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RESUMO 

 

O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno mental comun e debilitante, sendo as 

mulheres quase duas vezes mais propensas a desenvolverem a doença que os homens. As op-

ções de tratamento convencionais possuem efeitos colaterais e eficácia questionável, sendo 

necessária a busca de novos medicamentos mais eficazes e seguros. O presente estudo inves-

tigou parâmetros farmacocinéticos e toxicidade in silico, toxicidade aguda e subaguda in vivo, 

e a atividade antidepressiva-símile do o-eugenol administrado em doses repetidas, em modelo 

animal comportamental de depressão induzido por administração repetida de dexametasona 

em camundongos fêmeas. No estudo in silico, foram utilizadas plataformas virtuais pkCSM e 

SwissADME. Nos estudos in vivo, toxicidade aguda e de doses repetidas por via oral foram 

realizados seguindo os protocolos da Organisation of Economic Cooperation and Deve-

lopment (OECD), através da observação de parâmetros comportamentais, ponderais, alimen-

tares, anatomopatológicos, além de hematológicos, bioquímicos na parte subaguda. Na inves-

tigação da atividade antidepressiva-símile do o-eugenol, por via oral, foram realizados testes 

comportamentais do nado forçado (TNF), suspensão da cauda (TSC) e preferência pela saca-

rose (TPS), além do rota-rod para avaliar a coordenação motora. Foi estudado o efeito do o-

eugenol no limiar de convulsões e seu sinergismo com a imipramina, avaliado parâmetros de 

estresse oxidativo, níveis de IL-1β e estudo metabolômico pela técnica de ressonância magné-

tica nuclear. Como resultados in sílico, o-eugenol apresentou boa absorção via oral, permeabi-

lidade a barreira hemato encefálica e ao sistema nervoso central, não foi substrato para outros 

produtos e não apresentou respostas tóxicas nos modelos preditivos. Nos estudos in vivo, na 

toxicidade aguda e de doses repetidas, o o-eugenol não promoveu alterações significativas na 

maioria dos parâmetros investigados. A estimativa da dose aguda letal (DL50) foi de 1000 

mg/kg. A partir da triagem farmacológica foi determinado as três doses de o-eugenol (25, 50 e 

100 mg/kg) utilizadas no estudo. O o-eugenol não alterou a coordenação motora dos animais 

no teste do rota-rod (p>0,05). Nos testes TNF e TSC, a dexametasona aumentou o tempo de 

imobilidade e diminuiu a latência para imobilidade dos camundongos em relação ao controle, 

enquanto o-eugenol e a imipramina diminuíram o tempo de imobilidade e aumentaram a la-

tência para imobilidade em relação a dexametasona (p<0,05). No TPS, a dexametasona dimi-

nuiu a preferência à sacarose dos animais, enquanto o-eugenol e a imipramina reverteu o 

comportamento (p<0,05). O o-eugenol reduziu a peroxidação lipídica e aumentou os níveis do 

antioxidante glutationa em estruturas cerebrais, e diminuiu os níveis séricos de IL-1β 

(p<0,05). No estudo metabolômico, feito no hipocampo, não houve diferenças importantes 

entre os grupos pela análise do PCA. O pré-tratamento com o-eugenol não diminuiu a latência 

para a primeira convulsão dos animais que receberam dose subconvulsiva 35mg/kg de penti-

lenotetrazol (p<0,05) e foi sugestivo uma interação sinérgica entre a imipramina e o-eugenol 

(p<0,05). Assim, os achados demonstraram que o o-eugenol apresentou toxicidade relativa-

mente baixa, mostrou efeito semelhante ao antidepressivo imipramina com diminuição do 

estresse oxidativo em estruturas cerebrais, diminuição dos níveis séricos de IL-1β, além de 

também ter efeito sinérgico com a imipramina, mas ser desprovido de efeito adverso pró-

convulsivante.  

 

Palavras-chave: o-eugenol; depressão; dexametasona; mecanismos de ação; avaliação toxico-

lógica. 



 

ABSTRACT 

 

Major depressive disorder (MDD) is a common and debilitating mental disorder, with women 

almost twice as likely to develop the disease as men. Conventional treatment options have 

side effects and questionable efficacy, requiring the search for new, more effective and safer 

drugs. The present study investigated pharmacokinetic parameters and in silico toxicity, acute 

and subacute toxicity in vivo, and the antidepressant-like activity of o-eugenol administered in 

repeated doses, in a behavioral animal model of depression induced by repeated administra-

tion of dexamethasone in female mice. In the in silico study, pkCSM and SwissADME virtual 

platforms were used. In the in vivo studies, acute and repeated-dose oral toxicity were per-

formed following the protocols of the Organization of Economic Cooperation and Develop-

ment (OECD), through the observation of behavioral, weight, feeding, anatomopathological, 

and hematological and biochemical parameters in the subacute part. In the investigation of the 

antidepressant-like activity of o-eugenol, orally, behavioral tests of forced swimming (FST), 

tail suspension (TST) and sucrose preference (SPT) were performed, in addition to the rota-

rod to evaluate motor coordination. The effect of o-eugenol on the seizure threshold and its 

synergism with imipramine were studied, oxidative stress parameters, IL-1β levels and 

metabolomic study by nuclear magnetic resonance technique were evaluated. As in silico re-

sults, o-eugenol showed good oral absorption, permeability to the blood-brain barrier and the 

central nervous system, was not a substrate for other products and did not show toxic respons-

es in predictive models. In vivo studies, in acute and repeated dose toxicity, o-eugenol did not 

promote significant changes in most of the parameters investigated. The estimated acute lethal 

dose (LD50) was 1000 mg/kg. From the pharmacological screening, the three doses of o-

eugenol (25, 50 and 100 mg/kg) used in the study were determined. The o-eugenol did not 

alter the motor coordination of the animals in the rota-rod test (p>0,05). In the FST and TST 

tests, dexamethasone increased the immobility time and decreased the latency to immobility 

of the mice in relation to the control, while o-eugenol and imipramine decreased the immo-

bility time and increased the latency to immobility in relation to dexamethasone (p<0,05). In 

the SPT, dexamethasone decreased sucrose preference of the animals, while o-eugenol and 

imipramine reversed the behavior (p<0,05). The o-eugenol reduced lipid peroxidation and 

increased the levels of the antioxidant glutathione in brain structures, and decreased serum 

levels of IL-1β (p<0.05). In the metabolomic study performed in the hippocampus, there were 

no significant differences between the groups according to PCA analysis. Pretreatment with o-

eugenol did not decrease the latency to the first seizure in animals that received a subconvul-

sive dose of 35 mg/kg of pentylenetetrazol (p<0.05) and a synergistic interaction between 

imipramine and o-eugenol was suggested (p<0.05). Thus, the findings demonstrated that o-

eugenol presented relatively low toxicity, showed an effect similar to the antidepressant imi-

pramine with a decrease in oxidative stress in brain structures, a decrease in serum levels of 

IL-1β, and also had a synergistic effect with imipramine, but was devoid of proconvulsant 

adverse effects. 

