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“Quando a verdade ofende, nós 

mentimos e mentimos, até que não nos 

lembramos mais que ela existe, mas a verdade 

ainda existe. Cada mentira que contamos gera 

uma dívida com a verdade. Cedo ou tarde essa 

dívida deve ser paga.” Valery Legasov, 

Chernobyl. 
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RESUMO 

 

A depressão é um transtorno de origem multifatorial caracterizado pelo humor deprimido. 

Pesquisas identificaram uma relação entre estresse e depressão. O estresse promove o 

aumento desenfreado de cortisol que em quantidades elevadas promove alterações 

estruturais e bioquímicas no Sistema Nervoso Central (SNC) podendo levar ao 

Transtorno Depressivo Maior (TDM). Devido à complexidade deste transtorno a 

investigação por novas alternativas de tratamento é constante para se obter o bem-estar 

dos pacientes. Assim nessa busca por novos tratamentos, as substâncias originárias de 

plantas aromáticas, principalmente dos óleos essenciais se mostram com diversas 

atividades biológicas. Dentre esses constituintes o trans-anetol tem se mostrado uma 

molécula com potencial ação antioxidante, anti-inflamatório e ansiolítico. Devido estas 

atividades, objetivamos investigar se o trans-anetol possui ação antidepressiva sobre 

camundongos fêmeas adultas submetidas por quatorze dias ao modelo do estresse 

subcrônico imprevisível (ESI). Foram utilizados seis grupos, com um grupo não 

estressado e cinco grupos que passaram pelo ESI, que após 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 suspensão da cauda, borrifagem da sacarose para avaliar a ação 

antidepressiva e campo aberto para atividade locomotora, os animais foram eutanasiados 

e retirado o hipocampo para análise neuroquímica. Na avaliação da variação ponderal o 

grupo estresse teve redução do ganho de peso em relação ao não estressado, os animais 

nas doses de 200 e 300 mg/kg tiveram perca de peso em comparação ao início do 

protocolo. No teste da borrifagem da sacarose as três doses do trans-anetol conseguiram 

reduzir o tempo de latência, no tempo de autocuidado a dose de 200mg/kg foi superior ao 

grupo ESI. Na suspensão da cauda a latência para a imobilidade não 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 o melhor resultado diferindo do grupo ESI. No 

campo aberto, o trans-anetol (100 e 200mg/kg) conseguiu aumentar a quantidade de 

rearings em relação aos animais estressados; no parâmetro número de cruzamentos a dose 

de 100mg/kg teve o melhor desempenho; por fim no tempo de permanência no centro a 

dose de 200mg/kg foi maior em relação ao grupo estresse. Na avaliação neuroquímica, o 

cortisol foi encontrado em nível elevado no hipocampo dos animais ESI, todas as doses 

do trans-anetol conseguiram reduzir significativamente seus níveis. Ao quantificar a via 

serotoninérgica o trans-anetol conseguiu reduzir a degradação de serotonina nas doses de 

200 e 300mg/kg. Na via dopaminérgica, as melhores doses foram de 100 e 300 mg/kg por 

não promoveram um aumento da degradação de dopamina. Os resultados encontrados 

sugerem que o trans-anetol não interfere na atividade locomotora, e ainda promove 

comportamento de anedonia dos animais submetidos a um protocolo de estresse, além de 

reduzir níveis de cortisol e atuar sobre as vias serotoninérgicas e dopaminérgicas.  

 

Palavras-chaves: Depressão, Estresse Subcrônico Imprevisível, Trans-anetol, Fêmeas, 

Neuroquímico.  

 

 



 

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 

quantifying 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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INTRODUÇÃO 

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é um transtorno psiquiátrico de origem 

multifatorial e pode ser caracterizada por diferentes tipos de sintomas, como os distúrbios 

do sono, alteração 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 psiquiátrico tem sido vinculado a elevados 

graus de mortalidade e morbidade (Palazidou, 2012).  

Sobre a sua epidemiologia, a Organização Mundial da Saúde (OMS) afirma que 

até 2020 ela se tornará a segunda maior doença no mundo (Stopa et al., 2015). Sua 

prevalência é maior em mulheres do que homens, em uma proporção de aproximadamente  

duas vezes maior e isto está relacionado principalmente a fatores hormonais, fisiológicos 

e fatores externos, destacando-se principalmente os sociais (APA, 2014). 

Devido ser um transtorno multifatorial, não é possível determinar uma única causa 

etiológica podendo ser uma predisposição genética, estresse ambiental, alteração na 

regulação hormonal e de neurotransmissores. Dentre as teorias que tentam estabelecer 

uma base fisiológica para o TDM uma das primeiras a ser elaborada é a redução dos níveis 

de monoaminas, como a serotonina, a noradrenalina e a dopamina na fenda sináptica, 

levando a comportamento depressivo (Basso et al., 2009; Pizini, 2013; Zalta, 2011).  

Outra importante teoria, relaciona o estresse com a elevação e sustentação dos 

níveis de cortisol – hipercortisolemia - que acarretaria na geração de um quadro 

depressivo (Neto, 2017). A hipercortisolemia pode desencadear modificações anatômicas 

em estruturas importantes como hipocampo e corpo estriado  resultando em desregulação 

do eixo hipofise-pituitária-adrenal (HPA), seus mecanismos compensatórios e 

comprometimento da atividade de neurotransmissores. Alterações na fisiologia destes 

locais é correlacionada a alterações comportamentais (Delong, 2000; Neto, 2017). 

Existem diferentes formas de tratamento da depressão como as psicoterapias e a 

terapia com o uso de fármacos antidepressivos. Quanto ao tratamento farmacológico, os 

fármacos atuais não têm apresentado um resultado de curto prazo, faz-se necessário um 

período de latência para que ocorra um efeito satisfatório. Este fator de latência associado 

a condição de que nem sempre o quadro desses pacientes evolui de modo eficaz reduz a 

aderência ao tratamento (Zhang et al., 2012).   

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

plantas medicinais, sejam fitocompostos ou fitoterápicos. Alguns deles já estão presentes 
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na formulação de 25% dos medicamentos industrializados de forma direta ou indireta, e 

tem ações conhecidas sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), porém mais pesquisas são 

necessárias devido a maioria dos metabolitos secundários desses vegetais ainda não ter 

uma ação totalmente elucidada sobre o SNC (Sun, 2015; Viña, 2012).  

Entre os constituintes de produtos naturais temos o orto-eugenol, 2-alilfenol e 

metileugenol, encontrados em óleos essenciais e que já possuem pesquisas voltadas para 

investigar sua ação antidepressiva (Araújo, 2018; Cavalcanti, 2018; Morais, 2018). 

Dentro da mesma família de constituintes (fenilpropanóides) temos o trans-anetol [trans-

1-metoxi-4-(prop-1-enil) benzeno], encontrado como um dos constituintes majoritários 

no óleo essencial de diversas espécies vegetais como a erva-doce (Foeniculum vulgare), 

o anis estrelado (Illicium verum), anis (Pimpinella anisum), estragão (Artemisia 

dracunculus), eucalipto (Eucalyptus globulus).  Um outro ponto importante é sua 

utilização na indústria como flavorizante e aromatizante (Aazza, Lyoussi & Miguel, 

2011; Cavalcanti et al., 2012; Fitsiou et al., 2016).  

Em pesquisas de cunho terapêutico, as principais atividades já identificadas do 

trans-anetol são ação antioxidante, antifúngica e ansiolítico (Aazza, Lyoussi & Miguel, 

2011; Aydemir, Çifci, Aviyente & Boşgelmez-Tinaz, 2018; Miyagawa et al., 2014). 

Na busca de novos fármacos uma ferramenta é o uso de modelos e testes animais. 

Em estudos com depressão o uso destas ferramentas é bastante recorrente, devido drogas 

antidepressivas conseguirem reverter comportamentos do tipo depressivo em animais 

(diminuição do tempo de imobilidade) tratados. Associado as semelhanças fisiológicas 

encontradas nos animais submetidos aos protocolos semelhante aos achados clínicos, 

como em experimentos de estresse crônico ocorre a depleção noradrenérgica central o 

que também é encontrado em pessoas com depressão (Dias, 2009). 

