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“Direi isto suspirando 

Em algum lugar, daqui a muito tempo: 

Dois caminhos se separavam em um bosque 

amarelo, e eu... 

Eu escolhi o menos percorrido 

E isso fez toda a diferença. ” 

 

Robert Frost - O Caminho Não Trilhado 



RESUMO 

BILIBIO, J.O. Efeito do Canabidiol sobre as consequências da exposição ao isolamento 

social prolongado em camundongos fêmeas em diferentes idades: possível envolvimento 

da via do inflamassoma de NLRP3. 2024. 119 p. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de 

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

Diversas evidências sugerem que o estresse, como o isolamento social (IS), está relacionado ao 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos, os quais acometem duas vezes mais mulheres do 

que homens. Além disso, a adolescência pode ser um período de maior suscetibilidade, visto 

que regiões cerebrais envolvidas no controle da resposta ao estresse ainda estão em 

desenvolvimento. Animais submetidos a modelos de estresse apresentam hiperativação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) e da neuroinflamação, que pode ser decorrente da ativação 

da via do inflamassoma de NLRP3. Em roedores, o canabidiol (CBD) induz efeitos tipo-

ansiolítico/antidepressivo, além de atenuar o comportamento agressivo induzido pelo IS. 

Ademais, estudos recentes observaram a inibição do inflamassoma de NLRP3 pelo CBD em 

monócitos e micróglia humana infectada por HIV. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi 

investigar o envolvimento do inflamassoma de NLRP3 frente às alterações comportamentais 

induzidas pelo IS em fêmeas adolescentes e adultas, e o possível efeito terapêutico do CBD. 

Camundongos CD-1 fêmeas (4 e 9 semanas) foram isoladas durante 33 dias, e tratadas com 

CBD (3, 10 ou 30 mg/Kg/10 mL) ou veículo (3% de Tween 80 em salina) a partir do 14º dia de 

IS até o final do experimento. Do 28º ao 33º dia, os animais foram submetidos aos seguintes 

testes comportamentais, para avaliação da locomoção, do comportamento tipo-

ansioso/depressivo e da cognição: teste do campo aberto, teste de borrifagem de sacarose, teste 

de reconhecimento de objetos, teste de alimentação suprimida pela novidade, testes de 

preferência e de interação social, e teste do nado forçado. Imediatamente após a realização do 

teste do nado forçado, os animais foram eutanasiados, as glândulas adrenais, o baço e o córtex 

pré-frontal (PFC) foram coletados para análises posteriores. A expressão gênica do NLRP3, 

ASC, caspase-1 e IL-1β dos animais adultos agrupados e isolados tratados com veículo ou CBD 

(10 mg/Kg; de acordo com os resultados comportamentais) foi avaliada por PCR em tempo 

real. O IS induziu hiperlocomoção e comportamento tipo-depressivo, caracterizado pela 

redução do tempo em autolimpeza no teste de borrifagem de sacarose em ambas as idades. O 

comportamento tipo-ansioso, caracterizado pelo aumento da latência para se alimentar no teste 

de alimentação suprimida pela novidade, aumento do tempo de interação e da preferência 

social, redução do tempo de imobilidade (nado forçado) e aumento do peso das glândulas 

adrenais foram observados apenas nas adultas. O CBD (10 mg/Kg) atenuou a hiperlocomoção 



 

 

nas adolescentes e o comportamento tipo-ansioso nas adultas, induzidos pelo IS e reduziu a 

expressão gênica de NLRP3 e ASC, nas adultas de ambas as condições. Conclui-se, portanto, 

que o IS induziu mais alterações nas fêmeas adultas do que nas adolescentes, e ainda, que o 

CBD atenuou alguns comportamentos induzidos pelo IS, e reduziu a expressão gênica de 

NLRP3 e ASC, no PFC dos animais adultos das duas condições. Até onde se sabe, este é o 

primeiro estudo a reportar a atenuação da expressão gênica do NLRP3 e da ASC no PFC de 

camundongos tratados com CBD, dando suporte a estudos futuros sobre o envolvimento do 

estresse com esses componentes. 

Palavras-chave: Estresse. Adolescência. Ansiedade. Depressão. Canabinoides.



ABSTRACT 

BILIBIO, J.O. Effect of Cannabidiol on the consequences of exposure to prolonged social 

isolation in female mice at different ages: possible involvement of the NLRP3 

inflammasome’s pathway. 2024. 119 p. Dissertation (Master’s) - Ribeirão Preto Medical 

School - University of São Paulo, 2024. 

Numerous pieces of evidence suggest that stress, such as social isolation (SI), is related to the 

development of psychiatric disorders, which affect women twice as much as men. Moreover, 

adolescence may comprehend a period of greater susceptibility, considering brain regions 

involved in the regulation of the stress response are still under development. Animals submitted 

to stress models present hyperactivation of the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis and 

increased neuroinflammation, which can be due to the activation of the NLRP3 

inflammasome’s pathway. In rodents, canabidiol (CBD) induces anxiolytic/antidepressant-like 

effects and attenuates the SI-induced aggressive behavior. Furthermore, recent studies observed 

CBD induced the inhibition of the NLRP3 inflammasome in monocytes and human microglia 

infected by HIV. Thus, this work aimed to investigate the involvement of the NLRP3 

inflammasome on behavioral alterations induced by SI in adult and adolescent female mice, 

and CBD’s possible therapeutic effect. Female CD-1 mice (4 and 9 weeks old) were isolated 

for 33 days, and treated with CBD (3, 10 or 30 mg/Kg/10 mL) or vehicle (3% Tween 80 in 

saline) from the 14th day of SI until the end of the experiment. From the 28th to the 33rd day, 

animals were submitted to the following behavioral tests, to assess locomotor activity, 

depressive/anxious-like behavior and cognition: open field test, splash test, novel object 

recognition test, novelty suppressed feeding test, social preference and social interaction tests, 

and forced swimming test. Immediately after the forced swimming test, animals were 

euthanized and the adrenal glands, spleen and prefrontal cortex (PFC) were collected for 

subsequent analysis. The gene expression of NLRP3, ASC, caspase-1 and IL-1β of adult 

grouped-housed and SI animals treated with vehicle or CBD (10 mg/Kg, according to the 

behavioral results) was assessed by real time PCR. SI induced hyperlocomotion and depressive-

like behavior, characterized by the reduced grooming time in the splash test in both ages. Only 

adult animals displayed anxious-like behavior, characterized by the increased latency to feed in 

the novelty suppressed feeding test, increased social preference and social interaction time, 

reduced immobility time (forced swimming test) and increased adrenal glands’ weights. CBD 

(10 mg/Kg) attenuated the SI induced hyperlocomotion in adolescent mice, and the anxious-

like behavior in adults, and reduced the gene expression of NLRP3 and ASC, in adult mice 

from both conditions. In conclusion, SI induced more alterations in adult than adolescent 



 

 

females, and CBD attenuated some behavioral alterations induced by SI and reduced the gene 

expression of NLRP3 and ASC in the PFC of adult animals from both conditions. To the best 

of the authors’ knowledge, this is the first study to report the reduced gene expression of NLRP3 

and ASC in the PFC of mice treated with CBD, which provides support to future studies about 

the relation of stress with these components. 

Key-words: Stress. Adolescence. Anxiety. Depression. Cannabinoids.  
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

1.1. Transtornos psiquiátricos 

De acordo com a versão mais recente do Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais: DSM-5-TR, um transtorno mental é uma síndrome que compreende 

distúrbios clinicamente significativos na cognição, regulação emocional ou comportamento de 

um indivíduo, a qual reflete uma disfunção em processos psicológicos, biológicos ou de 

desenvolvimento subjacente ao funcionamento mental (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2022). Dados recentes da Organização Mundial da Saúde estimam que cerca 

de 970 milhões de pessoas no mundo, aproximadamente 1 em cada 8 pessoas, sejam acometidas 

por um transtorno psiquiátrico, sendo os transtornos depressivos e de ansiedade os tipos mais 

comuns (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).  

O transtorno depressivo maior é uma forma de transtorno depressivo, a qual acomete 

cerca de 3,8% da população mundial (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023) e se 

manifesta através de diversos sinais e sintomas, tais como sentimentos de tristeza, vazio ou 

culpa, acompanhados de alterações no apetite, sono e na cognição, agitação psicomotora, perda 

significativa de interesse em atividades anteriormente consideradas agradáveis ou prazerosas, 

definido como anedonia e, em casos mais extremos, ideação suicida (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2022). Já transtornos de ansiedade são caracterizados pelo 

medo e ansiedade excessivos e as alterações comportamentais associadas a eles. Enquanto o 

medo se refere a uma resposta emocional a uma ameaça real ou percebida, a ansiedade se refere 

à antecipação de uma ameaça futura. Sintomas físicos desses transtornos envolvem dores de 

cabeça e de estômago e tensão muscular, enquanto alterações comportamentais costumam se 

manifestar como preocupação excessiva e persistente acerca de eventos futuros ou que resultem 

em separação, bem como uma relutância ou recusa em se expor a situações ansiogênicas 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2022). 

Estudos epidemiológicos apontam que as mulheres são duas vezes mais propensas a 

desenvolver transtornos psiquiátricos, em comparação aos homens (FERRARI et al., 2013; 

KUEHNER, 2017), no entanto a explicação para esse fenômeno permanece inconclusiva. Nesse 

contexto, divergências na constituição fisiológica, como a maior densidade de receptores de 

serotonina do tipo 5-HT1A e menor densidade de transportadores de serotonina (SERT, do 

inglês serotonin transporter) observada em mulheres (JOVANOVIC et al., 2008) e diferenças 

na resposta adaptativa ao estresse entre os sexos podem ser alguns dos mecanismos 
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responsáveis pela diferença na prevalência desses transtornos. Ademais, os hormônios sexuais 

femininos, estrógeno e progesterona, também apresentam associações com transtornos 

psiquiátricos e com a eficácia de fármacos utilizados para seu tratamento (KHAN et al., 2005; 

MA et al., 2019; THASE et al., 2005). Estudos em animais observaram que o efeito 

antidepressivo da sertralina, um inibidor da receptação de serotonina, variou em função do ciclo 

estral (KOKRAS et al., 2015) e que o estrógeno aumentou a eficácia do escitalopram, outro 

fármaco da mesma classe, em ratas ovariectomizadas (IBRAHIM et al., 2016). Ainda, a ratos 

machos e fêmeas com níveis reduzidos de estrógeno não responderam ao tratamento com 

fluoxetina (GÓMEZ et al., 2014). 

Um estudo sistemático sobre o impacto da pandemia de COVID-19 em 204 países 

identificou uma relação entre os eventos vivenciados e o aumento da prevalência de transtorno 

depressivo maior e transtornos de ansiedade, e ainda, que as mulheres e jovens foram os grupos 

mais afetados comparado a homens e idosos, respectivamente (COVID-19 MENTAL 

DISORDERS COLLABORATORS, 2021). Além do impacto direto sobre a saúde física dos 

indivíduos, esse cenário contribuiu para o surgimento e/ou agravamento de problemas sociais, 

econômicos e políticos (HOSSEINZADEH et al., 2022; NASEER et al., 2023; PEREIRA; 

MEDEIROS; BERTHOLINI, 2020). Buscando conter a transmissão viral, medidas de redução 

do contato próximo entre indivíduos foram adotadas, as quais, embora necessárias, levaram a 

um cenário de isolamento social (IS) global, cujas consequências abrangem o aumento de casos 

de violência doméstica (TELLES et al., 2021; VIEIRA; GARCIA; MACIEL, 2020) e de 

transtornos psiquiátricos (HOLM-HADULLA et al., 2023), tornando esse um importante foco 

de estudo. 

1.2. Estresse 

O conceito de homeostase foi introduzido em 1926 pelo fisiologista estadunidense 

Walter Cannon, de modo a descrever a habilidade de manter os sistemas fisiológicos 

direcionados a um equilíbrio dinâmico (DAVIES, 2016; PACÁK; PALKOVITS, 2001), o qual 

é essencial para a sobrevivência do indivíduo tendo caráter adaptativo (CHROUSOS, 2009). 

Dez anos depois, Hans Selye introduziu o termo “estresse” no campo da Medicina, até então 

utilizado no campo da Física, para descrever uma “resposta inespecífica do corpo a qualquer 

demanda” (DAVIES, 2016; PACÁK; PALKOVITS, 2001; TAN; YIP, 2018). Posteriormente, 

Chrousos e Gold expandiram o conceito de estresse, definindo-o como um estado de 

desarmonia ou de ameaça à homeostase, o qual evoca respostas tanto específicas quanto 
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inespecíficas (CHROUSOS; GOLD, 1992). Assim, atualmente entende-se que todos os 

organismos vivos mantêm um estado de homeostase, o qual é constantemente desafiado por 

fatores adversos, tanto intrínsecos quanto extrínsecos, os quais são denominados “estressores”.  

Dentre a vasta gama de estressores, encontram-se fatores físicos e psicológicos, reais ou 

aparentes, cuja magnitude e duração provocam consequências diferentes no organismo 

(CHROUSOS, 2009). O sistema nervoso central (SNC) é responsável por iniciar e regular 

muitas das respostas ao estresse, de acordo com a natureza dos estressores. Substratos neurais 

reagem tanto a estressores físicos quanto psicológicos, no entanto, ao passo que estressores 

físicos, como perda de sangue, infecção e dor induzem respostas sistêmicas imediatas, 

modificando a homeostase, estressores psicológicos, tais como estressores sociais, induzem 

respostas cerebrais baseadas em experiências prévias ou comportamentos inatos (ULRICH-

LAI; HERMAN, 2009). Os estressores também podem diferir quanto à sua duração, a qual pode 

ser aguda, através de exposições únicas ou limitadas, ou crônica, como exposições intermitentes 

ou prolongadas (PACAK et al., 1998; PACÁK; PALKOVITS, 2001). 

Visando reestabelecer a homeostase, o organismo desencadeia um repertório de 

respostas fisiológicas e comportamentais mediadas por mecanismos celulares, neuroendócrinos 

e moleculares, através de diversos órgãos e sistemas, tanto centrais quanto periféricos, 

caracterizando a resposta adaptativa ao estresse. A ativação dessas respostas, bem como as 

subsequentes alterações geradas, variam em função do tipo e duração do estímulo apresentado, 

podendo resultar no reestabelecimento da homeostase, ou a respostas deficientes ou 

exacerbadas (CHROUSOS, 2009; MCEWEN, 1999; MILISAV; POLJSAK; ŠUPUT, 2012; 

PACÁK; PALKOVITS, 2001; PITTENGER; DUMAN, 2008).  

Diversos componentes hormonais, celulares e moleculares estão relacionados à resposta 

adaptativa ao estresse. Dentre os fatores hormonais, encontram-se as catecolaminas adrenalina 

(ou epinefrina) e noradrenalina (ou norepinefrina), secretadas pela medula das glândulas 

adrenais, e reguladas pelo sistema nervoso simpático sistêmico, e os glicocorticoides, como o 

cortisol, em seres-humanos, e corticosterona, em roedores, os quais são secretados pelo córtex 

das glândulas adrenais mediante o estímulo do hormônio adrenocorticotrófico, regulado pelo 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA, do inglês hypothalamus-pituitary-adrenal axis). Esses 

hormônios possuem diferentes funções a depender do contexto de sua secreção, porém, na 

resposta aguda ao estresse, são responsáveis pela mobilização energética a favor de órgãos 

essenciais, como os envolvidos na atividade locomotora, cardiovascular e nervosa, através da 
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estimulação de processos como gliconeogênese e glicogenólise, e aumento do tônus vascular. 

Além disso, eles são capazes de inibir temporariamente funções não-essenciais, como as 

relacionadas ao crescimento, reprodução e funções imunes, para reagir ao desafio apresentado 

(PACÁK; PALKOVITS, 2001; ROBERTS; LOPEZ-DURAN, 2019).  

O estresse e o eixo HPA promovem diversos efeitos sobre o sistema imunológico, tanto 

inato quanto adquirido. Em condições fisiológicas, a ativação do eixo HPA promove o 

recrutamento de células imunes como macrófagos e leucócitos e regula a produção e liberação 

de mediadores pró e anti-inflamatórios, como as citocinas e as quimiocinas, os quais regulam 

uns aos outros através de diferentes vias, bem como do próprio eixo HPA, mantendo a 

retroalimentação negativa (CHROUSOS, 2009; MCEWEN, 2008). De forma geral, a produção 

de citocinas pró-inflamatórias, como as interleucinas IL-1β, IL-6 e IL-18, é estimulada pelas 

catecolaminas, e inibida pelos glicocorticoides (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000), no 

entanto, a observação de efeitos diversos induzidos por esses hormônios indica relações não-

lineares relacionadas a outros mecanismos modulatórios. Por exemplo, em situações de estresse 

crônico, a ativação do eixo HPA e a consequente liberação de glicocorticoides pode resultar em 

efeitos contrários aos fisiológicos, como o aumento da resposta inflamatória, particularmente 

através da indução de mediadores inflamatórios e redução de proteínas imunorregulatórias, o 

estímulo da proliferação de micróglias, células do sistema imune inato residentes no cérebro, e 

a redução da capacidade de retroalimentação negativa dos glicocorticoides, levando ao aumento 

ou redução significativa da concentração plasmática de glicocorticoides, condição que já foi 

relacionada à depressão e ao transtorno de estresse pós-traumático em humanos (BAUER et al., 

2003; BELLAVANCE; RIVEST, 2014; FRANK; WATKINS; MAIER, 2013; MCEWEN, 

2008). 

Como mencionado anteriormente, a relação entre esses elementos é complexa, e as 

consequências de suas interações dependem grandemente de fatores como o tipo e duração do 

estresse, a concentração de glicocorticoides liberada e os tecidos e células afetados (DINKEL; 

MACPHERSON; SAPOLSKY, 2003). Nesse sentido, a observação de que respostas 

inflamatórias no SNC de roedores submetidos a estímulos imunológicos, como a administração 

de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), foram exacerbadas pela exposição prévia a estressores 

agudos ou crônicos corrobora a hipótese neuroinflamatória do estresse, a qual sugere que a 

exposição a estressores induz o aumento da resposta inflamatória, podendo levar ao 

desenvolvimento de patologias como o transtorno depressivo ou transtorno de ansiedade 

(FRANK et al., 2010; MUNHOZ et al., 2006). De fato, camundongos submetidos a estressores 



26 

 

físicos, como o estresse de restrição, apresentaram aumento de mediadores inflamatórios como 

TNF-α, óxido-nítrico sintase induzível (iNOS) e IL-1β, bem como redução de proteínas 

imunorregulatórias e da proliferação de micróglias (BLANDINO et al., 2009; GARCÍA-

BUENO et al., 2008; MADRIGAL et al., 2002). Assim, uma das hipóteses acerca da modulação 

da resposta imunológica pelo estresse sugere que a exposição a altos níveis de glicocorticoides, 

como ocorrido na resposta ao estresse, é capaz de sensibilizar as células microgliais a uma 

injúria subsequente (FRANK; WATKINS; MAIER, 2013), podendo, assim, favorecer a 

neuroinflamação. Ademais, a sinalização simultânea por glicocorticoides e padrões moleculares 

associados a danos (DAMPs, do inglês damage associated molecular patterns) é capaz de 

acentuar a expressão de mediadores pró-inflamatórios, como demonstrado pela exposição de 

células mielóides humanas e murinas ao LPS, seguido por dexametasona junto de adenosina 

trifosfato (ATP), resultando no aumento da produção de IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10 

(BUSILLO; AZZAM; CIDLOWSKI, 2011).  

