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RESUMO

A depresséo € um transtorno de origem multifatorial caracterizado pelo humor deprimido.
Pesquisas identificaram uma relacdo entre estresse e depressdo. O estresse promove 0
aumento desenfreado de cortisol que em quantidades elevadas promove alteragdes
estruturais e bioquimicas no Sistema Nervoso Central (SNC) podendo levar ao
Transtorno Depressivo Maior (TDM). Devido a complexidade deste transtorno a
investigacdo por novas alternativas de tratamento é constante para se obter o bem-estar
dos pacientes. Assim nessa busca por novos tratamentos, as substancias originarias de
plantas aromaticas, principalmente dos Oleos essenciais se mostram com diversas
atividades bioldgicas. Dentre esses constituintes o trans-anetol tem se mostrado uma
molécula com potencial acdo antioxidante, anti-inflamatério e ansiolitico. Devido estas
atividades, objetivamos investigar se o trans-anetol possui acdo antidepressiva sobre
camundongos fémeas adultas submetidas por quatorze dias ao modelo do estresse
subcrénico imprevisivel (ESI). Foram utilizados seis grupos, com um grupo nao
estressado e cinco grupos que passaram pelo ESI, que apds os sete dias iniciais de
protocolo foram subdivididos em ESI salina, ESI imipramina (15 mg/kg) e ESI tratado
com doses de 100,200 e 300 mg/kg de trans-anetol. Ao final do protocolo foram
realizados os testes de suspensdo da cauda, borrifagem da sacarose para avaliar a acao
antidepressiva e campo aberto para atividade locomotora, os animais foram eutanasiados
e retirado o hipocampo para analise neuroquimica. Na avaliagcdo da variacdo ponderal o
grupo estresse teve reducdo do ganho de peso em relacdo ao ndo estressado, 0s animais
nas doses de 200 e 300 mg/kg tiveram perca de peso em comparagdo ao inicio do
protocolo. No teste da borrifagem da sacarose as trés doses do trans-anetol conseguiram
reduzir o tempo de laténcia, no tempo de autocuidado a dose de 200mg/kg foi superior ao
grupo ESI. Na suspenséo da cauda a laténcia para a imobilidade ndo diferiu nas doses do
trans-anetol, apenas os grupos imipramina e controle diferiram do ESI, no tempo de
imobilidade a dose de 200mg/kg possuiu 0 melhor resultado diferindo do grupo ESI. No
campo aberto, o trans-anetol (100 e 200mg/kg) conseguiu aumentar a quantidade de
rearings em relacdo aos animais estressados; no parametro nimero de cruzamentos a dose
de 100mg/kg teve o melhor desempenho; por fim no tempo de permanéncia no centro a
dose de 200mg/kg foi maior em relagdo ao grupo estresse. Na avaliagdo neuroquimica, o
cortisol foi encontrado em nivel elevado no hipocampo dos animais ESI, todas as doses
do trans-anetol conseguiram reduzir significativamente seus niveis. Ao quantificar a via
serotoninérgica o trans-anetol conseguiu reduzir a degradagéo de serotonina nas doses de
200 e 300mg/kg. Na via dopaminérgica, as melhores doses foram de 100 e 300 mg/kg por
ndo promoveram um aumento da degradacdo de dopamina. Os resultados encontrados
sugerem que o trans-anetol ndo interfere na atividade locomotora, e ainda promove
comportamento de anedonia dos animais submetidos a um protocolo de estresse, além de
reduzir niveis de cortisol e atuar sobre as vias serotoninérgicas e dopaminérgicas.

Palavras-chaves: Depressdo, Estresse Subcrénico Imprevisivel, Trans-anetol, Fémeas,
Neuroquimico.



ABSTRACT

Depression is a multifactorial disorder characterized by depressed mood. Research has
identified a relationship between stress and depression. Stress promotes the unbridled
increase of cortisol which in high amounts promotes structural and biochemical changes
in the Central Nervous System (CNS) and may lead to Major Depressive Disorder
(MDD). Due to the complexity of this disorder the investigation for new treatment
alternatives is constant to obtain the well-being of patients. Thus, in this search for new
treatments, substances originating from aromatic plants, especially essential oils, are
shown to have several biological activities. Among these constituents, trans-anethole has
been shown to be a molecule with potential antioxidant, anti-inflammatory and anxiolytic
action. Due to these activities, we aimed to investigate whether trans-anethole has
antidepressant action on adult female mice submitted for fourteen days to the
unpredictable subchronic stress (ESI). Six groups were used, one non-stressed group and
five groups that underwent ESI, which after the initial seven days of protocol were
subdivided into ESI saline, ESI imipramine (15 mg / kg) and ESI treated with doses of
100,200 and 300 mg. / kg trans-anethole. At the end of the protocol, tail suspension tests,
sucrose spraying were performed to evaluate antidepressant action and open field for
locomotor activity, the animals were euthanized and the hippocampus was removed for
neurochemical analysis. In the assessment of weight variation, the stress group had a
reduction in weight gain compared to the non-stressed group, animals at 200 and 300 mg
/ kg had weight loss compared to the beginning of the protocol. In the sucrose spraying
test, the three trans-anethole doses reduced the latency time; in the self-care time the 200
mg / kg dose was higher than the ESI group. In the tail suspension the immobility latency
did not differ in trans-anethole doses, only the imipramine and control groups differed
from ESI, in the immobility time the 200mg / kg dose had the best result differing from
the ESI group. In the open field, trans-anethole (100 and 200mg / kg) was able to increase
the amount of rearings in relation to stressed animals; In the parameter number of
crossings the dose of 100mg / kg had the best performance; Finally in the time of stay in
the center the dose of 200mg / kg was higher in relation to the stress group. In the
neurochemical evaluation, cortisol was found at high level in the hippocampus of the ESI
animals, all trans-anethole doses were able to significantly reduce its levels. By
guantifying the serotoninergic pathway trans-anethole was able to reduce serotonin
degradation at doses of 200 and 300mg / kg. In the dopaminergic route, the best doses
were 100 and 300 mg / kg because they did not promote an increase of dopamine
degradation. The results suggest that trans-anethole does not interfere with locomotor
activity, and also promotes anhedonia behavior of animals submitted to a stress protocol,
besides reducing cortisol levels and acting on serotonergic and dopaminergic pathways.

Keywords: Depression, Unpredictable Subchronic Stress, Trans-Anethole, Females,
Neurochemical.
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INTRODUCAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é um transtorno psiquiatrico de origem
multifatorial e pode ser caracterizada por diferentes tipos de sintomas, como os disturbios
do sono, alteracdo do apetite, bem como o retardo psicomotor, fadiga, sentimento de
inutilidade e/ou culpa e humor deprimido constante (American Psychological Association
(APA), 2014). Deste modo, este transtorno psiquiatrico tem sido vinculado a elevados
graus de mortalidade e morbidade (Palazidou, 2012).

Sobre a sua epidemiologia, a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) afirma que
até 2020 ela se tornara a segunda maior doenga no mundo (Stopa et al., 2015). Sua
prevaléncia é maior em mulheres do que homens, em uma proporc¢do de aproximadamente
duas vezes maior e isto esta relacionado principalmente a fatores hormonais, fisiologicos
e fatores externos, destacando-se principalmente os sociais (APA, 2014).

Devido ser um transtorno multifatorial, ndo € possivel determinar uma Unica causa
etiologica podendo ser uma predisposicdo genética, estresse ambiental, alteracdo na
regulacdo hormonal e de neurotransmissores. Dentre as teorias que tentam estabelecer
uma base fisioldgica para o TDM uma das primeiras a ser elaborada € a reducédo dos niveis
de monoaminas, como a serotonina, a noradrenalina e a dopamina na fenda sinaptica,
levando a comportamento depressivo (Basso et al., 2009; Pizini, 2013; Zalta, 2011).

Outra importante teoria, relaciona o estresse com a elevacdo e sustentacdo dos
niveis de cortisol — hipercortisolemia - que acarretaria na geracdo de um quadro
depressivo (Neto, 2017). A hipercortisolemia pode desencadear modificagfes anatbmicas
em estruturas importantes como hipocampo e corpo estriado resultando em desregulagéo
do eixo hipofise-pituitaria-adrenal (HPA), seus mecanismos compensatorios e
comprometimento da atividade de neurotransmissores. Alteracdes na fisiologia destes
locais € correlacionada a alteracGes comportamentais (Delong, 2000; Neto, 2017).

Existem diferentes formas de tratamento da depressdo como as psicoterapias e a
terapia com o uso de farmacos antidepressivos. Quanto ao tratamento farmacoldgico, os
farmacos atuais ndo tém apresentado um resultado de curto prazo, faz-se necessario um
periodo de laténcia para que ocorra um efeito satisfatorio. Este fator de laténcia associado
a condicao de que nem sempre o quadro desses pacientes evolui de modo eficaz reduz a
aderéncia ao tratamento (Zhang et al., 2012).

Uma alternativa na busca de novos medicamentos sédo os produtos oriundos de

plantas medicinais, sejam fitocompostos ou fitoterapicos. Alguns deles ja estdo presentes
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na formulacédo de 25% dos medicamentos industrializados de forma direta ou indireta, e
tem a¢des conhecidas sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), porém mais pesquisas sao
necessarias devido a maioria dos metabolitos secundarios desses vegetais ainda néo ter
uma acdo totalmente elucidada sobre o0 SNC (Sun, 2015; Vifa, 2012).

Entre os constituintes de produtos naturais temos o orto-eugenol, 2-alilfenol e
metileugenol, encontrados em 06leos essenciais e que ja possuem pesquisas voltadas para
investigar sua agdo antidepressiva (Aradjo, 2018; Cavalcanti, 2018; Morais, 2018).
Dentro da mesma familia de constituintes (fenilpropanoides) temos o trans-anetol [trans-
1-metoxi-4-(prop-1-enil) benzeno], encontrado como um dos constituintes majoritarios
no 6Oleo essencial de diversas espécies vegetais como a erva-doce (Foeniculum vulgare),
o anis estrelado (lllicium verum), anis (Pimpinella anisum), estragdo (Artemisia
dracunculus), eucalipto (Eucalyptus globulus). Um outro ponto importante é sua
utilizacdo na inddstria como flavorizante e aromatizante (Aazza, Lyoussi & Miguel,
2011; Cavalcanti et al., 2012; Fitsiou et al., 2016).