Baseado na importância de se buscar novas terapias farmacológicas para o 

tratamento da depressão e visto que os produtos de origem natural podem ser uma 

alternativa, buscamos avaliar o efeito antidepressivo do trans-anetol por meio do estresse 

subcrônico imprevisível e seu mecanismo de ação.    
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FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

Definição e Epidemiologia 

A depressão está presente na humanidade desde os primórdios da civilização é um 

transtorno mental que representa um sério problema de saúde pública principalmente pela 

elevada morbidade e mortalidade em seus pacientes (Holzmann et al., 2015).  

É um transtorno crônico e multifatorial, de curso variável, caracterizado por uma 

perturbação na regulação do humor, principalmente tendendo ao humor deprimido, com 

perda de interesse ou prazer em atividades diárias, perda ou ganho significativo de peso 

sem estar fazendo dieta,  sentimento de culpa, desregulação no sono, agitação ou retardo 

psicomotor,  fadiga, irritabilidade, capacidade diminuída para pensar ou se concentrar e 

ideação suicida (Adebesin, Adeoluwa, Eduviere & Umukoro, 2017; Almeida et al., 2017; 

Jindal, Mahesh & Bhatt, 2015). O diagnóstico para o transtorno é exclusivamente clínico, 

onde pelo menos cinco destes sintomas elencados acima, devem perdurar por no mínimo 

duas semanas e interferir em suas relações pessoais como na família, trabalho, faculdade 

(Borah, Lahkar & Dasgupta, 2018; Wang et al., 2016).  

Esta patologia pode afetar 15% da população 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 milhões de pessoas no mundo já estariam com o transtorno (Czéh, Fuchs, 

Wiborg & Simon, 2016; Jastrzębska et al, 2017; World Health Organization (WHO), 

2017).  

 Devido este transtorno ter um amplo espectro sobre o humor dos seus pacientes, 

existem várias classificações como o distúrbio distímico, depressão pós-parto, transtorno 

afetivo sazonal, transtorno bipolar e o mais comum o transtorno depressivo maior (Park 

et al., 2018). Para auxiliar os profissionais no diagnóstico diferencial existem as diretrizes 

elaboradas pelo Manual de Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-V) e 

o Código Internacional de Doenças (CID-10). 

Sua distribuição no mundo é variável, muito disso se dá pelo fato de que os países 

realizam de forma diferente este levantamento, além de ser necessário levar em conta a 

cultura, nível de desenvolvimento, qualidade de vida e religião. Nos Estados Unidos 

acredita-se que 20% da população possua este transtorno, no Brasil um estudo em 2015 

mostrou que este índice é de 7,6% (Beurel, Harrington & Jope, 2013, Stopa et al., 2015). 

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

mulheres tendem a ser mais susceptíveis a depressão e sintomas ansiosos, geralmente 
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duas vezes mais do que homens, isso foi detectado em estudos realizados em países como 

Canadá (Albert, 2015), Estados Unidos (Kessler, McGonagle, Swartz, Blazer & Nelson, 

1993), Brasil (Stopa et al., 2015) e Índia (Grover, Dutt & Avasthi, 2010). Uma das 

principais justificativas estaria associado a diferenças hormonais, porém é importante 

também levar em conta a pressão social/cultural, violência e condições sócio econômicas, 

onde em muitos casos as mulheres estão mais expostas a situações aversivas envolvendo 

estes contextos (Borah et al.,2018; Correia & Borloti, 2011). Devido esta prevalência o 

uso de animais do sexo feminino seria uma forma de avaliar se fatores intrínsecos, 

deixariam estes animais mais susceptíveis aos comportamentos do tipo depressivo, além 

de permitir uma melhor transposição ao que ocorre na população.    

A depressão também costuma estar associada a comportamentos que ainda não se 

tem estabelecido se poderiam predispor ao transtorno ou a pessoas com depressão maior 

os buscaria como um mecanismo de escape para os sintomas. Dentre os comportamentos 

temos o consumo diário de bebida alcoólica e o fumo, mostrando tornar as pessoas três 

vezes mais suscetíveis 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 

depressão, como o baixo nível 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 predisposição do 

transtorno, é possível estimar que 40% dos casos possuem um fator hereditário. A 

recorrência também é comum nestes pacientes, chegando a 60% para aqueles que tiveram 

um único episódio depressivo (Borah et al., 2018). 

 

Fisiopatologia 

Por ser multifatorial, o Transtorno Depressivo Maior se torna extremamente difícil 

propor um tratamento que consiga abranger todos os mecanismos relacionados ao 

desenvolvimento do quadro clínico (Almeida et al., 2017). 

As principais teorias sobre os mecanismos fisiológicos da depressão são 

relacionadas às monoaminas, via glutamatérgica, eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HPA) e processos inflamatórios (Bai et al., 2018; Wu et al., 2016). 
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Neurotransmissores  

Teoria das Monoaminas 

 As monoaminas são uma classe de neurotransmissores que possuem um papel 

essencial na regulação de diversas funções cerebrais como cognição, controle motor, 

regulação 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 

neurotransmissão ou nos receptores destas monoaminas se mostram relacionadas com o 

transtorno depressivo maior (Holzmann et al., 2015). 

 A hipótese do desequilíbrio destes neurotransmissores foi uma das primeiras a ser 

elencada para a causa da depressão e foi confirmada pelo mecanismo de ação 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 elevação 

da concentração de 5-HT e NA na fenda sináptica, reduzindo sua recaptação ou inibindo 

a enzima responsável pela sua degradação (Holanda et al., 2016).  

A partir de então, novos medicamentos foram desenvolvidos focados em atuar 

sobre os mecanismos relacionados a esses neurotransmissores, como inibidores de sua 

recaptação ou de enzimas responsáveis por sua degradação e também agonistas de seus 

receptores (Czéh, Fuchs, Wiborg & Simon, 2016). 

 Entretanto esta teoria se mostrou limitada com o tempo, ao não explicar o amplo 

espectro de alterações estruturais encontrados em pacientes deprimidos, associado ao fato 

do tratamento requerer um período longo de administração para demonstrar respostas 

clínicas (quatro a seis semanas) e 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 os sintomas depressivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Via Serotoninérgica e Dopaminérgica. 

Produzido pelo Autor. 
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Via Glutamatérgica 

 Outro neurotransmissor que se mostrou importante para compreender o 

desenvolvimento da depressão foi o glutamato, principal neurotransmissor excitatório, e 

ativa os seus receptores (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e cainato (Figura 1). 

Estudos mostraram que seus níveis são alterados em pacientes depressivos e em alguns 

modelos animais que simulam o TDM (Seese et al., 2013). 

Estudos em humanos comprovaram a ação antidepressiva da cetamina, 

antagonista não competitivo do receptor NMDA, que apresentou efeito em poucas horas 

e duraram em torno de 10 dias, efeito que pode ser prolongado com injeções repetidas da 

cetamina em baixas doses (Belujon & Grace, 2014; Sufka & White 2013). 

Outras substâncias que atuam sobre a regulação de receptores AMPA mostraram 

em estudos com animais, reduzir comportamentos do tipo depressivo e aumentar a 

potência de antidepressivos com ação sobre a via monoaminérgica  (Seese et al., 2013).  

Apesar da cetamina se apresentar como uma ótima alternativa, seu uso clínico tem 

sido limitado por ter caráter psicomimético, provocar leve interferência nos processos de 

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

 

Via Inflamatória 

 A relação do sistema imune com a regulação de humor vem ganhando um 

crescente destaque nas pesquisas, pois as teorias anteriormente citadas ainda não eram 

capazes de solucionar a fisiologia do TDM. Foi possível estabelecer com isso que sinais 

do sistema imune inato estariam ligados a depressão, como citocinas inflamatórias (IL-6) 

que estariam elevadas em pacientes deprimidos, entretanto o mecanismo ainda não foi 

completamente elucidado (Beurel et al., 2013; Wu et al., 2016) 

 Outras citocinas pró-inflamatórias que apresentaram importância nesse transtorno 

foram a interleucina -1β (IL-1β) e fator de necrose tumoral (TNF-α), que contribuem para 

a desregulação do eixo HPA promovendo a neurotoxicidade, além de também novas 

evidências sugerirem que elas alterem o metabolismo de precursores de 

neurotransmissores, reduzindo sua produção a exemplo da 5-HT, o que mostraria uma 

ligação da via inflamatória com a teoria monoaminérgica (Figura 2) (Gracia-Rubio et al., 

2016). 
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 Eixo HPA 

 A relação entre estresse e o TDM sempre esteve presente, a exposição a eventos 

estressantes são comumente relatados por pessoas que sofrem um episódio depressivo. O 

estresse não é algo prejudicial, ele auxilia para informar 

riscos ao organismo mantendo-o em estado de alerta para reagir da melhor forma possível, 

entretanto quando o estímulo nocivo perdura por um longo tempo ou é muito intenso, 

pode levar a problemas como desregulação hormonal e problemas neurotóxicos. Como 

resposta ao estresse, existe a ativação do eixo Hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) que 

gera alterações no organismo por meio de mineralocorticoides e glicocorticoides como o 

cortisol (Macedo, Cladouchos, Sifonios, Cassanelli & Wikinski, 2013; Siba, 2013).  