No que se refere ao SNC, a ativação aguda do eixo HPA leva à facilitação da formação 

de memórias e à promoção de ajustes comportamentais direcionados. Glicocorticoides, 

monoaminas e peptídeos também facilitam um processo essencial para o armazenamento de 

memórias (JOËLS, 2008), a potenciação a longo-prazo em regiões do hipocampo (HPC) como 

a CA1. Contudo, o estresse crônico ou durante períodos críticos de desenvolvimento pode 

comprometer a estrutura e função de células neurais, como a indução da atrofia dendrítica de 

neurônios localizados no córtex pré-frontal (PFC, do inglês prefrontal cortex) e na região CA3 

do HPC de roedores (RADLEY et al., 2006; SOUSA et al., 2000), bem como a inibição da 

neurogênese no giro denteado (MCEWEN, 1999) e a redução da plasticidade sináptica 

hipocampal (BODNOFF et al., 1995). Sendo assim, a ativação excessiva e/ou durante períodos 

de desenvolvimento do eixo HPA, bem como as alterações morfológicas e estruturais induzidas 

pelo estresse podem contribuir para o surgimento de transtornos psiquiátricos (SMITH; VALE, 

2006), através de alterações comportamentais relacionadas à memória (CERQUEIRA et al., 

2007) e emoções, como a ansiedade (ROS-SIMÓ; VALVERDE, 2012; SMITH et al., 2020; 

WALLACE et al., 2009; ZELIKOWSKY et al., 2018), as quais podem modular 

comportamentos futuros e respostas psicológicas a eventos estressantes (HANDA; WEISER, 

2014; MCCORMICK et al., 2010; MCCORMICK; MATHEWS, 2010).  
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 Isolamento social 

A definição de IS é tida como o estado objetivo de se ter contato mínimo com outros 

indivíduos (WENGER et al., 1996), enquanto que a solidão é descrita na literatura como um 

fenômeno subjetivo desagradável, caracterizado pela discrepância entre a quantidade desejada 

de relações sociais e a que é efetivamente alcançada (PERLMAN; PEPLAU, 1981), a percepção 

de privação social (ROOK, 1984) ou ainda como o estado subjetivo de sentimentos negativos 

associados à essa percepção (WENGER et al., 1996). O IS pode se apresentar de diversas 

formas, tanto para animais quanto para seres humanos, como exclusão, discriminação, rejeição, 

morte, ou negligência, todas capazes de induzir resposta de estresse e produzir impactos 

significativos sobre a saúde e o bem-estar do indivíduo (MATTHEWS; TYE, 2020).  

Nesse sentido, a vida em conjunto é crucial para a sobrevivência da maior parte das 

espécies sociais e, portanto, o IS predispõe o indivíduo a maiores riscos, como prejuízos na 

saúde física e mental e até mesmo maiores índices de mortalidade, inclusive em seres humanos. 

Estudos longitudinais identificaram que o IS em humanos está relacionado ao desenvolvimento 

de condições como depressão e demência, e o agravamento de doenças cardiovasculares, como 

hipertensão e acidente vascular cerebral (HAWKLEY; CACIOPPO, 2003; KARELINA et al., 

2009), além de ser identificado como um fator de risco para mortalidade em diversos estudos 

(HOLT-LUNSTAD; SMITH; LAYTON, 2010; NAITO et al., 2023; UMBERSON; MONTEZ, 

2010).  

Uma das hipóteses para esse cenário, a teoria evolutiva da solidão, criada por Cacioppo, 

pressupõe que o impacto físico e mental do IS seja mediado por mecanismos neurofisiológicos 

evolutivamente conservados, uma vez que a sobrevivência do indivíduo dependia do restante 

do grupo (CACIOPPO; CACIOPPO, 2018; CACIOPPO; CACIOPPO; BOOMSMA, 2014). 

Para tanto, a percepção da solidão/isolamento atua como um sinal aversivo, promovendo 

adaptação de diferentes sistemas visando reduzir vulnerabilidades devido a essa condição, e 

motivando a busca por contato social e reconexão (CACIOPPO; CACIOPPO; BOOMSMA, 

2014).  

A teoria de Cacioppo propõe diversas alterações induzidas pelo déficit social, sendo a 

principal delas o comportamento de hipervigilância, através do aumento de respostas associadas 

à ansiedade de modo a promover autopreservação, como a maior ativação do eixo HPA, redução 

da qualidade do sono, aumento do tônus simpático, da resposta inflamatória e de sintomas 
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depressivos (CACIOPPO; CACIOPPO, 2018). Nesse contexto, uma relação entre aumentos 

pontuais nos níveis de cortisol plasmático em adultos após queixas de solidão foi observada 

(DOANE; ADAM, 2010), embora os resultados em roedores sejam mais controversos 

(IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016; STEVENSON et al., 2019; WEISS et al., 2004). Além 

desses efeitos, em humanos observou-se alterações no volume de regiões encefálicas como o 

corpo caloso, amígdala e HPC de adolescentes após privação social durante a infância (MEHTA 

et al., 2009; TOTTENHAM et al., 2010), indicando que o IS é capaz de promover alterações 

no SNC, assim como alterações periféricas.  

Apesar das evidências existentes, estudos em seres humanos sobre os efeitos decorrentes 

do IS e os mecanismos por trás desses, muitas vezes se tornam difíceis ou inviáveis. Portanto, 

a utilização de modelos animais se torna uma alternativa valiosa, possibilitando investigações 

detalhadas através da mimetização de contextos e condições humanas, aliado ao controle de 

variáveis, algo difícil de se realizar em ensaios clínicos. Considerando que camundongos, assim 

como os seres-humanos, são animais sociais, modelos animais de IS constituem um método 

válido para investigar o impacto da privação social no comportamento e em substratos neurais 

relacionados a transtornos depressivo e de ansiedade, em especial após o contexto da pandemia 

de COVID-19. 

Na literatura, modelos animais de IS são utilizados para diversos fins, com diferentes 

protocolos, principalmente quanto à sua duração, resultando em comportamentos tipo-

depressivos (HAJ-MIRZAIAN et al., 2015; IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016), tipo-ansiosos 

(DIMONTE et al., 2023; KUMARI et al., 2016; LUKKES et al., 2009) e até mimetizando 

sintomas de esquizofrenia (POWELL; SWERDLOW, 2023). De maneira geral, camundongos 

submetidos ao IS demonstraram diversas alterações comportamentais, tais como maior 

reatividade a choques elétricos e maior resposta de medo a estímulos sonoros ameaçadores 

(SMITH et al., 2020; ZELIKOWSKY et al., 2018), prejuízos cognitivos (LI et al., 2021b; LIU 

et al., 2020b; NIU et al., 2020), comportamentos tipo-depressivos e ansiosos (KUMARI et al., 

2016; LI et al., 2021b; ROS-SIMÓ; VALVERDE, 2012; SULLENS et al., 2021) e um 

comportamento agressivo característico, denominado agressão induzida por IS (MICZEK et al., 

2001). Quanto às alterações moleculares, camundongos socialmente isolados apresentaram 

alterações na resposta do eixo HPA, com níveis basais de corticosterona plasmática reduzidos, 

com aumento significativo após a exposição ao teste da caixa claro-escuro (ROS-SIMÓ; 

VALVERDE, 2012), redução da densidade de espinhas, de prolongamentos dendríticos de 

neurônios hipocampais, bem como da expressão de proteínas envolvidas na neuroplasticidade, 
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como a proteína de densidade pós-sináptica 95 (PSD-95, do inglês postsynaptic density protein 

95), o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, do inglês brain derived neurotrophic 

factor), a proteína quinase A (PKA), a proteína de ligação responsiva ao AMPc fosforilada 

(pCREB, do inglês phosphorylated cAMP response element-binding protein) e a sinaptofisina 

(LIU et al., 2020b). Estudos reportaram ainda nesses animais expansão da população de 

monócitos, maior ativação do sistema nervoso simpático, aumento da expressão de genes pró-

inflamatórios (POWELL et al., 2013) e dos níveis proteicos hipocampais das interleucinas IL-

1β e IL-18, e do inflamassoma NLRP3, um complexo multiproteico envolvido em respostas 

inflamatórias que será melhor descrito adiante (LI et al., 2021b; NIU et al., 2020).  

Em suma, essas evidências demonstram que o IS é capaz de induzir resposta de estresse, 

e modular diversos componentes da resposta imune e inflamatória, tanto periférica quanto do 

SNC, e, assim, induzir alterações comportamentais significativas. No entanto, apesar do 

crescente número de estudos, os mecanismos exatos pelos quais o estresse por IS induz as 

alterações observadas ainda não foram completamente elucidados, e apesar das evidências de 

que o sexo biológico é capaz de influenciar a resposta ao estresse, estudos da literatura, 

incluindo a maioria dos trabalhos citados, utilizam apenas animais machos, o que resulta em 

uma lacuna nesse conhecimento. 

 Relação entre adolescência, sexo biológico e estresse 

Tanto em humanos quanto em roedores, a caracterização precisa do início e fim do 

período da adolescência é complexa, sendo frequentemente associada ao período que 

compreende a puberdade. No entanto, enquanto a puberdade se refere à maturação sexual e 

gonadal, a adolescência compreende o período de transição da infância à vida adulta, durante o 

qual ocorrem diversos processos e eventos moleculares, anatômicos, hormonais e 

comportamentais (MCCORMICK; MATHEWS, 2007; ROMEO, 2010; SPEAR, 2000). Uma 

das caracterizações mais detalhadas para esse período em roedores divide-o em três fases: 

adolescência aguda (do inglês early adolescence) ou fase pré-púbere, a qual se estende do dia 

pós-natal 21 ao 34, adolescência média (do inglês middle adolescence) ou fase periadolescente, 

do dia 34 ao 46 e adolescência tardia (do inglês late adolescence) ou fase jovem-adulta, do dia 

46 ao 59 (MARCO et al., 2011). Assim como ocorre durante os períodos pré e neonatal, as 

alterações e adaptações pelas quais o organismo passa durante a adolescência são intensas e 

complexas, podendo programar ou modular processos posteriores de desenvolvimento 

(BILBO; SCHWARZ, 2009; SPEAR, 2000). 
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Dentre essas alterações, o SNC recebe destaque, passando por extensas reorganizações 

neurais, com um intenso aumento de sinapses e receptores, seguido pela poda sináptica, 

processo que está diretamente ligado ao amadurecimento cognitivo e emocional que ocorre 

antes da vida adulta (ANDERSEN, 2003). Além disso, regiões cerebrais criticamente 

envolvidas no aprendizado, memória e processos emocionais, como o mPFC, HPC e amígdala, 

as quais apresentam elevada expressão de receptores de glicocorticoides, são extensivamente 

remodeladas durante a adolescência (MCCORMICK; MATHEWS, 2010). Nesse contexto, 

entende-se que períodos intensos de desenvolvimento, como a adolescência, apresentam maior 

sensibilidade ao estresse.  

Além do SNC, outro elemento importante na resposta ao estresse a passar por intensas 

adaptações durante a adolescência é o eixo HPA (MCCORMICK et al., 2010; ROBERTS; 

LOPEZ-DURAN, 2019). Brevemente, em animais, algumas de suas características, como a 

expressão gênica de receptores de glicocorticoides (GR) e mineralocorticoides (MR) e do 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH, do inglês corticotropin releasing hormone), são 

semelhantes às do indivíduo adulto já no desmame. No entanto, parâmetros importantes como 

o aumento das concentrações plasmáticas de globulina ligadora de corticosteroides (CBG, do 

inglês corticosteroid binding globulin) e de células responsivas a CRH na hipófise continuam 

a amadurecer ao longo da adolescência (MCCORMICK et al., 2010). A imaturidade desse eixo 

confere diferenças na resposta ao estresse entre animais adultos e adolescentes, particularmente 

no período pré-puberdade, sendo observados aumentos mais expressivos e prolongados na 

liberação de corticosterona após um estresse agudo (CRUZ; DELUCIA; PLANETA, 2008; 

MCCORMICK et al., 2010; ROMEO et al., 2004; ROMEO; KARATSOREOS; MCEWEN, 

2006). 

De fato, ratos púberes submetidos a alguns tipos de estressores apresentaram maiores 

concentrações de corticosterona plasmática, comparados a ratos adultos (ROMEO et al., 2004). 

Diversos estudos reportaram que a resposta hormonal a um estresse agudo, como choque nas 

patas ou estresse de restrição, levou mais tempo para retornar aos níveis basais em ratos machos 

e fêmeas pré-púberes (28 dias de vida) comparados a adultos (ROMEO, 2010; ROMEO et al., 

2004; ROMEO; LEE; MCEWEN, 2004). Aliado a isso, evidências de que a exposição do 

encéfalo a citocinas durante períodos críticos de desenvolvimento é capaz de sensibilizar os 

substratos neurais, alterando a maneira como as células da glia respondem a injúrias 

subsequentes, sugerem que o estresse durante a adolescência pode tornar o cérebro mais 
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vulnerável a condições neuropsiquiátricas como Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia e autismo 

(BILBO; SCHWARZ, 2009; BRENHOUSE; SCHWARZ, 2016). 

Por outro lado, a intensa plasticidade de estruturas encefálicas observada na 

adolescência também pode conferir características resilientes ao indivíduo. Estudos recentes 

têm buscado compreender os mecanismos que levam alguns indivíduos a não desenvolverem 

transtornos psiquiátricos após a exposição a estressores ou traumas, como fatores intrínsecos 

de composição genética e traços de personalidade (MALHI et al., 2019), semelhantemente à 

teoria da diátese-estresse, a qual pressupõe que transtornos psiquiátricos, como a depressão, 

resultam de predisposições genéticas aliadas à fatores ambientais como o estresse (INGRAM, 

2003). Embora a promoção de fenótipos resilientes após a exposição ao estresse durante a 

adolescência tenha sido reportada em modelos animais (COTELLA et al., 2023; KLINGER et 

al., 2019; ZHU; GRACE, 2023), as circunstâncias que medeiam esse desfecho, tanto em 

animais quanto em seres humanos, ainda estão pouco elucidadas, destacando uma importante 

lacuna no conhecimento atual. 

Além das diferenças no desenvolvimento cerebral relacionadas à idade, o sexo biológico 

é um fator importante para esses processos tanto em roedores quanto em seres humanos. De 

maneira geral, foram observadas diferenças no processo de hiperprodução e internalização de 

receptores e sinapses dopaminérgicas no corpo estriado de ratos machos e fêmeas adolescentes 

(ANDERSEN et al., 1997), assim como de substância branca e cinzenta no cérebro de 

adolescentes humanos (GIEDD et al., 1999). O volume, tamanho e a mielinização de 

determinadas regiões também passam a diferir entre os sexos quando os indivíduos adentram a 

adolescência (GIEDD et al., 1996). Interessantemente, enquanto algumas dessas divergências 

persistem até a vida adulta, outras ocorrem exclusivamente durante a adolescência. É relevante 

mencionar que nem todos esses eventos ocorrem devido ao pico de ação de hormônios sexuais, 

visto que não foram observadas diferenças na densidade de receptores dopaminérgicos estriatais 

entre ratos machos e fêmeas submetidos à castração e ovariectomia, respectivamente 

(ANDERSEN et al., 2002). Em suma, esses dados indicam a importância de trabalhos que 

avaliem alterações tanto em animais adolescentes machos quanto fêmeas, considerando as 

diferenças estruturais e de neurodesenvolvimento observadas entre os sexos biológicos durante 

esse período (SHANSKY; MURPHY, 2021). 

1.3. Canabidiol 
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Registros históricos encontrados na China indicam que a planta Cannabis sativa vem 

sendo utilizada há séculos antes de Cristo para fins medicinais, em particular como analgésico, 

anti-inflamatório, anticonvulsivante e antiemético (MECHOULAM, 2019; ZOU; KUMAR, 

2018; ZUARDI, 2006). Dentre os mais de 100 fitocanabinoides presentes na Cannabis sativa, 

o canabidiol (CBD) é considerado um de seus principais componentes, e seu principal 

componente não-psicotomimético (BITENCOURT; TAKAHASHI; CARLINI, 2021). Isolado 

em 1940, o CBD possui propriedades anti-inflamatórias (ARIAS et al., 2023; NAGARKATTI 

et al., 2009) e imunorregulatórias (NICHOLS; KAPLAN, 2020), além de induzir efeito 

ansiolítico em pacientes saudáveis submetidos a situações ansiogênicas (BOLSONI et al., 

2022a, 2022b; ZUARDI et al., 1993, 2017a), bem como em pacientes com ansiedade social 

(BERGAMASCHI et al., 2011) e promover efeitos anti-psicóticos em pacientes com 

esquizofrenia (LEWEKE et al., 2012; MCGUIRE et al., 2018). Ademais, estudos pré-clínicos 

demonstraram efeitos terapêuticos em diversos modelos, destacando-se efeitos tipo-

antidepressivo (LINGE et al., 2016; ZANELATI et al., 2010), tipo-ansiolítico (CAMPOS et al., 

2013a; FOGAÇA et al., 2018; GARCÍA-GUTIÉRREZ et al., 2020; GUIMARÃES et al., 1990), 

anti-compulsivo (CASAROTTO et al., 2010) e na redução de comportamentos defensivos em 

modelos de transtorno de estresse pós-traumático (CAMPOS; GUIMARÃES, 2009a) e de 

pânico (URIBE-MARIÑO et al., 2012), bem como de comportamento agressivo induzido por 

IS (HARTMANN et al., 2019).  

Essa ampla variedade de efeitos pode ser atribuída aos diversos mecanismos de ação do 

CBD, o qual atua tanto direta quanto indiretamente sobre diversos receptores do SNC, tais como 

os receptores canabinoides (CB) do tipo 1 e 2, receptor de potencial transiente vaniloide 1 

(TRPV1, do inglês transient receptor potential vanilloid 1) e do receptor de serotonina 5-HT1A 

(BURSTEIN, 2015; CAMPOS; GUIMARÃES, 2009b; CASAROTTO et al., 2010; FOGAÇA 

et al., 2018; HARTMANN et al., 2019; RESSTEL et al., 2009). Os receptores CB1 são 

amplamente expressos em células do SNC, tais como micróglias, astrócitos e oligodendróticos 

(LISBOA et al., 2016), e são, possivelmente, os receptores metabotrópicos mais expressos no 

cérebro de mamíferos (BUSQUETS-GARCIA; BAINS; MARSICANO, 2018). Também 

expressos em micróglias, os receptores CB2 desempenham funções importantes na regulação 

da resposta imune cerebral, através da mediação da migração, proliferação, e liberação de 

mediadores pró-inflamatórios das micróglias, e de sua função fagocítica e estado de ativação 

(LISBOA et al., 2016; MECHA et al., 2015; STELLA, 2009).  



33 

 

Além desses receptores, o CBD modula o sistema endocanabinoide, um importante 

regulador do eixo HPA (HILLARD, 2014), através da inibição da enzima amida hidrolase de 

ácido graxo (FAAH, do inglês fatty acide amide hydrolase), a qual é responsável pela 

degradação do endocanabinoide anandamida (AEA), resultando no aumento de seus níveis, o 

qual, por sua vez, ativa receptores-alvo de endocanabinoides, como os receptores CB1 e CB2 

(BISOGNO et al., 2001). Além dos efeitos sobre receptores, o CBD também promove efeitos 

neuroplásticos, como o aumento da neurogênese hipocampal e da densidade de espinhas 

dendríticas no giro denteado do hipocampo (CAMPOS et al., 2013a, 2017; FOGAÇA et al., 

2018; MORI et al., 2017), bem como do BDNF e da sinaptogênese no PFC (SALES et al., 

2019). Ressalta-se que a modulação do sistema endocanabinoide pelo CBD possui grande 

importância no combate ao estresse, uma vez que o sistema endocanabinoide regula estruturas 

envolvidas na regulação do eixo HPA (HILL; MCEWEN, 2010), como o HPC e o PFC, os 

quais são implicados na resposta adaptativa ao estresse (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).  

O potencial anti-inflamatório do CBD foi documentado por diversos estudos, sendo 

observada redução de mediadores inflamatórios, como TNF-α e IL-1β em cultura de micróglia 

murina estimulada com LPS (DOS-SANTOS-PEREIRA et al., 2020), bem como da produção 

de óxido nítrico (NO, do inglês nitric oxide) induzida por LPS em cultura de micróglias da 

linhagem BV-2 e cultura primária de micróglias de ratos (MARTÍN-MORENO et al., 2011). 