Em pesquisas de cunho terapéutico, as principais atividades ja identificadas do
trans-anetol sdo acdo antioxidante, antifingica e ansiolitico (Aazza, Lyoussi & Miguel,
2011; Aydemir, Cifci, Aviyente & Bosgelmez-Tinaz, 2018; Miyagawa et al., 2014).

Na busca de novos farmacos uma ferramenta é o uso de modelos e testes animais.
Em estudos com depressdo o uso destas ferramentas é bastante recorrente, devido drogas
antidepressivas conseguirem reverter comportamentos do tipo depressivo em animais
(diminuicdo do tempo de imobilidade) tratados. Associado as semelhangas fisiologicas
encontradas nos animais submetidos aos protocolos semelhante aos achados clinicos,
como em experimentos de estresse crénico ocorre a deplecdo noradrenérgica central o
gue também é encontrado em pessoas com depressdo (Dias, 2009).

Baseado na importancia de se buscar novas terapias farmacol6gicas para o
tratamento da depressdo e visto que os produtos de origem natural podem ser uma
alternativa, buscamos avaliar o efeito antidepressivo do trans-anetol por meio do estresse

subcrodnico imprevisivel e seu mecanismo de agéo.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

Definicédo e Epidemiologia

A depressédo esta presente na humanidade desde os primérdios da civilizagdo € um
transtorno mental que representa um sério problema de sade publica principalmente pela
elevada morbidade e mortalidade em seus pacientes (Holzmann et al., 2015).

E um transtorno crénico e multifatorial, de curso variavel, caracterizado por uma
perturbacao na regulacdo do humor, principalmente tendendo ao humor deprimido, com
perda de interesse ou prazer em atividades diarias, perda ou ganho significativo de peso
sem estar fazendo dieta, sentimento de culpa, desregulagdo no sono, agitacdo ou retardo
psicomotor, fadiga, irritabilidade, capacidade diminuida para pensar ou se concentrar e
ideacdo suicida (Adebesin, Adeoluwa, Eduviere & Umukoro, 2017; Almeida et al., 2017,
Jindal, Mahesh & Bhatt, 2015). O diagnoéstico para o transtorno é exclusivamente clinico,
onde pelo menos cinco destes sintomas elencados acima, devem perdurar por no minimo
duas semanas e interferir em suas relagdes pessoais como na familia, trabalho, faculdade
(Borah, Lahkar & Dasgupta, 2018; Wang et al., 2016).

Esta patologia pode afetar 15% da populacdo em algum momento de sua vida e se
tornou a segunda maior causa de incapacidade no mundo em 2010, e de acordo com a
OMS 350 milhdes de pessoas no mundo ja& estariam com o transtorno (Czéh, Fuchs,
Wiborg & Simon, 2016; Jastrzebska et al, 2017; World Health Organization (WHO),
2017).

Devido este transtorno ter um amplo espectro sobre o humor dos seus pacientes,
existem varias classificacbes como o disturbio distimico, depressao pds-parto, transtorno
afetivo sazonal, transtorno bipolar e 0 mais comum o transtorno depressivo maior (Park
etal., 2018). Para auxiliar os profissionais no diagnostico diferencial existem as diretrizes
elaboradas pelo Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V) e
0 Codigo Internacional de Doengas (CID-10).

Sua distribuicdo no mundo é variavel, muito disso se da pelo fato de que os paises
realizam de forma diferente este levantamento, além de ser necessario levar em conta a
cultura, nivel de desenvolvimento, qualidade de vida e religido. Nos Estados Unidos
acredita-se que 20% da populagédo possua este transtorno, no Brasil um estudo em 2015
mostrou que este indice € de 7,6% (Beurel, Harrington & Jope, 2013, Stopa et al., 2015).

Apesar desta disparidade existe um fato comum em diversas pesquisas, € que

mulheres tendem a ser mais susceptiveis a depressdo e sintomas ansiosos, geralmente
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duas vezes mais do que homens, isso foi detectado em estudos realizados em paises como
Canadé (Albert, 2015), Estados Unidos (Kessler, McGonagle, Swartz, Blazer & Nelson,
1993), Brasil (Stopa et al., 2015) e india (Grover, Dutt & Avasthi, 2010). Uma das
principais justificativas estaria associado a diferencas hormonais, porém € importante
também levar em conta a pressao social/cultural, violéncia e condi¢Ges sécio econémicas,
onde em muitos casos as mulheres estdo mais expostas a situagdes aversivas envolvendo
estes contextos (Borah et al.,2018; Correia & Borloti, 2011). Devido esta prevaléncia o
uso de animais do sexo feminino seria uma forma de avaliar se fatores intrinsecos,
deixariam estes animais mais susceptiveis aos comportamentos do tipo depressivo, além
de permitir uma melhor transposi¢éo ao que ocorre na populagao.

A depressao também costuma estar associada a comportamentos que ainda ndo se
tem estabelecido se poderiam predispor ao transtorno ou a pessoas com depressao maior
0s buscaria como um mecanismo de escape para 0s sintomas. Dentre 0s comportamentos
temos o consumo diario de bebida alcodlica e o fumo, mostrando tornar as pessoas trés
vezes mais suscetiveis a apresentarem o TDM (Farinha et al., 2013; Molina et al., 2012).
O sedentarismo também se mostrou cerca de duas vezes mais prevalente em pacientes
com TDM (Batista & Ornelas, 2013).

Fatores sociais também demonstram ter um impacto para o desenvolvimento da
depressdo, como o baixo nivel de escolaridade e de renda poderiam predispor ao TDM
(Molina et al., 2012; Stopa et al., 2015).

A genética também vem se mostrando importante para a predisposicdo do
transtorno, é possivel estimar que 40% dos casos possuem um fator hereditario. A
recorréncia também é comum nestes pacientes, chegando a 60% para aqueles que tiveram

um unico episodio depressivo (Borah et al., 2018).

Fisiopatologia

Por ser multifatorial, o Transtorno Depressivo Maior se torna extremamente dificil
propor um tratamento que consiga abranger todos os mecanismos relacionados ao
desenvolvimento do quadro clinico (Almeida et al., 2017).

As principais teorias sobre 0s mecanismos fisiologicos da depressdo sdo
relacionadas as monoaminas, via glutamatérgica, eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HPA) e processos inflamatdrios (Bai et al., 2018; Wu et al., 2016).
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Neurotransmissores

Teoria das Monoaminas

As monoaminas sdo uma classe de neurotransmissores que possuem um papel
essencial na regulacdo de diversas funcbes cerebrais como cognicdo, controle motor,
regulacao do sono, apetite, entre outros. Dentre os principais temos a serotonina (5-HT),
a dopamina (DA) e a noradrenalina (NA) (Zhang et al, 2018). Problemas na
neurotransmisséo ou nos receptores destas monoaminas se mostram relacionadas com o
transtorno depressivo maior (Holzmann et al., 2015).

A hipétese do desequilibrio destes neurotransmissores foi uma das primeiras a ser
elencada para a causa da depressdo e foi confirmada pelo mecanismo de acdo dos
primeiros antidepressivos descobertos a exemplo da iproniazida e da imipramina, ao se
estudar como elas atuavam sobre o organismo se identificou que promoviam a elevagédo
da concentracdo de 5-HT e NA na fenda sinaptica, reduzindo sua recaptacdo ou inibindo
a enzima responsavel pela sua degradacdo (Holanda et al., 2016).

A partir de entdo, novos medicamentos foram desenvolvidos focados em atuar
sobre 0s mecanismos relacionados a esses neurotransmissores, como inibidores de sua
recaptacdo ou de enzimas responsaveis por sua degradacao e também agonistas de seus
receptores (Czéh, Fuchs, Wiborg & Simon, 2016).

Entretanto esta teoria se mostrou limitada com o tempo, ao ndo explicar o amplo
espectro de alteracdes estruturais encontrados em pacientes deprimidos, associado ao fato
do tratamento requerer um periodo longo de administracdo para demonstrar respostas
clinicas (quatro a seis semanas) € mesmo assim reverter o quadro de 65% dos pacientes
com o transtorno (Sufka & White, 2013). Isso resultou em novas pesquisas envolvendo

outras vias que poderiam estar conectadas e promover 0s sintomas depressivos.
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Via Glutamatérgica

Outro neurotransmissor que Se mostrou importante para compreender o
desenvolvimento da depressédo foi o glutamato, principal neurotransmissor excitatorio, e
ativa os seus receptores (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e cainato (Figura 1).
Estudos mostraram que seus niveis sdo alterados em pacientes depressivos e em alguns
modelos animais que simulam o TDM (Seese et al., 2013).

Estudos em humanos comprovaram a acdo antidepressiva da cetamina,
antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, que apresentou efeito em poucas horas
e duraram em torno de 10 dias, efeito que pode ser prolongado com injecdes repetidas da
cetamina em baixas doses (Belujon & Grace, 2014; Sufka & White 2013).

Outras substancias que atuam sobre a regulacéo de receptores AMPA mostraram
em estudos com animais, reduzir comportamentos do tipo depressivo e aumentar a
poténcia de antidepressivos com acdo sobre a via monoaminérgica (Seese et al., 2013).

Apesar da cetamina se apresentar como uma 6tima alternativa, seu uso clinico tem
sido limitado por ter carater psicomimético, provocar leve interferéncia nos processos de

memoria e ter potencial de se tornar uma droga de abuso (Zhang et al., 2016).