 A ativação deste eixo ocorre por meio da ação do núcleo paraventricular 

hipotalâmico (PVN) que é ativado em situações de estresse e secreta corticotrofina (CRF), 

que atua sobre adenohipófise e promovem a secreção de adrenocorticotropina (ACTH), 

que ao atingir a circulação sistêmica e chegar ao córtex da glândula adrenal, estimula a 

síntese e liberação de glicocorticoides, como o cortisol. Esta mesma via possui um 

mecanismo de autorregulação que envolve o hipocampo e a amígdala, que atuam de 

forma inibitória e excitatória sobre a atividade do eixo (Figura 3) (Nestler, 2012; Pariante 

& Lightman, 2008). 

Figura 2 - Interação via inflamatória com neurotransmissão. Fonte: Carneiro, 2017. 
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 O cortisol é um hormônio essencial ao  

organismo, prepara o corpo para reações de 

luta ou fuga, além de regular o controle 

eletrolítico, promover o comportamento de 

vigia e ajudar no processo de despertar. 

Entretanto, quando ocorre uma desregulação 

em algum ponto do eixo HPA resulta em 

hipercortisolemia, que é prejudicial ao 

organismo, por ter efeitos deletérios ao sistema 

circulatório, imunológico e SNC por promover 

alterações metabólicas e, podendo em casos 

graves levar a morte (Martino, 2014; Siba, 

2013; Zimmermann, 2013).                

Dentre as alterações sobre o SNC que a 

hipercortisolemia causa é a degradação de suas 

estruturas como o hipocampo, e podendo levar 

ao comprometimento de funções relacionadas 

ao aprendizado, memória e também provocar 

sintomas semelhantes aos encontrados em 

pacientes com depressão (Chan et al., 2017). 

O seu efeito deletério sobre os neurônios 

ocorre por meio da hiperatividade de receptores de glicocorticoides que são acionados 

pelo cortisol, que quando dessensibilizados devido a hipercortisolemia causam 

hiperativação de enzimas dependentes de cálcio que produzem radicais livres e reduzem 

a produção de BDNF (Fator neurotrófico 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 sinalização intracelular do AMPc, afetando a plasticidade neuronal 

promovendo a degeneração, característico no TDM, mostrando assim mais um 

mecanismo da fisiopatologia da doença (Jindal, Mahesh & Bhatt, 2015).  

É importante destacar também a relação que existe com outras vias metabólicas 

relacionadas com a depressão e o cortisol. Este também pode atuar de forma a promover 

a ação das monoaminoxidases, enzimas responsáveis pela degradação de 5-HT e NA o 

que pode levar a redução desses neurotransmissores na fenda sináptica acarretando em 

Figura 3- Eixo Hipófise-Pituitária-Adrenal 

(HPA). Produzido pelo Autor. 
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diversas alterações fisiológicas, dentre algumas compatíveis com sintomas depressivos 

(Willner, Kruger & Belzung, 2013). 

Ainda relacionado com este eixo, o CRH demonstra ter interação com o sistema 

imunológico ativando macrófagos, astrócitos e a micróglia para a produção de citocinas 

pró-inflamatórias que, quando em níveis elevados, reduzem a formação de 

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

 

Modelo Não-Clínico  

 Como ferramenta essencial para o desenvolvimento de medicamentos, os modelos 

de estudos não-clínicos ajudam a elucidar a fisiopatologia de diversas doenças, como o 

transtorno depressivo. Ao longo dos anos, diversos modelos foram criados utilizando 

várias espécies de animais incluindo os roedores, com o objetivo de mimetizar os 

resultados comportamentais e fisiológicos encontrados em humanos. Os modelos animais 

ainda não apresentam capacidade para representar todos os sintomas do transtorno 

depressivo, porém são significantes devido a conceitos da neurobiologia e bioquímica 

que conseguiram encontrar características semelhantes a pacientes com transtornos e 

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

 

Estresse Crônico 

 Desenvolvido inicialmente em 1980 buscavam por meio de um regime de 

estresses gerar a redução de consumo de sacarose que era revertido com tratamento 

crônico de antidepressivos (Willner, 2017a). Com o tempo a técnica se desenvolveu e se 

fundamentou na aplicação planejada ou randomizada de estressores em diversas 

intensidades por um período pré-determinado, onde ao final é possível observar alterações 

comportamentais como anedonia, ansiedade, variações de peso e da cobertura corporal, 

redução do volume hipocampal e outras alterações fisiológicas que também são 

encontrados em pacientes com transtorno depressivo  (Willner, 2017b).  

Um ponto importante na indução do estresse é a aplicação ou não da 

imprevisibilidade que é opcional neste protocolo. Entretanto trabalhos indicam que o fato 

de ser randomizado reduziria a resiliência dos animais e assim eles não 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 é a desregulação do eixo HPA, causados pelos estressores, que provocariam 
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uma elevação de cortisol, óxido nítrico, redução do volume do córtex pré-frontal e 

hipocampo (Lee, Ohno, Ohta & Mikami, 2013) Além de redução de fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BDNF), proteína densa pós-sináptica 95 (PSD95), sinaptofisina I e 

ativação da microglia (Willner, 2017b). 

 A estrutura deste modelo é bastante variável a depender da metodologia, 

recomenda-se um período de adaptação ao ambiente (1-14 dias), com um tempo de 

aplicação dos estressores variando de 14 - 84 dias (Mu et al., 2016; Sun et al., 2016; Tye 

et al.,2013). Os estressores são diversos, como a inversão do ciclo claro-escuro, natação 

forçada em água fria, agitação da gaiola, restrição de espaço, dentre outros (Gong et al., 

2018). 

 

Tratamento farmacológico 

Sabendo da gravidade do transtorno depressivo maior ao longo dos anos, 

tratamentos foram desenvolvidos como os antidepressivos tricíclicos, inibidores da 

monoamina oxidase, inibidores seletivos da recaptação da serotonina e inibidores da 

recaptação de serotonina-noradrenalina, dentre outros. Apesar disto os tratamentos atuais 

não são totalmente satisfatórios, revertendo em alguns casos os transtornos, mesmo 

levando um certo tempo (Machado et al., 2013). 

Dentre novas alternativas o uso de fitoterápicos, vem surgindo como 

possibilidade, principalmente devido a sua farmacoterapia oferecer vantagens em termos 

de segurança e tolerabilidade, também melhorando a adesão do paciente. Dentre os 

constituintes de plantas aromáticas os óleos essenciais (OE’s) são uma alternativa 

terapêutica (Machado et al., 2013).  

 

Óleos Essenciais 

Os OE’s são misturas complexas de compostos voláteis presentes em diversas 

partes das plantas como folhas, casca, raízes e frutos (Leite, Nóbrega & Motta, 2003). 

Possuem diversas atividades biológicas como antimicrobiano, anti-inflamatório, 

anticonvulsivante, ansiolítico e antidepressivo (Bakkali, Averbeck, Averbeck, & 

Idaomar, 2008). Como características físico-químicas costumam ser incolor a 

ligeiramente amarelado, alta volatilidade em temperatura ambiente e instáveis na 

presença principalmente de calor, luz e umidade (Simões & Spitzer, 2004) 
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A sua composição química é formado por um variado conjunto de moléculas 

orgânicas, como hidrocarbonetos, álcoois, ésteres e cetonas, porém em sua maioria são 

os terpenos e fenilpropanóides (Bakkali, Averbeck, Averbeck, e Idaomar, 2008). 

Os fenilpropanóides são oriundos do metabolismo do ácido chiquímico que gera 

o ácido p-cumárico e o ácido cinâmico, este último ao sofrer redução da sua cadeia lateral 

origina o propenilbenzeno também conhecido como anetol e o alilbenzeno (eugenol), 

ambos considerados análogos estruturais (Silva, 2014).  