De maneira similar, modelos in vivo demonstraram que o tratamento com CBD reduziu os 

níveis proteicos de TNF-α no PFC de camundongos infectados por S. pneumoniae 

(BARICHELLO et al., 2012) e da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS, do inglês 

inducible nitric oxide synthase) e de IL-1β no hipocampo de camundongos inoculados com o 

peptídeo β-amiloide (ESPOSITO et al., 2007). Ademais, diferentes estudos demonstraram que 

o CBD induz o aumento dos níveis de IL-10, uma importante citocina anti-inflamatória 

(BORRELLI et al., 2009; ESPOSITO et al., 2007; LIU et al., 2010).  

Embora os mecanismos supracitados sejam de fundamental importância para o efeito 

anti-inflamatório do CBD, estudos recentes vêm investigando sua relação com a via do 

inflamassoma de NLRP3 (HARTMANN et al., 2022). Por exemplo, o tratamento com CBD 

reduziu a expressão gênica e os níveis proteicos da caspase-1 e IL-18 em células-tronco 

mesenquimais derivadas da gengiva de humanos (LIBRO et al., 2017), assim como a expressão 

gênica de mediadores como IL-6, IL-8, caspase-1 e NLRP3 em cultura de micróglias humanas 

infectadas com o vírus HIV-1 (ARIAS et al., 2023) e inibiu a ativação do inflamassoma NLRP3 

em monócitos humanos (LIU et al., 2020a). Também foi observada indução da autofagia em 
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células neurais tratadas com CBD (VRECHI et al., 2021), processo que está relacionado à 

neuroproteção e à inibição do inflamassoma de NLRP3 (BIASIZZO; KOPITAR-JERALA, 

2020). Ademais, uma redução significativa da expressão gênica de IL-1β e TNF-α e dos níveis 

proteicos dos componentes do inflamassoma de NLRP3, como NLRP3, ASC, caspase-1 ativa, 

pró-IL-1β e IL-1β foi observada nos hepatócitos de camundongos submetidos a uma dieta rica 

em lipídeos e colesterol, após o tratamento com CBD (HUANG et al., 2019). Além dessas 

evidências, foi demonstrado recentemente que o CBD é capaz de se ligar diretamente à enzima 

caspase-1, inibindo sua atividade em 15,7% (LIU et al., 2021). Esses dados sugerem uma 

importante relação entre o CBD e a via do inflamassoma de NLRP3 no que diz respeito à 

inflamação, que ainda permanece pouco investigada. 

1.4. Inflamassoma de NLRP3 

O sistema imune inato é considerado a primeira linha de defesa do organismo contra 

estímulos danosos que representam perigo. Para isso, diversas células do sistema imune, tais 

como macrófagos, monócitos, neutrófilos, células dendríticas e micróglias, expressam proteínas 

capazes de reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do inglês 

pathogen associated molecular patterns) e a danos (DAMPs, do inglês damage associated 

molecular patterns), chamados receptores de reconhecimento padrão (PRR, do inglês pattern 

recognition receptors). Embora cruciais para a defesa do organismo, a ativação dos PRRs pode 

resultar em uma extensa produção de citocinas, capazes de induzir respostas inflamatórias e 

causar danos teciduais (KELLEY et al., 2019; LI; WU, 2021; TAKEUCHI; AKIRA, 2010).  

Atualmente, quatro famílias de PRRs foram identificadas: receptores extracelulares 

como os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglês Toll like receptors) e receptores de lectina do 

tipo C (CLRs, do inglês C-type lectin receptors), e receptores intracelulares, como os receptores 

do tipo RIG (RLRs, do inglês, Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors) e os 

receptores do tipo NOD (NLRs, do inglês Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-

like receptors) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Os PRRs induzem respostas imunológicas e 

inflamatórias através de diversas vias, sendo uma delas a formação de complexos 

multiproteicos citosólicos chamados de inflamassomas (KELLEY et al., 2019; 

UNTERHOLZNER et al., 2010). Identificados em 2002, os inflamassomas atuam como 

sensores intracelulares e plataformas para a ativação da enzima inflamatória caspase-1, -4 e -5 

em seres humanos e -1 e -11 em camundongos, induzindo respostas inflamatórias potentes. 

Nesse contexto, embora diversos PRRs sejam capazes de identificar ambos PAMPs e DAMPs, 
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apenas algumas famílias, como os NLRs, por exemplo, são capazes de formar inflamassomas 

(KELLEY et al., 2019; SCHRODER; TSCHOPP, 2010).  

Os receptores do tipo NLR são caracterizados por sua estrutura contendo três domínios: 

um domínio carboxi-terminal rico em repetições de leucina (LRR, do inglês leucine-rich 

repeats), um domínio central ligante de nucleotídeo (NOD, do inglês nucleotide 

oligomerization domain), responsável pela ativação do inflamassoma através da 

oligomerização dependente de ATP e um domínio amino-terminal de pirina (PYD, do inglês 

pyrin domain) ou recrutador de caspase (CARD, do inglês caspase recruitment domain), cuja 

função é mediar interações proteína-proteína (SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Em sua 

conformação inativa, as regiões efetoras são bloqueadas pelo domínio LRR, o qual, ao se ligar 

a moléculas ativadoras, altera sua estrutura, expondo o domínio NOD e permitindo sua ligação 

ao ATP, culminando na oligomerização e ativação do inflamassoma (MARTINON; BURNS; 

TSCHOPP, 2002). 

Dentre as subfamílias dos NLRs, o NLRP3, foco do presente estudo, foi identificado 

como um mediador essencial da ativação da IL-1β e da IL-18 e relacionado à diferentes 

alterações comportamentais e moleculares induzidas pelo estresse (HARTMANN et al., 2022; 

IWATA et al., 2016; KELLEY et al., 2019). Presente em macrófagos e micróglias, esse 

complexo é constituído por um receptor do tipo NOD (NLRP3), uma proteína adaptadora 

associada à apoptose (ASC, do inglês apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 

domain) e a enzima efetora, caspase-1, em sua isoforma inativa, pró-caspase-1 (SCHRODER; 

TSCHOPP, 2010; SHEEDY et al., 2013). A ASC é um componente essencial para a atividade 

do inflamassoma de NLRP3, uma vez que a interação proteína-proteína entre seu domínio PYD 

com o domínio PYD do receptor NLRP3 é crítica para a ativação do inflamassoma (STUTZ et 

al., 2017; VAJJHALA; MIRAMS; HILL, 2012), e por ser responsável pelo recrutamento da 

caspase-1 (FRANCHI et al., 2009; MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002).  

Diversos PAMPs e DAMPs podem desencadear a ativação do inflamassoma de NLRP3, 

tais como o ATP, baixas concentrações de potássio intracelular, espécies reativas de oxigênio 

(ROS, do inglês reactive oxygen species), além de alguns vírus e toxinas bacterianas (IWATA; 

OTA; DUMAN, 2013; MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002; SCHRODER; TSCHOPP, 

2010), através de diferentes vias. A via canônica consiste em duas etapas: a etapa de priming e 

a de ativação, sendo necessários dois sinais para induzir a ativação do inflamassoma. Na etapa 

de priming, PAMPs e DAMPs estimulam o aumento da expressão gênica dos componentes do 
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inflamassoma de NLRP3 através da via do fator nuclear κ B (NF- κB, do inglês nuclear factor 

κ B) ou vias não-transcricionais (BAUERNFEIND et al., 2009; FRANCHI; EIGENBROD; 

NÚÑEZ, 2009; HARDER et al., 2009; LAMKANFI; KANNEGANTI, 2010; SCHRODER; 

TSCHOPP, 2010). Já na etapa de ativação, PAMPs e DAMPs induzem a junção dos 

componentes do inflamassoma, permitindo sua oligomerização e o recrutamento da pró-

caspase-1, a qual se auto-cliva em sua isoforma ativa e, por sua vez, cliva as interleucinas pró-

IL-1β e pró-IL-18 em suas formas ativas, IL-1β e IL-18, respectivamente (KELLEY et al., 2019; 

SCHRODER; TSCHOPP, 2010).  

A neuroinflamação mediada por interleucinas, em especial a IL-1β, tem sido relacionada 

com transtornos psiquiátricos e, dessa forma, o inflamassoma de NLRP3, como um modulador 

dessa citocina, também vem sendo estudado nesse contexto. Pacientes não tratados 

diagnosticados com transtorno depressivo maior apresentaram aumento da expressão gênica e 

proteica do NLRP3 e de caspase-1 em células mononucleares sanguíneas, bem como dos níveis 

séricos de IL-1β e IL-18 (ALCOCER-GÓMEZ et al., 2014), enquanto pacientes em tratamento 

com antidepressivos de diferentes classes apresentaram reduções desses efeitos (ALCOCER-

GÓMEZ et al., 2017). Similarmente, camundongos machos submetidos a 8 semanas de IS 

apresentaram alterações comportamentais como prejuízo cognitivo e comportamento tipo-

depressivo e ansioso associados ao aumento dos níveis proteicos de NLRP3, caspase-1, IL-1β 

e IL-18 no HPC (LI et al., 2021b; NIU et al., 2020). Ademais, a administração de MCC950, um 

inibidor seletivo do inflamassoma de NLRP3, durante as 3 últimas semanas do protocolo de IS 

atenuou tanto as alterações moleculares quanto as comportamentais (LI et al., 2021b).  

Resultados semelhantes foram observados em camundongos e ratos submetidos a outros 

protocolos de estresse, como estresse de restrição (ALCOCER-GÓMEZ et al., 2016; FENG et 

al., 2019), estresse crônico variado (ASHRAF et al., 2019; CAI et al., 2020; DENG et al., 2015; 

GENG et al., 2019; IWATA et al., 2016), e em modelo de privação de sono (LI et al., 2018) 

sugerindo que o NLRP3 consiste em um componente de grande importância para os processos 

de neuroinflamação decorrentes do estresse, tornando-o um alvo interessante de estudos acerca 

da neurobiologia de transtornos psiquiátricos e na busca de novos alvos terapêuticos para o 

tratamento desses transtornos. 
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2. HIPÓTESE 

Considerando a possível suscetibilidade da adolescência ao estresse, o dimorfismo 

sexual nos efeitos do estresse, aliado às evidências da ativação do inflamassoma de NLRP3 em 

regiões do SNC de camundongos submetidos ao IS crônico e aos efeitos do CBD nas respostas 

ao estresse e na atenuação de respostas neuroinflamatórias, a hipótese do presente trabalho foi 

a de que o IS seria capaz de promover alterações comportamentais através da via do 

inflamassoma de NLRP3 no SNC de camundongos fêmeas adolescentes e adultas, processo que 

poderia ser atenuado pelo tratamento crônico com CBD. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar se há alteração da via do inflamassoma de NLRP3 induzida pelo IS na 

adolescência ou vida adulta e se os possíveis efeitos do CBD em atenuar as alterações 

comportamentais do IS envolvem a modulação dessa via. 

3.2. Objetivos específicos 

 Caracterizar as alterações comportamentais decorrentes do IS em camundongos fêmeas. 

 Comparar as diferenças entre a exposição ao IS durante a adolescência e a vida adulta. 

 Avaliar a expressão gênica do NLRP3, ASC, caspase-1 e IL-1β, no PFC de animais 

submetidos a estresse por IS. 

 Analisar os efeitos induzidos pelo tratamento com CBD frente às alterações provocadas 

pelo IS. 

 Investigar o efeito do tratamento com CBD sobre a expressão gênica do NLRP3, ASC, 

caspase-1 e IL-1β, no PFC dos animais submetidos ao IS. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Animais 

Camundongos fêmeas da linhagem CD-1 (n=9-16/grupo) adultas (8 semanas, 26-33 g) 

ou adolescentes (4 semanas, 12-18 g), provenientes do biotério da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP/USP), foram utilizados para os experimentos 1 e 2, 

respectivamente. Os animais adultos foram habituados ao biotério da Disciplina de 

Farmacologia do Departamento de Ciências BioMoleculares da FCFRP/USP (biotério de 

manutenção para experimentação) durante uma semana, antes do início dos protocolos 

experimentais. Em virtude da curta duração da adolescência em roedores, período de interesse 

do estudo, e da impossibilidade de obter os animais adolescentes antes de 4 semanas de idade, 

esses não passaram por período de habituação. 

Todos os animais foram mantidos em gaiolas ventiladas, feitas de polissulfona (PSU), 

com água potável e ração ad libitum, sob condições padronizadas de temperatura (24 ± 2 ºC) e 

ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas às 6h). Os animais agrupados foram alocados em 

gaiolas conjuntas (38,6 x 25,1 x 24 cm; Alesco, Brasil) em grupos de 5-6 animais por gaiola, 

enquanto os animais isolados foram mantidos em gaiolas individuais (31,6 x 21,6 x 20,7 cm; 

Alesco, Brasil). Todos os esforços para minimizar o sofrimento animal foram realizados e todos 

os protocolos foram aprovados pelo comitê de ética da FCFRP/USP (nº 21.1.522.60.3) (Anexo 

A). 

4.2. Drogas 

Os animais receberam Canabidiol (CBD; BSPG Pharma) nas doses de 3, 10 ou 30 

mg/Kg ou veículo, ambos dissolvidos em 3% de Tween 80 em salina isotônica estéril e 

administrados no volume final de 10 mL/Kg, por via intraperitoneal (i.p.) durante 19 dias 

(HARTMANN et al., 2019). 

4.3. Modelos animais 

Os modelos animais permitem mimetizar contextos e condições humanas, e possuem a 

grande vantagem de elucidar efeitos e mecanismos que seriam difíceis de serem estudados em 

seres-humanos. A qualidade desses modelos é avaliada, principalmente, através dos critérios de 

validade, os quais vêm sendo utilizados desde 1960 (BELZUNG; LEMOINE, 2011).  
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 Protocolo de isolamento social crônico 

O protocolo de IS consistiu em alocar os animais em gaiolas transparentes de PSU, em 

grupos de 5-6 animais por gaiola (38,6x25,1x24cm), ou individualmente (31,6x21,6x20,7cm), 

durante um período de 33 dias (LUKKES et al., 2009; WALKER et al., 2019). O protocolo de 

tratamento teve início no 14º dia de IS e os testes comportamentais, realizados ao longo de 6 

dias, tiveram início no 28º dia de protocolo, durante os quais o IS não foi interrompido. 

 Protocolo de tratamento 

Como demonstrado nas Figuras 1 e 2, após 14 dias de IS, os animais passaram a receber 

veículo ou CBD nas doses de 3, 10 ou 30 mg/Kg/10 mL, diariamente, por via intraperitoneal. 

O tratamento foi realizado até o final do experimento, para evitar possível efeito de retirada, 

entre as 14h e 16h, para evitar efeitos agudos da droga nos testes. Os animais foram pesados 

em dias alternados, para correção do volume de administração.  

 Acompanhamento de peso 

A partir de sua chegada no biotério da Disciplina de Farmacologia do Departamento de 

Ciências Biomoleculares da FCFRP/USP, todos os animais passaram por avaliações semanais 

de peso corporal, ao longo do protocolo experimental, para identificar alterações no peso 

corporal induzidas pelo estresse ou pelo tratamento.  

 Acompanhamento de ciclo estral 

Considerando evidências de que protocolos de estresse são capazes de induzir alterações 

no ciclo estral de roedores (BREEN et al., 2012; XU et al., 2018), os animais adultos passaram 

por análises semanais de ciclo estral, através da técnica de lavado vaginal. A coleta consistiu, 

primeiramente, em injetar e aspirar 30 µL de salina isotônica estéril na abertura do canal vaginal 

das fêmeas. Logo em seguida, o líquido coletado foi depositado sobre uma lâmina de vidro e 

analisado a fresco. As fases do ciclo estral (pró-estro, estro, metaestro e diestro) foram 

identificadas em microscópio de luz de acordo com a diferenciação celular (CORA; 

KOOISTRA; TRAVLOS, 2015). A decisão de realizar as análises de ciclo estral semanalmente, 

e não diariamente, teve como base a referência de que coletas repetidas induzem 

comportamento tipo-depressivo em camundongos (VAROL; ESEN; KOÇAK, 2022). Dessa 

forma, as coletas foram realizadas em dias distantes para evitar interferências com o modelo de 

estresse investigado.  
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 Testes comportamentais 

4.3.5.1. Teste do campo aberto (OFT, do inglês open field test) 

O estresse pode levar a alterações psicomotoras nos animais através de alterações na sua 

locomoção. Nesse sentido, o OFT é um modelo amplamente utilizado para avaliar possíveis 

efeitos na atividade locomotora induzidos por drogas ou pelo estresse. O OFT também pode ser 

utilizado para avaliar o comportamento tipo-ansioso, uma vez que a arena utilizada no teste 

consiste em um ambiente novo para o animal (BECKER; PINHASOV; ORNOY, 2021).  

Os animais foram colocados individualmente na periferia de uma arena circular cercada 

por paredes de acrílico (30cm de diâmetro e 50cm de altura), e permitidos explorá-la livremente 

durante 20 minutos. A duração de 20 minutos foi utilizada para constituir a sessão de habituação 

do teste de reconhecimento de objetos (NOR, do inglês novel object recognition test) a ser 

realizado no dia seguinte, sendo que apenas os primeiros 5 minutos foram considerados para as 

análises comportamentais referentes ao OFT. As sessões foram gravadas e a distância total 

percorrida (m), tempo (s) no centro e a razão da distância percorrida na periferia (m) pela 

distância total percorrida (m) dos 5 primeiros minutos foram analisados através do software 

Any-Maze (V. 4.5, Stoelting, IL, USA). Ao fim de cada teste, as arenas foram limpas com 

álcool 70% a fim de eliminar pistas olfatórias. 

4.3.5.2. Teste de borrifagem de sacarose (ST, do inglês splash test) 

A anedonia, definida como a redução da capacidade de sentir prazer frente a estímulos 

usualmente prazerosos, é um dos principais sintomas do transtorno depressivo (GORWOOD, 

2008) e pode ser avaliada, em roedores, através do ST. Esse modelo se baseia no 

comportamento de autocuidado induzido pela aplicação de uma solução de sacarose (10% 

diluída em água) no dorso dos animais. A redução do comportamento de autolimpeza é 

associada ao comportamento motivacional e de autocuidado reduzido, semelhante ao observado 

no fenótipo depressivo (BECKER; PINHASOV; ORNOY, 2021).  

Para avaliação desse comportamento, a solução contendo sacarose foi aplicada no dorso 

dos animais com o auxílio de um pincel, os quais foram colocados, em seguida, em caixas de 

acrílico individuais contendo 25g de maravalha oriunda de suas respectivas caixas-casa, durante 

6 minutos. O teste foi gravado e o tempo total de autolimpeza foi cronometrado por 

experimentador cego aos grupos experimentais. 
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4.3.5.3. Teste de reconhecimento de objetos (NOR, do inglês novel object 

recognition test) 

O NOR é um teste amplamente utilizado para avaliação da capacidade de aprendizado 

e memória dos animais através do reconhecimento de um objeto novo inserido no ambiente, o 

qual se baseia na natureza exploratória inata dos roedores (ANTUNES; BIALA, 2012). O teste 

consiste em 3 sessões: aquisição, memória de curto prazo (STM, do inglês short-term memory), 

e memória de longo prazo (LTM, do inglês long-term memory). Durante a sessão de aquisição, 

os animais foram colocados individualmente em uma arena, por 5 minutos, onde foram 

previamente habituados, contendo 2 objetos idênticos (A+A). Após 1 hora, foi realizada a 

sessão de STM: os animais foram novamente colocados na arena, em que um dos objetos foi 

substituído (A+B), e permitidos explorá-los livremente por 5 minutos. Da mesma forma, após 

24 horas, a sessão de LTM foi realizada como a de STM, novamente substituindo um dos 

objetos (A+C). Para eliminar pistas olfatórias, a arena e os objetos foram limpos com álcool 

70% entre os testes de cada animal. O tempo de interação do animal com cada objeto foi 

analisado pelo software Any-Maze (V. 4.5, Stoelting, IL, USA) e o índice de discriminação foi 

calculado através da fórmula: ID=(objeto novo - objeto familiar) / (objeto familiar + objeto 

novo). A redução do tempo de interação com o objeto novo é associada ao déficit cognitivo, 

uma vez que quando expostos a um objeto novo e um familiar, os animais tendem a passar mais 

tempo explorando o objeto novo (ANTUNES; BIALA, 2012).  

