um estudo recente demonstrou que o efeito do 2-AG, diferente da 

AEA, não depende somente do agonismo CB1, mas também do CB2 (BRIANIS et al., 

2021). Pode ser que o agonismo dos receptores CB2 tenha sido um fator importante 

no efeito do MJN nas fêmeas: um estudo usando o agonista CB1/CB2, HU-210, 

demonstrou que o tratamento com essa droga gera efeitos tanto ansiolíticos como 

ansiogênicos, em ratos machos não estressados, sendo que a dose mais baixa teve 

efeito tipo-ansiolítico enquanto a dose mais alta teve efeito tipo-ansiogênico (HILL; 

GORZALKA, 2004). É possível que o efeito tipo-ansiogênico observado nas fêmeas 

OVX-E2, com a menor dose de MJN, tenha sido causado por uma ativação muito 

grande de receptores CB1 e CB2, gerando efeitos similares aos do HU-210. 

Entretanto, também é possível – considerando as doses e o pré-tratamento com E2 – 

que o efeito tipo-ansiogênico tenha sido causado por uma ativação CB1 muito alta; e 

quando a dose foi aumentada, esse efeito foi revertido após o recrutamento dos 

receptores CB2, levando à falta de efeito do MJN 3 mg/kg nas OVX-E2. 

Em suma, parece que os efeitos do MJN, nas doses baixas que foram 

utilizadas, dependem da proporção de E2 para P presente – sendo que uma maior 

proporção de E2 facilita o efeito tipo-ansiogênico, enquanto uma maior proporção de 

P facilita o efeito tipo-ansiolítico. 

Estudos sugerem que a fase do ciclo estral pode influenciar o comportamento 

das ratas no LCE (IMHOF et al., 1993; MARCONDES et al., 2001; MORA; 

DUSSAUBAT; DÍAZ-VÉLIZ, 1996), entretanto, isso não foi observado nos nossos 

experimentos. Quando comparamos os grupos veículo de cada fase do ciclo estral, 

não encontramos diferenças significativas para nenhum dos parâmetros analisados, 

tanto no experimento 2 como no experimento 6. Nossos resultados discordam dos 

trabalhos supracitados, mas concordam com outros trabalhos que demonstraram que 

a fase do ciclo estral não influencia o comportamento das ratas no LCE (BITRAN; 

HILVERS; KELLOGG, 1991; NOMIKOS; SPYRAKI, 1988).   

Foi demonstrado que os níveis de eCBs, especificamente de AEA e 2-AG, 

variam em diferentes áreas do cérebro envolvidas no comportamento tipo-ansioso e 

nas respostas ao estresse (BUCZYNSKI; PARSONS, 2010), e essas variações são 

dependentes do sexo e do ciclo estral (BRADSHAW et al., 2006; LEVINE et al., 2021). 

A densidade e afinidade dos ligantes pelos receptores CBs também variam, em 
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diversas regiões cerebrais, de modo dependente do sexo, ciclo estral e E2 (DE 

FONSECA et al., 1994; RIEBE et al., 2010). No pró-estro são observadas flutuações 

opostas e dependentes da região cerebral nos níveis de eCBs. Nessa fase, os níveis 

de AEA e 2-AG estão aumentados na pituitária e diminuídos no hipocampo 

(BRADSHAW et al., 2006). Essa é a fase do ciclo estral onde há aumento tanto de E2 

como de P (BUTCHER; COLLINS; FUGO, 1974), e foi demonstrado que ratas nessa 

fase apresentam níveis intermediários de afinidade dos ligantes pelos receptores CBs, 

e que a densidade de receptores CBs aumenta em ratas OVX tratadas com E2, mas 

é revertida quando o tratamento é combinado com P (DE FONSECA et al., 1994). 

Desse modo, essas forças opostas agindo no sistema eCB em conjunto, mantendo 

de certo modo um equilíbrio durante o pró-estro, podem explicar a falta de efeitos tanto 

do URB como do MJN nessa fase, no nosso estudo.  

No diestro, o 2-AG e a AEA estão aumentados no hipotálamo (BRADSHAW 

et al., 2006), o que provavelmente levaria a uma potenciação da sinalização eCB 

nessa região que está altamente implicada nas respostas tipo-ansiosas 

(BANNERMAN et al., 2004; BERTOGLIO; JOCA; GUIMARÃES, 2006; ENGIN; TREIT, 

2007; MCHUGH et al., 2004). Essa potenciação pode ter sido responsável pelo efeito 

tipo-ansiolítico observado com o tratamento com URB 0.1 mg/kg, que não foi 

suficiente para promover uma resposta nas outras fases ou nos machos, mas teve 

esse efeito quando a sinalização estava potencializada no diestro. 

No estro, foi demonstrado  uma diminuição da densidade de receptores CBs 

no hipotálamo e da afinidade dos ligantes no prosencéfalo límbico (DE FONSECA et 

al., 1994), além de uma diminuição do conteúdo de AEA na área cinzenta 

periaquedutal (LEVINE et al., 2021), indicando, em geral, uma sinalização eCB 

prejudicada nessa fase do ciclo. Esse prejuízo pode explicar o efeito tipo-ansiolítico 

do MJN nessa fase, mesmo quando a dose utilizada foi menor do que a usada na 

maioria dos estudos. De modo que a ligeira elevação no conteúdo de 2-AG seria 

suficiente para ativar os receptores CB1 disponíveis, gerando a resposta tipo-

ansiolítica, que já é bem descrita (KATHURIA et al., 2003). Ao mesmo tempo, pode 

explicar o efeito tipo-ansiogênico da dose mais alta de URB nessa fase. 