 

Keywords: o-eugenol; depression; dexamethasone; mechanisms of action; toxicological as-

sessment. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os distúrbios depressivos têm atingido cada vez mais as pessoas, levando a uma série 

de consequências desfavoráveis com relevância médica e sociológica, afetando significativa-

mente a qualidade de vida e a capacidade adaptativa dos indivíduos (Shadrina et al., 2018). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, o número total de pessoas no mundo com depres-

são é de 322 milhões, correspondendo a uma proporção da população global de 4,4%. O Bra-

sil encontra-se na quinta posição no ranking mundial, estima-se que 5,8% da população naci-

onal é afetada pela depressão (World Health Organization, 2017). Entretanto, um aumento 

significativo de transtorno depressivo maior durante o ano de 2020 foi observado como resul-

tado da pandemia de COVID-19, associados ao aumento das taxas de infecção por SARS-

CoV-2 e à diminuição da mobilidade humana (Santomauro et al., 2021; Taquet et al., 2021). 

O Transtorno Depressivo Maior (TDM), um dos transtornos mentais mais comuns, 

envolve sintomas como humor deprimido, perda de interesse e prazer e sensação de cansaço. 

A etiologia e progressão desse transtorno são mediadas por uma interação complexa entre 

fatores genéticos, biológicos, epigenéticos e ambientais (Dean & Keshavan, 2017; Duman et 

al., 2016; Keers & Uher, 2012). O transtorno em si possui vários mecanismos fisiopatológi-

cos, como a deficiência de monoaminas, anormalidades do eixo HPA, aumento de citocinas e 

diminuição da neurogênese e neuroplasticidade. Além disso, eventos estressantes ou traumáti-

cos e a vulnerabilidade genética podem ajudar para o desenvolvimento da doença (Dean & 

Keshavan, 2017; Duman et al., 2016). 

Os modelos animais desempenham um papel importante na investigação de mecanis-

mos responsáveis pela etiologia e tratamento da depressão maior e na verificação da eficácia 

de um amplo espectro de antidepressivos para atender a demandas da indústria farmacêutica 

para a triagem de novos compostos (Czéh et al., 2016). Eles foram desenvolvidos aplicando 

diferentes abordagens metodológicas, como fatores estressantes ou manipulações genéticas, 

que desencadearam o aparecimento do fenótipo do tipo depressivo em roedores (Becker et al., 

2021). Modelos atuais têm consistido em expor os animais a administração exógena de glico-

corticóides para mimetizar o estresse crônico (Becker et al., 2021; Planchez et al., 2019), onde 

a administração de dexametasona ou de corticosterona produziu comportamentos semelhantes 

à depressão em modelos animais (Fraga et al.,2021; Lopes et al., 2018; Mesripour & Rakhs-

hankhah, 2021; Wu et al., 2021). 

Apesar de vários medicamentos disponíveis, as altas taxas de resposta parcial ou ne-

nhuma resposta e o início tardio dos efeitos das terapias antidepressivas deixam muitos paci-
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entes tratados inadequadamente, tornando o tratamento contemporâneo não totalmente eficaz 

e praticamente limitado a aliviar os sintomas da doença (Curtin et al., 2016; Duman, 2018; 

Fajemiroye et al., 2016; Gaynes et al., 2009; Herbet et al, 2019). Logo, levando em considera-

ção a patogênese, é fundamental identificar novos medicamentos com alta eficácia e seguran-

ça (Duman et al.,2016; Levy et al., 2018; Wang et al., 2018). 

As plantas medicinais são ricas em vários compostos fitoquímicos que têm papéis 

farmacológicos no tratamento de várias doenças. Dessa forma, elas possuem grande potencial 

como fonte de novas moléculas. Compostos importantes que atuam no sistema nervoso cen-

tral (SNC) foram isolados de espécies de plantas. Um grande número desses compostos é 

constantemente estudado, testado e usado, em sua forma natural ou modificado, para o trata-

mento da depressão (Fajemiroye et al., 2016; Martins & Sukumaran, 2018). Em relação aos 

óleos essenciais dessas plantas, as duas classes de compostos principais que apresentaram 

efeitos antidepressivos são os terpenóides e fenilpropanóides (Fonseca et al., 2023). O euge-

nol, um fenilpropanóide, é frequentemente encontrado em óleos essenciais em uma ampla 

gama de espécies de plantas, como Eugenia caryophyllata e Cinnamomum loureioi, e seu 

papel na neuroproteção e em doenças do SNC envolve vários mecanismos, incluindo proteção 

de danos resultantes do estresse oxidativo, anti-inflamatório e regulação da liberação de neu-

rotransmissores, como a serotonina e norepinefrina (Nisar et al., 2021).  

O o-eugenol (orto-eugenol), análogo do eugenol e ainda pouco estudado, já apresentou 

uma relevante atividade antidepressiva símile por meio dos receptores dopaminérgicos D1 e 

α1-adrenérgicos em animais submetidos ao modelo estresse agudo induzido pela dexametaso-

na (Araújo, 2018), além de atividade antinociceptiva, anti-inflamatória (Fonsêca et al., 2016), 

ansiolítica e antioxidante (Godoy et al., 2023). Assim, o presente estudo objetivou dar conti-

nuidade a investigação da atividade antidepressiva do o-eugenol e avaliar a sua toxicidade 

aguda e subaguda em animais. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Aspectos Gerais da Depressão 

 

Transtorno mental é uma síndrome que se caracteriza por perturbação clinicamente 

significativa na cognição, na regulação emocional ou no comportamento de um indivíduo que 

reflete uma disfunção nos processos psicológicos, biológicos ou de desenvolvimento subja-

centes ao funcionamento mental (American Psychiatric Association, 2014). A depressão é um 

transtorno mental grave que está se tornando mais comum e crescente (Antunes et al., 2016; 

Dean & Keshavan, 2017; Możdżeń et al., 2017; Shadrina et al., 2018). Ela pode diminuir a 

qualidade de vida e causar declínio na capacidade de realizar até mesmo as tarefas diárias 

mais simples (Fekadu et al., 2017; Shadrina, et al., 2018), se tornando um grande problema de 

saúde com alta prevalência e um pesado fardo socioeconômico nas sociedades ocidentais (Le-

vy et al., 2018). Além de sua natureza crônica, os sintomas associados a esse transtorno men-

tal costumam ser recorrentes e fatais (Fekadu et al., 2017). Em sua forma mais grave, a de-

pressão pode levar ao suicídio (Możdżeń et al., 2017; Martins & Sukumaran, 2018).  