4.3.5.4. Teste de preferência social (SPT, do inglês social preference test) e teste 

de interação social (SIT, do inglês social interaction test) 

Um importante aspecto comportamental dos animais é a motivação social, a qual pode 

ser influenciada por eventos estressores, particularmente estresses sociais, como o IS 

(NIESINK; VAN REE, 1982; RAMSEY et al., 2022). Nesse sentido, modelos como o SIT, o 

qual se baseia na busca por interação social na ausência de outros estímulos ou reforços, e o 

SPT, que avalia a preferência por interagir com um parceiro social ao invés de outro estímulo, 

como a comida, podem ser utilizados para avaliação da motivação social.  

Nesses testes, foi utilizada uma arena retangular (57x40x25cm) dividida em 3 câmaras 

idênticas (19x40x25cm), cujas câmaras laterais continham uma gaiola de metal (10x10x9cm), 

conforme ilustrado na Figura 1. As gaiolas de metal foram deixadas vazias durante a sessão de 

habituação, enquanto que no SPT, uma das gaiolas continha um animal-estímulo desconhecido 
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de mesma linhagem, idade e sexo, e a outra, 5 pellets de ração. Já no SIT, uma das gaiolas 

continha um animal-estímulo, enquanto a outra foi deixada vazia. Para a realização do SPT, os 

animais foram mantidos em jejum alimentar de 18h (REPPUCCI; VEENEMA, 2020).  

 

Figura 1. Representação gráfica da arena utilizada para os testes de preferência e interação social. 

Os animais foram individualmente submetidos à sessão de habituação à arena, durante 

a qual foram permitidos explorá-la por 10 minutos. Nos dias respectivos dos testes, os animais 

foram colocados individualmente na câmara central e permitidos explorar qualquer uma das 

câmaras durante 10 minutos. O tempo interagindo com cada gaiola foi cronometrado pelo 

software Any-Maze (V. 4.5, Stoelting, IL, USA) para os cálculos de preferência por interagir 

com o animal-estímulo, através da fórmula: Preferência social (%) = {[tempo interagindo com 

o animal/(tempo interagindo com o animal + tempo interagindo com a ração)]*100} e de 

interação social, através da fórmula: Interação social (%) = {[tempo interagindo com o 

animal/(tempo interagindo com o animal + tempo interagindo com a gaiola vazia)]*100}. 

4.3.5.5. Teste de alimentação suprimida pela novidade (NSFT, do inglês novelty 

suppressed feeding test) 

Sabe-se que o estresse é capaz de induzir comportamento tipo-ansioso, o qual pode ser 

avaliado por diversos testes, sendo um deles o NSFT. Esse teste consiste em submeter o animal 

a 24h de privação alimentar e, então, inseri-lo em uma caixa contendo um único pellet de ração 

em uma plataforma central focalmente iluminada. Então, analisa-se o tempo necessário para o 

animal superar o conflito entre o desejo de comer e a relutância de adentrar uma área aberta e 

iluminada, a qual é aversiva (SANTARELLI et al., 2003).  

Os animais foram colocados individualmente em uma caixa (41x34x18 cm), contendo 

quantidade de maravalha limpa suficiente para cobrir o chão e um pellet de ração sobre uma 

plataforma iluminada diretamente. A latência para o animal se alimentar foi quantificada até o 

tempo máximo de 10 minutos. Mediante a constatação de que o pellet havia sido mordido e o 
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animal havia iniciado o comportamento de alimentação, esses foram devolvidos à suas caixas-

casa, onde a latência para se alimentar foi novamente quantificada, até o tempo máximo de 5 

minutos, para normalizar possíveis alterações no apetite dos animais (FOGAÇA et al., 2018). 

A razão entre as duas latências foi calculada utilizando a fórmula: r=(latência para se alimentar 

na caixa teste/latência para se alimentar na caixa casa).  

4.3.5.6. Teste do nado forçado (FST, do inglês forced swimming test) 

O FST é um dos modelos mais utilizados para a triagem de novos compostos com efeito 

tipo-antidepressivo (PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). Para sua execução, cada 

camundongo foi colocado individualmente em um recipiente cilíndrico aberto (17 cm de 

diâmetro, 25 cm de altura) preenchido com 15 cm de água a 25 ± 1 ºC. Nesse contexto, não há 

possibilidade de fuga e o animal é forçado a nadar por 6 minutos. A água foi trocada entre cada 

animal para o controle de temperatura e evitar a influência de substâncias de alarme. A 

quantidade total de tempo que cada animal permaneceu imóvel durante a sessão foi registrada 

e posteriormente analisada por um experimentador cego aos grupos experimentais. Neste teste, 

a postura imóvel do animal reflete um estado de comportamento de desamparo e resignação 

frente a situação estressora. 

 Coleta de órgãos e estruturas 

Imediatamente após os animais saírem do teste do FST, eles foram eutanasiados com 

auxílio de guilhotina, sem anestesia prévia, para evitar interferências nas dosagens propostas. 

Em seguida, as adrenais e o baço foram removidos, dissecados e pesados. Quando apenas uma 

glândula adrenal pôde ser removida com sucesso, seu peso foi duplicado para a análise 

estatística. O PFC foi coletado por dissecação para posterior análise molecular através da 

técnica de RT-qPCR. 

4.4. Análises moleculares 

 Análise de PCR em tempo real (RT-qPCR) 

Para avaliar o efeito do IS e do tratamento com CBD na dose de 10 mg/Kg (com base 

nos resultados comportamentais) sobre a expressão gênica de componentes relacionados à via 

do inflamassoma de NLRP3, foi realizada a análise de PCR em tempo real (qPCR) para 

quantificar os genes de interesse em amostras do PFC dos animais adultos dos grupos 

Agrupado-Veículo (A-V), Agrupado-CBD 10 (A-10), Isolado-Veículo (I-V) e Isolado-CBD 10 
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(I-10). O RNA foi isolado utilizando o método de Trizol (Ambion), conforme as instruções do 

fabricante, e sua concentração foi determinada utilizando o equipamento de espectrofotometria 

Nanodrop. Para a síntese da fita complementar de DNA (cDNA) foram utilizados 50ng do RNA 

total extraído, o qual foi submetido à reação de transcriptase reversa utilizado o kit High-

Capacity Cdna Reverse Transcription Kit (Thermofisher). Para a execução da RT-qPCR foi 

utilizado o meio reacional High ROX (PCRbiosystem) e as sondas taqman para detecção dos 

genes de interesse: IL-1β (Mm00434228_m1), NLRP3 (Mm00840904_m1), caspase-1 

(Mm00438023_m1) e β-actina (4352341E). A reação foi realizada no equipamento StepOne 

Plus e a expressão gênica de cada amostra foi obtida pelo método de quantificação relativa de 

ΔΔCT. Para cada amostra o ciclo de quantificação (Cq) foi medido e subtraído pelo ciclo de 

quantificação do controle endógeno. Portanto, os resultados foram normalizados pelo método 

de 2-ΔΔCT e expressos como a indução da expressão relativa ao grupo controle, A-V. 

4.5. Delineamento experimental 

 Experimento 1 - Animais adultos 

Ao chegarem no biotério de manutenção para experimentação, os animais adultos foram 

alocados em grupos de 5-6 animais por gaiola, em gaiolas ventiladas (38,6 x 25,1 x 24 cm, 

Alesco, Brasil), e aclimatados durante uma semana. Após esse período, os animais foram 

submetidos ao OFT para determinação das medidas basais de atividade locomotora e 

comportamento tipo-ansioso, seguido do ST para determinação do comportamento tipo-

depressivo basal. De modo a normalizar diferenças basais na atividade locomotora, os animais 

foram distribuídos entre os grupos experimentais de acordo com a distância total percorrida no 

OFT. Na sequência, os animais foram alocados em gaiolas de PSU, transparentes e ventiladas 

individualmente (isolados) ou em grupos de 5-6 animais por gaiola (agrupados), onde foram 

mantidos durante 33 dias, até o fim dos testes comportamentais. A avaliação do peso corporal 

foi realizada na chegada dos animais (dia -7), e nos dias 1, 7, 14, 28 e 33 do protocolo 

experimental. A coleta de lavado vaginal foi realizada nos dias 7, 14, 21, 28 e 33 do protocolo 

experimental. 

A partir do 14º dia após o início do IS, os animais passaram a receber, diariamente, no 

período vespertino, os respectivos tratamentos (veículo ou CBD nas doses de 3, 10 ou 30 

mg/Kg; i.p.). Os testes comportamentais foram iniciados no 28º dia do protocolo experimental, 

e seguiram a sequência descrita abaixo (Figura 1). No dia 33, os animais foram eutanasiados 
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imediatamente após o FST, com auxílio de guilhotina, sem anestesia prévia. As estruturas foram 

coletadas conforme descrito no item 4.3.6 para posterior análise molecular. 

 

Figura 2. Delineamento experimental do experimento 1. A) Representação gráfica do delineamento 

experimental do experimento 1. B) Grupos experimentais do experimento 1. P: avaliação do peso 

corporal; LV: lavado vaginal; OFT: teste do campo aberto (do inglês open field test); ST: splash test; 

NOR: teste de reconhecimento de objetos (do inglês novel object recognition test); SPT: teste de 

preferência social (do inglês social preference test); NSFT: teste de alimentação suprimida pela 

novidade (do inglês novelty suppressed feeding test); SIT: teste de interação social (do inglês social 

interaction test); FST: teste do nado forçado (do inglês forced swimming test); CBD: canabidiol; PFC: 

córtex pré-frontal (do inglês prefrontal cortex).  

 Experimento 2 - Animais adolescentes 

Conforme mencionado anteriormente, em razão da impossibilidade de obter os animais 

antes de completarem 4 semanas de idade, não foi possível submetê-los ao período de 

aclimatação específico e aos testes comportamentais basais. Dessa forma, ao chegarem no 

biotério de manutenção para experimentação, os animais adolescentes foram pesados, 

distribuídos aleatoriamente entre os grupos experimentais e imediatamente alocados em gaiolas 

conjuntas (5-6 animais por gaiola) ou individuais. O peso dos animais foi avaliado nos dias 1, 

7, 14, 21, 28 e 33 do protocolo experimental. 

A partir do 14º dia do protocolo experimental, os animais passaram a receber veículo ou 

CBD (3, 10 ou 30 mg/Kg) por via i.p., todas as tardes. A partir do 28º dia, os testes 

comportamentais foram iniciados, de acordo com a ordem representada abaixo (Figura 2). No 
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dia 33, os animais foram eutanasiados imediatamente após o FST, com auxílio de guilhotina, 

sem anestesia prévia. As estruturas foram coletadas conforme descrito no item 4.3.6. 

 

Figura 3. Delineamento experimental do experimento 2. A) Representação gráfica do delineamento 

experimental do experimento 2. B) Grupos experimentais do experimento 2. OFT: teste do campo aberto 

(do inglês open field test); ST: splash test; NOR: teste de reconhecimento de objetos (do inglês novel 

object recognition test); SPT: teste de preferência social (do inglês social preference test); NSFT: teste 

de alimentação suprimida pela novidade (do inglês novelty suppressed feeding test); SIT: teste de 

interação social (do inglês social interaction test); FST: teste do nado forçado (do inglês forced 

swimming test); CBD: canabidiol; PFC: córtex pré-frontal (do inglês prefrontal cortex).  

4.6. Análise estatística 

Os dados referentes aos testes comportamentais foram analisados por análise de 

variância de duas vias (2-way ANOVA), com a condição (IS) e o tratamento (veículo, CBD 3, 

CBD 10 e CBD 30) como fatores independentes. Quando identificado efeito de interação entre 

os fatores, os dados foram submetidos à análise de comparações múltiplas pelo pós-teste de 

Tukey.  

Quando identificados efeitos principais de condição ou tratamento na ausência de 

interação entre os fatores, foi realizada análise da distribuição dos valores pelo teste de Shapiro-

Wilk, para verificar se os valores obedeciam a distribuição normal, e ao teste de homogeneidade 

de variâncias de Fisher ou Brown-Forsythe, de acordo com o número de grupos analisados. 
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Dados normais e homogêneos foram comparados pelo teste t de Student, para avaliação do 

efeito de condição entre os grupos Agrupado-Veículo (A-V) e Isolado-Veículo (I-V), ou análise 

de variância de uma via (One-way ANOVA), para avaliar o efeito principal de tratamento 

através da comparação dos grupos tratados com CBD com seus respectivos grupos controle, 

dentro de cada condição, separadamente. Dados não-homogêneos, mas com a distribuição 

normal, foram analisados pelo teste t de Student com a correção de Welch ou ANOVA de uma 

via com a correção de Brown-Forsythe. Dados que não obedecessem a distribuição normal, 

foram analisados por teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, para avaliar os efeitos de 

condição e tratamento, respectivamente. Quando identificada diferença entre os grupos pela 

ANOVA de uma via, ou pelo teste de Kruskal-Wallis, os dados foram comparados pelo pós-

teste de Dunnett, ou Dunn, respectivamente.  

Os dados de cada teste foram submetidos uma única vez à análise de valores extremos 

(outliers) através do método de ROUT (Q=1%). Os valores identificados como outliers foram 

excluídos daquela análise e do cálculo da estatística Z. 

Foi realizada análise de correlação de Spearman entre os fatores: peso corporal, dose de 

CBD administrada (0, 3, 10 ou 30) e semana do protocolo experimental, para identificar 

influências do período do experimento ou do tratamento com CBD sobre o peso dos animais.  

Todos os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média. O nível de 

significância estatística assumido foi de 95% (p ≤ 0,0500) e os limites de tendência estatística 

utilizados foram 0,0500 > p ≥ 0,0999. As análises foram conduzidas através do software 

GraphPad Prism (versão 9). 

 Análise comportamental através da estatística Z 

Visando reduzir a variabilidade amostral e gerar um valor geral referente a quão 

emocionalmente afetados os animais se encontravam, foi calculado o Z-score, utilizando a 

fórmula ilustrada na Figura 3 (GUILLOUX et al., 2011).  

 

Figura 4. Equação utilizada para o cálculo da estatística Z. 
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Os parâmetros utilizados para esta análise estão representados na Tabela 1. Uma vez 

que os dados obtidos no NOR não refletem o estado emocional dos animais, e sim sua 

capacidade cognitiva, esses não foram utilizados para esta análise.  

Tabela 1- Parâmetros dos testes comportamentais utilizados no cálculo da estatística Z 

Teste comportamental Parâmetro utilizado 

OFT 
Distância percorrida na periferia (%) 

Tempo no centro (s) 

ST Tempo de autolimpeza (s) 

SPT Tempo de interação com o animal estímulo (s) 

NSFT Latência para se alimentar na caixa teste (s) 

SIT Tempo de interação com o animal estímulo (s) 

FST Tempo de imobilidade nos últimos 4 minutos (s) 

Fonte: Elaborada pelos autores. 

Foi calculada a média dos valores de Z dos dois parâmetros do OFT para obtenção do 

valor de Z referente a este teste. Em seguida, foi realizada a média dos valores de Z dos demais 

testes comportamentais, para cada animal, individualmente, para obtenção do valor do Z-score 

geral de cada animal. Este cálculo está representado na Figura 4. A dimensionalidade adotada 

correspondeu a quanto menores os valores de Z-geral, menos emocionalmente afetados os 

animais estavam. 

 

Figura 5. Equação do valor de Z geral. OFT: teste do campo aberto (do inglês open field test); ST: 

splash test; SPT: teste de preferência social (do inglês social preference test); NSFT: teste de 

alimentação suprimida pela novidade (do inglês novelty suppressed feeding test); SIT: teste de interação 

social (do inglês social interaction test); FST: teste do nado forçado (do inglês forced swimming test). 
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5. RESULTADOS 

5.1. Experimento 1 - Avaliação dos efeitos do estresse de isolamento social e do 

tratamento com CBD em camundongos fêmeas adultas 

 Testes comportamentais 

5.1.1.1. Teste do campo aberto (OFT, do inglês open field test) 

Em relação à distância total percorrida, não foram identificadas diferenças entre os 

grupos antes do início do experimento (interação: F (3, 102) = 0,08883, p=0,9660; condição: F (1, 

102) = 0,1596, p=0,6904; tratamento: F (3, 102) = 0,3129, p=0,8160; Fig. 6A), indicando uma 

atividade locomotora basal similar entre os animais nos diferentes grupos experimentais. Por 

outro lado, após o IS, apesar de não haver interação entre os fatores (F (3, 99) = 1,021, p=0,3869), 

ou efeito de tratamento (F (3, 99) = 1,169, p=0,3254), foi identificado efeito significativo de 

condição, o que sugere que o isolamento induziu comportamento hiperlocomotor nos animais 

independente do tratamento recebido (F (1, 99) = 18,73, p<0,0001; Fig. 6B). A análise 

aprofundada dos efeitos principais demonstrou que não houve diferença significativa na 

distância total percorrida entre os grupos A-V e I-V (t=1,626, df=29, p=0,1148; Fig. 6C).  

Considerando que o OFT basal poderia ter levado os animais a se habituarem à arena, 

foi analisada a razão entre os dados da distância total percorrida no teste e no OFT basal. Esta 

análise demonstrou novamente ausência de interação entre os fatores (F (3, 100) = 1,053, 

p=0,3726) e de efeito principal do tratamento (F (3, 100) = 0,9464, p=0,4213), entretanto, 

novamente um efeito principal do IS foi observado (F (1, 100) = 27,02, p<0,0001; Fig. 6D). Neste 

caso, ao corrigir o parâmetro pela medida basal, a análise da razão indicou um perfil de aumento 

da locomoção induzido pelo isolamento (t=1,984, df=29, p=0,0567; teste t de Student Fig. 6E). 
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Figura 6. Experimento 1 - Avaliação da atividade locomotora pelo OFT. A) Distância total 

percorrida no OFT basal e B) no OFT. C) Comparação entre a distância percorrida pelos grupos A-V e 

I-V. D) Razão da distância total percorrida no OFT pelo OFT basal. E) Comparação entre a razão da 

distância total percorrida pelos grupos A-V e I-V. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A, B e D) 

ou teste t de Student (C e E) e apresentados como média ± EPM (n=10-16). #### p<0,0001 para efeito 

principal de condição pela ANOVA de 2 vias. CBD: Canabidiol; OFT: Teste de campo aberto (do inglês 

open field test); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

Similarmente, não foi observada diferença na distância percorrida na periferia no OFT 

basal entre os grupos (interação: F (3, 102) = 0,6196, p=0,6039; condição: F (1, 102) = 0,02987, 

p=0,8631; tratamento: F (3, 102) = 0,2490, p=0,8619; Fig. 7A), o que sugere um comportamento 

semelhante dos animais no início do experimento. A análise dos dados do OFT indicou apenas 

um perfil de interação entre os fatores (F (3, 102) = 2,207, p=0,0918) e ausência de efeitos 

principais (condição: F (1, 102) = 0,9764, p=0,3254; tratamento: F (3, 102) = 1,185, p=0,3193; Fig. 