Alguns fenilpropanóides já foram estudados e encontraram ação antidepressiva 

como o orto-eugenol, 2-alilfenol e metileugenol, o que poderia indicar que seus análogos 

poderiam ser moléculas com potencial antidepressivo (Araújo, 2018; Cavalcanti, 2018; 

Morais, 2018). 

 

Trans-anetol 

Dentre os constituintes de óleos essenciais isolados, o trans-anetol [trans-1-

metoxi-4-(prop-1-enil) benzeno] (Figura 4) é um fenilpropanóide, à temperatura ambiente 

se apresenta na forma de cristais brancos, possui ponto de fusão de 21ºC e ponto de 

ebulição de 81ºC, sua fórmula química é C10H12O (Souza, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

É encontrado em diversas plantas como o anis estrelado (Illicium verum), anis 

(Pimpinella anisum), erva-doce (Foeniculum vulgare), eucalipto (Eucalyptus globulus), 

estragão (Artemisia dracunculus), canelinha (Croton zehntneri), hortelã-verde (Mentha 

spicata), manjericão-da-folha-larga (Ocimum basilicum), quincã (Fortunella margarita), 

como composto principal e em menor quantidade em outras como limão, coentro e 

manjericão. O isômero trans é usado como flavorizante e aromatizante, enquanto que o 

isômero cis possui um aroma menos agradável (Aazza, Lyoussi & Miguel, 2011; 

Almeida, Agra, Maior & De Sousa,  2011; Barber & Newby, 2013; Bartoňková & 

Dvořák, 2018; Cavalcanti et al., 2012; Fitsiou et al., 2016). 

Figura 4- Estrutura Química do Trans-anetol. Fonte: Sigma-Aldrich. 
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Esta substância não apresenta potencial efeito tóxico ou mutagênico em estudos 

de curta e longa duração (Nakagawa & Suzuki, 2003), que o tornou uma ferramenta 

importante na indústria sendo utilizado amplamente como aromatizante pela indústria 

alimentícia de confeitarias, bebidas alcoólicas e não-alcoólicas, cosméticos, perfumes e 

produtos de limpeza e na fabricação de medicamentos como flavorizante (Kang, 

Mukherjee, Min, Kang & Yun, 2018; Muñoz-Acevedo, Kouznetsov & Stashenko, 2009).  

Com a investigação da ação terapêutica dos óleos essenciais das plantas 

anteriormente citadas, verificou-se a presença do trans-anetol e buscou-se identificar que 

atividades ele poderia exercer isoladamente. Dentre as principais atividades já 

identificadas temos ação antioxidante, antifúngica, possíveis efeitos antiespasmódicos, 

gastroprotetores, modulação de adipócitos, ação anti-inflamatória e ansiolítica (Aazza, 

Lyoussi & Miguel, 2011; Aydemir, Çifci, Aviyente & Boşgelmez-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 ação anticonvulsivante do trans-anetol (Guedes, 2017) o que 

reforça uma ação desta substância sobre o SNC, e associada a outras atividades já 

comprovadas (antioxidante, anti-inflamatória, ansiolítica) observa-se nesta molécula uma 

oportunidade para um possível fármaco com ação antidepressiva. 
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JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

Sabendo que a depressão é um dos distúrbios 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 fármacos 

é de suma importância, 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 

susceptíveis ao transtorno. Para buscar transpor esta característica da patologia ao modelo 

não-clínico de TDM, o uso de fêmeas se mostra essencial devido possuírem alterações 

hormonais que corresponderiam as encontradas em humanos.  

 Substâncias originadas de óleos essenciais como os fenilpropanóides anetol, 

eugenol e seus derivados já apresentaram atividade antidepressiva como citado 

anteriormente (Araújo, 2018; Cavalcante, 2018).  

 O trans-anetol possui uma atividade anti-inflamatória e antioxidante, ambos 

fatores associados à proteção neuronal. (Facudo et al, 2016; Kouznetsov e Stashenko, 

2009; Misharina, Terenina & Krikunova, 2009; Muñoz-Acevedo). E ação ansiolítica 

revela que essa atividade no nível SNC (Miyagawa et al., 2014). 

 Assim o presente estudo propicia a investigação de um novo protótipo de fármaco 

promovendo avanços na pesquisa não-clínica de substâncias encontradas em óleos 

essenciais. Além disso, compreender as alterações neuroquímicas que os modelos animais 

podem promover com períodos mais curtos de aplicação de estressores, podendo auxiliar 

diversos pesquisadores que desejem trabalhar com modelos em depressão. 
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OBJETIVO 

 

Objetivo geral 

 Investigar a atividade antidepressiva do trans-anetol em modelo não-clínico de 

depressão induzido pelo estresse subcrônico imprevisível (ESI). 

  

Objetivos específicos 

▪ Induzir o comportamento tipo depressivo em camundongos fêmeas por 

meio do estresse subcrônico imprevisível (ESI); 

▪ Acompanhar a evolução ponderal dos animais; 

▪ Explorar a ação antidepressiva do trans-anetol por meio dos testes 

comportamentais de suspensão de cauda e de borrifagem de sacarose; 

▪ Avaliar se a administração prolongada do trans-anetol altera a atividade 

locomotora espontânea; 

▪ Realizar estudo neuroquímico para quantificação dos neurotransmissores e 

seus metabólitos (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) fêmeas, 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 Paraíba. Os animais foram alojados 

sob temperatura (21 ± 1º C), em gaiolas de polietileno de medidas 30x20x13cm, com a 

quantidade máxima de 05 camundongos por caixa. Tendo livre acesso a ração tipo pellets 

e água disponíveis em garrafas de polietileno, com ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo 

a fase clara de 6h00 às 18h00. 

Os animais que passaram pelos estressores foram alocados em uma sala diferente 

dos animais controle que não sofreram estresse, este procedimento foi uma medida 

preventiva para evitar que feromônios ou a vocalização dos animais estressados afetasse 

o grupo controle. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as 

recomendações da Lei 11.794 de 08/10/2009, Lei Arouca, e o projeto foi submetido e 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraíba 

sob número 6900191118.  

 

Substâncias  

• Ácido Fórmico • Piridina 

• Água Destilada • Sacarose 10% 

• Clorofórmio isopropanol • Salina 0,9% 

• Metanol • Trans-anetol (Sigma – E.U.A.) 

• N,O-Bis 

(trimethylsilyl)trifluoroacetamide) 

• Tween 80 (polioxetileno 

sorbitano monoelato) (Sigma – 

E.U.A.) 

 

Equipamentos 

• Balança analítica • Vidrarias 

• Balança semi-analítica • Pipetador atomático 

• Caixa de Skinner • Microondas 

• Caixas de acrílico para observação 

• Campo aberto  

• Sistema de Cromatografia Gasosa 

acoplado a um Espectromêtro de 

Massas do tipo TANDEM com 

ionizador do tipo Impacto 

Eletrônico (CG-EM por IE) 
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MÉTODOS 

Procedimento Experimental 

O experimento se constituiu na indução do comportamento tipo depressivo e 

avaliação da efetividade do tratamento com trans-anetol em revertê-lo. Inicialmente, os 

animais passaram por uma adaptação ao ambiente do laboratório e aos experimentadores 

durante 5 dias e seu peso foi aferido uma vez ao dia até o final do experimento (Schmidt 

et al., 2010).  

Ao final dessa etapa de adaptação os animais foram divididos em dois grupos: 1) 

Grupo sem estresse e 2) Grupo com estresse.  

No grupo sem estresse os animais não receberam nenhum estressor. No grupo 

estresse, primeiramente, realizou-se a indução do comportamento tipo depressivo, 

utilizando a metodologia do Estresse Subcrônico Imprevísivel (ESI) adaptado a partir dos 

trabalhos realizados por Moretti et al. (2012) e Deng et al. (2015) e padronizado em nosso 

laboratório (Carneiro, 2017). 

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

duas ou três vezes ao dia de forma randomizada e inesperada por um período de 14 dias. 

  

Tabela 1 - Descrição dos Estressores 

Estressor Descrição 

Nado frio Realizado em uma temperatura de 15°C ±1, colocando um 

animal por vez em recipiente cilíndrico aberto (10 cm de 

diâmetro e 25 cm de altura) por 3 minutos. Entre cada animal foi 

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

2012). 

Choque 

inescapável 

Utilizando a caixa de Skinner (caixa em acrílico de 50 x 25 x 25 

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). 