Embora ela possa afetar pessoas de todas as idades e ocorra em um nível mais baixo 

em crianças e adolescentes do que os grupos de idade mais avançada, o risco de ficar depri-

mido é aumentado pela pobreza, desemprego, eventos da vida como a morte de um ente que-

rido ou o rompimento de um relacionamento, doenças físicas e problemas causados pelo uso 

de álcool e drogas. É mais comum a depressão em mulheres (5,1%) do que homens (3,6%) 

(World Health Organization, 2017), sendo as mulheres quase duas vezes mais propensas a 

sofrer de depressão maior do que os homens. A diferença de gênero nas taxas de depressão 

com a maior incidência nas mulheres começa a se desenvolver no meio da puberdade, e essa 

porcentagem típica já é atingida no final da adolescência, se mantendo até a velhice (Kuehner, 

2017). As flutuações dos esteróides gonadais (ou seja, estrogênio e progesterona) associadas 

ao ciclo de vida reprodutivo (puberdade, ciclo menstrual, parto e menopausa) contribuem para 

a vulnerabilidade à depressão (Bloch et al., 2003). Além de fatores hormonais, essa diferença 

de gênero pode estar relacionada a fatores genéticos, resposta fisiológica ao estresse e fatores 

ambientais (Kuehner, 2017). 

De acordo com a American Psychiatric Association (2014), através do Manual de Di-

agnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais quinta edição (DSM-5), os transtornos depres-

sivos incluem: transtorno disruptivo da desregulação do humor – caracterizado por explosões 

de raiva recorrentes e graves manifestadas pela linguagem e/ou pelo comportamento conside-
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radas desproporcionais em intensidade ou duração à situação ou provocação; transtorno de-

pressivo maior – indicado por presença de humor deprimido ou perda de interesse ou prazer 

que deve estar associados a quatros ou mais sintomas presentes durante o mesmo período de 

duas semanas; transtorno depressivo persistente (distimia) – tem como característica essencial 

o humor deprimido que ocorre na maior parte do dia, na maioria dos dias, por pelo menos 

dois seguida pela presença, enquanto deprimido, de duas ou mais características que não satis-

fazem os critérios para um transtorno depressivo maior; transtorno disfórico pré-menstrual – 

caracterizado por expressão de labilidade do humor, irritabilidade, disforia e sintomas de an-

siedade que ocorrem repetidamente durante a fase pré-menstrual do ciclo e remitem por volta 

do início da menstruação ou logo depois; transtorno depressivo induzido por substân-

cia/medicamento – incluem os sintomas de um transtorno depressivo, como o transtorno de-

pressivo maior; entretanto, abstinência está associada a ingestão, injeção ou inalação de uma 

substância; transtorno depressivo devido à outra condição médica – caracterizado por um pe-

ríodo persistente de humor deprimido ou diminuição acentuada de interesse ou prazer em que 

é considerado relacionado aos efeitos fisiológicos diretos de outra condição médica; transtor-

no depressivo não especificado – quando os critérios para um transtorno depressivo específico 

não são satisfeitos ou não há informações suficientes para fazer um diagnóstico mais específi-

co. 

Outra distinção, feita pela Organização Mundial de Saúde, diz respeito à depressão em 

pessoas com ou sem história de episódios maníacos. O transtorno afetivo bipolar geralmente 

consiste em episódios maníacos e depressivos separados por períodos de humor normal. Os 

episódios maníacos envolvem humor elevado e aumento de energia, resultando em atividade 

excessiva, pressão da fala e diminuição da necessidade de sono (World Health Organization, 

2017). 

O transtorno depressivo maior é um dos distúrbios psiquiátricos mais prevalentes e 

debilitantes (Dean & Keshavan, 2017). De acordo com a American Psychiatric Association 

(2014), em seu Manual de Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais quinta edição 

(DSM-5), ele representa a condição clássica do grupo de transtornos depressivos e para crité-

rios diagnósticos, o humor deprimido ou perda de interesse ou prazer (anedonia) devem ser 

acompanhados por pelo menos quatro das seguintes manifestações: perda ou ganho significa-

tivo de peso, insônia ou hipersonia, agitação ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de ener-

gia, sentimentos de inutilidade ou culpa, capacidade diminuída de concentração ou tomada de 

decisões e pensamentos recorrentes de morte ou ideação suicida. 
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Para um melhor tratamento dos pacientes que sofrem desta doença, a elucidação dos 

mecanismos psicopatológicos subjacentes e neurobiológicos da depressão são necessários 

(Antunes et al., 2016). Apesar do desenvolvimento de vários medicamentos para o tratamento 

da depressão, as opções de tratamento convencionais são prejudicadas por efeitos colaterais, 

adversos, eficácia questionável e questões de segurança (Fekadu et al., 2017; Rahman et al., 

2017).  

 

2.2 Fisiopatologia da Depressão 

 

Mesmo com grande significado médico e social, além do progresso na pesquisa em 

neurociência, os transtornos depressivos, principalmente o Transtorno Depressivo Maior, pos-

suem uma compreensão ainda incompleta da fisiopatologia, por não possuírem uma conceitu-

ação melhor definida para explicar as causas e os mecanismos do seu desenvolvimento dado a 

sua heterogeneidade clínica (Dean & Keshavan, 2017; Duman et al., 2016; Erjavec et al., 

2020; Herbet et al, 2019; Oakes et al., 2017; Shadrina, et al., 2018). Várias teorias foram su-

geridas para explicar o início da depressão e foram confirmadas por estudos bioquímicos, 

imunológicos e fisiológicos (Shadrina, et al., 2018). Entre os mecanismos fisiopatológicos, 

incluem desequilíbrio dos sistemas neurotransmissores, níveis alterados de óxido nítrico, res-

posta inflamatória e o estresse oxidativo, desregulação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA) e estresse, e desequilíbrio na liberação de fatores neurotróficos (Dean & Keshavan, 

2017; Erjavec et al., 2020; Ghasemi, 2019; Liu et al., 2015; Tomaz et al., 2020) (Figura 1). 

Além disso, fatores ambientais (Dean & Keshavan, 2017; Levy et al., 2018), genéticos e epi-

genéticos têm contribuído para o desenvolvimento da depressão (Duman et al., 2016; Shadri-

na, et al., 2018). Muitas doenças somáticas crônicas, como doença cardíaca coronária e diabe-

tes mellitus tipo 2, estão frequentemente associadas a dor, medo, incapacidade e diminuição 

da qualidade de vida que podem piorar o curso da depressão (Halaris, 2017). 

Embora os vários mecanismos biológicos implicados na depressão possam parecer não 

relacionados, indicando que o Transtorno Depressivo Maior pode na verdade representar vá-

rias doenças biologicamente distintas, todas essas vias estão relacionadas e interconectadas. 