7B). Já a razão entre os valores no teste em relação ao basal indicou efeito significativo do IS 

em aumentar a distância percorrida na periferia (F (1, 100) = 23,81, p<0,0001), mas não interação 

(F (3, 100) = 0,8839, p=0,4523) ou efeito do tratamento (F (3, 100) = 0,9798, p=0,4055; Fig. 7C). A 

comparação da razão desse parâmetro entre os grupos A-V e I-V também detectou diferença 
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significativa entre os grupos (t=2,618, df=29, p=0,0139; teste t de Student, Fig. 7D), sugerindo 

que o IS induziu comportamento tipo-ansioso no OFT, mas o tratamento não afetou tal 

parâmetro, visto a ausência de efeito do tratamento ou de condição. 
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Figura 7. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-ansioso pela distância percorrida na 

periferia, no OFT. A) Distância percorrida na periferia no OFT basal e B) no OFT. C) Razão da 

distância percorrida na periferia no OFT pelo OFT basal. D) Comparação entre a razão da distância 

percorrida na periferia dos grupos A-V e I-V. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A, B e C) ou 

teste t de Student (D) e apresentados como média ± EPM (n=11-16). #### p<0,0001 para efeito principal 

de condição pela ANOVA de 2 vias; * p<0,05 pelo teste t de Student. CBD: Canabidiol; OFT: Teste de 

campo aberto (do inglês open field test); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

O tempo de permanência no centro não diferiu entre os grupos no OFT basal (interação: 

F (3, 102) = 1,458, p=0,2304; condição: F (1, 102) = 0,1682, p=0,6825; tratamento: F (3, 102) = 0,5113, 

p=0,6754; Fig. 8A), novamente indicando que o comportamento basal era semelhante entre os 

grupos. A análise desse parâmetro após o protocolo experimental revelou ausência de interação 

(F (3, 102) = 1,620, p=0,1894) e de efeitos principais (condição: F (1, 102) = 1,205, p=0,2748; 

tratamento: F (3, 102) = 0,3544, p=0,7861; Fig. 8B). A razão entre o OFT e o OFT basal, 

demonstrou interação entre os fatores (F (3, 101) = 3,175, p=0,0274), mas não foram observadas 
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diferenças entre os grupos (condição: F (1, 101) = 0,5688, p=0,4525; tratamento: F (3, 101) = 0,5738, 

p=0,6335; p>0,05, Tukey; Fig. 8C).  
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Figura 8. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-ansioso pelo tempo no centro, no 

OFT. A) Tempo de permanência no centro no OFT basal e B) no OFT. C) Razão do tempo no centro 

no OFT pelo OFT basal. Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média ± EPM 

(n=12-16). CBD: Canabidiol; OFT: Teste de campo aberto (do inglês open field test). 

Uma vez que houve interação, os grupos A-V e I-V foram comparados entre si, e 

similarmente, não foi identificada diferença significativa (U=105, p=0,7748, teste de Mann-

Whitney; Fig. 9A). Embora a análise dos animais agrupados tenha identificado tendência 

estatística (H (3) = 7,387, p=0,0605, teste de Kruskal-Wallis), não houve diferença entre os 

grupos (p>0,05, Dunn; Fig. 9B). Similarmente, a análise dos animais isolados também não 

indicou diferenças entre os grupos (F (3, 51) = 0,8078, p=0,4954, ANOVA de uma via; Fig. 9C). 

Esses resultados sugerem que o tempo de permanência no centro pode não ter sido indicativo 

em demonstrar a presença ou ausência de comportamento tipo-ansioso dos animais, 

possivelmente em razão do aumento da locomoção dos animais isolados. 
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Figura 9. Experimento 1 - Razão do tempo de permanência no centro no OFT. A) Comparação 

entre os grupos A-V e I-V. B) Comparação entre os grupos tratados com veículo ou CBD (3, 10 ou 30 

mg/Kg) da condição Agrupada e C) Isolada. Dados analisados por teste t de Student (A), teste de 

Kruskal-Wallis (B) ou ANOVA de uma via (C) e apresentados como média ± EPM (n=12-16). CBD: 

Canabidiol; OFT: Teste de campo aberto (do inglês open field test). A: Agrupado. I: Isolado. V: Veículo. 

5.1.1.2. Teste de borrifagem de sacarose (ST, do inglês splash test) 

Com relação ao tempo em autolimpeza no ST basal, não foram observadas diferenças 

entre os grupos experimentais (interação: F (3, 100) = 0,3583, p=0,7832; condição: F (1, 100) = 

0,2009, p=0,6550; tratamento: F (3, 100) = 0,2488, p=0,8620; Fig. 10A), sugerindo que os animais 

não apresentavam diferenças no comportamento antes do início do experimento.  

Após o protocolo de IS, a análise por ANOVA de 2 vias demonstrou que apesar de não 

haver interação entre os fatores (F (3, 102) = 0,3136, p=0,8155) ou efeito principal do tratamento 

(F (3, 102) = 0,9546, p=0,4173), o IS reduziu significativamente o tempo em autolimpeza (F (1, 

102) = 32,28, p<0,0001; Fig. 10B), indicando que esse estresse induziu comportamento tipo-

depressivo nos animais. Diante disso, os grupos A-V e I-V foram comparados diretamente, 

indicando diferença significativa entre as duas condições experimentais (t=2,557, df=29, 

p=0,016; teste t de Student; Fig. 10C). A análise da razão entre o ST teste e o ST basal também 

identificou efeito do IS (F (1, 98) = 24,77, p<0,0001), porém não houve interação entre os fatores 

(F (3, 98) = 0,04066, p=0,9890) ou efeito principal do tratamento (F (3, 98) = 0,4190, p=0,7398; 

Fig. 10D). A comparação entre as razões dos grupos A-V e I-V indicou diferença significativa 

(U=55, p=0,0292; teste de Mann-Whitney; Fig. 10E). 
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Figura 10. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-depressivo pelo ST. A) Tempo em 

autolimpeza no ST basal. B) Tempo em autolimpeza no ST. C) Comparação entre os grupos A-V e I-V. 

Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A, B e D), teste t de Student (C) ou teste de Mann-Whitney 

(E) e apresentados como média ± EPM (n=12-16). ####p<0,0001 para o efeito principal de condição na 

ANOVA de 2 vias. * p<0,05 no teste t de Student (C) e de Mann-Whitney (E). CBD: Canabidiol; ST: 

Teste de borrifagem de sacarose (do inglês splash test); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.1.1.3. Teste de reconhecimento de objetos (NOR, do inglês novel object 

recognition test) 

Não houve interação entre os fatores na análise da sessão de STM do NOR (F (3, 83) = 

0,06932, p=0,9761) ou efeitos principais (condição: F (1, 83) = 0,3418, p=0,5604; tratamento F 

(3, 83) = 0,8019, p=0,4963; Fig. 11A). Na sessão de LTM, não foram observados efeitos 

principais de condição (F (1, 83) = 0,5687, p=0,8281) ou de tratamento (F (3, 83) = 0,0474, 

p=0,6372) e embora tenha sido identificada interação entre os fatores (F (3, 83) = 4,156, 

p=0,0085), a análise de comparações múltiplas revelou que não houve diferença específica 

entre os grupos (p>0,05, Tukey; Fig. 11B).  
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Diante da interação significativa entre os fatores, foi realizado teste t de Student entre 

os grupos A-V e I-V, o qual indicou que não houve diferença entre os grupos (t=0,5581, df=20, 

p=0,5830; Fig. 11C). Similarmente, não houve diferença entre os grupos da condição agrupada 

(F (3, 42) = 1,381, p=0,2617; Fig. 11D), mas sim, na condição isolada (F (3, 41) = 3,335, p=0,0285). 

Entretanto, não foram detectadas diferenças entre os grupos (p>0,05, Dunnet; Fig. 11E).  

Agrupado Isolado

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

A

In
te

ra
ç

ã
o

 c
o

m
 o

b
je

to
 n

o
v
o

 (
ID

)

STM

Agrupado Isolado

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

B

In
te

ra
ç

ã
o

 c
o

m
 o

b
je

to
 n

o
v
o

 (
ID

)

Veículo

CBD 3 mg/kg

CBD 10 mg/kg

CBD 30 mg/kg

LTM

A-V I-V

-1.0

-0.5

0.0

0.5

C

In
te

ra
ç

ã
o

 c
o

m
 o

b
je

to
 n

o
v
o

 (
ID

)

LTM

A-V A-3 A-10 A-30

-1.0

-0.5

0.0

0.5

D

In
te

ra
ç

ã
o

 c
o

m
 o

b
je

to
 n

o
v
o

 (
ID

) LTM

I-V I-3 I-10 I-30

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

E

In
te

ra
ç

ã
o

 c
o

m
 o

b
je

to
 n

o
v
o

 (
ID

)
LTM

 

Figura 11. Experimento 1 - Avaliação da memória de curto e longo-prazo pelo NOR. A) Tempo de 

interação com o objeto novo na sessão de STM e B) na sessão de LTM. C) Comparação entre os grupos 

A-V e I-V, na sessão de LTM. D) Comparação entre os grupos tratados com veículo e CBD (3, 10 e 30 

mg/Kg) da condição agrupada e E) isolada, na sessão de LTM. Dados analisados por ANOVA de 2 vias 

(A e B), teste t de Student (C) e ANOVA de uma via (D e E) e apresentados como média ± EPM (n=11-

12). CBD: Canabidiol; NOR: Teste de reconhecimento de objetos (do inglês novel object recognition 

test); STM: memória de curto-prazo (do inglês short-term memory); LTM: memória de longo-prazo (do 

inglês long-term memory); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.1.1.4. Teste de preferência social (SPT, do inglês social preference test) 

Quanto aos dados do SPT, embora não tenha sido observada interação (F (3, 102) = 0,9448, 

p=0,4219) entre os fatores ou efeito principal do tratamento (F (3, 102) = 1,606, p=0,1927), o IS 

aumentou significativamente o tempo de interação com o animal-estímulo, nesse teste indicado 

pelo efeito principal de condição (F (1, 102) = 6,191, p=0,0145; Fig. 12A). No entanto, não foi 
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observado efeito significativo ao comparar os grupos A-V e I-V (t=0,06435, df=29, p=0,9491; 

teste t de Student; Fig. 12B), indicando que a diferença entre as condições detectada pela 

ANOVA de 2 vias é independente do tratamento, provavelmente influenciada pela redução do 

tempo de interação apresentada pelo grupo A-3 e aumento pelos grupos I-10 e I-30. 
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Figura 12. Experimento 1 - Avaliação da preferência social pelo SPT. A) Tempo de interação com 

o animal-estímulo. B) Comparação entre os grupos A-V e I-V. Dados analisados por ANOVA de 2 vias 

(A) e teste t de Student (B) e apresentados como média ± EPM (n=12-16). #p<0,05 para efeito principal 

de condição pela ANOVA de 2 vias. CBD: Canabidiol; SPT: Teste de preferência social (do inglês 

social preference test); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.1.1.5. Teste de alimentação suprimida pela novidade (NSFT, do inglês novelty 

suppressed feeding test) 

Os dados da latência para se alimentar na caixa teste no NSFT demonstraram que 

embora não tenha sido observado interação entre os fatores (F (3, 97) = 1,278, p=0,2864), tanto o 

IS (F (1, 97) = 24,59, p<0,0001) quanto o tratamento (F (3, 97) = 6,318, p=0,0006) tiveram efeitos 

significativos (Fig. 13A).  

A análise do efeito de condição através da comparação entre os grupos A-V e I-V 

também demonstrou diferença significativa entre eles (U = 58,50, p=0,0139; teste de Mann-

Whitney, Fig. 13B), indicando que o IS induziu comportamento tipo-ansioso nos animais, 

caracterizado pelo aumento do tempo para superar o conflito entre se alimentar e adentrar a área 

iluminada. 

Diante do efeito principal de tratamento, os grupos tratados com CBD de cada condição 

(agrupada e isolada) foram comparados com seus respectivos grupos veículo, separadamente. 

Os resultados dos animais agrupados demonstraram diferença significativa entre os grupos (H 
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(3) = 9,932, p=0,0192; teste de Kruskal-Wallis), com redução significativa da latência para 

alimentação no grupo CBD na dose de 10 mg/Kg (p=0,0442, Dunn), bem como tendência 

estatística no grupo CBD na dose de 3 (p=0,0743, Dunn; Fig. 13C). Similarmente, a análise dos 

grupos isolados também indicou diferença entre os grupos (F (3,000, 38,37) = 4,333, p=0,0100, 

ANOVA de uma via com correção de Brown-Forsythe). Foi detectado efeito tipo-ansiolítico na 

dose de 10 mg/Kg (p=0,0011, Dunnet; Fig. 13D). Esses dados sugerem que o tratamento com 

CBD 10 atenuou o comportamento tipo-ansioso tanto nos animais agrupados quanto nos 

isolados. 

 

 

 

 

 



59 

 

Agrupado Isolado

0

200

400

600

A
L

a
tê

n
c
ia

 p
a
ra

 a
li
m

e
n

ta
ç
ã
o

 (
s
)

#### Condição

### Tratamento

Veículo

CBD 3 mg/kg

CBD 10 mg/kg

CBD 30 mg/kg

A-V I-V

0

200

400

600

B

L
a
tê

n
c
ia

 p
a
ra

 a
li
m

e
n

ta
ç
ã
o

 (
s
) ✱

A-V A-3 A-10 A-30

0

200

400

600

C

L
a
tê

n
c
ia

 p
a
ra

 a
li
m

e
n

ta
ç
ã
o

 (
s
)

0.0743

✱

I-V I-3 I-10 I-30

0

200

400

600

D

L
a
tê

n
c
ia

 p
a
ra

 a
li
m

e
n

ta
ç
ã
o

 (
s
)

✱✱

 

Figura 13. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-ansioso pela latência para 

alimentação na caixa teste, no NSFT. A) Tempo de latência para alimentação na caixa teste. B) 

Comparação entre os grupos A-V e I-V. C) Comparação entre os grupos tratados com veículo e CBD 

(3, 10 e 30 mg/Kg) da condição agrupada e D) isolada. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A), 

teste de Mann-Whitney (B), teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn (C) ou ANOVA de 

uma via com correção de Brown-Forsythe seguido pelo pós-teste de Dunnett (D) e apresentados como 

média ± EPM (n=10-16). ####p<0,0001 para efeito principal de condição e ###p<0,001 para efeito 

principal de tratamento pela ANOVA de 2 vias. *p<0,05 no teste de Mann-Whitney (B) e no pós-teste 

de Dunn (C). **p<0,01 no pós-teste de Dunnett. CBD: Canabidiol; NSFT: Teste de alimentação 

suprimida pela novidade (do inglês novelty suppressed feeding test); A: Agrupado; I: Isolado; V: 

Veículo. 

A análise da latência para alimentação na caixa casa demonstrou que não houve 

interação entre os fatores (F (3, 97) = 1,991, p=0,1204) ou efeito de condição (F (1, 97) = 2,674, 

p=0,1052), mas que houve efeito principal do tratamento (F (3, 97) = 4,303, p=0,0068; Fig. 14A). 

A análise dos animais agrupados indicou que não houve diferença significativa entre os grupos 

(H (3) = 4,941, p=0,1761, Kruskal-Wallis; Fig. 14B). Entretanto, nos animais isolados essa 

diferença foi observada (H (3) = 8,062, p=0,0448, Kruskal-Wallis), com tendência ao aumento 
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da latência para alimentação na caixa casa no grupo CBD na dose de 30 mg/Kg (p= 0,0542, 

Dunn; Fig. 14C). 
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Figura 14. Experimento 1 - Avaliação do comportamento alimentar pela latência para 

alimentação na caixa casa, no NSFT. A) Tempo de latência para alimentação na caixa casa. B) 

Comparação entre os grupos tratados com veículo e CBD (3, 10 e 30 mg/Kg) da condição agrupada e 

C) isolada. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A) ou teste de Kruskal-Wallis (B e C), seguido 

pelo pós-teste de Dunnett (C) e apresentados como média ± EPM (n=10-16). ##p<0,01 para efeito 

principal de tratamento pela ANOVA de 2 vias. CBD: Canabidiol; NSFT: Teste de alimentação 

suprimida pela novidade (do inglês novelty suppressed feeding test); A: Agrupado; I: Isolado; V: 

Veículo. 

Considerando a variabilidade dos dados da latência na caixa teste, bem como o efeito 

do tratamento na caixa casa, foi calculada a razão da latência para alimentação dividindo o valor 

da caixa teste pelo da caixa casa. Houve interação entre os fatores (F (3, 92) = 3,214, p=0,0265), 

bem como efeitos de condição (F (1, 92) = 21,68, p<0,0001) e tratamento (F (3, 92) = 4,915, 

p=0,0033). Foi detectada diferença significativa entre os grupos agrupado e isolado tratados 

com CBD 3 (p<0,0001, Tukey) e os grupos isolados tratados com CBD 3 e CBD 10 (p=0,0035, 
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Tukey; Fig. 15), indicando que apesar de não haver diferença entre os grupos A-V e I-V, o CBD 

induziu efeito nas duas condições. 

Agrupado Isolado

0

5

10

15

20

25

L
a
tê

n
c
ia

 p
a
ra

 a
li
m

e
n

ta
ç
ã

o
 (

ra
z
ã
o

)

Veículo

CBD 3 mg/kg

CBD 10 mg/kg

CBD 30 mg/kg

#### Condição

## Tratamento

✱✱✱✱ ✱✱

0,0625

 

Figura 15. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-ansioso expresso pela razão da 

latência para alimentação na caixa teste pela caixa casa no NSFT. Razão da latência para 

alimentação na caixa teste pela caixa casa. Dados analisados por ANOVA de 2 vias seguido pelo pós-

teste de Tukey e apresentados como média ± EPM (n=12-16). ####p<0,0001 para efeito principal de 

condição e ##p<0,01 para efeito principal de tratamento pela ANOVA de 2 vias. **p<0,01 e 

****p<0,0001 em relação ao grupo isolado-CBD 3, pelo pós-teste de Tukey. CBD: Canabidiol; NSFT: 

Teste de alimentação suprimida pela novidade (do inglês novelty suppressed feeding test); A: Agrupado; 

I: Isolado; V: Veículo. 