Via Inflamatéria

A relacdo do sistema imune com a regulacdo de humor vem ganhando um
crescente destaque nas pesquisas, pois as teorias anteriormente citadas ainda ndo eram
capazes de solucionar a fisiologia do TDM. Foi possivel estabelecer com isso que sinais
do sistema imune inato estariam ligados a depressdo, como citocinas inflamatorias (IL-6)
que estariam elevadas em pacientes deprimidos, entretanto 0 mecanismo ainda néo foi
completamente elucidado (Beurel et al., 2013; Wu et al., 2016)

Outras citocinas pré-inflamatorias que apresentaram importancia nesse transtorno
foram a interleucina -1p (IL-1p) e fator de necrose tumoral (TNF-a), que contribuem para
a desregulacdo do eixo HPA promovendo a neurotoxicidade, além de também novas
evidéncias sugerirem que elas alterem o0 metabolismo de precursores de
neurotransmissores, reduzindo sua producdo a exemplo da 5-HT, o que mostraria uma
ligacdo da via inflamatdria com a teoria monoaminérgica (Figura 2) (Gracia-Rubio et al.,
2016).
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Figura 2 - Interacéo via inflamatdria com neurotransmissdo. Fonte: Carneiro, 2017.

Eixo HPA

A relacéo entre estresse e 0 TDM sempre esteve presente, a exposi¢ao a eventos
estressantes sdo comumente relatados por pessoas que sofrem um episddio depressivo. O
estresse nédo é algo prejudicial, ele auxilia para informar
riscos ao organismo mantendo-o em estado de alerta para reagir da melhor forma possivel,
entretanto quando o estimulo nocivo perdura por um longo tempo ou é muito intenso,
pode levar a problemas como desregulacdo hormonal e problemas neurotdxicos. Como
resposta ao estresse, existe a ativacdo do eixo Hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) que
gera alteragGes no organismo por meio de mineralocorticoides e glicocorticoides como o
cortisol (Macedo, Cladouchos, Sifonios, Cassanelli & Wikinski, 2013; Siba, 2013).

A ativacdo deste eixo ocorre por meio da acdo do nucleo paraventricular
hipotalamico (PVN) que é ativado em situagdes de estresse e secreta corticotrofina (CRF),
que atua sobre adenohipofise e promovem a secrecdo de adrenocorticotropina (ACTH),
que ao atingir a circulagéo sisttmica e chegar ao cortex da glandula adrenal, estimula a
sintese e liberacdo de glicocorticoides, como o cortisol. Esta mesma via possui um
mecanismo de autorregulacdo que envolve o hipocampo e a amigdala, que atuam de
forma inibitdria e excitatdria sobre a atividade do eixo (Figura 3) (Nestler, 2012; Pariante
& Lightman, 2008).
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ocorre por meio da hiperatividade de receptores de glicocorticoides que sdo acionados
pelo cortisol, que quando dessensibilizados devido a hipercortisolemia causam
hiperativacdo de enzimas dependentes de calcio que produzem radicais livres e reduzem
a producdo de BDNF (Fator neurotrofico derivado do cérebro), ambos associados levam
a uma intensa morte celular (Willner, Kruger & Belzung, 2013).

A hipercortisolemia é encontrada na maioria dos pacientes com TDM, o cortisol
elevado atua sobre a sinalizacdo intracelular do AMPc, afetando a plasticidade neuronal
promovendo a degeneracdo, caracteristico no TDM, mostrando assim mais um
mecanismo da fisiopatologia da doenca (Jindal, Mahesh & Bhatt, 2015).

E importante destacar também a relacdo que existe com outras vias metabolicas
relacionadas com a depressao e o cortisol. Este também pode atuar de forma a promover
a acdo das monoaminoxidases, enzimas responsaveis pela degradacdo de 5-HT e NA o

que pode levar a reducgdo desses neurotransmissores na fenda sinéptica acarretando em
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diversas alteraces fisiologicas, dentre algumas compativeis com sintomas depressivos
(Willner, Kruger & Belzung, 2013).

Ainda relacionado com este eixo, 0 CRH demonstra ter interagdo com o sistema
imunolodgico ativando macrofagos, astrocitos e a micrdglia para a producéo de citocinas
pré-inflamatorias que, quando em niveis elevados, reduzem a formacdo de

neurotransmissores acarretando um quadro depressivo (Vismari, Alves & Neto, 2008).

Modelo N&o-Clinico

Como ferramenta essencial para o desenvolvimento de medicamentos, os modelos
de estudos ndo-clinicos ajudam a elucidar a fisiopatologia de diversas doencgas, como 0
transtorno depressivo. Ao longo dos anos, diversos modelos foram criados utilizando
varias espécies de animais incluindo os roedores, com 0 objetivo de mimetizar os
resultados comportamentais e fisiologicos encontrados em humanos. Os modelos animais
ainda ndo apresentam capacidade para representar todos os sintomas do transtorno
depressivo, porém sdo significantes devido a conceitos da neurobiologia e bioquimica
que conseguiram encontrar caracteristicas semelhantes a pacientes com transtornos e

animais com o comportamento do tipo depressivo (Slattery & Cryan, 2017).

Estresse Crdnico

Desenvolvido inicialmente em 1980 buscavam por meio de um regime de
estresses gerar a reducdo de consumo de sacarose que era revertido com tratamento
cronico de antidepressivos (Willner, 2017a). Com o tempo a técnica se desenvolveu e se
fundamentou na aplicacdo planejada ou randomizada de estressores em diversas
intensidades por um periodo pré-determinado, onde ao final é possivel observar alteraces
comportamentais como anedonia, ansiedade, variacdes de peso e da cobertura corporal,
reducdo do volume hipocampal e outras alteragdes fisiologicas que tambem sdo
encontrados em pacientes com transtorno depressivo (Willner, 2017D).

Um ponto importante na inducdo do estresse é a aplicacdo ou ndo da
imprevisibilidade que é opcional neste protocolo. Entretanto trabalhos indicam que o fato
de ser randomizado reduziria a resiliéncia dos animais e assim eles ndo conseguiriam se
adaptar ao estressor o que auxiliaria no desenvolvimento do comportamento do tipo
depressivo (Zhu et al., 2014).

Os mecanismos conhecidos pelos quais este protocolo atua nos animais para ter

seu efeito € a desregulacdo do eixo HPA, causados pelos estressores, que provocariam
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uma elevacdo de cortisol, 6xido nitrico, reducdo do volume do cortex pré-frontal e
hipocampo (Lee, Ohno, Ohta & Mikami, 2013) Além de reducédo de fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), proteina densa p6s-sinaptica 95 (PSD95), sinaptofisina | e
ativacdo da microglia (Willner, 2017b).

A estrutura deste modelo é bastante variavel a depender da metodologia,
recomenda-se um periodo de adaptacdo ao ambiente (1-14 dias), com um tempo de
aplicacdo dos estressores variando de 14 - 84 dias (Mu et al., 2016; Sun et al., 2016; Tye
et al.,2013). Os estressores sdo diversos, como a inversdo do ciclo claro-escuro, natagéo
forcada em &gua fria, agitacdo da gaiola, restricdo de espaco, dentre outros (Gong et al.,
2018).

Tratamento farmacoldgico

Sabendo da gravidade do transtorno depressivo maior ao longo dos anos,
tratamentos foram desenvolvidos como os antidepressivos triciclicos, inibidores da
monoamina oxidase, inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina e inibidores da
recaptacao de serotonina-noradrenalina, dentre outros. Apesar disto os tratamentos atuais
ndo sdo totalmente satisfatdrios, revertendo em alguns casos os transtornos, mesmo
levando um certo tempo (Machado et al., 2013).

Dentre novas alternativas o uso de fitoterapicos, vem surgindo como
possibilidade, principalmente devido a sua farmacoterapia oferecer vantagens em termos
de seguranca e tolerabilidade, também melhorando a adesdo do paciente. Dentre 0s
constituintes de plantas aromaticas os 6leos essenciais (OE’s) sdo uma alternativa
terapéutica (Machado et al., 2013).

Oleos Essenciais

Os OE’s sdo misturas complexas de compostos volateis presentes em diversas
partes das plantas como folhas, casca, raizes e frutos (Leite, Nobrega & Motta, 2003).
Possuem diversas atividades biologicas como antimicrobiano, anti-inflamatorio,
anticonvulsivante, ansiolitico e antidepressivo (Bakkali, Averbeck, Averbeck, &
Idaomar, 2008). Como caracteristicas fisico-quimicas costumam ser incolor a
ligeiramente amarelado, alta volatilidade em temperatura ambiente e instaveis na

presenca principalmente de calor, luz e umidade (Simdes & Spitzer, 2004)
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A sua composicdo quimica é formado por um variado conjunto de moléculas
organicas, como hidrocarbonetos, alcoois, ésteres e cetonas, porém em sua maioria Sao
os terpenos e fenilpropanodides (Bakkali, Averbeck, Averbeck, e Idaomar, 2008).

Os fenilpropanoides sao oriundos do metabolismo do acido chiquimico que gera
0 &cido p-cumarico e o acido cinamico, este ultimo ao sofrer reducéo da sua cadeia lateral
origina o propenilbenzeno também conhecido como anetol e o alilbenzeno (eugenol),
ambos considerados analogos estruturais (Silva, 2014).

Alguns fenilpropandides ja foram estudados e encontraram acdo antidepressiva
como o orto-eugenol, 2-alilfenol e metileugenol, o que poderia indicar que seus analogos
poderiam ser moléculas com potencial antidepressivo (Araujo, 2018; Cavalcanti, 2018;
Morais, 2018).

Trans-anetol

Dentre os constituintes de 6leos essenciais isolados, o trans-anetol [trans-1-
metoxi-4-(prop-1-enil) benzeno] (Figura 4) é um fenilpropandide, a temperatura ambiente
se apresenta na forma de cristais brancos, possui ponto de fusdo de 21°C e ponto de

ebulicdo de 81°C, sua férmula quimica é C10H120 (Souza, 2008).
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Figura 4- Estrutura Quimica do Trans-anetol. Fonte: Sigma-Aldrich.