Oscilação da caixa Agitação manual das caixas/gaiolas dos animais, utilizando 

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

Superlotação da 

caixa 

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

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

espaço 

Os animais foram alocados individualmente em pequenos 

recipientes, com restrição parcial de movimentação e 

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

Inclinação da caixa 

em 45° 

Foram colocadas bases de madeira sob as caixas a fim de 

promover a inclinação de 45º (Deng et al., 2015). 

Maravalha 

molhada 

Colocou-se água sobre a maravalha da caixa dos animais, em 

uma proporção de 100mL / 50g (água/maravalha) (Deng et al., 

2015). 

Som do predador Ruídos selvagens por um período de 6h (Deng et al., 2015). 

 

Tratamento  

Para averiguar se o trans-anetol possuia ação antidepressiva, os animais 

submetidos ao protocolo de estresse subcrônico imprevisível (Grupo estresse) foram 

então subdivididos em três grupos de tratamento:  

• O controle negativo (dez camundongos) receberam por via intraperitoneal (i.p) 

solução salina (0,9% w/v de cloreto de sódio) em uma concentração de 0,1ml/kg 

de animal;  

•  O controle positivo (dez camundongos) receberam palmoato de imipramina, 

dissolvida em solução salina e administrada por via oral (v.o) 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 auxílio do solvente tween 80 (polisorbato 80) 

e administrada via intraperitoneal (i.p) nas doses de 100, 200 ou 300 mg/kg. Os 

três subgrupos tiveram seu tratamento iniciado nos últimos sete dias do protocolo 

de ESI.  

No décimo quinto (15ª) dia após a aplicação dos estressores, todos os grupos (com 

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

tipo ansiolítica e antidepressiva. Após os testes, os animais foram eutanasiados e o 

hipocampo removido para posterior análise neuroquímica. Segue abaixo a linha do tempo 

experimental (Figura 5). 
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Testes Comportamentais 

Teste de Suspensão da Cauda 

Este é um teste clássico para avaliação da atividade antidepressiva de fármacos 

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

impedido de tocar o chão ou escapar. Sendo assim, o camundongo poderá apresentar um 

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

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

a expressão 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 

chão (Figura 6) (Duan et al., 2015; Steru et al., 1985).  Os parâmetros de imobilidade e 

comportamento de escapar foram observados por 6 minutos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Splash Teste 

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

(“grooming”) dos animais, após a borrifagem dos mesmos com solução de sacarose a 

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

individualmente dentro de uma caixa de acrílico (9 x 7 x 11 cm). O tempo em que o 

Figura 5 - Desenho do Estudo 

Figura 6- Teste de Suspensão da Cauda (TST) 
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animal permanecer no comportamento de auto-limpeza foi cronometrado durante 5 

minutos (Isingrini et al., 2010). Em modelos animais de depressão, a administração 

crônica de antidepressivos clássicos aumenta o tempo despendido neste comportamento 

(Yalcin et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Campo aberto 

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

comportamento exploratório e a locomoção, por um período de 05 minutos, através: a) 

número de cruzamentos entre os quadrantes; b) percentual de tempo gasto no centro 

(tempo no centro/tempo nas extremidades)*100; c) quantidade de rearings e a latência 

para a primeira ocorrência (Almeida & Oliveira, 2006). O campo é feito de polietileno 

com medidas de 40 × 60 × 50 cm de altura e o piso possui 12 quadrados iguais (Figura 

8). O aparelho foi higienizado com uma solução de 10% de etanol entre os animais, a fim 

de ocultar possíveis pistas olfativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudo neuroquímico 

Após os testes comportamentais os animais foram então sacrificados por meio de 

decapitação e o hipocampo retirado, secos em nitrogênio líquido e preservado em freezer 

Figura 7- Splash Test (Borrifagem de sacarose). 

Figura 8- Teste do Campo Aberto. Em campo circular. 
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-80ºC. Após isto as amostras foram preparadas de acordo com a metodologia adaptada de 

Xu e colaboradores (2011) (conforme o esquema abaixo). Após estes passos, o material 

passou pelo processo de derivatização e levado para análise em cromatografia de massa 

de espectro gasoso.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gravação e análise dos vídeos 

Todos os testes comportamentais, foram gravados utilizando uma câmera digital 

Canon t3i™. 

I) Em seguida os vídeos passaram por uma edição para o tempo de análise 

indicado para cada teste; 

II) Um voluntário, não membro da pesquisa, foi selecionado para fazer a 

renomeação dos vídeos por meio de códigos; 

III) Após, os mesmos vídeos foram distribuídos para dois analistas diferentes 

(previamente treinados) a fim de analisarem e registrarem os comportamentos 

observados; 

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

discrepantes, este terceiro analista realizava uma última apreciação dos vídeos; 

Hipocampo é 
macerado em metanol 

na proporção de 
1mg/40ul

Vortéx, 3'

Centrifugado a 
14.000g, 10', 4°C

400 ul de clorofórmio 
isopropanol (10:3), 

vortéx, 4'

200ul de ácido 
fórmico (0,1%), 

vortéx, 1'

Sobrenadante é 
retirado, colocado em 

ependorff e seco

Centrifugado a 
5.000g, 10', 4°C

Sobrenadante é 
retirado, colocado em 

ependorff

200ul de água 
ultrapura e 900 ul de 

metanol a -10ºC 

Centrifuga a 10.000g, 
10', 25°C

300ul do 
sobrenatende, 

colocado em vail e 
seco

Derivatização

Figura 9- Processamento das Amostras para Análise Neuroquímica. 
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V) Após, concluída todas as análises dos vídeos, o voluntário informava a 

codificação original dos grupos. 

 

Análise estatística 

Os dados comportamentais foram primeiramente submetidos ao teste de Shapiro 

para avaliar a normalidade. Em seguida, foi feita a comparação dos grupos por meio do 

teste ANOVA, seja de uma ou de duas vias, realizando o post-hoc de Dunnet ou 

Bonferroni. Os dados estão apresentados como média ±erro padrão da média e 

considerado significante quando p valor <0,05.   
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RESULTADO 

Avaliação Da Atividade Antidepressiva Do Trans-Anetol 

Evolução ponderal 

Foi realizada a avaliação contínua do peso dos animais durante todo o protocolo, 

ao décimo quarto dia. Foi possível perceber que o grupo ESI ao final do sétimo dia teve 

um ganho de peso discreto em relação ao grupo não estressado (Figura 9A)[F(1, 

24)=27,71, p=0,0001],.  Entre o sétimo e o decimo quarto dia com a aplicação dos 

respectivos tratamentos, se observou uma diferenciação entre os grupos, com destaque 

para os grupos ESI em relação 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] . 

 

Figura 10- Evolução ponderal dos animais em percentual. A) Variação de peso até o sétimo dia de 

protocolo. B) Variação 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 relação ao grupo controle. c, p<0,001; em relação ao grupo 

estresse. c, p<0,001; e, p<0,0001 em relação ao grupo imipramina. (n:7). 

 

Teste de borrifagem de sacarose – Splash Teste 

Neste teste foi avaliado a latência para o início do autocuidado e o tempo total de 

autocuidado que servem como parâmetro para anedonia dos animais. Na latência (Figura 

10-A) foi possível observar que o grupo estresse possui um maior tempo para iniciar o 

grooming diferenciando do grupo controle, imipramina e trans-anetol nas três doses 

[F(5,42)=4,9, p=0,0012)].  

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

diferença estatística [F(5,42)=4,3,  p=0,0028)] entre o grupo estressecom os grupos 

A B 
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Figura 12 - A) Latência 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 relação ao ESI. (n:8). 

controle e as três doses da substância teste, não sendo observado diferença estatística com 

o grupo imipramina.  

    

Teste de suspensão da cauda 

 Aqui se identifica o comportamento de autopreservação do animal, analisando a 

latência e tempo total para o comportamento de imobilidade. Para a latência (Figura 11-

A) o grupo controle e imipramina foram os únicos que diferenciaram do estresse 

[F(5,42)10,2, p=0,0001)]. Na avaliação do tempo de imobilidade (Figura 11-B) os 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)]. 