5.1.1.6. Teste de interação social (SIT, do inglês social interaction test) 

Semelhantemente ao observado no SPT, o IS aumentou significativamente o tempo de 

interação com o animal-estímulo, avaliado no SIT (F (1, 101) = 10,74, p=0,0014), entretanto, não 

houve interação entre os fatores (F (3, 101) = 1,712, p=0,1694) ou efeito de tratamento (F (3, 101) = 

0,4025, p=0,7515; Fig. 16A). Porém, ao comparar diretamente os grupos A-V e I-V, não 

observou-se diferença (t=0,3038, df=29, p=0,7634, teste t de Student; Fig. 16B), o que sugere 

que esse efeito foi identificado pela ANOVA de 2 vias em razão da redução do tempo de 

interação pelos grupos A-3 e A-10. 
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Figura 16. Experimento 1 - Avaliação da interação social pelo SIT. A) Tempo de interação com o 

animal-estímulo. B) Comparação entre os grupos A-V e I-V. Dados analisados por ANOVA de 2 vias 

(A) ou teste t de Student (B) e apresentados como média ± EPM (n=12-16). ##p<0,01 para efeito 

principal de condição pela ANOVA de 2 vias. CBD: Canabidiol; SIT: Teste de interação social (do 

inglês social interaction test); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.1.1.7. Teste do nado forçado (FST, do inglês forced swimming test) 

O tempo que os animais permaneceram imóveis no FST foi analisado nos dois primeiros 

e últimos quatro minutos, assim como no tempo total do teste (6 minutos). A análise dos dois 

primeiros minutos revelou ausência de interação entre o estresse e o tratamento (F (3, 98) = 

0,4829, p=0,6949) e de efeito da condição (F (1, 98) = 0,1053, p=0,7463), porém o tratamento 

com CBD aumentou o tempo de imobilidade nesse período do teste (F (3, 98) = 3,960, p=0,0104; 

Fig. 17A). Analisando os grupos da condição agrupada, foi identificada tendência à diferença 

entre os grupos (H (3) = 6,354, p=0,0956, teste de Kruskal-Wallis; Fig. 17B), enquanto a análise 

dos animais isolados indicou ausência de diferenças entre os grupos (H (3) = 2,880, p=0,4106, 

teste de Kruskal-Wallis; Fig. 17C). 
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Figura 17. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-depressivo nos primeiros dois 

minutos do FST. A) Tempo de imobilidade nos dois primeiros minutos do FST. B) Comparação entre 

os grupos tratados com veículo e CBD (3, 10 e 30 mg/Kg) da condição agrupada e C) isolada. Dados 

analisados por ANOVA de 2 vias (A) ou teste de Kruskal-Wallis (B e C) e apresentados como média ± 

EPM (n=12-16). #p<0,05 para efeito principal de tratamento pela ANOVA de 2 vias. CBD: Canabidiol; 

FST: Teste do nado forçado (do inglês forced swimming test); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

Já nos últimos quatro minutos, foi observada ausência de interação entre os fatores (F 

(3, 99) = 1,495, p=0,2205) e do efeito de tratamento (F (3, 99) = 1,225, p=0,3046), porém um 

efeito significativo da condição foi detectado (F (1, 99) = 17,24, p<0,0001; Fig. 18A). No entanto, 

ao comparar os grupos A-V e I-V, não foi identificada diferença significativa (t=0,3522, df=28, 

p=0,7273, teste t de Student; Fig. 18B), sugerindo que o efeito de condição observado pela 

ANOVA de 2 vias pode ter refletido o aumento do tempo de imobilidade dos grupos agrupados 

tratados com CBD em comparação à redução nos grupos isolados que receberam CBD.  
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Figura 18. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-depressivo nos últimos quatro 

minutos do FST. A) Tempo de imobilidade nos últimos quatro minutos. B) Comparação entre os grupos 

A-V e I-V. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A) ou teste t de Student (B) e apresentados como 

média ± EPM (n=11-16). ####p<0,0001 para efeito principal de condição pela ANOVA de 2 vias. CBD: 

Canabidiol; FST: Teste do nado forçado (do inglês forced swimming test); A: Agrupado; I: Isolado; V: 

Veículo. 

Por fim, o tempo de imobilidade total foi analisado pela ANOVA de 2 vias, cujo 

resultado novamente indicou ausência de interação e efeito de tratamento (interação: F (3, 99) = 

1,470, p=0,2273; tratamento: F (3, 99) = 1,710, p=0,1698), mas detectou-se efeito principal de 

condição (F (1, 99) = 13,33, p=0,0004; Fig. 19A). Ao comparar os grupos A-V e I-V, não foi 

observada diferença significativa (t=0,1004, df=28, p=0,9207, teste t de Student; Fig. 19B), 

assim como na análise dos últimos quatro minutos de teste. 
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Figura 19. Experimento 1 - Avaliação do comportamento tipo-depressivo no tempo total do FST. 

A) Tempo de imobilidade no FST. B) Comparação entre os grupos A-V e I-V. Dados analisados por 

ANOVA de 2 vias (A) ou teste t de Student (B) e apresentados como média ± EPM (n=12-16). 

###p<0,01 para efeito principal de condição pela ANOVA de 2 vias. CBD: Canabidiol; FST: Teste do 

nado forçado (do inglês forced swimming test); A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

 Z Score dos testes comportamentais 

Conforme descrito no item 4.6.1, os dados obtidos nos testes comportamentais foram 

utilizados para o cálculo do Z Score, o qual foi então analisado por ANOVA de 2 vias. Essa 

análise revelou ausência de interação entre os fatores (F (3, 102) = 2,066, p=0,1094) e de efeito 

principal de tratamento (F (3, 102) = 0,6518, p=0,5836), porém foi detectado que o IS aumentou 

significativamente a emocionalidade dos animais (F (1, 102) = 26,94, p<0,0001; Fig. 20A). A 

análise entre os grupos A-V e I-V também identificou essa diferença (t=4,170, df=29, p=0,0003, 

teste t de Student; Fig. 20B). 
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Figura 20. Experimento 1 - Avaliação da emocionalidade dos animais através do Z Score. A) Z 

Score geral de todos os grupos. B) Comparação entre os grupos A-V e I-V. Dados analisados por 

ANOVA de 2 vias (A) ou teste t de Student (B) e apresentados como média ± EPM (n=12-16). 

####p<0,0001 para efeito principal de condição pela ANOVA de 2 vias. ***p<0,001 no teste t de 

Student. CBD: Canabidiol; A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

 Avaliação do peso de órgãos 

Ao fim dos experimentos, o baço e as glândulas adrenais foram pesados e o peso foi 

analisado para identificar possíveis alterações provocadas pelo estresse ou pelo tratamento. 

Uma vez que o peso dos órgãos pode ser influenciado pelo peso corporal, o peso do baço e das 

adrenais, em miligramas, foi dividido pelo peso corporal dos animais, em gramas, no dia da 

eutanásia, de modo a normalizar essa influência.  

5.1.3.1. Peso do baço 

Não houve interação entre os fatores na ANOVA de 2 vias (F (3, 81) = 0,2370, p=0,8703) 

ou efeito da condição (F (1, 81) = 0,3354, p=0,5641), mas o tratamento com CBD influenciou o 

peso do baço dos animais de maneira geral (F (3, 81) = 4,229, p=0,0079; Fig. 21A). A análise dos 

animais agrupados não identificou esse efeito (F (3, 40) = 2,225, p=0,1001; Fig. 21B), porém 

houve tendência à diferença entre os grupos nos animais isolados (F (3, 41) = 2,279, p=0,0938; 

Fig. 21C).  
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Figura 21. Experimento 1 - Avaliação do peso do baço. A) Peso do baço normalizado pelo peso 

corporal. B) Comparação entre os grupos tratados com veículo ou CBD (3, 10 e 30 mg/Kg) da condição 

agrupada e C) isolada. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A) ou ANOVA de uma via (B e C) e 

apresentados como média ± EPM (n=10-12). CBD: Canabidiol; A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.1.3.2. Peso das glândulas adrenais 

O peso das glândulas adrenais não foi influenciado pelo tratamento (F (3, 78) = 1,775, 

p=0,1589) e não foi observada interação entre os fatores (F (3, 78) = 1,474, p=0,2282), porém 

houve um aumento induzido pelo IS (F (1, 78) = 4,230, p=0,0431; Fig. 22A). A comparação entre 

os grupos A-V e I-V revelou diferença significativa (t=2,873, df=20, p=0,0094; Fig. 22B).  
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Figura 22. Experimento 1 - Avaliação do peso das glândulas adrenais. Peso das glândulas adrenais 

normalizado pelo peso corporal. Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média 

± EPM (n= 9-12) #p<0,05 para efeito principal de condição pela ANOVA de 2 vias. **p<0,01 no teste 

t de Student. CBD: Canabidiol; A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

 Análise de correlação entre o peso corporal dos animais e o tratamento com 

CBD ou o tempo do protocolo 

A análise de correlação foi realizada para investigar possíveis efeitos do período do IS 

e do tratamento com CBD sobre o peso corporal dos animais. Os fatores utilizados foram: peso 

corporal (em gramas), tempo (semanas do experimento) e dose de CBD administrada (0 para 

os animais veículo, 3, 10 ou 30 mg/Kg). Foi identificado efeito pequeno de correlação negativa 

entre o peso dos animais e o tratamento com CBD (Spearman r= -0,153, p<0,0001). Já a 

correlação entre a semana e o peso dos animais não foi significativa (Spearman r=0,036, 

p=0,3646; Fig. 23A).  
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Figura 23. Experimento 1 - Análise de correlação entre o peso corporal dos animais, tempo do 

experimento e tratamento com CBD. Dados analisados por correlação de Spearman e apresentados 

como valor de r (n=12-16). CBD: Canabidiol. 

 Acompanhamento do ciclo estral 

Não foi realizada análise estatística dos dados relativos ao ciclo estral dos animais, uma 

vez que, em virtude da frequência das coletas e do número reduzido de animais em cada fase 

do ciclo, esses dados possuíram caráter observacional. O número de animais em cada fase do 

ciclo, no momento de cada coleta está representado na forma de heatmap, na Figura 24. 
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Figura 24. Experimento 1 - Heatmap das fases do ciclo estral de cada grupo experimental ao longo 

do protocolo. Escala colorimétrica à direita referente ao número de animais em cada uma das fases do 

ciclo estral no momento de avaliação. A: Agrupado; I: Isolado; 3: CBD 3 mg/Kg; 10: CBD 10 mg/Kg; 

30: CBD 30 mg/Kg; CBD: Canabidiol; P: Pró-estro; E: Estro; M: Metaestro; D: Diestro.  

 Análise da expressão gênica 

Diante dos resultados dos testes comportamentais, que apontaram indução de 

comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo pelo IS, bem como o efeito tipo-ansiolítico do 

CBD (10 mg/Kg) no NSFT, o PFC dos animais dos grupos agrupado e isolado que receberam 

veículo ou CBD (10 mg/Kg) foram analisados pela técnica de RT-qPCR para avaliar possíveis 

alterações na expressão de genes relacionados à via do inflamassoma de NLRP3. Uma vez que 

seria inviável realizar esta análise com todos os animais (Fig. 25A), foram selecionadas 

amostras representativas desses grupos experimentais (Fig. 25B), de modo a gerar um resultado 

fiel ao n amostral completo. Para essa seleção, o valor do Z Score geral foi utilizado, visto que 

esse cálculo reflete a emocionalidade dos animais ao longo dos testes comportamentais. 
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Figura 25. Experimento 1 - Valores do Z Score dos grupos selecionados para análise de expressão 

gênica. A) Z Score do n completo dos grupos tratados com veículo e CBD (10 mg/Kg) das duas 

condições, conforme demonstrado na Figura 19 e B) Z Score dos animais selecionados para análise de 

expressão gênica dos grupos tratados com veículo ou CBD (10 mg/Kg) das duas condições. Dados 

apresentados como média ± EPM (n=6-16). CBD: Canabidiol. 

Conforme ilustrado na figura 26A, a análise dos dados obtidos pelo RT-qPCR revelou 

que não houve interação entre os fatores para a expressão gênica do NLRP3 (F (1, 21) = 0,6330, 

p=0,4352) e que o IS não induziu aumento desse gene, considerando a ausência de efeito de 

condição (F (1, 21) = 0,06979, p=0,7942). No entanto, interessantemente, o tratamento com CBD 

reduziu a expressão desse componente tanto nos animais agrupados quanto isolados (F (1, 21) = 

5,039, p=0,0357).  

O mesmo foi observado na análise da expressão da ASC, a qual não detectou interação 

entre o IS e o tratamento (F (1, 24) = 0,1649, p=0,6883), ou alteração induzida pelo IS, indicado 

pela ausência de efeito da condição (F (1, 24) = 0,004821, p=0,9452), mas sim uma redução 

significativa da expressão gênica desse componente nos grupos tratados com CBD, 

independente da condição (F (1, 24) = 16,36, p=0,0005; Fig. 26B).  

Já a análise da expressão da caspase-1 indicou ausência de interação entre os fatores (F 

(1, 24) = 2,255, p=0,1463), bem como de efeitos de condição (F (1, 24) = 1,005e-006, p=0,9992) e 

de tratamento (F (1, 24) = 1,655, p=0,2106; Fig. 26C). 

Semelhantemente à caspase-1, não houve interação entre os fatores na análise de 

expressão gênica da IL-1β (F (1, 21) = 0,8448, p=0,3685), efeito de condição (F (1, 21) = 0,3651, 

p=0,5522) ou de tratamento (F (1, 21) = 1,698, p=0,2066; Fig. 26D). 
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Figura 26. Avaliação da expressão gênica de componentes da via do inflamassoma de NLRP3. A) 

Expressão gênica de NLRP3; B) ASC; C) IL-1β e D) caspase-1 dos grupos agrupado e isolado tratados 

com veículo ou CBD (10 mg/Kg). Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média 

± EPM (n=4-9). A: Agrupado; CBD: Canabidiol; I: Isolado; V: Veículo. 
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5.2. Experimento 2 - Avaliação dos efeitos do estresse de isolamento social e do 

tratamento com CBD em camundongos fêmeas adolescentes 

 Testes comportamentais 

5.2.1.1. Teste do campo aberto (OFT, do inglês open field test) 

Assim como nos animais adultos, o IS aumentou a atividade locomotora dos animais, 

demonstrado pelo efeito principal de condição (F (1, 83) = 13,19, p=0,0005), observou-se também 

um perfil de redução desse efeito pelo CBD, através do efeito principal de tratamento (F (3, 83) 

= 2,373, p=0,0761) e houve interação entre os fatores (F (3, 83) = 2,985, p=0,0359). Foi detectado 

perfil de aumento da distância percorrida pelo grupo I-V comparado ao A-V (p=0,0566, Tukey), 

e aumento significativo pelo grupo I-3 comparado ao A-3 (p=0,0354, Tukey). Ademais, o CBD 

na dose de 10 atenuou o aumento da locomoção nos animais isolados (p=0,0087, Tukey; Fig. 

27A).  

Quanto à distância percorrida na periferia, o estresse (F (1, 85) = 1,469, p=0,2289) e o 

tratamento com CBD não induziram alterações significativas (F (3, 85) = 0,3092, p=0,8187); 

também não foi observado interação entre os fatores (F (3, 85) = 0,9525, p=0,4191; Fig. 27B). 

Porém, nesse experimento foi identificada uma redução do tempo de permanência no centro 

induzida pelo IS (F (1, 85) = 10,86, p=0,0014), e interação entre os fatores (F (3, 85) = 3,381, 

p=0,0219), sem efeito do tratamento (F (3, 85) = 1,835, p=0,1469). Foi observada uma redução 

significativa do tempo de permanência no centro do grupo I-10 comparado ao grupo A-10 

(p=0,0071; Fig. 27C). 
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Figura 27. Experimento 2 - Avaliação da atividade locomotora e comportamento tipo-ansioso pelo 

OFT. A) Distância total percorrida. B) Distância percorrida na periferia. C) Tempo de permanência no 

centro. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A, B e C), seguido pelo pós-teste de Tukey (A e C) e 

apresentados como média ± EPM (n=10-12). ###p<0,001 e ##p<0,01 para efeito principal de condição 

pela ANOVA de 2 vias. *p<0,05 entre os grupos A-3 e I-3. **p<0,01 entre os grupos I-V e I-10 (A) e 

entre os grupos A-10 e I-10 (C) pelo pós-teste de Tukey. OFT: Teste de campo aberto (do inglês: open 

field test); CBD: Canabidiol; A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.2.1.2. Teste de borrifagem de sacarose (ST, do inglês splash test) 

Assim como no Experimento 1, não foi observada interação entre os fatores (F (3, 83) = 

1,479, p=0,2262) ou efeito principal de tratamento (F (3, 83) = 0,7198, p=0,5430) sobre o tempo 

em autolimpeza no ST, entretanto, o IS reduziu significativamente esse parâmetro (F (1, 83) = 

19,41, p<0,0001; Fig. 28A). A análise posterior indicou tendência à redução do tempo em 

autolimpeza no grupo I-V comparado ao A-V (t=1,988, df=22, p=0,0594, teste t de Student; 

Fig. 28B). Esses dados sugerem que o estresse induziu comportamento tipo-depressivo nos 

animais adolescentes, assim como observado nos animais adultos. 
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Figura 28. Experimento 2 - Avaliação do comportamento tipo-depressivo pelo ST. A) Tempo em 

autolimpeza no ST. B) Comparação entre os grupos A-V e I-V. Dados analisados por ANOVA de 2 vias 

(A), ou pelo teste t de Student (B) e apresentados como média ± EPM (n=10-12). ####p<0,0001 para 

efeito principal de condição pela ANOVA de 2 vias. ST: Teste de borrifagem de sacarose (do inglês 

splash test); CBD: Canabidiol; A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.2.1.3. Teste de reconhecimento de objetos (NOR, do inglês novel object 

recognition test) 

Não foram observadas alterações na memória a curto-prazo dos animais na sessão de 

STM do NOR (interação: F (3, 56) = 0,6411, p=0,5918; condição: F (1, 56) = 0,5181, p=0,4746; 

tratamento: F (3, 56) = 0,08900, p=0,9658; Fig. 29A). Já na sessão de LTM, enquanto não houve 

interação entre os fatores (F (3, 56) = 0,4706, p=0,7040) ou efeito do tratamento (F (3, 56) = 1,732, 

p=0,1709), foi identificado aumento da interação com o objeto novo induzido pelo IS (F (1, 56) 

= 4,403, p=0,0404). A comparação entre os grupos A-V e I-V, no entanto, não detectou esse 

efeito (t=0,1669, df=16, p=0,8695, teste t de Student; Fig. 29B).  
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Figura 29. Experimento 2 - Avaliação da memória de curto e longo-prazo pelo NOR. A) Tempo de 

interação com o objeto novo na sessão de STM. B) Tempo de interação com o objeto novo na sessão de 

LTM. C) Comparação entre os grupos A-V e I-V na sessão de LTM. Dados analisados por ANOVA de 

2 vias (A e B) ou teste t de Student (C) e apresentados como média ± EPM (n=7-9). NOR: Teste de 

reconhecimento de objetos (do inglês novel object recognition test); STM: Memória de curto-prazo (do 

inglês short term memory); LTM: Memória de longo-prazo (do inglês long term memory); CBD: 

Canabidiol; A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

5.2.1.4. Teste de preferência social (SPT, do inglês social preference test) 

Não houve interação entre os fatores (F (3, 85) = 1,121, p=0,3451), ou efeitos principais 

de condição (F (1, 85) = 0,7563, p=0,3869) ou tratamento (F (3, 85) = 0,2044, p=0,8931) no tempo 

de interação com o animal-estímulo no SPT (Fig. 30A).  
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Figura 30. Experimento 2 - Avaliação da preferência social pelo SPT. Tempo de interação com o 

animal-estímulo no SPT. Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média ± EPM 

(n=11-12). SPT: Teste de preferência social (do inglês social preference test); CBD: Canabidiol. 

5.2.1.5. Teste de alimentação suprimida pela novidade (NSFT, do inglês novelty 

suppressed feeding test) 

A análise da latência para alimentação na caixa teste não identificou interação entre os 

fatores (F (3, 79) = 1,154, p=0,3325) nem efeitos principais de condição (F (1, 79) = 0,03144, 

p=0,8597) ou de tratamento (F (3, 79) = 1,067, p=0,3680; Fig. 31A), sugerindo que o IS não 

induziu comportamento tipo-ansioso nessa idade, ao contrário do observado nos animais 

adultos. 

De forma semelhante, apesar de haver tendência à interação entre os fatores (F (3, 81) = 

2,310, p=0,0825), o comportamento alimentar dos animais não foi influenciado pelo isolamento 

ou pelo CBD, como indicado pela ausência de efeitos de condição (F (1, 81) = 0,01228, p=0,9120) 

e tratamento (F (3, 81) = 1,736, p=0,1661) sobre a latência para alimentação na caixa casa (Fig. 

31B).  

Uma vez que não houve alteração na latência para alimentação em ambos os contextos, 

a normalização da latência para alimentação na caixa teste pela caixa casa também indicou 

tendência à interação entre os fatores (F (3, 75) = 2,526, p=0,0639), mas ausência de efeitos 

principais de condição (F (1, 75) = 0,2665, p=0,6072) e tratamento (F (3, 75) = 2,083, p=0,1097; 

Fig. 31C). 
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Figura 31. Experimento 2 - Avaliação do comportamento tipo ansioso e comportamento alimentar 

pelo NSFT. A) Latência para alimentação na caixa teste. B) Latência para alimentação na caixa casa. 

C) Razão da latência para alimentação na caixa teste pela caixa casa. Dados analisados por ANOVA de 

2 vias e apresentados como média ± EPM (n=9-12). NSFT: Teste de alimentação suprimida pela 

novidade (do inglês novelty suppressed feeding test); CBD: Canabidiol.  