E encontrado em diversas plantas como o anis estrelado (Illicium verum), anis
(Pimpinella anisum), erva-doce (Foeniculum vulgare), eucalipto (Eucalyptus globulus),
estragdo (Artemisia dracunculus), canelinha (Croton zehntneri), horteld-verde (Mentha
spicata), manjericdo-da-folha-larga (Ocimum basilicum), quinca (Fortunella margarita),
como composto principal e em menor quantidade em outras como limé&o, coentro e
manjericdo. O isbmero trans é usado como flavorizante e aromatizante, enquanto que o
isbmero cis possui um aroma menos agradavel (Aazza, Lyoussi & Miguel, 2011;
Almeida, Agra, Maior & De Sousa, 2011; Barber & Newby, 2013; Bartoiikova &
Dvorak, 2018; Cavalcanti et al., 2012; Fitsiou et al., 2016).
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Esta substancia ndo apresenta potencial efeito toxico ou mutagénico em estudos
de curta e longa duracdo (Nakagawa & Suzuki, 2003), que o tornou uma ferramenta
importante na industria sendo utilizado amplamente como aromatizante pela industria
alimenticia de confeitarias, bebidas alcoolicas e ndo-alcodlicas, cosméticos, perfumes e
produtos de limpeza e na fabricacdo de medicamentos como flavorizante (Kang,
Mukherjee, Min, Kang & Yun, 2018; Mufioz-Acevedo, Kouznetsov & Stashenko, 2009).

Com a investigacdo da acdo terapéutica dos O6leos essenciais das plantas
anteriormente citadas, verificou-se a presenca do trans-anetol e buscou-se identificar que
atividades ele poderia exercer isoladamente. Dentre as principais atividades ja
identificadas temos acdo antioxidante, antifingica, possiveis efeitos antiespasmaodicos,
gastroprotetores, modulacdo de adipdcitos, acdo anti-inflamatdria e ansiolitica (Aazza,
Lyoussi & Miguel, 2011; Aydemir, Cifci, Aviyente & Bosgelmez-Tinaz, 2018;
Cavalcanti et al., 2012; Kang, Mukherjee, Min, Kang & Yun, 2018; Kim, Lee e Seol,
2017; Miyagawa et al., 2014).

Em pesquisa prévia realizada por nosso grupo de pesquisa, foi identificada
também uma potencial acdo anticonvulsivante do trans-anetol (Guedes, 2017) o que
reforca uma acdo desta substancia sobre o SNC, e associada a outras atividades ja
comprovadas (antioxidante, anti-inflamatoria, ansiolitica) observa-se nesta molécula uma

oportunidade para um possivel farmaco com acao antidepressiva.



26

JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Sabendo que a depressdo é um dos distlrbios mais debilitantes que atinge a
humanidade e com perspectivas de aumentar o quadro populacional atingido por esse
transtorno, a busca de novos tratamentos se torna um ponto importante para a qualidade
de vida destas pessoas. Para isso pesquisas com o objetivo de desenvolver novos farmacos
é de suma importancia, porém é preciso lembrar de algumas particularidades do TDM ao
se montar um modelo de estudo, como o fato de que mulheres costumam ser mais
susceptiveis ao transtorno. Para buscar transpor esta caracteristica da patologia ao modelo
ndo-clinico de TDM, o uso de fémeas se mostra essencial devido possuirem alteraces
hormonais que corresponderiam as encontradas em humanos.

Substancias originadas de Oleos essenciais como os fenilpropanoides anetol,
eugenol e seus derivados ja apresentaram atividade antidepressiva como citado
anteriormente (Aradjo, 2018; Cavalcante, 2018).

O trans-anetol possui uma atividade anti-inflamatéria e antioxidante, ambos
fatores associados a protecdo neuronal. (Facudo et al, 2016; Kouznetsov e Stashenko,
2009; Misharina, Terenina & Krikunova, 2009; Mufioz-Acevedo). E acdo ansiolitica
revela que essa atividade no nivel SNC (Miyagawa et al., 2014).

Assim o presente estudo propicia a investigacdo de um novo prot6tipo de farmaco
promovendo avancos na pesquisa ndo-clinica de substancias encontradas em o6leos
essenciais. Além disso, compreender as alteragdes neuroquimicas que os modelos animais
podem promover com periodos mais curtos de aplicacdo de estressores, podendo auxiliar
diversos pesquisadores que desejem trabalhar com modelos em depresséo.
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OBJETIVO

Objetivo geral

Investigar a atividade antidepressiva do trans-anetol em modelo ndo-clinico de

depressdo induzido pelo estresse subcrénico imprevisivel (ESI).

Objetivos especificos

Induzir o comportamento tipo depressivo em camundongos fémeas por
meio do estresse subcrénico imprevisivel (ESI);

Acompanhar a evolucdo ponderal dos animais;

Explorar a acdo antidepressiva do trans-anetol por meio dos testes
comportamentais de suspensao de cauda e de borrifagem de sacarose;
Avaliar se a administracdo prolongada do trans-anetol altera a atividade
locomotora espontanea;

Realizar estudo neuroquimico para quantificacdo dos neurotransmissores e
seus metabdlitos (5-HT, 5-HIAA, DOPA, DOPAC) e outros constituintes

como triptofano e cortisol, no hipocampo dos animais.
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MATERIAIS

Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas, albinos Swiss, pesando
entre 25-30g, com aproximadamente 2-3 meses de idade, todos provenientes do Biotério
Prof. Dr. George Thomas da Universidade Federal da Paraiba. Os animais foram alojados
sob temperatura (21 + 1° C), em gaiolas de polietileno de medidas 30x20x13cm, com a
quantidade maxima de 05 camundongos por caixa. Tendo livre acesso a racao tipo pellets
e agua disponiveis em garrafas de polietileno, com ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo
a fase clara de 6h00 as 18h00.

Os animais que passaram pelos estressores foram alocados em uma sala diferente
dos animais controle que ndo sofreram estresse, este procedimento foi uma medida
preventiva para evitar que feromoénios ou a vocaliza¢ao dos animais estressados afetasse
0 grupo controle. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes da Lei 11.794 de 08/10/2009, Lei Arouca, e o projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
sob nimero 6900191118.

Substancias

e Acido Férmico e Piridina
e Agua Destilada e Sacarose 10%
e Cloroférmio isopropanol e Salina 0,9%
e Metanol e Trans-anetol (Sigma—E.U.A.)
e N,O-Bis e Tween 80 (polioxetileno
(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) sorbitano monoelato) (Sigma —
E.UA)
Equipamentos
e Balanca analitica e Vidrarias
e Balanca semi-analitica e Pipetador atomético
e Caixa de Skinner e Microondas
e Caixas de acrilico para observacéao o Sistema de Cromatografia Gasosa

e Campo aberto acoplado a um Espectrométro de
Massas do tipo TANDEM com
ionizador do tipo Impacto
Eletrénico (CG-EM por IE)
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METODOS

Procedimento Experimental

O experimento se constituiu na indu¢do do comportamento tipo depressivo e
avaliacédo da efetividade do tratamento com trans-anetol em reverté-lo. Inicialmente, os
animais passaram por uma adapta¢do ao ambiente do laboratorio e aos experimentadores
durante 5 dias e seu peso foi aferido uma vez ao dia até o final do experimento (Schmidt
etal., 2010).

Ao final dessa etapa de adaptacao os animais foram divididos em dois grupos: 1)
Grupo sem estresse e 2) Grupo com estresse.

NoO grupo sem estresse os animais ndo receberam nenhum estressor. No grupo
estresse, primeiramente, realizou-se a inducdo do comportamento tipo depressivo,
utilizando a metodologia do Estresse Subcrénico Imprevisivel (ESI) adaptado a partir dos
trabalhos realizados por Moretti et al. (2012) e Deng et al. (2015) e padronizado em nosso
laboratério (Carneiro, 2017).

Esta metodologia consiste na aplicacdo de uma série de estressores diferentes,

duas ou trés vezes ao dia de forma randomizada e inesperada por um periodo de 14 dias.

Tabela 1 - Descricéo dos Estressores

Estressor Descricéo

Nado frio Realizado em uma temperatura de 15°C 1, colocando um
animal por vez em recipiente cilindrico aberto (10 cm de
diametro e 25 cm de altura) por 3 minutos. Entre cada animal foi

realizada a troca de agua e limpeza do recipiente (Moretti et al.,

2012).
Choque Utilizando a caixa de Skinner (caixa em acrilico de 50 x 25 x 25
inescapavel cm com uma parede de vidro dianteira, cujo piso possui barras

de bronze paralelas de 10 mm), os camundongos recebem uma
corrente elétrica de 0,7 mA a cada 10s por 3min (Moretti et al.,
2012).

Oscilacdo da caixa | Agitacdo manual das caixas/gaiolas dos animais, utilizando

movimentos suaves por 10 min (Deng et al., 2015);

Superlotacdo  da | Os animais estavam alocados em grupos de 5 por caixa, foram

caixa colocados em grupos de 10 por caixa;(Lu et al., 2006).
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Restricdo do

espaco

Os animais foram alocados individualmente em pequenos
recipientes, com restricdo parcial de movimentacdo e

permaneceram durante uma hora (Moretti et al., 2012).

Inclinacdo da caixa
em 45°

Foram colocadas bases de madeira sob as caixas a fim de

promover a inclinagdo de 45° (Deng et al., 2015).

Maravalha

molhada

Colocou-se agua sobre a maravalha da caixa dos animais, em
uma proporcdo de 100mL / 50g (agua/maravalha) (Deng et al.,
2015).

Som do predador

Ruidos selvagens por um periodo de 6h (Deng et al., 2015).