Focar em um fator biológico isolado pode perder totalmente a verdadeira natureza da depres-

são como uma doença na qual esses diferentes fatores interagem e estimulam uns aos outros 

(Dean & Keshavan, 2017). Uma compreensão mais completa da depressão depende de estu-

dos futuros, em que modelos animais adequados para identificar as vias intracelulares envol-

vidas no mecanismo desse complexo transtorno psiquiátrico podem levar nosso conhecimento 

adiante (Możdżeń et al., 2017). A depressão é mais frequentemente conceituada como uma 



25 

doença sistêmica e não é de se admirar que existam biomarcadores potenciais da depressão 

em tantos sistemas biológicos diferentes (Erjavec et al., 2020). 

 

Figura 1 – Mecanismos fisiopatológicos do Transtorno Depressivo Maior.  

 

 

A seguir elencamos os principais mecanismos fisiopatológicos da depressão, relacio-

nados ao presente estudo, de forma mais detalhada. 

 

2.2.1 Desregulação do sistema monoaminérgico 

 

Uma das principais hipóteses para a fisiopatologia da depressão, a hipótese das mono-

aminas, postula que a depressão é causada por uma alteração nos níveis ou função de uma ou 

mais das monoaminas, incluindo serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e dopamina (DA) 

(Dean & Keshavan, 2017; Fasipe, 2019) (Figura 2). A serotonina controla a sensação de fo-

me, apetite, impulso para agir, violência, impulsividade, ansiedade, medo, capacidade de pen-

sar com clareza, percepção e outras. A noradrenalina promove a vigilância, aumentando a 

excitação e o estado de alerta, como também melhora a formação e recuperação da memória. 

A dopamina possui função principalmente no controle motor, comportamento motivado por 

recompensa e na liberação de vários hormônios além de outras funções (Young & Leyton, 

2002). Porém, a serotonina, norepinefrina e dopamina não operam isoladamente, mas esses 

sistemas de neurotransmissores estão integralmente interconectados (Dean & Keshavan, 

2017). 

Em meados do século XX, a observação de que o anti-hipertensivo reserpina poderia 

induzir uma síndrome semelhante à depressão por reduzir a quantidade de monoaminas des-
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pertou interesse no potencial papel dos neurotransmissores monoaminas na patogênese do 

transtorno depressivo maior. A hipótese de déficit de monoamina foi apoiada por dados que 

mostraram que os inibidores de monoamina oxidase são antidepressivos eficazes e pareciam 

funcionar aumentando a neurotransmissão de monoaminas (Segal et al., 1974). Posteriormen-

te, foi mostrado que o esgotamento do triptofano dietético foi suficiente para induzir a depres-

são em pacientes com histórico familiar de transtornos de humor sugerindo que um déficit de 

serotonina como um fator etiológico em transtornos depressivos maiores (Benkelfat et al., 

1994). Posteriormente, metabólitos da serotonina foram encontrados reduzidos em pacientes 

diagnosticado com depressão maior e antidepressivos, como antidepressivos tricíclicos, sele-

tivos inibidores da recaptação da serotonina e inibidores da recaptação da serotonina-

norepinefrina mostraram aumentar os níveis de serotonina no cérebro (Dean & Keshavan, 

2017) (Figura 2).  

 

Figura 2 – Hipótese monoaminérgica da depressão maior e sinalização de 

serotonina e norepinefrina no cérebro. 

 
Fonte: Adaptado de Belmaker & Agam (2008). 

Legenda: AC, adenililciclase; 5-HT, serotonina; CREB, proteína de ligação 

aos elementos de resposta do AMPc; DAG, diacilglicerol; IP3, tri-

fosfato de inositol; MAO, monoaminoxidase; NET, transportador 

de norepinefrina; PK, proteina-cinase; PLC, fosfolipase C; SERT, 

transportador de serotonina. 
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A teoria das monoaminas foi depois ampliada para enfatizar o papel da diminuição da 

neurotransmissão dopaminérgica na mediação de anedonia, motivação e sintomas cognitivos 

na depressão (Dunlop & Nemeroff, 2007). O fato de que os agentes antidepressivos como a 

bupropiona aumentam a dopamina, os níveis cerebrais do neurotransmissor fornecem evidên-

cias indiretas do papel da dopamina na regulação do humor (Watt & Panksepp, 2009). 

Na hipótese das monoaminas, a deficiência funcional das monoaminas observadas na 

depressão pode ocorrer através da metabolização excessiva desses neurotransmissores pela 

enzima monoamina oxidase (MAO). A MAO regula os níveis de monoaminas e um aumento 

de sua atividade pode levar a uma diminuição da concentração de monoaminas no SNC, o que 

pode contribuir para a patogênese da depressão (Alawie et al., 2020). A deficiência funcional 

das monoaminas também pode ser resultado da diminuição das funções de proteínas de trans-

porte e anormalidades na função do receptor do neurotransmissor. As proteínas de transporte, 

no cérebro, facilitam a recaptação pré-sináptica de neurotransmissores para que eles estejam 

disponíveis para neurotransmissão contínua e reduzem a disponibilidade de neurotransmisso-

res na fenda sináptica, diminuindo a extensão da degradação dos neurotransmissores por en-

zimas monoaminas oxidase (Brigitta, 2002). Dessa forma, a redução do número e/ou função 

dessas proteínas poderia contribuir para menores níveis de monoaminas vistos na depressão 

(Jesulola et al., 2018). Além disso, pode existir um mau funcionamento do controle de feed-

back da liberação através dos autorreceptores reguladores pré-sinápticos (Belmaker & 

Agam, 2008). 

Já as alterações nas funções dos receptores pós-sinápticos podem resultar em um aco-

plamento de neurotransmissores-receptores prejudicado, geralmente devido à diminuição da 

afinidade receptora aos neurotransmissores ou diminuição do número de receptores, ou ainda 

podem resultar em mudanças na cascata de transdução de sinal que causam transmissão inefi-

caz ou anormal (Brigitta, 2002), com níveis reduzidos de adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc), inositol e da proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMPc (CREB), um 

fator de transcrição necessário para ativar a transcrição de genes que regulam o fator neu-

rotrófico derivado do cérebro (BDNF) (Belmaker & Agam, 2008). O BDNF é uma neuro-

trofina envolvida no crescimento, diferenciação e sobrevivência dos neurônios e que também 

demonstrou ser importante na regulação da neurogênese e da plasticidade sináptica (Lu et al., 

2014). 