5.2.1.6. Teste de interação social (SIT, do inglês social interaction test) 

Assim como observado no SPT, não foi detectado efeito do IS ou do tratamento com 

CBD sobre o tempo de interação com o animal-estímulo no SIT (condição: F (1, 83) = 0,8108, 

p=0,3705; tratamento: F (3, 83) = 0,2430, p=0,8661) ou interação entre os fatores (F (3, 83) = 

0,1687, p=0,9172; Fig. 32). Esses dados, aliados aos resultados do SPT, indicam que o IS não 

induziu aumento da interação social nos animais adolescentes. 
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Figura 32. Experimento 2 - Avaliação da interação social pelo SIT. Tempo de interação com o 

animal-estímulo no SIT. Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média ± EPM 

(n=11-12). SIT: Teste de interação social (do inglês social interaction test); CBD: Canabidiol.  

5.2.1.7. Teste do nado forçado (FST, do inglês forced swimming test) 

A análise do tempo de imobilidade nos dois primeiros minutos do FST não indicou 

interação entre os fatores (F (3, 82) = 0,6155, p=0,6069), ou efeito de tratamento (F (3, 82) = 0,2713, 

p=0,8460), porém, foi identificada redução desse parâmetro induzida pela condição (F (1, 82) = 

7,975, p=0,0060; Fig. 33A). Ao comparar os animais dos grupos A-V e I-V, no entanto, não foi 

observado o mesmo efeito (t=0,8790, df=22, p=0,3889, teste t de Student; Fig. 33B), sugerindo 

que o efeito identificado pela ANOVA de 2 vias foi desviado pelos grupos I-3 e I-30. 

Similarmente, a análise desse parâmetro nos últimos quatro minutos também 

demonstrou ausência de interação e efeitos principais (interação: F (3, 85) = 0,6709, p=0,5722; 

condição: F (1, 85) = 1,365, p=0,2460; tratamento: F (3, 85) = 0,4070, p=0,7483; Fig. 33C). O 

mesmo foi observado na análise da imobilidade no tempo total do teste (interação: F (3, 85) = 

0,7492, p=0,5258; condição: F (1, 85) = 1,782, p=0,1855; tratamento: F (3, 85) = 0,2439, p=0,8654; 

Fig. 33D), indicando ausência de comportamento tipo-depressivo no FST.  

Esses dados sugerem que, apesar de ter sido observado no ST um comportamento tipo-

depressivo induzido pelo IS, as características distintas do comportamento tipo-depressivo 

avaliadas em cada teste podem ter levado à divergência dos resultados.  
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Figura 33. Experimento 2 - Avaliação do comportamento tipo-depressivo pelo FST. A) Tempo de 

imobilidade nos dois primeiros minutos do FST. B) Comparação entre o tempo de imobilidade nos dois 

primeiros minutos dos grupos A-V e I-V. C) Tempo de imobilidade nos últimos quatro minutos e D) no 

tempo total do FST. Dados analisados por ANOVA de 2 vias (A, C e D) e teste t de Student (B) e 

apresentados como média ± EPM (n=11-12). FST: Teste do nado forçado (do inglês forced swimming 

test); CBD: Canabidiol. A: Agrupado; I: Isolado; V: Veículo. 

 Z Score dos testes comportamentais 

Da mesma forma que no Experimento 1, os dados dos testes comportamentais foram 

utilizados para o cálculo da estatística Z. A análise do valor do Z Score geral de cada animal 

indicou ausência de interação entre os fatores (F (3, 85) = 1,207, p=0,3121), bem como de efeitos 

principais do IS (F (1, 85) = 2,070, p=0,1539) e do tratamento com CBD (F (3, 85) = 0,3401, 

p=0,7964; Fig. 34). Esse resultado sugere que, ao contrário do observado nos animais adultos, 

o IS não induziu um aumento da emocionalidade nos animais adolescentes. 
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Figura 34. Experimento 2 - Avaliação da emocionalidade dos animais pelo Z Score. Z score geral 

de todos os grupos. Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média ± EPM (n=11-

12). CBD: Canabidiol. 

 Avaliação do peso de órgãos 

5.2.3.1. Peso do baço 

A análise do peso normalizado do baço indicou ausência de interação (F (3, 83) = 1,240, 

p=0,3007) e de efeitos principais de condição (F (3, 83) = 0,9473, p=0,4217) ou de tratamento (F 

(1, 83) = 2,150, p=0,1464; Fig. 35). 
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Figura 35. Experimento 2 - Avaliação do peso do baço. A) Peso do baço normalizado pelo peso 

corporal. Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média ± EPM (n=11-12). CBD: 

Canabidiol. 
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5.2.3.2. Peso das glândulas adrenais 

O peso das glândulas adrenais, conforme analisado pela ANOVA de 2 vias, não foi 

influenciado pelo IS (F (1, 85) = 2,339, p=0,1299) ou pelo tratamento com CBD (F (3, 85) = 0,9035, 

p=0,4430), além disso não foi detectada interação entre os fatores (F (3, 85) = 0,6408, p=0,5908; 

Fig. 36).  
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Figura 36. Experimento 2 - Avaliação do peso das glândulas adrenais. Peso das glândulas adrenais 

normalizado pelo peso corporal. Dados analisados por ANOVA de 2 vias e apresentados como média ± 

EPM (n=11-12). CBD: Canabidiol. 

 Análise de correlação entre o tratamento com CBD ou o tempo com o peso 

corporal dos animais 

Para explorar os efeitos do tratamento repetido com CBD nas 3 doses comparado ao 

tratamento com veículo sobre o peso dos animais ao longo do experimento, foi calculado o 

coeficiente de correlação através da análise de correlação de Spearman com os fatores: peso 

corporal, tempo (semanas do experimento) e dose de CBD administrada (0 para os animais 

veículo, 3, 10 ou 30). Os resultados dessa análise indicaram forte correlação positiva entre o 

peso dos animais e a semana do experimento (Spearman r=0,679, p<0,0001), o que era 

esperado, visto que os animais ainda estavam em desenvolvimento durante o protocolo 

experimental. Por outro lado, a correlação entre o peso e o tratamento com CBD não foi 

significativa (Spearman r=0,009, p=0,847), ao contrário do observado nos animais adultos (Fig. 

37).  
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Figura 37. Experimento 2 - Análise de correlação entre o peso corporal dos animais, tempo do 

experimento e tratamento com CBD. Dados analisados por correlação de Spearman e apresentados 

como valor de r (n=12-16). CBD: Canabidiol. 
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6. DISCUSSÃO 

Estudos acerca das alterações comportamentais, moleculares e estruturais decorrentes 

da exposição ao estresse são de grande importância para a construção de conhecimento sobre a 

neurobiologia de transtornos psiquiátricos. Aliado a isso, o estudo dos efeitos e mecanismos de 

ação de diferentes compostos frente a essas alterações pode ajudar na busca por novas 

intervenções farmacológicas na área da psiquiatria. Nesse sentido, o cenário global imposto 

pela pandemia de COVID-19 impulsionou pesquisas clínicas e pré-clínicas, como o presente 

trabalho, sobre os efeitos comportamentais e fisiológicos induzidos pelo IS, além da busca por 

medidas capazes de atenuar os danos causados por esse evento.  

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o estresse de IS durante 28 dias 

induziu alterações comportamentais em camundongos fêmeas tanto na adolescência quanto na 

vida adulta, tais como o aumento da atividade locomotora e o comportamento tipo-ansioso, no 

OFT, e redução do tempo em autolimpeza no ST, efeito associado ao comportamento tipo-

depressivo em roedores (WILLNER, 2005). Por outro lado, algumas alterações foram 

particulares à idade dos animais, como o comportamento tipo-ansioso no NSFT, o aumento da 

motivação social no SPT e SIT, a redução do tempo de imobilidade avaliada no FST e o 

aumento do peso das glândulas adrenais observado nos animais adultos. É relevante mencionar, 

no entanto, que alguns dos efeitos do estresse detectados pela ANOVA de 2 vias, como o 

aumento na interação social (SPT e SIT) e a redução do tempo de imobilidade (FST), não foram 

observados na comparação entre os grupos agrupado e isolado tratados com veículo, o que pode 

indicar desvios do cálculo de efeito principal induzidos por alterações em grupos específicos 

em cada condição. Já em relação ao tratamento, embora as doses de CBD de 3 e 30 mg/Kg não 

tenham demonstrado efeito, a dose de 10 mg/Kg atenuou a hiperlocomoção dos animais 

adolescentes no OFT e o comportamento tipo-ansioso dos animais adultos no NSFT. 

A ambulação e a atividade exploratória, em roedores, são comportamentos inatos 

motivados pela necessidade de se coletar informações sobre possíveis ameaças, rotas de fuga e 

esconderijos (ROJAS-CARVAJAL et al., 2018). Além disso, roedores tendem a evitar áreas 

grandes e abertas, devido à maior exposição e, consequentemente, maior risco de ataques de 

predadores, preferindo permanecer próximos às paredes da arena (SEIBENHENER; 

WOOTEN, 2015; WEBSTER; BAUMGARDNER; DEWSBURY, 1979; WILSON et al., 

1976). Nesse contexto, eventos estressantes, como o IS, são capazes de promover alterações 

nesses comportamentos, tais como o aumento da atividade locomotora e da redução redução do 
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tempo de permanência ou da distância percorrida no centro do aparato (CAMPOS et al., 2013b; 

SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). De fato, o aumento da locomoção e o comportamento 

tipo-ansioso são observados em diversos estudos com modelos de IS tanto em machos quanto 

em fêmeas, de diferentes linhagens e idades (IERACI; MALLEI; POPOLI, 2016; ROS-SIMÓ; 

VALVERDE, 2012; STREKALOVA et al., 2005; SULLENS et al., 2021; VÕIKAR et al., 

2005; WEI et al., 2007). Esse efeito também já foi observado no modelo de estresse crônico 

imprevisível (CUS, do inglês chronic unpredictable stress), um dos modelos que melhor atende 

os critérios de validade previamente mencionados, e mais recentemente, em um novo modelo 

de mania chamado “perturbação de ritmo crônico imprevisível” (CURD, do inglês chronic 

unpredictable rhythm disturbance) (LI et al., 2023; SEQUEIRA-CORDERO et al., 2019).  

É relevante mencionar que ao serem reexpostos ao OFT, os animais tendem a se habituar 

à arena, o que pode levar à atenuação das possíveis diferenças comportamentais, principalmente 

a exploração do ambiente e o comportamento tipo-ansioso (CHOLERIS et al., 2001; ROJAS-

CARVAJAL et al., 2018). Desta forma, analisando os resultados obtidos no presente trabalho, 

é possível sugerir que as fêmeas adultas reconheceram a arena do OFT, o que atenuou os 

comportamentos de hiperlocomoção e tipo-ansioso induzidos pelo IS. Essa hipótese é 

corroborada pelo fato de que os animais adolescentes, expostos uma só vez à arena, 

apresentaram hiperlocomoção e comportamento tipo-ansioso, e que essas alterações foram 

observadas quando calculada a razão dos dados do OFT pelo OFT basal dos animais adultos.  

Além disso, a observação de hiperlocomoção em reexposições ao OFT está relacionada 

a falhas na habituação ao ambiente e ao comportamento de hipervigilância, o qual é 

caracterizado pelo prejuízo em assimilar pistas que sinalizam segurança e resposta exacerbada 

a ameaças leves. Uma das possíveis causas para esse cenário são prejuízos na inibição do 

sistema de vigília e na evocação de informações previamente adquiridas, um indicador de 

déficit cognitivo (GRILLON, 2002; PARK; CAMPBELL; DIAMOND, 2001). Dessa forma, é 

possível sugerir que enquanto o protocolo de IS por 4 semanas aumentou a locomoção e induziu 

alterações comportamentais relacionadas à ansiedade nesse teste, o fato de os animais adultos 

terem reconhecido a arena pode indicar que não houve prejuízo cognitivo associado ao 

comportamento de hipervigilância. Esses dados podem ser úteis para o estudo translacional dos 

efeitos do IS em humanos, visto que animais submetidos a períodos mais longos de IS 

apresentaram prejuízos na memória (LIU et al., 2020b; NIU et al., 2020; WATANABE et al., 

2022), aliado ao aumento no número de queixas relacionadas à memória desde a pandemia de 
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COVID-19, e que aspectos psicossociais, como o IS, foram associados positivamente a essas 

queixas (FOLAYAN et al., 2023). 

Considerando-se essas evidências, o NOR foi realizado como parte dos testes 

comportamentais do presente estudo. No entanto, a padronização deste teste se mostrou 

complexa, uma vez que os animais apresentavam pouco tempo de interação com os objetos, 

mesmo após alterações no protocolo, como o aumento do tempo da sessão de habituação e 

substituição dos objetos utilizados por outros com cores mais fortes e figuras mais distintas. Por 

outro lado, vale destacar que os estudos citados observaram déficits cognitivos após períodos 

de 7 a 9 semanas de IS, ao passo que o presente trabalho utilizou apenas 4 semanas, levantando 

a possibilidade de que períodos mais curtos de IS podem induzir alterações comportamentais 

sem induzir alterações cognitivas.  

Interessantemente, embora ambas as idades tenham apresentado comportamento tipo-

ansioso induzido pelo IS no OFT, no NSFT este comportamento foi observado apenas nos 

animais adultos. Diante disso, dois fatores relacionados às diferenças entre os experimentos 1 

e 2 podem ser destacados: primeiramente, é possível que as duas idades tenham respondido de 

forma diferente ao NSFT, uma vez que a latência média do grupo controle (Agrupado-Veículo) 

adolescente (141,45 segundos) foi inferior à do grupo controle adulto (190,86 segundos), 

permitindo sugerir que os animais adolescentes apresentaram, naturalmente, uma menor 

aversão à caixa-teste. Nesse sentido, um estudo acerca dos efeitos dependentes do sexo e do 

período de exposição ao estresse (pré-puberdade e pós-puberdade) identificou que ratos machos 

foram mais suscetíveis ao estresse de choque nas patas combinado com estresse de restrição 

quando expostos no período pré-puberdade, enquanto as fêmeas apresentaram maior 

susceptibilidade ao mesmo estresse quando expostas após a puberdade (ZHU; GRACE, 2023). 

Apesar das diferenças claras de espécie e estímulo utilizados, esse dado permite levantar a 

possibilidade de que fêmeas adolescentes sejam menos suscetíveis aos efeitos comportamentais 

do estresse quando comparadas a fêmeas adultas, possibilitando o desenvolvimento de novos 

questionamentos acerca das vias neurais envolvidas nesse fenômeno. 

Além da idade dos animais, é possível que o sexo do experimentador presente durante 

a sessão da caixa-teste no NSFT, o qual foi homem no Experimento 1, e mulher no Experimento 

2, possa ter influenciado a resposta comportamental dos animais. Essa hipótese pode ser 

corroborada por dados de um estudo recente, o qual observou que camundongos machos e 

fêmeas de diversas linhagens apresentaram aversão ao cheiro de experimentadores homens, 
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preferência ao cheiro de experimentadoras mulheres e maior suscetibilidade ao estresse quando 

manuseados por experimentadores homens (GEORGIOU et al., 2022). Esse mesmo estudo 

observou que a aversão ao cheiro dos experimentadores homens foi mediada pela ativação de 

neurônios do CRH no córtex entorrinal. Dessa forma, é possível que os animais adultos tiveram 

o comportamento tipo-ansioso intensificado devido à presença do experimentador masculino. 

Vale ressaltar, ainda, que uma possibilidade não exclui a outra, e que a diferença entre os 

experimentos possa ter ocorrido em virtude da menor susceptibilidade dos animais adolescentes 

e da presença do experimentador homem durante o teste.  

Resultados divergentes foram encontrados em relação aos efeitos do CBD. Apesar das 

evidências de que essa droga é capaz de atenuar o comportamento tipo-ansioso e a 

hiperlocomoção induzida por drogas psicotomiméticas (CAMPOS et al., 2013a; FOGAÇA et 

al., 2018; MOREIRA; GUIMARÃES, 2005; ZUARDI et al., 2017b), esses efeitos não foram 

constantes nos resultados do presente estudo. Conforme demonstrado, o CBD na dose de 10 

mg/Kg atenuou o comportamento tipo-ansioso dos animais adultos no NSFT, e a 

hiperlocomoção dos animais adolescentes, mas não dos animais adultos, no OFT. Essa 

variabilidade na resposta ao tratamento pode estar associada ao fato de os animais não serem 

isogênicos, e, por consequência, apresentarem mais diferenças fenotípicas, o que poderia 

reduzir a sensibilidade do teste (FESTING, 1999). Por outro lado, a observação de efeito tipo-

ansiolítico significativo apesar da heterogeneidade dos animais, pode indicar um bom perfil 

translacional, uma vez que isso é congruente com o que se observa na população humana.  

Ademais, além da observação de que apenas a dose intermediária de 10 mg/Kg 

promoveu estes efeitos, a resposta comportamental dos animais tratados com CBD produziu 

uma curva em formato de U invertido, mesmo em parâmetros em que não houve efeito do 

tratamento. Esse padrão de curva dose-resposta é caracterizado pela presença de efeito em doses 

intermediárias, enquanto doses mais baixas e mais altas apresentam pouco ou nenhum efeito, e 

é frequentemente observado em estudos com o CBD, bem como com canabinoides em geral 

(GUIMARÃES et al., 1990; ONAIVI; GREEN; MARTIN, 1990). Diferentes mecanismos já 

foram propostos para esse fenômeno, como a ativação de TRPV1, um receptor cuja ativação 

está relacionada a comportamentos tipo-ansiosos (CAMPOS et al., 2012; CAMPOS; 

GUIMARÃES, 2009b; MASCARENHAS; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2013). 

Apesar de frequentemente associado ao efeito tipo-ansiolítico do CBD, o padrão de 

resposta em formato de U invertido não é exclusivo a esta resposta, sendo observado em outros 
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comportamentos, tais como o de resignação frente a um estresse inescapável, comportamento 

avaliado pelo FST e teste de suspensão pela cauda (TST, do inglês tail suspension test) 

(SCHIAVON et al., 2016; ZANELATI et al., 2010), comportamentos compulsivos, através do 

teste de esconder esferas (CASAROTTO et al., 2010) e cognição, avaliada no NOR (LUJÁN 

et al., 2018). É interessante ressaltar que a dose eficaz do CBD diferiu entre esses estudos, 

provavelmente em função das diferentes linhagens, metodologias e regimes de tratamento, o 

que indica que a dose eficaz do CBD pode variar conforme o protocolo experimental e a 

linhagem utilizada. De acordo, Silote e colaboradores (2021) observaram um fenômeno 

semelhante relacionado ao efeito tipo-antidepressivo do CBD em camundongos machos e 

fêmeas das linhagens Swiss e C57BL/6, no qual camundongos machos Swiss apresentaram 

comportamento tipo-antidepressivo no TST, mas não as fêmeas ou os animais C57BL/6.  