 

 

 

A

 

Figura 11 - A) Latência 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 relação ao ESI. (n:8). 
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Campo aberto 

Buscando observar alterações na ambulação dos animais e na capacidade de 

exploração foram analisados o número de cruzamentos, percentual de permanência no 

centro e número de rearings. Para este último parâmetro se encontrou diferença 

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 número de cruzamentos (Figura 12-B) apenas os grupos controle e 

tratamento 100 mg tiveram diferença estatística significativa [F(5,42)=8,0, p<0,0001)]. 

Por sua vez o tempo no centro, mensurado em percentual, (Figura 12-C) demonstrou que 

os grupos controle, imipramina e trans-anetol (100mg/kg) promoveram uma maior 

permanência dos animais nesta área, com significância estatística, quando comparados ao 

grupo estresse [F(5,42)=6,8, p<0,0001)].   

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - A) Número de Rearings. B) Número de Cruzamentos. C) Percentual de Permanência no Centro. 

ANOVA "one way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 em relação 

ao ESI. (n:8). 

 

A 
B 

C 
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Neuroquímico 

 Na busca de observar as alterações bioquímicas que o protocolo e nossa substância 

teste possam causar no cérebro dos animais foi realizado o estudo neuroquímico do 

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

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

hidroxifenilacético (DOPAC). 

Os níveis de cortisol (Figura 13) 

encontrados foram extremamente 

elevados no grupo ESI, estatística 

significante em relação aos demais 

grupos [F(5,42)=14,3, p<0,0001)].  

Na via metabólica relacionada com a via 

serotoninérgica (triptofano, 5-HT, 5-

HIAA), verificou-se que os níveis de 

triptofano (Figura 14) foram muito 

próximos entre os grupos [F(5,42)=4,7, 

p=0,0016)].  A quantificação dos níveis 

de serotonina (Figura 15) também apresentou diferença estatística do grupo ESI com os 

grupos imipramina, trans-anetol 100mg e 200 mg/kg [F(5,42)=14,4, p<0,0001)]. O 

metabólito, 5-HIAA (Figura 16) apresentou um resultado estatisticamente significante de 

todos os grupos em relação ao estresse [F(5,38)=15,3, p<0,0001)]. 

 

 

 

Figura 15 - Concentração de Serotonina no 

hipocampo. ANOVA “one way” seguido pelo teste 

post hoc de Dunnett. *p<0,05; ****p<0,0001 em 

relação ao ESI  (n:8). 

Figura 14 - Concentração de cortisol no hipocampo. 

ANOVA "one way" seguido pelo teste post hoc de 

Dunnett.***p<0,001; ****p<0,0001 em relação ao 

ESI.(n:8). 

Figura 16- Concentração de Triptofano no 

hipocampo. ANOVA "one way" seguido pelo teste 

post hoc de Dunnett. *p<0,05; **p<0,01 em relação 

ao ESI (n:8). 
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Buscando compreender melhor 

esta via, elaborou-se uma proporção entre 

os metabólitos. Foi feita a relação entre a 

formação de serotonina e presença de 

triptofano (Figura 17) [F(5, 36)=16,75, 

p<0.0001)] sendo que o grupo ESI diferiu 

estatisticamente dos grupos controle, 

imipramina, trans-anetol 100 e 200 

mg/kg. A relação da degradação da 

serotonina em seu metabolito 5-HIAA 

(Figura 18) [F(5, 39)= 40,48, p<0.0001)], 

observou-se que o grupo ESI obteve significância estatística em relação ao grupo controle 

e trans-anetol nas três doses. 

 

 

 

A investigação da vida dopaminérgica também foi realizada, sendo determinado 

a concentração de dopamina (Figura 19-A) [F(5, 36)= 18,6, p<0,0001)], observou-se 

diferença estatística entre o grupo ESI e o grupo controle. Em relação ao metabólito da 

dopamina, o DOPAC (Figura 19-B) [F(5, 36)=5,5, p=0,0007)], verificou-se diferença 

entre os grupos trans-anetol 200 e 300 em relação ao ESI. Ao realizar-se a investigação 

da proporção (Figura 20) da degradação de dopamina em DOPAC [F(5, 36)=20,1, 

p<0.0001)] os grupos controle, imipramina e trans-anetol 200mg/kg apresentaram 

significância estatística em comparação ao grupo que recebeu os estressores (ESI).  

 

Figura 18 - Proporção 5-HT/Triptofano. ANOVA 

"one way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett. 

**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 em relação 

ao ESI (n:7). 

Figura 19 - Proporção 5-HIAA/5-HT. ANOVA 

"one way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett. 

**p<0,01, ****p<0,0002 em relação ao ESI (n:7). 

Figura 17 - Concentração de Ácido 5-hidroxi-

indolacético. ANOVA "one way" seguido pelo teste 

post hoc de Dunnet. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 

****p<0,0001 (n:8-7). 
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Figura 20 - A) Concentração de Dopamina no hipocampo. B) Concentração DOPAC no hipocampo. 

ANOVA "one way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 em relação 

ao ESI (n:7). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 21 - Proporção DOPAC/DOPA. ANOVA "one 

way" seguido pelo teste post hoc de Dunnett. 

**p<0,01; ***p<0,001 em relação ao ESI (n:7). 
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DISCUSSÃO 

O transtorno depressivo maior é um distúrbio comportamental, associado a 

diversos fatores principalmente a eventos estressantes ao longo da vida. Os modelos não-

clínicos buscam mimetizar este transtorno em animais avaliando mudanças 

comportamentais e fisiológicas compatíveis com a depressão (Chandrasekhar, Ramya, 

Navya, Kumar, Anilakumar, 2017). 

 Este trabalho buscou por meio do estresse subcrônico imprevisível, a indução do 

comportamento do tipo depressivo em camundongos fêmeas e investigar se o trans-anetol 

poderia reverter este efeito. 

 Como parâmetro inicial foi avaliada a evolução ponderal dos animais durante o 

protocolo experimental. A variação do peso é um parâmetro importante pois pacientes 

depressivos apresentam alterações 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 administração dos tratamentos, e ao final do protocolo se 

pode identificar que os grupos estresse e trans-anetol (200-300mg/kg) tiveram redução de 

percentual. O ganho reduzido de peso  pelo grupo ESI em relação aos demais seria um 

indício de que o protocolo foi efetivo em promover alterações fisiológicas nos animais, 

essa redução já 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 não tiveram perca de peso, o que 

indicaria que o tratamento padrão consegue ser efetivo em apenas sete dias de aplicação 

em amenizar os efeitos fisiológicos dos estressores sobre os animais.  

O tratamento com trans-anetol por sua vez promoveu a perca de peso nas duas 

maiores doses, uma justificativa para esse resultado é que ele possui uma ação 

moduladora sobre adipócitos, promovendo a atividade mitocondrial em adipócitos 

brancos e aumento da proliferação de adipócitos marrons. Esta ação resulta em elevação 

do processo de lipólise nos animais e redução de peso (Kang, Mukherjee, Min, Kang & 

Yun, 2018). 

 Buscando avaliar a presença do comportamento do tipo depressivo induzido pelo 

ESI, foram utilizados os testes de borrifagem da sacarose e de suspensão da cauda. Na 

borrifagem da sacarose se avalia a latência 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 redução do tempo de autocuidado, porém este pode 

aumentar com a administração de antidepressivos (Moretti et al., 2012; Rosa et al., 2014).  

 Foi encontrado que o grupo estresse apresentou um maior tempo de latência para 

o autocuidado, comparado aos demais. O que indica que os animais levam mais tempo 

para iniciar o comportamento de autocuidado, um sinal de redução do comportamento 

anedônico. Este resultado é semelhante a outras pesquisas que utilizaram o CUMS o que 

corrobora que o estresse aplicado de forma sistemática pode levar a alterações 

comportamentais ( Li et al., 2018; Takasande et al., 2013).  

 O tempo de autocuidado, segundo parâmetro analisado no teste, mostrou que o 

grupo estressado teve um tempo menor, indicando mais uma vez que o protocolo 

conseguiu reduzir o comportamento de anedonia, apenas com 14 dias de indução. Moretti 

e colaboladores (2012) também conseguiu induzir essa redução do tempo de autolimpeza 

no grupo estresse com um protocolo de 14 dias, mostrando-se então um protocolo 

reprodutível. Outros trabalhos com períodos mais longos de experimentação e indução 

por meio da aplicação crônica de cortisol também tiveram o mesmo resultado na 

diferenciação do tempo entre o grupo controle e estresse (Pessarico et al., 2016; Zhang et 

al., 2016). 