Possivelmente nesse estado de prejuízo da sinalização, o aumento de AEA causado 

por essa dose pode ter sido suficiente para se ligar nos receptores CB1 disponíveis e 

ainda ativar os receptores TRPV1, nos quais a AEA pode agir como agonista parcial 



57 

 

ou total (ROSS, 2003), cuja ativação causa respostas tipo-ansiogênicas 

(HAKIMIZADEH et al., 2012), como a que foi observada aqui.    

O  Cannabidiol (CBD) é um composto não psicotomimético da Cannabis que, 

diferente do Δ9-THC, tem baixa afinidade pelos receptores CBs, mas age 

preferencialmente inibindo a FAAH e aumentando os níveis endógenos de AEA (DE 

PETROCELLIS et al., 2011; LIGRESTI; DE PETROCELLIS; DI MARZO, 2016). Sua 

popularidade tem aumentando muito para o uso medicinal, uma vez que, não 

produzindo os efeitos “recreativos” do THC, sua liberação em países onde a Cannabis 

ainda é ilegal, como o Brasil, parece ser mais fácil (ZAMENGO et al., 2020).  

No contexto deste trabalho, o CBD em mulheres em idade reprodutiva 

provavelmente teria efeitos semelhantes aos observados com a inibição da FAAH. 

Considerando a flutuação dos hormônios ovarianos em mulheres, o CBD seria mais 

efetivo quando os níveis de estradiol se encontram baixos – no fim da fase lútea, na 

fase pré-menstrual e menstrual (DONNER; LOWRY, 2013; EL-TALATINI; TAYLOR; 

KONJE, 2010), de modo análogo ao observado com o URB nas fêmeas no diestro. 

Entretanto, o CBD teria potencial de causar efeitos adversos durante a fase lútea – 

quando há diminuição de estradiol e aumento de progesterona (DONNER; LOWRY, 

2013; EL-TALATINI; TAYLOR; KONJE, 2010), de modo semelhante ao observado em 

fêmeas no estro. Sua administração em mulheres no período de menopausa, porém, 

apresentaria provavelmente a maior vantagem terapêutica – uma vez que, aqui, os 

efeitos ansiolíticos mais pronunciados ocorreram nas fêmeas OVX, que apresentam 

uma deficiência hormonal semelhante à observada na menopausa (ALAGWU; NNELI, 

2005; EL-TALATINI; TAYLOR; KONJE, 2010). Em concordância, um trabalho do 

nosso grupo  mostrou que o CBD, em doses baixas, tem efeito ansiolítico e foi capaz 

de reverter os efeitos ansiogênicos do THC em fêmeas (SALVIATO et al., 2021), 

entretanto, esse efeito não foi avaliado nas diferentes fases do ciclo estral o que pode 

ter mascarado um possível efeito ansiogênico ligado à flutuação hormonal. Ainda, o 

CBD apresenta outros mecanismos de ação que não a inibição da FAAH, como o 

agonismo de receptores serotoninérgicos (5-HT1A) que contribuem para os efeitos 

ansiolíticos, mas também o agonismo de receptores TRPV1, que gera efeitos 

ansiogênicos (DE PETROCELLIS et al., 2011; PATEL et al., 2017). Então, é possível 

que o CBD tenha efeitos parecidos com o URB em fêmeas, porém mais estudos são 

necessários para compreender os efeitos do CBD em fêmeas em relação as fases do 

ciclo estral.  
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Os efeitos de um inibidor da MAGL no período da menopausa provavelmente 

não seriam tão efetivos, considerando que aqui ele não teve efeito nas fêmeas OVX. 

Porém, esse tipo de inibidor apresentaria uma vantagem em relação ao CBD (ou outro 

fármaco que iniba a FAAH) durante a fase lútea, visto que o efeito ansiolítico desse 

inibidor foi visto em fêmeas no estro. Com esse balanço delicado entre efeitos 

ansiolíticos e ansiogênicos, a melhor aposta para o tratamento da ansiedade com 

inibidores da hidrólise de eCBs, em mulheres em fase reprodutiva, seria um 

tratamento individualizado, alternando entre inibidores da FAAH e da MAGL de acordo 

com a fase do ciclo menstrual. Já para mulheres na menopausa, a inibição da FAAH 

teria efeitos mais interessantes, sem a necessidade de se ajustar à flutuação hormonal 

visto que essa já cessou (EL-TALATINI; TAYLOR; KONJE, 2010). 

 

5.1.  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Juntos, os nossos resultados reforçam que há diferenças importantes nos 

efeitos dos eCBs no comportamento tipo-ansioso entre machos e fêmeas, além de 

demonstrar como o ciclo estral influencia a sinalização eCB em fêmeas. Entender 

como o sistema eCB se relaciona com a flutuação hormonal é um passo importante 

para a criação de tratamentos para o TAG que sejam efetivos e causem menos efeitos 

colaterais em mulheres. 

Até a conclusão deste trabalho, não há estudos relacionando os níveis de 

hormônios ovarianos nas diferentes fases do ciclo estral com os níveis de eCBs em 

diferentes regiões cerebrais ligadas com o comportamento tipo-ansioso. Nossa 

intenção para o futuro é elucidar essa relação e possivelmente investigar mais a fundo 

os mecanismos através dos quais os eCBs exercem seus efeitos no comportamento 

tipo-ansioso, particularmente em fêmeas.  
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