A anedonia e a apatia estão presentes em diversos transtornos neuropsiquiátricos 

(GORWOOD, 2008), e são relacionados, principalmente, à desregulação do sistema 

dopaminérgico, particularmente, ao sistema de recompensa (BELUJON; GRACE, 2017; 

GORWOOD, 2008; GRACE, 2016). Estudos demonstraram que roedores socialmente isolados 

tendem a apresentar comportamento tipo-anedônico através da redução do consumo e/ou da 

preferência por uma solução de sacarose (HELMAN et al., 2022; WALLACE et al., 2009) e do 

tempo em autolimpeza no ST, o qual é associado aos parâmetros de anedonia e apatia, uma vez 

que o ato de se limpar é caracterizado como autocuidado (HAJ-MIRZAIAN et al., 2015). Neste 

trabalho, o tratamento com CBD não foi eficaz em reestabelecer o tempo em autolimpeza 

avaliado no ST em ambos os experimentos. Apesar de evidências de que o CBD é capaz de 

atenuar comportamentos tipo-depressivos (LINGE et al., 2016; SILOTE et al., 2019), inclusive 

relacionados à anedonia (GÁLL et al., 2020; REUVENI et al., 2022), é importante ressaltar que 

esses efeitos foram observados em outros protocolos de estresse, sendo este o primeiro estudo 

a avaliar o efeito do CBD nas alterações induzidas pelo IS crônico. Interessantemente, foi 

observado que em camundongos machos isolados por 28 dias, o bloqueio farmacológico de 

receptores do tipo NMDA atenuou os comportamentos tipo-depressivos induzidos pelo 

isolamento, tais como o aumento do tempo de imobilidade no FST e a redução do tempo em 

autolimpeza no ST (HAJ-MIRZAIAN et al., 2015), sugerindo que esses receptores 

desempenham um importante papel na regulação desses comportamentos.  

Ao contrário do observado no ST, não foi identificado comportamento tipo-depressivo 

no FST. Trabalhos na literatura que avaliaram os efeitos do IS sobre o tempo de imobilidade 

no FST ou no TST relataram resultados contraditórios, havendo estudos que reportaram 
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aumento do tempo de imobilidade (HAJ-MIRZAIAN et al., 2015; LI et al., 2021a; LIU et al., 

2020b), estudos que não identificaram diferença entre os grupos (SULLENS et al., 2021; WU 

et al., 2022) e ainda, um estudo que observou redução desse parâmetro nos animais isolados 

(ROS-SIMÓ; VALVERDE, 2012). É descrito que o tempo de imobilidade avaliado no FST 

pode sofrer influência direta de efeitos locomotores (STREKALOVA et al., 2005). 

Considerando o aumento da atividade locomotora observado neste trabalho, no OFT, é possível 

que essa hiperlocomoção induzida pelo IS tenha interferido no tempo de imobilidade dos 

animais no FST. Outra possibilidade é de que o aumento do tempo de imobilidade esteja 

relacionado à duração do IS, uma vez que a maioria dos estudos que observaram esse efeito 

utilizaram protocolos de 7 a 9 semanas de isolamento (LI et al., 2021b; LIU et al., 2020b; NIU 

et al., 2020). Assim como neste trabalho, em um estudo com fêmeas adultas (18 meses) 

submetidas a 4 semanas de isolamento, período semelhante ao utilizado no presente estudo, 

esse efeito não foi observado (SULLENS et al., 2021). É interessante mencionar ainda, que dois 

estudos observaram aumento do tempo de imobilidade nos animais isolados somente ao 

realizarem duas sessões de FST, sendo esse efeito observado na segunda sessão (KOIKE et al., 

2009; MEDENDORP et al., 2018). Esses relatos sugerem que a influência do IS sobre o 

comportamento tipo-depressivo observado no FST é controversa e parece sensibilizar o 

organismo, alterando as estratégias de enfrentamento ao estresse; porém os dados da literatura 

permitem pouca especulação acerca dos mecanismos envolvidos nesse efeito. 

Assim como para seres humanos, as interações sociais são de grande importância para 

roedores, e possuem caráter recompensador e motivador (DOUGLAS; VARLINSKAYA; 

SPEAR, 2003; PANKSEPP; LAHVIS, 2007), particularmente em animais adolescentes, os 

quais tendem a apresentar ainda mais interações sociais do que animais mais jovens ou mais 

velhos (PANKSEPP et al., 2007). Nesse sentido, estudos demonstram que o IS causa diversos 

prejuízos a nível cerebral, tais como redução da espessura da mielina no córtex pré-frontal 

medial (mPFC) e alteração na excitabilidade de redes perineuronais de camundongos, o que 

pode resultar em alterações comportamentais relacionadas à ansiedade e depressão (XIONG et 

al., 2023). Matthews e Tye (2020) sugeriram a existência de um complexo sistema responsável 

pela regulação da chamada homeostase social, ou seja, do equilíbrio entre a necessidade de 

interação e a que é efetivamente atingida. Esse sistema atuaria através da detecção e 

comparação da quantidade e/ou qualidade das relações sociais, o que induziria a ativação do 

centro de controle social, que, por sua vez, atuaria em outros centros de controle, como de 
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temperatura e energia, produzindo respostas tanto internas, como alterações emocionais, quanto 

externas, como adaptações comportamentais.  

Dados da literatura acerca dos efeitos do isolamento sobre a interação social 

demonstram resultados divergentes, embora a maioria identifique comportamentos sociais 

anormais após esse estresse. Alguns estudos demonstraram que roedores socialmente isolados 

tendem a apresentar maior busca por interação social (NIESINK; VAN REE, 1982; 

SHIRENOVA; KHLEBNIKOVA; KRUPINA, 2023; VÕIKAR et al., 2005), enquanto outros 

identificaram redução desse parâmetro (MAKINODAN et al., 2012; YAMAMURO et al., 

2020) ou ausência de diferença entre os grupos (SULLENS et al., 2021). Por outro lado, 

camundongos Swiss machos submetidos a 10 dias de IS apresentaram comportamento 

antissocial, caracterizado pelo aumento no número e na duração de ataques a um animal novo 

inserido em sua caixa-casa, no teste de residente-intruso (HARTMANN et al., 2019), efeito 

também observado em outros estudos (KOIKE et al., 2009; PINNA et al., 2003). 

Interessantemente, Pinna e colaboradores (2003) observaram que em camundongos machos e 

fêmeas isolados durante 4 semanas, apenas os machos apresentaram comportamento agressivo, 

associado à redução de alopregnanolona no bulbo olfatório desses animais, o que não foi 

observado nas fêmeas. Esses dados reiteram a ideia de que as alterações sociais induzidas pelo 

IS são heterogêneas e estão associadas a diferenças nos protocolos, particularmente à duração 

do estresse, ao sexo dos animais e ainda ao período em que o estresse ocorre, visto que a maioria 

dos estudos iniciam o protocolo de estresse imediatamente após o desmame (DIMONTE et al., 

2023; LI et al., 2021b; NIU et al., 2020; ROS-SIMÓ; VALVERDE, 2012).  

Sabe-se que além dos efeitos sobre o comportamento, o estresse crônico é capaz de 

alterar o peso de órgãos sensíveis ao estresse, tais como o baço e as glândulas adrenais 

(BERGER et al., 2019; ULRICH-LAI et al., 2006; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Nesse 

contexto, embora o IS não tenha alterado o peso do baço dos animais adultos e adolescentes, 

no presente estudo, o aumento do peso das glândulas adrenais das adultas sugere que houve 

hiperativação do eixo HPA nesses animais. Essa hipótese é corroborada por estudos com outros 

modelos de estresse que também observaram efeito semelhante (BORROW et al., 2019; FLAK 

et al., 2011; HERMAN; ADAMS; PREWITT, 2008; SADLER; BAILEY, 2016). Apesar das 

evidências que sugerem que a adolescência seja um período de maior susceptibilidade ao 

estresse (BILBO; SCHWARZ, 2009; BRENHOUSE; SCHWARZ, 2016; MCCORMICK; 

MATHEWS, 2010; ROMEO, 2010), os resultados deste trabalho sugerem que o estresse de IS 

induziu respostas menos intensas nos animais adolescentes. Assim, é possível sugerir que, 
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contrário ao esperado, a plasticidade do eixo HPA e das regiões cerebrais envolvidas no seu 

controle (MCCORMICK; MATHEWS, 2010) tenham induzido efeitos protetores ao modelo 

de estresse utilizado no presente estudo.  

Aliado a isso, os resultados comportamentais demonstraram alterações mais 

pronunciadas nas fêmeas adultas, em relação às adolescentes, o que reforça a hipótese de que 

as adolescentes foram menos suscetíveis ao protocolo de estresse. Embora inesperado, esse 

dado é corroborado por outros estudos que reportaram resultados semelhantes. Por exemplo, 

ratas submetidas, no período da adolescência, a um modelo de esquizofrenia através da 

exposição ao estresse de restrição combinado com choque nas patas não apresentaram 

comportamento tipo-ansioso, déficits cognitivos ou alteração no número de neurônios 

dopaminérgicos espontaneamente ativos (KLINGER et al., 2019), ao contrário dos machos 

submetidos ao mesmo protocolo, que apresentaram alterações em todos esses parâmetros 

(GOMES; GRACE, 2017).  

Similarmente, ratas submetidas a 24 horas de separação materna no dia pós-natal 3 não 

apresentaram alterações comportamentais ou na neurogênese do giro denteado (LOI et al., 

2017). Em outro trabalho, ratos machos e fêmeas foram submetidos a um protocolo de estresse 

crônico durante a adolescência e, após receberem uma injeção de LPS na vida adulta, apenas 

os machos apresentaram aumento na expressão gênica de mediadores inflamatórios no 

hipocampo (PYTER et al., 2013). Além desses estudos, conforme mencionado anteriormente, 

Zhu e colaboradores compararam a exposição de ratos machos e fêmeas ao estresse antes e após 

a puberdade, e identificaram vulnerabilidades distintas entre os sexos, sendo a adolescência um 

período de maior vulnerabilidade para os animais machos, enquanto a vida adulta se mostrou 

crítica para as fêmeas (ZHU; GRACE, 2023). 

É importante mencionar que embora essas evidências tenham sido observadas em ratos, 

um estudo de revisão identificou que 64% dos estudos envolvendo tanto ratos quanto 

camundongos fêmeas submetidas a protocolos de estresse no início da vida não apresentam 

diferenças comportamentais (LOI et al., 2017). Dessa forma, esse conjunto de dados sugere a 

existência de dimorfismos sexuais significativos associados à resposta ao estresse durante a 

adolescência, e ainda que o período de vulnerabilidade em animais fêmeas não é o mesmo dos 

machos. É possível ainda que as consequências da exposição ao estresse na adolescência, em 

fêmeas, sejam observadas mais tardiamente, como recentemente observado em camundongos 

fêmeas C57BL/6J submetidas ao estresse de derrota social acelerada, uma modificação do 
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protocolo de estresse de derrota social crônica, cuja maioria apresentou resiliência aos efeitos 

do estresse a curto prazo, porém na vida adulta, observaram-se déficits cognitivos e redução de 

sítios pré-sinápticos de neurônios dopaminérgicos no córtex pré-frontal (PANTOJA-URBÁN 

et al., 2024).  

Dados clínicos apontam que mulheres que reportaram adversidades no período pós-

puberdade são mais propensas a vivenciar um episódio depressivo na transição da 

perimenopausa, comparadas a mulheres que não sofreram adversidades na adolescência 

(EPPERSON et al., 2017), corroborando a hipótese de que os hormônios sexuais femininos 

desempenham papéis importantes na regulação da resposta ao estresse. Ainda, um estudo de 

neuroimagem demonstrou que adversidades no início da vida podem impactar 

significativamente circuitos serotoninérgicos que regulam funções executivas, o que é 

observado quando há redução dos níveis de estradiol, e atenuado quando esses níveis são 

reestabelecidos (SHANMUGAN et al., 2017). Por outro lado, a influência do estresse sobre os 

hormônios sexuais permanece pouco elucidada. Embora alterações na secreção do hormônio 

luteinizante (BREEN et al., 2012) e na ativação de folículos primordiais (XU et al., 2018) 

tenham sido reportadas, em animais submetidos a modelos de estresse, esses eventos podem 

não influenciar o ciclo estral. De fato, assim como no presente estudo, camundongos fêmeas 

submetidas ao estresse de restrição crônico exibiram ciclos estrais normais, apesar de alterações 

no pico de secreção do hormônio luteinizante (WAGENMAKER; MOENTER, 2017). 

Coletivamente, essas evidências sugerem que apesar de influenciar aspectos reprodutivos, 

alguns modelos de estresse podem não induzir alterações significativas sobre o ciclo estral. 

Porém, uma vez que os resultados deste estudo não demonstraram diferenças significativas 

entre o ciclo estral dos diferentes grupos experimentais, não é possível chegar a conclusões 

concretas acerca do efeito das fases do ciclo estral sobre o comportamento.  

Embora o protocolo de IS por 4 semanas tenha induzido alterações comportamentais, 

essas não foram acompanhadas por aumento na expressão gênica dos principais componentes 

da via do inflamassoma de NLRP3, como o NLRP3, ASC, caspase-1 e IL-1β, no PFC dos 

animais adultos. Apesar desse resultado se opor à hipótese do presente estudo, o aumento da 

expressão gênica desses componentes parece estar relacionado ao caráter do protocolo de 

estresse utilizado, visto que camundongos machos da linhagem C57BL/6 submetidos a 30 dias 

de estresse de restrição apresentaram aumento da expressão de NLRP3 e IL-1β, no PFC 

(ALCOCER-GÓMEZ et al., 2016). Estudos utilizando protocolos de CUMS, por outro lado, 
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observaram aumento de NLRP3, caspase-1 e ASC após 14 dias (ASHRAF et al., 2019), e de 

IL-1β, IL-6 e TNF-α após 4 (GENG et al., 2019; LIU et al., 2017) ou  6 semanas (DENG et al., 

2015).  

Dentre os estudos que investigaram a relação entre o estresse e a via do inflamassoma 

de NLRP3, dois utilizaram protocolos de IS e observaram aumento dos níveis proteicos de 

NLRP3, caspase-1, pró-caspase-1, IL-1β e IL-18 no HPC de camundongos machos isolados 

durante 8 semanas, a partir do dia pós-natal 28 (LI et al., 2021b; NIU et al., 2020). Nesse 

sentido, apesar do estressor ser o mesmo que o utilizado no presente trabalho, ressalta-se que 

foram observadas alterações a nível proteico dos componentes, não sendo avaliada a expressão 

gênica desses e, em outra região encefálica, a qual pode sofrer efeitos diferentes induzidos pelo 

estresse, uma vez que a concentração de receptores de glicocorticoides no HPC é superior a 

encontrada em outras estruturas (MCEWEN; WEISS; SCHWARTZ, 1968, 1969). Destaca-se 

ainda que diferenças como a duração do protocolo de IS utilizada, a qual foi o dobro do presente 

estudo, a linhagem e sexo dos animais também podem interferir nos resultados obtidos, visto 

que dimorfismos sexuais entre as alterações neuroanatômicas e neuroquímicas decorrentes do 

IS já foram observados (HENG; ZIGMOND; SMEYNE, 2023). Assim, é possível que o 

estresse de IS por 4 semanas utilizado no presente trabalho não tenha caracterizado um estímulo 

intenso o suficiente para induzir alterações pela via do inflamassoma de NLRP3, sugerindo que 

as alterações comportamentais observadas sejam decorrentes de outros mecanismos 

neurobiológicos.  

Embora não tenha sido observado efeito do estresse, a redução da expressão gênica do 

NLRP3 e da proteína adaptadora ASC pelo tratamento com CBD-10 constituiu um resultado 

muito interessante. Apesar da atenuação da via do NLRP3 ter sido observada em estudos com 

culturas celulares, como monócitos, queratinócitos e micróglia humana (ARIAS et al., 2023; 

LIBRO et al., 2017; LIU et al., 2020a, 2021), até onde se estende o conhecimento dos autores 

do presente estudo, a atenuação da expressão gênica do NLRP3 e da ASC no PFC de 

camundongos após tratamento sistêmico com CBD não foi reportada até o momento, 

caracterizando esse como um achado inédito obtido por este trabalho. Embora não tenham sido 

observadas diferenças significativas na expressão gênica de caspase-1 e IL-1β, os gráficos 

apresentam uma tendência à redução da expressão de caspase-1 no grupo I-10 e de IL-1β no 

grupo A-10, o que pode indicar que o CBD está modulando de alguma forma a via do 

inflamassoma de NLRP3. Nesse sentido, apesar de o mecanismo pelo qual o CBD é capaz de 

atenuar a expressão gênica do NLRP3 e da ASC não ter sido elucidado, um estudo observou 
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que o tratamento com CBD aumentou os níveis proteicos da IκBα (JIANG et al., 2021), uma 

proteína celular capaz de inibir o NF-κB. Esse achado é corroborado pelo fato de que o CBD é 

capaz de aumentar os níveis de AEA, a qual inibe a ativação do NF-κB pelo TNF-α, através da 

inibição da IκB quinase, enzima reguladora da ativação do NF-Κb (SANCHO et al., 2003). 

Essas evidências sugerem que o CBD é capaz de modular a etapa de priming do inflamassoma 

de NLRP3, em especial, através da atenuação da expressão gênica dos componentes dessa via. 

O impacto gerado pela pandemia de COVID-19 e consequente IS imposto por esse 

evento ainda está sendo investigado e as consequências a longo prazo desse evento global ainda 

estão sendo estimadas (COKER; CHENG; YBARRA, 2023; COVID-19 MENTAL 

DISORDERS COLLABORATORS, 2021). Desse modo, modelos animais de IS possuem 

grande importância para a elucidação de consequências comportamentais e fisiológicas, bem 

como os mecanismos envolvidos nessas alterações. Estudos sobre os efeitos do IS a longo 

prazo, por exemplo, podem ajudar a prevenir possíveis consequências futuras e o uso desses 

modelos animais pode contribuir para a identificação de medidas capazes de atenuar os efeitos 

observados e amenizar suas consequências. Desse modo, o conjunto de resultados deste estudo, 

junto aos trabalhos da literatura mencionados sugerem que o IS enfrentado durante a pandemia 

possa ter atuado como um fator agravador para outros estressores, culminando nas 

consequências observadas. 

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que, embora a 

adolescência compreenda um período possivelmente mais suscetível às consequências do 

estresse (MCCORMICK; MATHEWS, 2007; ROMEO, 2010; ROS-SIMÓ; VALVERDE, 

2012), os efeitos do IS durante 4 semanas induziram efeitos mais perceptíveis nas fêmeas 

adultas, demonstrando que esse estresse produz efeitos controversos em animais, que podem 

divergir de acordo com sua duração. Ademais, o sexo dos animais pode desempenhar um papel 

importante nas alterações induzidas por esse estresse, visto que a relação entre hormônios 

sexuais e a resposta ao estresse já foi reportada. Ademais, a atenuação do comportamento tipo-

ansioso e da hiperlocomoção induzidos pelo IS após o tratamento com o CBD, bem como a 

redução da expressão gênica do NLRP3 e da ASC sugerem que esse composto pode induzir 

efeitos terapêuticos frente ao IS e que a via do NLRP3 pode ser mais um mecanismo pelo qual 

o CBD é capaz de atuar. 
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7. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o protocolo de IS por 4 semanas 

induziu alterações comportamentais, tanto nas fêmeas adolescentes quanto nas adultas, 

caracterizadas pelo comportamento tipo-ansioso e comportamento tipo-depressivo, porém que 

os animais adultos apresentaram maior responsividade ao modelo de estresse utilizado. 

Conclui-se ainda, que o tratamento com CBD na dose de 10 mg/Kg foi eficaz em atenuar o 

comportamento tipo-ansioso dos animais, e também a expressão gênica de dois componentes 

cruciais para a via do inflamassoma de NLRP3, o NLRP3 e a ASC, de maneira independente 

ao estresse. 

Apesar do protocolo utilizado não ter induzido aumento dos componentes da via do 

inflamassoma de NLRP3, sugere-se que outros mecanismos como alteração nos níveis de 

neurotransmissores e de glicocorticoides, os quais também são modulados pelo tratamento com 

CBD, sejam responsáveis pelas alterações comportamentais observadas. Ressalta-se, ainda, que 

essa hipótese não exclui a possibilidade de que a atenuação da expressão gênica do NLRP3 e 

da ASC pelo CBD tenha contribuído para o efeito benéfico dessa droga sobre o comportamento 

dos animais e levanta importantes questionamentos acerca da dinâmica entre o sistema 

endocanabinoide e o inflamassoma de NLRP3. 
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ANEXOS 

 

Anexo A - Autorização da Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP - USP) para realização dos experimentos em 

animais. 