Tratamento

Para averiguar se o0 trans-anetol possuia acdo antidepressiva, 0Ss animais

submetidos ao protocolo de estresse subcronico imprevisivel (Grupo estresse) foram

entdo subdivididos em trés grupos de tratamento:

O controle negativo (dez camundongos) receberam por via intraperitoneal (i.p)
solucdo salina (0,9% w/v de cloreto de s6dio) em uma concentracdo de 0,1ml/kg
de animal,

O controle positivo (dez camundongos) receberam palmoato de imipramina,
dissolvida em solucdo salina e administrada por via oral (v.0) em uma dose de 15
mg/kg (Dhingra & Bansal, 2014) a partir do sétimo dia de estresse (Moretti et al.,
2012).

Terceiro grupo de tratamento (trinta camundongos) receberam trans-anetol
(Sigma), solubilizada em salina com auxilio do solvente tween 80 (polisorbato 80)
e administrada via intraperitoneal (i.p) nas doses de 100, 200 ou 300 mg/kg. Os
trés subgrupos tiveram seu tratamento iniciado nos Gltimos sete dias do protocolo
de ESI.

No décimo quinto (15%) dia apos a aplicagéo dos estressores, todos 0s grupos (com

ou sem estresse) passaram pelos testes comportamentais para avaliacdo das atividades

tipo ansiolitica e antidepressiva. Apds os testes, os animais foram eutanasiados e o

hipocampo removido para posterior analise neuroquimica. Segue abaixo a linha do tempo

experimental (Figura 5).



Dia 14

Dial Dia 8
Controle Controle
Estresse Estresse + Salina
Estresse Estresse + Imipramina
Estresse Estresse+ T.A. 100 mg
Estresse Estresse+ T.A, 200 mg
Estresse Estresse+ T.A. 300 mg

Figura 5 - Desenho do Estudo

Testes Comportamentais
Teste de Suspensado da Cauda

Dia 15

H

TSC
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Este é um teste classico para avaliacdo da atividade antidepressiva de farmacos

(Steru et al., 1985). Nesse caso, 0 animal é suspenso por sua cauda, de maneira que fique

impedido de tocar o chdo ou escapar. Sendo assim, 0 camundongo podera apresentar um

estresse vindo pela tentativa de fuga ou a motivacdo para continuar tentando. No

momento em que o animal desiste da fuga, ele apresenta uma postura imdvel, sendo este

a expressdo do comportamento depressivo.

Os camundongos foram suspensos, um por vez, presos com uma fita adesiva a

cerca de 1 cm da ponta da cauda, numa plataforma aproximadamente 50 cm acima do
chéo (Figura 6) (Duan et al., 2015; Steru et al., 1985). Os parametros de imobilidade e

comportamento de escapar foram observados por 6 minutos.

Figura 6- Teste de Suspensdo da Cauda (TST)

Splash Teste

O “splash test” ¢ utilizado para avaliar o comportamento de auto-limpeza

(“grooming”) dos animais, apds a borrifagem dos mesmos com solucdo de sacarose a

10% (Ducottet & Belzung, 2004) no dorso do animal (Figura 7). Este é colocado

individualmente dentro de uma caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm). O tempo em que 0
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animal permanecer no comportamento de auto-limpeza foi cronometrado durante 5
minutos (Isingrini et al., 2010). Em modelos animais de depresséo, a administracdo
cronica de antidepressivos classicos aumenta o tempo despendido neste comportamento
(Yalcin et al., 2005).

“E#

Figura 7- Splash Test (Borrifagem de sacarose).

Campo aberto
Os animais foram alojados no centro do aparato e buscou-se observar o

comportamento exploratério e a locomogéo, por um periodo de 05 minutos, através: a)
nimero de cruzamentos entre 0s quadrantes; b) percentual de tempo gasto no centro
(tempo no centro/tempo nas extremidades)*100; ¢) quantidade de rearings e a laténcia
para a primeira ocorréncia (Almeida & Oliveira, 2006). O campo é feito de polietileno
com medidas de 40 x 60 x 50 cm de altura e o piso possui 12 quadrados iguais (Figura
8). O aparelho foi higienizado com uma solucéo de 10% de etanol entre os animais, a fim

de ocultar possiveis pistas olfativas.

Figura 8- Teste do Campo Aberto. Em campo circular.

Estudo neuroquimico
Ap0s os testes comportamentais os animais foram entdo sacrificados por meio de

decapitacdo e o hipocampo retirado, secos em nitrogénio liquido e preservado em freezer
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-80°C. Apos isto as amostras foram preparadas de acordo com a metodologia adaptada de
Xu e colaboradores (2011) (conforme o esquema abaixo). Apos estes passos, 0 material
passou pelo processo de derivatizagdo e levado para anélise em cromatografia de massa
de espectro gasoso.

Figura 9- Processamento das Amostras para Analise Neuroquimica.

Gravacdo e andlise dos videos

Todos os testes comportamentais, foram gravados utilizando uma camera digital
Canon t3i™,

I) Em seguida os videos passaram por uma edicdo para o tempo de andlise
indicado para cada teste;

I1) Um voluntario, ndo membro da pesquisa, foi selecionado para fazer a
renomeacéo dos videos por meio de codigos;

I11) Apos, os mesmos videos foram distribuidos para dois analistas diferentes
(previamente treinados) a fim de analisarem e registrarem 0s comportamentos
observados;

IV) Entdo, os dados foram enviados para um terceiro analista, e em casos

discrepantes, este terceiro analista realizava uma Gltima apreciacéo dos videos;
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V) Apbs, concluida todas as andlises dos videos, o voluntario informava a

codificagéo original dos grupos.

Andlise estatistica

Os dados comportamentais foram primeiramente submetidos ao teste de Shapiro
para avaliar a normalidade. Em seguida, foi feita a comparacgdo dos grupos por meio do
teste ANOVA, seja de uma ou de duas vias, realizando o post-hoc de Dunnet ou
Bonferroni. Os dados estdo apresentados como média xerro padrdo da média e

considerado significante quando p valor <0,05.
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RESULTADO

Avaliacao Da Atividade Antidepressiva Do Trans-Anetol

Evolucdo ponderal

Foi realizada a avaliacdo continua do peso dos animais durante todo o protocolo,
ao décimo quarto dia. Foi possivel perceber que o grupo ESI ao final do sétimo dia teve
um ganho de peso discreto em relacdo ao grupo ndo estressado (Figura 9A)[F(1,
24)=27,71, p=0,0001],. Entre o sétimo e o decimo quarto dia com a aplicacdo dos
respectivos tratamentos, se observou uma diferenciacdo entre os grupos, com destaque
para os grupos ESI em relagdo aos grupos tratados com trans-anetol que tiveram perca
significativa de peso (Figura 9B)[F(5,72)=26,64, p=0,0001],[F(5,72)=11,03, p=0,0001] .
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Figura 10- Evolucéo ponderal dos animais em percentual. A) Variacdo de peso até o sétimo dia de
protocolo. B) Variagao de peso entre o sétimo e decimo quarto dia de protocolo. ANOVA Two Way, teste
de Bonferroni. a, p<0,01; b, p<0,001; em relacdo ao grupo controle. ¢, p<0,001; em relagdo ao grupo
estresse. ¢, p<0,001; e, p<0,0001 em relacdo ao grupo imipramina. (n:7).

Teste de borrifagem de sacarose — Splash Teste

Neste teste foi avaliado a laténcia para o inicio do autocuidado e o tempo total de
autocuidado que servem como parametro para anedonia dos animais. Na laténcia (Figura
10-A) foi possivel observar que o grupo estresse possui um maior tempo para iniciar o
grooming diferenciando do grupo controle, imipramina e trans-anetol nas trés doses
[F(5,42)=4,9, p=0,0012)].

Ao avaliarmos o tempo total de autocuidado (Figura 10-B) se observou uma

diferenca estatistica [F(5,42)=4,3, p=0,0028)] entre 0 grupo estressecom 0S Qgrupos
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controle e as trés doses da substancia teste, ndo sendo observado diferenca estatistica com

0 grupo imipramina.
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Figura 11 - A) Laténcia para Grooming. B) Tempo de Autocuidado. Anova “one way” seguido pelo teste
post hoc de Dunnett. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao ESI. (n:8).

Teste de suspensdo da cauda

Aqui se identifica o0 comportamento de autopreservacdo do animal, analisando a
laténcia e tempo total para o comportamento de imobilidade. Para a laténcia (Figura 11-
A) o grupo controle e imipramina foram os Unicos que diferenciaram do estresse
[F(5,42)10,2, p=0,0001)]. Na avaliacdo do tempo de imobilidade (Figura 11-B) 0s grupos
controle e tratamento nas doses de 200 e 300 mg/kg foram estatisticamente diferentes do
grupo ESI [F(5,42)=4,5, p=0,0020)].
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Figura 12 - A) Laténcia para Imobilidade. B) Tempo de Imobilidade. ANOVA "one way" seguido pelo
teste de post hoc de Dunnett. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relagdo ao ESI. (n:8).
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Campo aberto
Buscando observar alteragdes na ambulacdo dos animais e na capacidade de

exploracdo foram analisados o nimero de cruzamentos, percentual de permanéncia no
centro e numero de rearings. Para este Ultimo parametro se encontrou diferenca
estatisticamente significativa apenas entre os grupos tratados nas doses de 100 e 200
mg/kg comparados com o grupo ESI [F(5,42)=10,8, p<0,0001)](Figura 12-A).