 O trans-anetol nesse teste apresentou um ótimo desempenho, tanto para a redução 

da latência quanto para aumentar o tempo de autocuidado, em destaque para as doses de 

200mg/kg e 300mg/kg. Na latência o resultado inclusive se equiparou ao da imipramina 

na dose de 300mg, o que pode indicar uma ação antidepressiva neste teste. 

 A ação de derivados do eugenol sobre o teste de borrifagem da sacarose já foi 

analisada em outros trabalhos. Cavalcante (2018) encontrou que o metileugenol em doses 

de 25mg/kg e 50 mg/kg conseguiram reduzir a latência e aumentar o tempo de 

autocuidado. Araújo (2018) por sua vez investigou a ação do orto-eugenol também 

encontrou resultados promissores, com redução da latência 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 indução do comportamento 

depressivo com aplicação aguda de dexametasona, um glicocorticoide sintético. 

  Outro teste comportamental utilizado foi a suspensão da cauda. Este teste é um 

dos principais na pesquisa não-clínica na triagem de drogas antidepressivas por ser 

sensível e específico para a maioria dos antidepressivos. O fundamento do teste baseia-

se em colocar o animal em uma situação de perigo inescapável e avaliar o comportamento 

de imobilidade. Essa imobilidade corresponde a uma desistência que é descrita em estados 
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depressivos. A imobilidade por sua vez pode ser diminuída com a aplicação de 

antidepressivos (Holmes, 2003; Steru, Chermat, Thierry & Simon, 1985; Willner & 

Mitchell, 2002). 

 O tempo de imobilidade e a latência apresentaram diferença 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 

relação ao grupo controle. Nesses trabalhos foram utilizados estressores por um período 

semelhante ao da nossa pesquisa (quatorze dias), diferenciando a quantidade e intensidade 

de estressores, o 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 padrão – imipramina.  

 A ação de substâncias naturais sobre o presente teste em protocolos de estresse 

crônico vem sendo uma importante linha de pesquisa no desenvolvimento de protótipos 

de fármacos. A exemplo temos os terpenos (timol, mentona), classe de substâncias 

encontradas em óleos essenciais de algumas plantas aromáticas da família Lamiaceae, 

que puderam reduzir o tempo de imobilidade de camundongos machos, ao serem 

submetidos a protocolos de CUMS, ambos com resultados muito próximos 

estatisticamente ao da fluoxetina (Deng et al., 2015; Xue et al., 2015). Outros 

constituintes como polifenois também apresentam ação 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 óleo essencial da Perilla frutescens (L.) da família 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 padrão 

(fluoxetina).  

 Esse efeito antidepressivo também já pode ser encontrado no eugenol e alguns de 

seus derivados (metileugenol, orto-eugenol), com redução do tempo de imobilidade e nos 

derivados ainda aumentaram o tempo da latência nas concentrações de 50mg/kg 

(metileugenol), 50mg/kg e 75mg/kg (orto-eugenol). Com base nesses resultados é 
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possível observar que essa linha de constituintes apresenta potencial para o 

desenvolvimento de fármacos com ação antidepressiva (Araújo, 2018; Cavalcante, 2018). 

 Apesar do trans-anetol não apresentar diferença estatística significativa na latência 

desse teste (suspensão da cauda) é importante destacar a importância desse parâmetro 

pouco analisado nas pesquisas não-clínicas, por contribuírem na compreensão do efeito 

de protocolos de indução do comportamento depressivo e da ação de antidepressivos 

neste teste (Castagné, Porsolt & Moser, 2009) 

 O campo aberto foi último teste comportamental empregado, largamente usado 

para avaliação da atividade locomotora espontânea e alterações comportamentais em 

roedores (Choleris, Thomas, Kavaliers & Prato, 2001). Os parâmetros do campo aberto 

são importantes para a pesquisa não-clinica por ajudar a investigar se as substâncias 

apresentam algum efeito sobre a ambulação dos animais assim como se reduzem a 

atividade exploratória e interesse, ambas ação instintivas em animais em condições 

normais que quando reduzidas indicariam diminuição da motivação dos mesmo, essa 

apatia poder ser translacionada para humanos como o sentimento de desânimo, comum 

em pacientes com depressão (Hu et al., 2010; Hu et al., 2017). Em nosso estudo os 

parâmetros analisados foram: número de rearing (levantamentos), número de 

cruzamentos e permanência no centro. 

 O rearing apresentou aumento significativo nas doses de 100mg/kg e 200mg/kg 

do trans-anetol quando comparados com o grupo estresse, no número de cruzamentos 

apenas a dose de 100mg/kg conseguiu aumentar de forma significativa em relação ao 

grupo estresse, por fim a permanência no centro foi maior na dose de 200mg/kg se 

aproximando inclusive do efeito da imipramina. 

 Wei-Wei et al. (2014) ao testar o óleo 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, o que indicaria uma provável melhora do comportamento exploratório dos 

animais provocada pelos tratamentos utilizados. Liu et al. (2013) encontrou após cinco 

semanas de protocolo de CUMS aumento com significância estatística do número de 

cruzamentos e rearings em camundongos machos tratados com polifenóis. Testes com 

honokiol, uma lignana presente na Magnolia officinalis obteve resultados semelhantes ao 

nossos em relação 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 

avaliação da ação antidepressiva da mentona, com uso de protocolo de sete semanas de 
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estresse. Estes trabalhos reforçam a ação de produtos naturais frente ao protocolo de 

estresse de conseguirem aumentar o processo de investigação 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 número de 

cruzamentos apresentou redução significativamente estatística entre o grupo estresse e 

controle, com redução desse parâmetro no grupo ESI. Esse resultado não foi obtido nos 

trabalhos que utilizaram o ESI pelo mesmo período (14 dias) o que indica que as 

adaptações utilizados em nosso trabalho conseguiram promover alterações 

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 diferença estatística entre o grupo controle e estrese (redução do 

tempo no centro) e aumento do tempo no centro com grupo tratado com vitamina E, seu 

estudo utilizou camundongos fêmeas, em CUMS de trinta e seis dias de duração. Gazal 

et al. (2014) por sua vez ao testar a ação do extrato aquoso de folhas de Cecropia 

pachystachya em um protocolo de quatorze dias de estresse em camundongos machos, 

não obteve aumento deste parâmetro para o grupo tratamento com o extrato, mas 

encontrou diferença entre o grupo estressado e não estressado, com redução do tempo no 

centro do grupo estresse. 

 Sobre a ação de derivados do eugenol sobre o campo aberto, já se tem 

documentado que o metileugenol promove um aumento no número de cruzamentos e do 

tempo que camundongos fêmeas 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 

número de cruzamentos nas doses de 50mg/kg e 75mg/kg em relação ao grupo controle 

negativo (dexametasona) (Araújo, 2018). Esses resultados podem indicar que variações 

no protocolo e na estrutura química do derivado podem levar a modificações na sua 

resposta comportamental, porém ainda demonstram que o eugenol e seus derivados 

possuem uma potencial ação sobre o sistema nervoso central, principalmente revertendo 

os comportamentos do tipo depressivo em roedores. 

 A partir dos nossos resultados comportamentais, foi realizado uma análise 

neuroquímica para compreender se o protocolo também induziu alterações fisiológicas 

significativas. 

 O cortisol, principal hormônio 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 alterações nos seus níveis. Encontramos que o 

grupo ESI teve um aumento tão significativo estatisticamente dos níveis 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 não 

encontrou alterações estatisticamente diferente entre os grupos dos níveis séricos de 

cortisol, o que corrobora com nossas conjecturas baseadas nas respostas 

comportamentais, que nosso protocolo modificado conseguiu gerar alterações 

bioquímicas nos camundongos. Chandrasekhar et al. (2017) similarmente encontrara 

níveis 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 o mesmo padrão entre grupo não 

estressado, CUMS e CUMS+fluoxetina (10 mg/kg), o que reforça uma ação dos 

antidepressivos para a redução dos níveis de cortisol. É importante destacar que os 

trabalhos citados tiveram protocolos de duração maior do que o nosso, variando de três a 

seis semanas de estresse, demonstrando que nossas adaptações a metodologia foram tão 

eficazes quanto as demais para provocar variações nos níveis deste hormônio.  