No entanto, um aspecto importante que limita a teoria monoaminérgica é o fato de 

que, embora os antidepressivos possam aumentar os níveis de monoaminas de forma quase 

imediata, os efeitos terapêuticos geralmente só se manifestam após algumas semanas de uso 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/monoamine
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurotransmitter-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/carrier-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/carrier-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/receptor-affinity
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contínuo. Isso sugere que o simples aumento de monoaminas não é suficiente para explicar 

completamente os efeitos clínicos observados na prática, sendo necessário considerar outras 

vias e mecanismos mais amplos e complexos (Dean & Keshavan, 2017; Duman et al., 2021 

Fajemiroye et al., 2016; Hamon & Blier, 2013). 

Tem sido observado nos últimos anos que além das monoaminas, outros neurotrans-

missores, como o glutamato e o ácido γ-aminobutírico (GABA), parecem ser importantes na 

fisiopatologia e no tratamento da depressão (Erjavec et al., 2020). Glutamato e GABA são 

neurotransmissores excitatório e inibitório, respectivamente, e os agentes direcionados aos 

seus sistemas possuem particular relevância clínica, pois apresentam resposta rápida em rela-

ção aos antidepressivos convencionais (Ragguett et al., 2019). Níveis diminuídos de GABA 

foram observados no plasma de indivíduos com depressão (Petty et al., 1995) e estudos de 

imagem detectaram também concentrações reduzidas de GABA em áreas corticais do cérebro 

de indivíduos deprimidos e sua normalização com remissão (Godfrey et al., 2018). Enquanto 

que, um aumento no glutamato pode ser prejudicial aos neurônios e, muitas vezes, está asso-

ciado à inflamação e ao estresse (Hei et al., 2019; Pitsillou et al., 2020). Esse acúmulo de glu-

tamato pode levar à superativação dos receptores de glutamato ionotrópicos, excitoxicidade, 

bem como produzir alterações estruturais (Lewerenz & Maher, 2015). O receptor ionotrótró-

pico N-metil-d-aspartato (NMDA) tem sido associado aos mecanismos de ação de antidepres-

sivos de ação rápida, como a cetamina que corresponde a um antagonista deste receptor (Pit-

sillou et al., 2020; Reddy-Thootkur et al., 2020). 

 

2.2.2 Citocinas pró-inflamatórias na depressão 

 

O sistema imunológico pode afetar o SNC através de citocinas, interferindo em siste-

mas biológicos que estão associados à fisiopatologia da depressão (Jeon & Kim, 2016; Nettis 

& Pariante, 2020). 

As citocinas constituem uma classe heterogênea de mediadores produzidos como regu-

ladores da resposta imune por células imunocompetentes, como linfócitos e macrófagos (Sha-

drina, et al., 2018). No SNC, circulam poucas células imunes transmitidas pelo sangue, pois a 

barreira hematoencefálica (BHE) restringe a migração de leucócitos para o SNC. Porém, tam-

bém é conhecido que as citocinas podem ser produzidas por células residentes do SNC, como 

micróglia, astrócitos e células endoteliais vasculares e fibroblastos, e que esse sistema é parti-

cularmente vulnerável a redes de citocinas desreguladas (Becher et al., 2017). 
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As citocinas podem ser classificadas em dois grupos: citocinas pró-inflamatórias que 

estão diretamente ou indiretamente envolvidas no processo inflamatório e inclui a interleucina 

1 (IL-1), IL-2, IL-6, IL-12, interferon γ (IFNγ) e fator de necrose tumoral α (TNFα); e anti-

inflamatórias que suprimem a resposta imune e, portanto, evitam a ativação celular e a produ-

ção de moléculas pró-inflamatórias, incluindo IL-4, IL-10 e IL-13. Algumas citocinas, de 

acordo com sua concentração exercem funções pró e anti-inflamatórias como a IL-8 (Shadri-

na, et al., 2018). 

O sistema imunológico afeta o SNC através de citocinas, que regulam as atividades ce-

rebrais e as emoções. As citocinas afetam dois sistemas biológicos que estão mais associados 

à fisiopatologia da depressão: o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e o sistema catecolami-

na/sistema nervoso simpático. A neuroinflamação e as citocinas afetam os padrões de sinais 

cerebrais envolvidos na psicopatologia da depressão e nos mecanismos dos antidepressivos, e 

estão associadas à neurogênese e à plasticidade neural. 

A ativação de processos pró-inflamatórios pode influenciar direta ou indiretamente os 

estados depressivos. Elevações de citocinas podem influenciar a atividade da monoamina (por 

exemplo, 5-HT, NE), hormônio (por exemplo, CRH) e fator de crescimento (por exemplo, 

BDNF), o que pode favorecer a evolução da depressão (e o funcionamento hormonal e neuro-

químico basal podem impactar os processos de citocinas). Alternativamente, variações de 

citocinas podem estimular a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e promover a libera-

ção de metabólitos neurotóxicos, incluindo ácido quinurênico, ácido quinolínico ou 3-

hidroxiquinurenina (Audet et al., 2014) (Figura 3).  

 

Figura 3 – A ativação de processos pró-inflamatórios pode influenciar direta 

ou indiretamente os estados depressivos. 

 

Fonte: Adaptado de Audet et al. (2014). 
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Quantidades excessivas de citocinas pró-inflamatórias podem causar alterações estru-

turais e funcionais dos neurônios levando ao desenvolvimento de depressão (Erjavec et al., 

2020; Komori, 2017). De fato, a inflamação crônica de baixo grau pode contribuir para o 

comprometimento serotonérgico, noradrenérgico e dopaminérgico observado no TDM (Miller 

& Raison, 2016). Estressores psicológicos e sociais também podem aumentar os níveis de 

citocinas inflamatórias em humanos, e infusões de citocinas, como o interferon, podem pro-

duzir comportamento do tipo depressivo (Iwata et al., 2013). 

As citocinas pró-inflamatórias estimulam o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal para in-

duzir níveis aumentados de glicocorticóides e diminuir a sensibilidade dos receptores de gli-

cocorticóides, resultando em resistência aos glicocorticóides. Portanto, a imunidade celular é 

aumentada e um círculo vicioso é iniciado no qual as citocinas pró-inflamatórias são aumen-

tadas (Jeon & Kim, 2016). A ativação do fator nuclear NF-kB, o principal fator de transcrição 

envolvido na iniciação da resposta inflamatória, além de induzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1β e TNFα, também induz uma superexpressão da sintase do óxido 

nítrico induzível (iNOS), o que leva a um grande aumento dos níveis de óxido nítrico (NO) 

que contribui para a síntese espécies reativas de oxigênio (ERO), o que resulta em neurotoxi-

cidade e neurodegeneração (Inserra et al., 2019). Além disso, o NO interfere na produção de 

monoaminas e no transporte pré-sináptico, diminuindo a disponibilidade de aminas inter-

sinápticas (Sandor et al., 1995). 

Logo, as respostas inflamatórias também são acompanhadas por estresse oxidativo. 