Para o nimero de cruzamentos (Figura 12-B) apenas 0s grupos controle e
tratamento 100 mg tiveram diferenca estatistica significativa [F(5,42)=8,0, p<0,0001)].
Por sua vez o tempo no centro, mensurado em percentual, (Figura 12-C) demonstrou que
0s grupos controle, imipramina e trans-anetol (100mg/kg) promoveram uma maior
permanéncia dos animais nesta area, com significancia estatistica, quando comparados ao
grupo estresse [F(5,42)=6,8, p<0,0001)].
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Figura 13 - A) Nimero de Rearings. B) Nimero de Cruzamentos. C) Percentual de Permanéncia no Centro.
ANOVA "one way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 em relacéo
ao ESI. (n:8).
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Na busca de observar as alteragdes bioquimicas que o protocolo e nossa substancia

teste possam causar no cérebro dos animais

foi realizado o estudo neuroquimico do

hipocampo dos camundongos. Foram quantificados os niveis de cortisol, triptofano,

serotonina (5-HT), acido 5-hidroxi-indolacético, dopamina (DOPA) e acido 3,4-di-

hidroxifenilacético (DOPAC).
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Figura 14 - Concentracdo de cortisol no hipocampo.
ANOVA "one way" seguido pelo teste post hoc de
Dunnett.***p<0,001; ****p<0,0001 em relagdo ao
ESI.(n:8).

Os niveis de cortisol (Figura 13)
encontrados  foram  extremamente
elevados no grupo ESI, estatistica
significante em relacdo aos demais
grupos [F(5,42)=14,3, p<0,0001)].

Na via metabdlica relacionada com a via
serotoninérgica (triptofano, 5-HT, 5-
HIAA), verificou-se que os niveis de
triptofano (Figura 14) foram muito
préximos entre os grupos [F(5,42)=4,7,
p=0,0016)]. A quantificacdo dos niveis

de serotonina (Figura 15) também apresentou diferenca estatistica do grupo ESI com os
grupos imipramina, trans-anetol 100mg e 200 mg/kg [F(5,42)=14,4, p<0,0001)]. O

metabolito, 5-HIAA (Figura 16) apresentou um

resultado estatisticamente significante de

todos os grupos em relacao ao estresse [F(5,38)=15,3, p<0,0001)].
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igura 15 - Concentracdo de Serotonina no

hipocampo. ANOVA "one way" seguido pelo teste hipocampo. ANOVA “one way” seguido pelo teste
post hoc de Dunnett. *p<0,05; **p<0,01 em relacdo post hoc de Dunnett. *p<0,05; ****p<0,0001 em
ao ESI (n:8). relacdo ao ESI (n:8).
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2.5x103
esta via, elaborou-se uma proporcao entre ;g ——
0s metabdlitos. Foi feita a relagdo entre a % 1510
formacdo de serotonina e presenca de %21_0x10_3 =
triptofano (Figura 17) [F(5, 36)=16,75, 2 s0.10¢ R
p<0.0001)] sendo que o grupo ESI diferiu p: . : |
estatisticamente dos grupos controle, o ‘\;&“ \;P“
imipramina, trans-anetol 100 e 200 : E:T i

mg/kg. A relagdo da degradacdo da rigura 17 - Concentragio de Acido 5-hidroxi-

indolacético. ANOVA "one way" seguido pelo teste
post hoc de Dunnet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**%%n<0,0001 (n:8-7).

serotonina em seu metabolito 5-HIAA
(Figura 18) [F(5, 39)= 40,48, p<0.0001)],
observou-se que o grupo ESI obteve significancia estatistica em relacdo ao grupo controle

e trans-anetol nas trés doses.

15 20-
o 10{ = : : £ L
E = : *3."&* Fekkk / Ql 2o Fkdk
= . / < 104
T : <
T | . T
W S -Q-:-:-. 0 ﬁ Hkdk
. 5 *kkok
ﬁ *kkk
JLAEAE o L1 72 Y
& Y L N
s & & ® & & & \;@“ S S
X X o S R
ESI ESI

Figura 18 - Proporcao 5-HT/Triptofano. ANOVA
"one way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett.
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relacdo
ao ESI (n:7).

Figura 19 - Proporcédo 5-HIAA/5-HT. ANOVA
"one way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett.
**p<0,01, ****p<0,0002 em relacdo ao ESI (n:7).

A investigacdo da vida dopaminérgica também foi realizada, sendo determinado
a concentracdo de dopamina (Figura 19-A) [F(5, 36)= 18,6, p<0,0001)], observou-se
diferenca estatistica entre o grupo ESI e o grupo controle. Em relagdo ao metabolito da
dopamina, o DOPAC (Figura 19-B) [F(5, 36)=5,5, p=0,0007)], verificou-se diferenca
entre os grupos trans-anetol 200 e 300 em relagdo ao ESI. Ao realizar-se a investigagéo
da proporcéo (Figura 20) da degradacdo de dopamina em DOPAC [F(5, 36)=20,1,
p<0.0001)] os grupos controle, imipramina e trans-anetol 200mg/kg apresentaram

significancia estatistica em comparacao ao grupo que recebeu os estressores (ESI).
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DISCUSSAO

O transtorno depressivo maior € um distirbio comportamental, associado a
diversos fatores principalmente a eventos estressantes ao longo da vida. Os modelos néo-
clinicos buscam mimetizar este transtorno em animais avaliando mudancas
comportamentais e fisiologicas compativeis com a depressdo (Chandrasekhar, Ramya,
Navya, Kumar, Anilakumar, 2017).

Este trabalho buscou por meio do estresse subcronico imprevisivel, a inducdo do
comportamento do tipo depressivo em camundongos fémeas e investigar se o trans-anetol
poderia reverter este efeito.

Como parémetro inicial foi avaliada a evolugéo ponderal dos animais durante o
protocolo experimental. A variacdo do peso € um parametro importante pois pacientes
depressivos apresentam alteracGes de ganho ou perda de peso de forma significativa
(Takasande et al., 2013). No nosso trabalho os animais que receberam o ESI e o grupo
sem estresse (controle) apresentaram aumento do percentual de peso até o sétimo dia,
momento em que iniciou-se a administracdo dos tratamentos, e ao final do protocolo se
pode identificar que os grupos estresse e trans-anetol (200-300mg/kg) tiveram reducéo de
percentual. O ganho reduzido de peso pelo grupo ESI em relacdo aos demais seria um
indicio de que o protocolo foi efetivo em promover alterac@es fisiol6gicas nos animais,
essa reducdo ja foi relatada em outros trabalhos que utilizaram métodos mais longos de
estresse (4-6 semanas) (Gong et al.,, 2018; Takasande et al., 2013). Outro ponto
importante foi que os animais tratados com imipramina nao tiveram perca de peso, 0 que
indicaria que o tratamento padrdo consegue ser efetivo em apenas sete dias de aplicacéo
em amenizar os efeitos fisioldgicos dos estressores sobre 0s animais.

O tratamento com trans-anetol por sua vez promoveu a perca de peso nas duas
maiores doses, uma justificativa para esse resultado € que ele possui uma acao
moduladora sobre adipdcitos, promovendo a atividade mitocondrial em adipdcitos
brancos e aumento da proliferacdo de adipdcitos marrons. Esta a¢do resulta em elevacao
do processo de lipdlise nos animais e reducdo de peso (Kang, Mukherjee, Min, Kang &
Yun, 2018).

Buscando avaliar a presenca do comportamento do tipo depressivo induzido pelo
ESI, foram utilizados os testes de borrifagem da sacarose e de suspensédo da cauda. Na
borrifagem da sacarose se avalia a laténcia e o tempo total de autocuidado, com o objetivo

de investigar o comportamento de anedonia nos animais. Animais com comportamento
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do tipo depressivo, apresentam reducdo do tempo de autocuidado, porém este pode
aumentar com a administragéo de antidepressivos (Moretti et al., 2012; Rosa et al., 2014).

Foi encontrado que 0 grupo estresse apresentou um maior tempo de laténcia para
0 autocuidado, comparado aos demais. O que indica que os animais levam mais tempo
para iniciar o comportamento de autocuidado, um sinal de reducdo do comportamento
anedonico. Este resultado é semelhante a outras pesquisas que utilizaram o CUMS o que
corrobora que o estresse aplicado de forma sistematica pode levar a alteracdes
comportamentais ( Li et al., 2018; Takasande et al., 2013).

O tempo de autocuidado, segundo parametro analisado no teste, mostrou que o
grupo estressado teve um tempo menor, indicando mais uma vez que 0 protocolo
conseguiu reduzir o comportamento de anedonia, apenas com 14 dias de inducéo. Moretti
e colaboladores (2012) também conseguiu induzir essa reducdo do tempo de autolimpeza
no grupo estresse com um protocolo de 14 dias, mostrando-se entdo um protocolo
reprodutivel. Outros trabalhos com periodos mais longos de experimentacéo e indugdo
por meio da aplicagcdo cronica de cortisol também tiveram o mesmo resultado na
diferenciacdo do tempo entre o grupo controle e estresse (Pessarico et al., 2016; Zhang et
al., 2016).

O trans-anetol nesse teste apresentou um étimo desempenho, tanto para a reducao
da laténcia quanto para aumentar o tempo de autocuidado, em destaque para as doses de
200mg/kg e 300mg/kg. Na laténcia o resultado inclusive se equiparou ao da imipramina
na dose de 300mg, o que pode indicar uma acao antidepressiva neste teste.

A acdo de derivados do eugenol sobre o teste de borrifagem da sacarose ja foi
analisada em outros trabalhos. Cavalcante (2018) encontrou que o metileugenol em doses
de 25mg/kg e 50 mg/kg conseguiram reduzir a laténcia e aumentar o tempo de
autocuidado. Aradjo (2018) por sua vez investigou a acdo do orto-eugenol também
encontrou resultados promissores, com reducdo da laténcia em todas as doses se
equiparando a imipramina e aumento do tempo do autocuidado nas doses de 50 mg/kg e
100mg/kg. Em ambos os estudos se utilizou a metodologia da indugdo do comportamento
depressivo com aplicacdo aguda de dexametasona, um glicocorticoide sintético.

Outro teste comportamental utilizado foi a suspensdo da cauda. Este teste é um
dos principais na pesquisa ndo-clinica na triagem de drogas antidepressivas por ser
sensivel e especifico para a maioria dos antidepressivos. O fundamento do teste baseia-
se em colocar o animal em uma situacéo de perigo inescapavel e avaliar o comportamento

de imobilidade. Essa imobilidade corresponde a uma desisténcia que é descrita em estados
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depressivos. A imobilidade por sua vez pode ser diminuida com a aplicacdo de
antidepressivos (Holmes, 2003; Steru, Chermat, Thierry & Simon, 1985; Willner &
Mitchell, 2002).