 O trans-anetol em todas as três doses conseguiram reduzir a concentração do 

cortisol, de forma semelhante a imipramina. O extrato de hidro alcóolico de Terminalia 

catappa L, conseguiu de forma semelhante reduzir esses níveis em suas três 

concentrações (Chandrasekhar, Ramya, Navya, Kumar & Anilakumar, 2017). Honiokiol 

(lignana) por sua vez também teve a capacidade de reduzir a concentração sérica de 

cortisol, sendo a dose de 8 mg/kg com efeito semelhante estatisticamente a fluoxetina 

10mg/kg em relação ao grupo estressado (Wang et al., 2018). O que reforça que produtos 

naturais tem capacidade de provocar alterações fisiológicas semelhantes aos 

medicamentos amplamente utilizados em metodologias não-clínicos de indução da 

depressão. 

 Com base no que foi exposto na fundamentação, a teoria das monoaminas foi uma 

das inicias para tentar elucidar a fisiopatologia da depressão, com base nela, buscamos 

também investigar a concentração de alguns neurotransmissores, precursores e derivados 

para tentar elucidar as prováveis 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 quantificação neuroquímica as vias serotoninérgicas e 

dopaminérgicas.  
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A primeira via analisada foi a serotoninérgica, nela analisamos o triptofano, 

serotonina e o 5-HIAA. O triptofano é o precursor da serotonina, no estudo fizemos sua 

quantificação no hipocampo e encontramos que os grupos estresse e controle não 

diferiram entre si, porém os demais tratamentos (imipramina e trans-anetol) tiveram uma 

redução significativa da sua concentração. A serotonina por sua vez teve seus níveis 

elevados no grupo estresse e trans-anetol na dose de 300mg/kg. Entretanto na 

concentração do seu derivado o 5-HIAA o grupo ESI se manteve com maior 

concentração, sendo diferente estatisticamente dos demais grupos do estudo.  

 Analisados de forma individual é possível observar que os níveis de triptofano não 

diferiram entre o grupo controle e estresse o que difere de outros trabalhos como o de Han 

et al. (2019) que encontrou diferença significativa entre as concentrações de triptofano de 

ratos machos que passaram por CUMS de vinte e sete dias, onde no seu estudo de 

padronização o grupo estresse obteve uma redução dos níveis de triptofano no hipocampo. 

Outras pesquisas que também utilizaram o CUMS em ratos por períodos de três a cinco 

semanas também encontraram uma redução do nível de triptofano no grupo estresse e 

reversão desses níveis com a administração 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 redução 

dos seus níveis ao comparar com o grupo controle, entretanto o grupo tratado com timol 

teve nível semelhante ao grupo não estressado, o que também encontramos com o trans-

anetol na concentração de 200mg/kg. Resultado semelhante foi encontrado por Xue et al. 

(2015) que o grupo CUMS reduziu significativamente a concentração 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 próximos ao do grupo não estressado. O fato de nosso 

trabalho apresentar níveis de serotonina, que diferem das demais pesquisas não-clínicas 

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 necessários para reduzir os níveis da 5-HT no hipocampo. 

 O ácido 5-hidroxi-indolacético, produto da degradação da serotonina apresentou 

resultado semelhante a literatura, em que o estresse induz a um aumento da sua produção 

como encontrado por Han et al. (2019) e Gao et al. (2013). O crescimento dos níveis do 

5-HIAA promovido pelo estresse pode ser justificado pelo fato de que o CUMS induz a 
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atividade da enzima MAO, responsável pela degradação de neurotransmissores como 5-

HT e DA (Song et al., 2018). 

 Buscando avaliar as alterações provocadas na via serotoninérgica foram feitas as 

proporções entre serotonina/triptofano e 5-HIAA/5-HT. Na primeira avaliação se 

encontrou que o grupo estresse teve um aumento da proporção de serotonina em relação 

ao triptofano.  Para os grupos imipramina e trans-anetol nas concentrações de 100mg/kg 

e 200mg/kg essa proporção foi reduzida, indicando uma menor produção de serotonina 

em relação a quantidade de triptofano. Para observar a degradação da serotonina avaliou-

se a proporção 5-HIAA/5-HT e mostrou que o grupo ESI foi diferente estatisticamente de 

todos os grupos, indicando um aumento da concentração do ácido 5-hidroxi-indolacético 

em relação a concentração de serotonina. Esse dado pode sugerir que apesar de ocorrer 

um aumento da concentração de serotonina o protocolo de estresse induz a uma maior 

degradação da mesma o que é encontrado em outras pesquisas (Gao, Cui, Yu & Wnag, 

Zhang, 2013; Qiu et al., 2013; Song et al., 2018) assim esses resultados poderiam indicar 

que as sinapses estariam em processo de adaptação, buscando repor a serotonina que está 

sendo degradada de forma intensa. O grupo tratado com imipramina teve sua proporção 

reduzida tanto na produção quanto degradação, o que poderia indicar que as sinapses dos 

animais ainda estariam em processo de adaptação ao medicamento, visto que a sua 

administração foi de sete dias no protocolo.  A imipramina é um antidepressivo tricíclico 

é responsável por essa inibição da recaptação de neurotransmissores, resultando em sua 

redução da degradação e aumento dos níveis de sinapse, o que reduziria a necessidade de 

sua produção (Ono et al., 2012). 

 O trans-anetol diante deste parâmetro, se mostrou promissor, principalmente na 

redução da proporção de 5-HIAA/5-HT o que indica uma inibição do processo de 

degradação da serotonina pela substância, o que torna possível projetar que o mesmo 

possa atuar sobre diversos alvos como as proteínas de membrana recaptadoras de 

serotonina ou da monoaminoxidase.  

 A segunda via analisada foi a dopaminérgica, na quantificação neuroquímica, 

encontramos que os níveis de dopamina diferenciaram estatisticamente apenas do grupo 

não estressado, todos os demais tiveram os níveis deste neurotransmissor reduzidos 

eficientemente. Sobre o ácido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC), apenas o trans-anetol 

nas doses de 200mg/kg e 300mg/kg tiveram diferença significante do grupo estresse, o 

que poderia indicar que para essas doses o trans-anetol poderia estar promovendo o 

aumento da concentração de DOPAC. 



49 

 

 Essa redução da concentração de dopamina nos grupos estresse é corroborada por 

diversos trabalhos que utilizam o estresse como base para a indução do comportamento 

do tipo depressivo, o que demonstra que essa metodologia pode ser eficaz para induzir 

mudanças comportamentais e fisiológicas (Qiu et al., 2013; Song et al., 2018; Xing, 

Zhang, Xing, Qu & Zhang, 2019).  

 Assim como na via serotoninérgica, realizou-se a proporção de metabolito e 

neurotransmissor na via dopaminérgica, comparando a concentração de ácido 3,4-di-

hidroxifenilacético pelo nível de dopamina. Nesta proporção se encontrou que o grupo 

tratado com imipramina possui uma degradação estatisticamente reduzida da dopamina 

em relação aos animais estressados sem tratamento, contudo o trans-anetol na dose 200 

mg/kg apresenta um índice superior ao ESI o que poderia indicar que ele estaria 

promovendo uma maior formação do metabolito. Song et al. (2018) encontrou na relação 

DOPAC/DOPA que camundongos machos, em CUMS de seis semanas tem uma redução 

nessa relação 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 degradação é incerto devido o mesmo reduzir este efeito 

sobre a serotonina, logo não estariam exercendo seus efeitos sobre enzimas de uma 

mesma via como a MAO responsável pela degradação de ambos os neurotransmissores 

(Bortolato, Chen & Shih, 2010).  

 A partir do que foi exposto se torna necessário investigar o mecanismo de ação 

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 pró-inflamatórias, investigar a redução da 

produção de radicais livres e a ação sobre a enzima MAO. 

 Ficou claro que o fenilpropanóide trans-anetol consegue impedir a formação do 

comportamento do tipo depressivo em um protocolo que utiliza o estresse e apresentou 

desempenho semelhante a outros trabalhos com maior tempo de duração de estresse. 

Tornando assim, um achado importante para a pesquisa e desenvolvimento de fármacos 

com protocolos mais curtos e que não percam sua efetividade. 
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CONCLUSÃO 

 Podemos concluir que o protocolo de estresse subcrônico imprevisível consegue 

ser efetivo na indução do comportamento do tipo depressivo em camundongos fêmeas, 

entretanto algumas alterações fisiológicas (redução serotonina) não pode ser encontrada, 

o que pode sugerir que o presente protocolo conseguiriam simular o início 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 níveis de cortisol e 

inibir a degradação de serotonina. 
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