Metanálises recentes revelaram que o estresse oxidativo tem um lugar importante na neurobi-

ologia da depressão, e o cérebro humano é vulnerável ao estresse oxidativo (Liu et al., 2015). 

Existem evidências de que a presença de espécies reativas de oxigênio (ERO), espécies reati-

vas de nitrogênio (ERN) e níveis reduzidos de antioxidantes e enzimas antioxidantes estão 

envolvidos na fisiopatologia da depressão (Maes et al., 2011). 

Elevações nos níveis de TNF-α podem causar reduções de plasticidade sináptica neu-

ronal, fatores neurotrópicos e neurogênese (Hashmi et al., 2013). Também existem estudos 

genéticos que tratam do papel dos polimorfismos de seu gene na etiologia da depressão (Erja-

vec et al., 2020). Outras citocinas pró-inflamatórias, IL-6 e IL-1β, participam da promoção e 

manutenção dos sintomas depressivos (Maes et al., 2009). O nível de IL-6 plasmático é dife-

rente em vários subtipos de depressão (Erjavec et al., 2020), enquanto que, níveis de IL-1β 

correlacionaram-se com a gravidade da depressão (Zou et al., 2018). 

Observações clínicas sugerem que existe uma relação estreita entre as citocinas pró-

inflamatórias e a depressão maior (Komori, 2017; Tomaz et al., 2020). Concentração plasmá-

tica elevada das citocinas pró-inflamatórias interleucina IL-1β, IL-6 e TNF-α foram encontra-

dos em pacientes deprimidos, e os níveis de citocinas foram normalizados pelo tratamento 
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antidepressivo (Dowlati et al., 2010). Porém, os níveis médios de citocinas no plasma são 

elevados apenas ligeiramente em pacientes com depressão em comparação com pessoas sau-

dáveis (Shadrina, et al., 2018). E também existem casos em que pacientes depressivos podem 

ter níveis normais de citocinas, podendo estar relacionada a diferentes subtipos de depressão 

ou a variações individuais na resposta imunológica (Dantzer et al., 2008). 

 

2.2.3 Desregulação do Eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal  

 

O estresse pode iniciar processos cognitivos e biológicos que aumentam o risco de 

transtorno depressivo (Herbet et al, 2019). A disfunção do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal 

(HPA), principal sistema de resposta ao estresse, é importante na patogênese da depressão 

(Erjavec et al., 2020, Li et al., 2017).  

O eixo HPA possui três componentes principais: células neurossecretoras hipotalâmi-

cas, glândula pituitária e córtex adrenal. Esses componentes são responsáveis pela adaptação 

às condições ambientais alteradas e pela mobilização das reservas do organismo durante a 

exposição ao estresse de diferentes etiologias (Shadrina, et al., 2018).  

Em resposta ao estresse, os neurônios nos núcleos paraventriculares hipotalâmicos se-

cretam hormônio liberador de corticotropina (CRH), que exerce sua ação na hipófise e pro-

move liberação do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) (Figura 4). O ACTH atua no cór-

tex adrenal e esta produz hormônios glicocorticóides (cortisol para humanos e corticosterona 

para roedores) (Schiavone et al., 2013). Os glicocorticoides interagem com seus receptores em 

múltiplos tecidos-alvo, incluindo o eixo HPA, onde são responsáveis pela inibição por feed-

back negativo da secreção do CRF e ACTH a partir do hipotálamo, mediada por dois subtipos 

distintos de receptores intracelulares referidos como receptor de mineralocorticóide (RM) e 

receptor de glicocorticóide (RG). (Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001; Raabe & 

Spengler, 2013). 

Porém, o eixo HPA hiperativo está geralmente associado à liberação aumentada dos 

níveis de ACTH e cortisol (Nandam et al., 2020; Strawbridge et al., 2015; Jia et al., 2019). 

Um aumento no nível de cortisol seria um sinal para que o hipotálamo e a hipófise parem de 

produzir hormônios. Entretanto, em indivíduos deprimidos, o hipotálamo pode influenciar 

continuamente a hipófise para produzir ACTH, independentemente dos níveis de cortisol 

(Herbet et al, 2019). Além disso, o eixo HPA hiperativo está também associado ao desequilí-

brio na inibição de feedback negativo pelo cortisol mediado via MR e GR no eixo HPA 

(Strawbridge et al., 2015). Porém, quando os níveis endógenos de glicocorticóides são eleva-

dos, acredita-se que o RG seja mais importante na regulação da resposta ao estresse (Alheira 

& Brasil, 2005; Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001).  
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Figura 4 – Ativação do Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) pelo estresse e sua 

regulação pelo mecanismo de feedback negativo. 

 

Fonte: Adaptado de Raabe & Spengler (2013). 

Nota: O eixo hipotálamo-pituitária-adrenal integra e medeia a resposta ao estresse 

no início da vida e, posteriormente, na adversidade. A percepção de ameaças 

físicas e sociais reais e/ou presumidas causa ativação do eixo hipotálamo-

pituitária-adrenal. Os estados de ansiedade surgem da ativação da amígdala e 

aumentam a resposta ao estresse por meio de projeções neuronais para o nú-

cleo paraventricular (PVN). O hipocampo desempenha um papel importante 

na avaliação de estressores e como um local de regulação de feedback negati-

vo mediado pelo receptor de glicocorticóide (GR). A liberação do hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH) e arginina vasopressina (AVP) promove a 

síntese e secreção de adrenocorticotrofina (ACTH). O ACTH, por sua vez, es-

timula a liberação de glicocorticóides pelas glândulas supra-renais. Esses 

hormônios circulam por todo o corpo e pelo cérebro e se ligam aos receptores 

esteroides nucleares intracelulares. Os receptores mineralocorticóides hipo-

campais (MR) atuam no início da resposta ao estresse, enquanto o GR no hi-

pocampo, PVN e pituitária anterior encerra a resposta ao estresse. 

 

Os níveis aumentados de cortisol prejudicam a capacidade do hipocampo de se adaptar 

a uma mudança do ambiente, alteram conexões no cérebro que lidam com o processamento da 

emoção e adaptação (Dean & Keshavan, 2017). Cortisol diurno elevado e uma prevalência 

mais alta de resistência aos glicocorticóides foram detectados em pacientes com depressão 

sem uso de medicação em comparação com os pacientes tratados (Nikkheslat et al., 2020). 

Além disso, cortisol elevado também foi correlacionado com escores de anedonia mais altos e 

pensamentos suicidas mais altos em pacientes com TDM (Ahmed et al., 2016). O tratamento 

antidepressivo com várias classes de medicamentos antidepressivos geralmente diminui ou 

normaliza os níveis de cortisol em pacientes com depressão (Nandam et al., 2020). 