O tempo de imobilidade e a laténcia apresentaram diferenca entre o grupo estresse
e controle o que associado ao resultado da borrifagem da sacarose consolida que o
protocolo de 14 dias consegue induzir o comportamento do tipo depressivo. Os trabalhos
de Neis e colaboladores (2016), Moretti et al (2012) e Manosso et al (2016) encontraram
resultados semelhantes, com aumento do tempo de imobilidade do grupo estresse em
relacdo ao grupo controle. Nesses trabalhos foram utilizados estressores por um periodo
semelhante ao da nossa pesquisa (quatorze dias), diferenciando a quantidade e intensidade
de estressores, 0 que gera uma maior credibilidade da capacidade do nosso modelo de
induzir o comportamento do tipo depressivo. Além de conseguir inibir o mesmo quando
um grupo é tratado com antidepressivo como a fluoxetina.

As doses do trans-anetol que apresentaram melhor resultado foram de 200mg/kg
e 300mg/kg quando analisado o tempo de imobilidade, sendo melhores inclusive que a
droga padrdo — imipramina.

A acédo de substancias naturais sobre o presente teste em protocolos de estresse
croénico vem sendo uma importante linha de pesquisa no desenvolvimento de prot6tipos
de farmacos. A exemplo temos os terpenos (timol, mentona), classe de substancias
encontradas em 6leos essenciais de algumas plantas aromaticas da familia Lamiaceae,
que puderam reduzir o tempo de imobilidade de camundongos machos, ao serem
submetidos a protocolos de CUMS, ambos com resultados muito proximos
estatisticamente ao da fluoxetina (Deng et al., 2015; Xue et al., 2015). Outros
constituintes como polifenois também apresentam acédo antidepressiva quando analisados
por este teste, utilizando o CUMS (5 semanas) (Liu et al., 2013). Em um trabalho
realizado por Wei-Wei e colaboladores (2014), encontraram uma promissora atividade
antidepressiva do 6leo essencial da Perilla frutescens (L.) da familia lamiaceae, sendo
capaz de reduzir o tempo de imobilidade de camundongos machos submetidos a 6
semanas de CUMS, com resultado semelhante estatisticamente ao da droga padréo
(fluoxetina).

Esse efeito antidepressivo também ja pode ser encontrado no eugenol e alguns de
seus derivados (metileugenol, orto-eugenol), com reducéo do tempo de imobilidade e nos
derivados ainda aumentaram o tempo da laténcia nas concentragdes de 50mg/kg

(metileugenol), 50mg/kg e 75mg/kg (orto-eugenol). Com base nesses resultados é
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possivel observar que essa linha de constituintes apresenta potencial para o
desenvolvimento de farmacos com agdo antidepressiva (Araujo, 2018; Cavalcante, 2018).

Apesar do trans-anetol ndo apresentar diferenca estatistica significativa na laténcia
desse teste (suspensdo da cauda) é importante destacar a importancia desse parametro
pouco analisado nas pesquisas ndo-clinicas, por contribuirem na compreensao do efeito
de protocolos de inducdo do comportamento depressivo e da acdo de antidepressivos
neste teste (Castagne, Porsolt & Moser, 2009)

O campo aberto foi Gltimo teste comportamental empregado, largamente usado
para avaliacdo da atividade locomotora espontanea e alteracdes comportamentais em
roedores (Choleris, Thomas, Kavaliers & Prato, 2001). Os parametros do campo aberto
sdo importantes para a pesquisa ndo-clinica por ajudar a investigar se as substancias
apresentam algum efeito sobre a ambulacdo dos animais assim como se reduzem a
atividade exploratdria e interesse, ambas acdo instintivas em animais em condicdes
normais que quando reduzidas indicariam diminuigdo da motivagdo dos mesmo, essa
apatia poder ser translacionada para humanos como o sentimento de desdnimo, comum
em pacientes com depressao (Hu et al., 2010; Hu et al., 2017). Em nosso estudo 0s
parametros analisados foram: numero de rearing (levantamentos), ndmero de
cruzamentos e permanéncia no centro.

O rearing apresentou aumento significativo nas doses de 100mg/kg e 200mg/kg
do trans-anetol quando comparados com 0 grupo estresse, no nimero de cruzamentos
apenas a dose de 100mg/kg conseguiu aumentar de forma significativa em relacdo ao
grupo estresse, por fim a permanéncia no centro foi maior na dose de 200mg/kg se
aproximando inclusive do efeito da imipramina.

Wei-Wei et al. (2014) ao testar o 6leo essencial de Perilla frutescens (L.), também
encontrou um aumento do rearing e cruzamento dos animais nos grupos tratados com a
dose de 6mg/kg, e no grupo tratado com fluoxetina (10mg/kg), ambos diferiram do grupo
estresse, 0 que indicaria uma provavel melhora do comportamento exploratério dos
animais provocada pelos tratamentos utilizados. Liu et al. (2013) encontrou apds cinco
semanas de protocolo de CUMS aumento com significancia estatistica do nimero de
cruzamentos e rearings em camundongos machos tratados com polifendis. Testes com
honokiol, uma lignana presente na Magnolia officinalis obteve resultados semelhantes ao
nossos em relacdo a um aumento dos cruzamentos e rearings quando comparados com o
grupo CUMS (Wang et al., 2018) o mesmo se obteve nos estudos de Xue et al. (2015) na
avaliacdo da acéo antidepressiva da mentona, com uso de protocolo de sete semanas de
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estresse. Estes trabalhos reforcam a acdo de produtos naturais frente ao protocolo de
estresse de conseguirem aumentar 0 processo de investigacdo que se apresenta reduzido
em animais estressados tratados com salina.

Um dado que deve ser destacado é o fato de que em nosso protocolo o nimero de
cruzamentos apresentou reducdo significativamente estatistica entre o grupo estresse e
controle, com reducéo desse parametro no grupo ESI. Esse resultado n&o foi obtido nos
trabalhos que utilizaram o ESI pelo mesmo periodo (14 dias) o que indica que as
adaptacdes utilizados em nosso trabalho conseguiram promover alteracOes
comportamentais significativas nos animais que puderam ser avaliadas pelo teste do
campo aberto (Manosso et al., 2016; Moretti et al., 2012; Neis et al., 2016).

Sobre o percentual de tempo no centro, Huang et al. (2018) encontrou resultado
semelhante, como a diferenca estatistica entre o grupo controle e estrese (redugdo do
tempo no centro) e aumento do tempo no centro com grupo tratado com vitamina E, seu
estudo utilizou camundongos fémeas, em CUMS de trinta e seis dias de duragdo. Gazal
et al. (2014) por sua vez ao testar a acdo do extrato aquoso de folhas de Cecropia
pachystachya em um protocolo de quatorze dias de estresse em camundongos machos,
ndo obteve aumento deste parametro para 0 grupo tratamento com o extrato, mas
encontrou diferenca entre o grupo estressado e ndo estressado, com redugédo do tempo no
centro do grupo estresse.

Sobre a acdo de derivados do eugenol sobre o campo aberto, ja se tem
documentado que o metileugenol promove um aumento no nimero de cruzamentos e do
tempo que camundongos fémeas passam no centro, principalmente nas doses de 25 mg/kg
e 50 mg/kg (Cavalcante, 2018). O orto-eugenol por sua vez apresenta apenas aumento do
namero de cruzamentos nas doses de 50mg/kg e 75mg/kg em relacdo ao grupo controle
negativo (dexametasona) (Araujo, 2018). Esses resultados podem indicar que variages
no protocolo e na estrutura quimica do derivado podem levar a modifica¢cdes na sua
resposta comportamental, porém ainda demonstram que o eugenol e seus derivados
possuem uma potencial acdo sobre o sistema nervoso central, principalmente revertendo
0S comportamentos do tipo depressivo em roedores.

A partir dos nossos resultados comportamentais, foi realizado uma analise
neuroquimica para compreender se o protocolo também induziu alteragGes fisioldgicas
significativas.

O cortisol, principal horménio relacionado com o estresse e que costuma

apresentar elevado em pacientes com transtorno depressivo maior, foi avaliado para
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identificar se o protocolo poderia induzir alteracBes nos seus niveis. Encontramos que o
grupo ESI teve um aumento téo significativo estatisticamente dos niveis de cortisol que
se diferenciou de todos os demais grupos do estudo.

O trabalho de Moretti et al. (2012) que serviu de base para o protocolo nao
encontrou alteracOes estatisticamente diferente entre 0s grupos dos niveis séricos de
cortisol, 0 que corrobora com nossas conjecturas baseadas nas respostas
comportamentais, que nosso protocolo modificado conseguiu gerar alteragOes
bioquimicas nos camundongos. Chandrasekhar et al. (2017) similarmente encontrara
niveis de cortisol elevados no grupo estresse que foram reduzidos de forma significativa
no grupo tratado com imipramina na dose de 10 mg/kg respectivamente. Trabalhos de
Taksand et al. (2013) e Wang et al. (2018) encontraram 0 mesmo padréo entre grupo néo
estressado, CUMS e CUMS+fluoxetina (10 mg/kg), o que reforca uma acdo dos
antidepressivos para a reducdo dos niveis de cortisol. E importante destacar que 0s
trabalhos citados tiveram protocolos de duragdo maior do que 0 nosso, variando de trés a
seis semanas de estresse, demonstrando que nossas adaptacdes a metodologia foram t&o
eficazes quanto as demais para provocar variagdes nos niveis deste hormonio.

O trans-anetol em todas as trés doses conseguiram reduzir a concentracdo do
cortisol, de forma semelhante a imipramina. O extrato de hidro alcéolico de Terminalia
catappa L, conseguiu de forma semelhante reduzir esses niveis em suas trés
concentracdes (Chandrasekhar, Ramya, Navya, Kumar & Anilakumar, 2017). Honiokiol
(lignana) por sua vez também teve a capacidade de reduzir a concentracdo sérica de
cortisol, sendo a dose de 8 mg/kg com efeito semelhante estatisticamente a fluoxetina
10mg/kg em relacdo ao grupo estressado (Wang et al., 2018). O que reforca que produtos
naturais tem capacidade de provocar alteracBes fisiologicas semelhantes aos
medicamentos amplamente utilizados em metodologias ndo-clinicos de inducdo da
depressao.

Com base no que foi exposto na fundamentacéo, a teoria das monoaminas foi uma
das inicias para tentar elucidar a fisiopatologia da depressdo, com base nela, buscamos
também investigar a concentracdo de alguns neurotransmissores, precursores e derivados
para tentar elucidar as provaveis vias afetadas pelo protocolo e como a trans-anetol
poderia interferir nelas para promover seu efeito comportamental. Levando em conta as
diferentes vias abordamos na quantificacdo neuroquimica as vias serotoninergicas e

dopaminérgicas.
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A primeira via analisada foi a serotoninérgica, nela analisamos o triptofano,
serotonina e 0 5-HIAA. O triptofano é o precursor da serotonina, no estudo fizemos sua
quantificacdo no hipocampo e encontramos que 0S grupos estresse e controle néo
diferiram entre si, porém os demais tratamentos (imipramina e trans-anetol) tiveram uma
reducdo significativa da sua concentracdo. A serotonina por sua vez teve seus niveis
elevados no grupo estresse e trans-anetol na dose de 300mg/kg. Entretanto na
concentragdo do seu derivado o 5-HIAA o grupo ESI se manteve com maior
concentracdo, sendo diferente estatisticamente dos demais grupos do estudo.

Analisados de forma individual é possivel observar que os niveis de triptofano néo
diferiram entre o grupo controle e estresse o que difere de outros trabalhos como o de Han
et al. (2019) que encontrou diferenca significativa entre as concentracgdes de triptofano de
ratos machos que passaram por CUMS de vinte e sete dias, onde no seu estudo de
padronizagdo o grupo estresse obteve uma reducao dos niveis de triptofano no hipocampo.
Outras pesquisas que também utilizaram o CUMS em ratos por periodos de trés a cinco
semanas também encontraram uma reducdo do nivel de triptofano no grupo estresse e
reversdo desses niveis com a administracdo de fluoxetina (Xing, Zhang, Xing, Qu &
Zhang, 2019; Zhu et al., 2015).

A serotonina também apresentou resultados que diferem da literatura, Deng et al.
(2015) ao utilizar camundongos machos em protocolo de seis semanas, obteve reducao
dos seus niveis ao comparar com 0 grupo controle, entretanto o grupo tratado com timol
teve nivel semelhante ao grupo nao estressado, o que também encontramos com o trans-
anetol na concentracdo de 200mg/kg. Resultado semelhante foi encontrado por Xue et al.
(2015) que o grupo CUMS reduziu significativamente a concentracdo de 5-HT porém o
mirtenol nas doses de 15mg/kg e 30 mg/kg, conseguiram reverter o efeito do protocolo
de sete semanas e ter valores proximos ao do grupo nédo estressado. O fato de nosso
trabalho apresentar niveis de serotonina, que diferem das demais pesquisas ndo-clinicas
que utilizaram o CUMS (Chandrasekhar et al., 2017; Qiu, Zhong, Mao & Huang, 2013;
Vancassel et al., 2008) podem sugerir que apenas protocolos mais longos, talvez de seis
semanas sejam necessarios para reduzir os niveis da 5-HT no hipocampo.

O acido 5-hidroxi-indolacético, produto da degradagéo da serotonina apresentou
resultado semelhante a literatura, em que o estresse induz a um aumento da sua producao
como encontrado por Han et al. (2019) e Gao et al. (2013). O crescimento dos niveis do

5-HIAA promovido pelo estresse pode ser justificado pelo fato de que o CUMS induz a



48

atividade da enzima MAO, responsavel pela degradacéo de neurotransmissores como 5-
HT e DA (Song et al., 2018).

Buscando avaliar as alteragdes provocadas na via serotoninérgica foram feitas as
proporcOes entre serotonina/triptofano e 5-HIAA/5-HT. Na primeira avaliacdo se
encontrou que 0 grupo estresse teve um aumento da proporcao de serotonina em relagéo
ao triptofano. Para os grupos imipramina e trans-anetol nas concentra¢des de 100mg/kg
e 200mg/kg essa proporcgéo foi reduzida, indicando uma menor producdo de serotonina
em relacdo a quantidade de triptofano. Para observar a degradacéo da serotonina avaliou-
se a proporcao 5-HIAA/5-HT e mostrou que o grupo ESI foi diferente estatisticamente de
todos os grupos, indicando um aumento da concentragdo do &cido 5-hidroxi-indolacético
em relacdo a concentragao de serotonina. Esse dado pode sugerir que apesar de ocorrer
um aumento da concentracdo de serotonina o protocolo de estresse induz a uma maior
degradacdo da mesma o que é encontrado em outras pesquisas (Gao, Cui, Yu & Whnag,
Zhang, 2013; Qiu et al., 2013; Song et al., 2018) assim esses resultados poderiam indicar
que as sinapses estariam em processo de adaptacdo, buscando repor a serotonina que esta
sendo degradada de forma intensa. O grupo tratado com imipramina teve sua propor¢édo
reduzida tanto na producdo quanto degradacdo, o que poderia indicar que as sinapses dos
animais ainda estariam em processo de adaptacdo ao medicamento, visto que a sua
administragdo foi de sete dias no protocolo. A imipramina é um antidepressivo triciclico
é responsavel por essa inibicdo da recaptacdo de neurotransmissores, resultando em sua
reducdo da degradacdo e aumento dos niveis de sinapse, o que reduziria a necessidade de
sua producédo (Ono et al., 2012).

O trans-anetol diante deste pardmetro, se mostrou promissor, principalmente na
reducdo da proporcdo de 5-HIAA/5-HT o que indica uma inibicdo do processo de
degradacdo da serotonina pela substancia, o que torna possivel projetar que 0 mesmo
possa atuar sobre diversos alvos como as proteinas de membrana recaptadoras de
serotonina ou da monoaminoxidase.

A segunda via analisada foi a dopaminérgica, na quantificagdo neuroquimica,
encontramos que os niveis de dopamina diferenciaram estatisticamente apenas do grupo
ndo estressado, todos os demais tiveram 0s niveis deste neurotransmissor reduzidos
eficientemente. Sobre o &cido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC), apenas o trans-anetol
nas doses de 200mg/kg e 300mg/kg tiveram diferenca significante do grupo estresse, 0
que poderia indicar que para essas doses o trans-anetol poderia estar promovendo o
aumento da concentracdo de DOPAC.
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Essa reducdo da concentracdo de dopamina nos grupos estresse € corroborada por
diversos trabalhos que utilizam o estresse como base para a indugéo do comportamento
do tipo depressivo, o que demonstra que essa metodologia pode ser eficaz para induzir
mudancgas comportamentais e fisiologicas (Qiu et al., 2013; Song et al., 2018; Xing,
Zhang, Xing, Qu & Zhang, 2019).

Assim como na via serotoninérgica, realizou-se a proporcdo de metabolito e
neurotransmissor na via dopaminérgica, comparando a concentra¢do de &cido 3,4-di-
hidroxifenilacético pelo nivel de dopamina. Nesta proporcao se encontrou que 0 grupo
tratado com imipramina possui uma degradacéo estatisticamente reduzida da dopamina
em relagdo aos animais estressados sem tratamento, contudo o trans-anetol na dose 200
mg/kg apresenta um indice superior ao ESI o que poderia indicar que ele estaria
promovendo uma maior formagdo do metabolito. Song et al. (2018) encontrou na relacado
DOPAC/DOPA gue camundongos machos, em CUMS de seis semanas tem uma reducao
nessa relagdo quando tratados com fluoxetina, o que seria semelhante ao nosso resultado
com os animais tratados com imipramina. O mecanismo pelo qual o trans-anetol estaria
promovendo esse aumento da degradacao € incerto devido o mesmo reduzir este efeito
sobre a serotonina, logo ndo estariam exercendo seus efeitos sobre enzimas de uma
mesma via como a MAO responsavel pela degradacdo de ambos 0s neurotransmissores
(Bortolato, Chen & Shih, 2010).

A partir do que foi exposto se torna necessario investigar o mecanismo de agédo
pelo qual o trans-anetol estaria exercendo seus efeitos comportamentais, além de
investigar outros neurotransmissores que podem estar relacionados com o
comportamento do tipo depressivo como noradrenalina e glutamato, assim como outros
mediadores relacionados como citocinas pro-inflamatérias, investigar a reducdo da
producdo de radicais livres e a acdo sobre a enzima MAO.

Ficou claro que o fenilpropanoide trans-anetol consegue impedir a formagéo do
comportamento do tipo depressivo em um protocolo que utiliza o estresse e apresentou
desempenho semelhante a outros trabalhos com maior tempo de duragdo de estresse.
Tornando assim, um achado importante para a pesquisa e desenvolvimento de farmacos

com protocolos mais curtos e que ndo percam sua efetividade.
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CONCLUSAO

Podemos concluir que o protocolo de estresse subcrdnico imprevisivel consegue
ser efetivo na inducdo do comportamento do tipo depressivo em camundongos fémeas,
entretanto algumas alteraces fisioldgicas (reducdo serotonina) ndo pode ser encontrada,
0 que pode sugerir que o presente protocolo conseguiriam simular o inicio do processo
do comportamento depressivo nos animais.

O trans-anetol no processo de ESI na dose de 200mg/kg apresenta um melhor
desempenho comportamental, além de reduzir de forma efetiva os niveis de cortisol e

inibir a degradagéo de serotonina.
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