33 

Estudos com roedores e humanos relatam que o estresse e os glicocorticóides influen-

ciam diretamente a expressão de fatores que regulam negativamente a tradução das proteínas 

sinápticas (Duman et al., 2016). Provavelmente uma grande quantidade de genes esteja envol-

vida no funcionamento normal do eixo HPA, mas apenas alguns desses genes foram estuda-

dos no contexto de transtornos depressivo, sendo os genes com maior probabilidade de esta-

rem envolvidos aqueles que codificam os alvos do cortisol e outros hormônios glicocorticói-

des secretados durante o estresse (Shadrina, et al., 2018). 

 

2.2.4 Estresse oxidativo 

 

As espécies reativas de oxigênio (ERO) têm papéis fundamentais na sinalização celu-

lar e na defesa contra microrganismos invasores (Bhatt et al., 2020). Em condições normais, a 

formação de ERO é um processo normalmente compensado pelo sistema de defesa antioxi-

dante de um organismo, entretanto, esse equilíbrio pode ser quebrado tanto pelo aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio quanto pela diminuição do sistema de defesa (Dal-

Pizzol et al., 2000). O estresse oxidativo consiste neste desequilíbrio entre a produção e elimi-

nação de radicais livres que leva a uma geração anormal de ERO e danos oxidativos (Angelo-

ni et al., 2017). ERO comumente descritas são o radical superóxido, peróxido de hidrogênio, 

radical hidroxila e oxigênio singleto. Outros oxidantes importantes, que atuam em conjunto 

com os ERO, são as espécies reativas de nitrogênio (ERN) como o óxido nítrico, o nitrato e o 

nitrito (Juszczyk et al., 2021; Pizzino et al., 2017). 

Quando a produção de ERO supera as defesas antioxidantes, ocorrem efeitos destruti-

vos em proteínas celulares, ácidos nucléicos e lipídios, perturbando os mecanismos normais 

de sinalização celular e ocasionando doenças como o câncer ou doenças neurológicas (Correia 

et al., 2023).  

Os mecanismos de defesa antioxidante são importantes para neutralizar os efeitos no-

civos do estresse oxidativo. Estes compreendem componentes fisiológicos podem ser enzimá-

ticos ou não enzimáticos (Correia et al., 2023), e exercem sua ação fornecendo seus elétrons 

às ERO e, assim, são reduzidos (Bhatt et al., 2020). A catalase, superóxido dismutase, glutati-

ona peroxidase e glutationa redutase são enzimas antioxidantes endógenas importantes, en-

quanto que, a glutationa reduzida é o antioxidante endógeno não enzimático de maior impor-

tância (Budni et al., 2013). 

O cérebro é mais vulnerável ao estresse oxidativo. As células cerebrais, devido às suas 

altas necessidades energéticas, possuem alto consumo de oxigênio, tornando o cérebro mais 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/glutathione


34 

susceptível à formação de radicais livres. Elas também possuem alto conteúdo lipídico, sendo 

mais passíveis de sofrer peroxidação lipídica mediada por ERO, além de possuírem defesa 

antioxidante mais fraca (Angeloni et al., 2017; Bhatt et al., 2020; Shuster et al., 2022). As 

biomembranas atacadas pelo excesso de radicais propagam a reação em cadeia da peroxida-

ção lipídica, o que ocasiona morte celular por apoptose e autofagia (Juszczyk et al., 2021). 

O estresse oxidativo é uma das principais causas de neurodegeneração e seu envolvi-

mento na patogênese do transtorno depressivo maior (TDM) é bem estabelecido (Bhatt et al., 

2020). Está correlacionado com a patogênese e progressão da depressão. Níveis elevados de 

ERO estão associados, promovendo ou sendo promovidos, à resposta ao estresse, neuroinfla-

mação, desequilíbrio de neurotransmissores e desequilíbrio de neurogênese/plasticidade si-

náptica que estão subjacentes à fisiopatologia da depressão, no desenvolvimento e progressão 

da doença (Figura 5) (Correia et al., 2023).  

 

Figura 5 – Estresse oxidativo correlacionado a patogênese e progressão da depressão. 

 
Fonte: Adaptado de Correia et al. (2023). 

 

A maioria dos estressores tem a capacidade de ativar o eixo HPA. A hiperativação do 

eixo HPA leva a secreção maior de glicocorticoides como o cortisol. O aumento dos níveis de 

cortisol contribui para a produção de radicais livres, cujo excesso gera estresse oxidativo (So-

tiropoulos et al., 2008; Juszczyk et al., 2021). O aumento da atividade das ERO implica um 

aumento na atividade de enzimas pró-oxidantes como a monoamina oxidase (MAO), que é 

envolvida no metabolismo da serotonina (Juszczyk et al., 2021). A oxidação de monoamina 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/peroxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-oxidation


35 

produz ânions superóxido no cérebro (Bhatt et al., 2020). Por outro lado, o aumento da produ-

ção de ERO também contribui para induzir a hiperativação no eixo HPA (Correia et al., 

2023).  

Foi relatado que altos níveis de estresse oxidativo estão relacionados a interrupções 

nas vias relacionadas à serotonina, ao volume de algumas áreas do cérebro, como o hipocam-

po e o córtex pré-frontal, e o comprometimento da neurogênese e da plasticidade sináptica, 

principalmente conectando-os ao BDNF (Belleau et al., 2019; Correia et al., 2023).  

A produção de ERO também leva à secreção de mediadores inflamatórios, que por sua 

vez podem levar a alterações neurodegenerativas no cérebro (Juszczyk et al., 2021). Logo, 

neutralizar os efeitos nocivos dos altos níveis de estresse oxidativo consiste numa estratégia 

promissora para o tratamento da depressão (Correia et al., 2023). 

 

2.3 Modelo não-clínico e seu uso no estudo na depressão 

 

A utilização de animais tem uma grande importância para pesquisas científicas, pos-

suindo contribuição no desenvolvimento das ciências biológicas e da saúde, descobrindo-se 

novos medicamentos e permitindo pesquisas básicas, desenvolvimento tecnológico, ensino, 

produção e testes de imunobiológicos (Machado & Zatti, 2015; Molinaro et al., 2009). 

Essa vasta contribuição da experimentação animal nos diferentes campos científicos 

vem promovendo ao longo do tempo a descoberta de medidas profiláticas e tratamentos de 

inúmeras enfermidades que acometem os seres vivos (Chorilli et al., 2009). Sua utilização em 

laboratório permite várias abordagens experimentais que não são possíveis, ou mesmo permi-

tidas por lei, em seres humanos (Molinaro, et al., 2009). Apesar de, atualmente, se preconizar 

a utilização de métodos alternativos, como os estudos in vitro e culturas de células, os mode-

los animais apresentam como principal vantagem o fornecimento de informações sobre o or-

ganismo como um todo, fato que não é conseguido com outros métodos, o que ainda possibi-

lita o seu emprego em pesquisas científicas (Chorilli et al., 2009). 

Porém, é necessário o estabelecimento de um conjunto de cuidados, consciência e res-

ponsabilidades dirigidas à melhoria da descoberta científica e ao bem-estar dos animais. Esses 

conhecimentos são de fundamental importância para a adequada utilização na experimentação 

(Molinaro et al., 2009). Devido a isso, uma procura frequente ocorre por novas técnicas que 

promovam o bem-estar do animal, sendo um aspecto relevante na otimização de experimentos 

(Machado & Zatti, 2015). No Brasil, a Lei Arouca, nº 11.794, lei para uso de animais em ex-
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perimentação, foi sancionada em 2008 e regulamenta a criação e a utilização de animais em 

atividade de ensino e pesquisa científica em todo o território nacional. 

Animais de várias espécies têm sido utilizados nos últimos tempos, sendo os camun-

dongos os mais intensamente utilizados e os mais profundamente conhecidos cientificamente 

(Chorilli et al., 2007; Machado & Zatti, 2015). O camundongo de laboratório é um mamífero 

pertencente à família Muridae, subfamília Murinae, ordem Rodentia, gênero Mus, espécie 

Mus musculus (Lapchik et al., 2017). Sua introdução como animal de laboratório deve-se 

principalmente ao fato de ser pequeno, muito prolífero, ter período de gestação curto, ser de 

fácil domesticação e manutenção experimentação animal (Andrade et al., 2002). 

Os modelos animais, principalmente com pequenos roedores, como camundongos, po-

dem ser um instrumento eficiente para a determinação da etiologia neurológica dos transtor-

nos mentais, acrescentando conhecimento aos mecanismos neurológicos da sua etiologia e 

possibilitando a aplicação de novas terapias (Silva et al., 2012). Em geral, eles devem atender 

a três valores básicos: a validade preditiva que se refere à responsividade específica e seletiva 

aos tratamentos; a validade de face que corresponde às semelhanças do fenótipo da doença 

entre o modelo animal e a condição humana; e a validade de construto que significa que o 

modelo tem uma fundamentação teórica sólida, como equivalência dos fatores causadores ou 

desencadeantes da doença (Planchez et al., 2019).  

 

2.3.1 Modelo farmacológico com administração de glicocorticóides 

 

Os pacientes com transtorno depressivo maior podem apresentar hipercortisolemia. 

Modelos atuais consistem na exposição de animais a altos níveis de glicocorticóides para imi-

tar o estresse crônico (Planchez et al., 2019). É relatado que tanto a administração de dexame-

tasona, como de corticosterona, produzem comportamentos semelhantes à depressão em mo-

delos animais (Anacker et al., 2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Fraga et al., 2021; Mesripour 

& Rakhshankhah, 2021; Wu et al., 2021; Lopes et al., 2018; Pariante et al., 2001). 

Em estudos com modelo de depressão induzida por doses repetidas de glicocorticói-

des, as fêmeas podem apresentar uma resposta mais sensível ao estresse e aos efeitos de anti-

depressivos em comparação aos machos, o que pode ser um reflexo da interação entre hormô-

nios sexuais e o eixo HPA. Isso é importante para a pesquisa translacional, já que as mulheres 

são mais propensas a desenvolver depressão maior do que os homens (Kuehner, 2017). 

A administração de dose única ou de longo prazo de dexametasona, um glicocorticói-

de, em roedores promoveu comportamentos do tipo depressivo em camundongos promovendo 
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um aumento do tempo de imobilidade no teste de nado forçado e teste de suspensão da cauda, 

anedonia deduzida pela diminuição da preferência pela sacarose (Lim et al., 2018; Mesripour 

& Rakhshankhah, 2021; Skupio et al., 2015; Wu et al., 2021), níveis séricos mais elevados de 

IL-1β (Wu et al., 2021) e corticosterona (Lim et al., 2018; Wu et al., 2021), diminuição no 

BDNF hipocampal (Lim et al., 2018) e morfologia neuronal alterada (Conti et al., 2017), além 

de aumento dos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e diminuição 

dos níveis de antioxidantes como a catalase (Falade et al., 2021; Patel et al., 2014). 

A administração de corticosterona também aumentou o comportamento de imobilida-

de nos testes de natação forçada e suspensão de cauda, bem como diminuição da ingestão 

de sacarose no teste de preferência de sacarose, juntamente com a diminuição dos níveis de 

BDNF no hipocampo (Bai et al., 2018; Chaves et al., 2019; Lopes et al., 2018), aumento dos 

níveis séricos de corticosterona (Bai et al., 2018; Kv et al., 2018), diminuição dos níveis de 5-

hidroxitriptamina (5-HT) e norepinefrina (NE) no hipocampo (Bai et al., 2018). Além disso, 

houve aumento de citocinas relacionadas como TNF-α, IFN-γ e IL-2 (Chaves et al., 2020), de 

marcadores pró-oxidantes (peroxidação lipídica e nitrito/nitrato) e diminuição de marcadores 

antioxidantes, como a glutationa em áreas do cérebro (Chaves et al., 2020; Kv et al., 2018; 

Lopes et al., 2018). 

 

2.3.2 Estudo da toxicidade em modelo não-clínico 

 

Os testes toxicológicos são fundamentais para se ter dados sobre as condições em que 

os agentes químicos produzem efeitos tóxicos, qual a natureza desses efeitos e quais os níveis 

seguros de exposição (Hayes & Loomis, 1996). Uma compreensão da farmacocinética da 

substância no organismo também contribui no estudo da sua efetividade e toxicidade (Horky 

et al., 2019). E independentemente dos resultados farmacológicos, o estudo toxicológico é 

essencial para a caracterização da substância e seu uso seguro em humanos.  

Os testes de toxicidade em modelos não clínicos, como roedores e outros animais de 

laboratório, são essenciais para a avaliação da segurança de novas substâncias antes de seu 

uso em humanos e ajudam a identificar potenciais efeitos adversos e determinar perfis de se-

gurança (Parasuraman, 2011). 

No Brasil, o Guia para a condução de estudos não clínicos de toxicologia e segurança 

farmacológica necessária ao desenvolvimento de medicamentos da Agência Nacional de Vigi-

lância Sanitária oferece orientação para a condução de estudos não clínicos de segurança du-

rante o desenvolvimento de medicamentos. Também é orientado o uso de guias da Organiza-

tion for Economic Cooperation and Development (OECD) (ANVISA, 2013). Entre os princi-

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sucrose-preference-test
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/norepinephrine
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pais tipos de toxicidade avaliados, destacam-se a toxicidade aguda e a toxicidade de doses 

repetidas. 

A toxicidade aguda refere-se aos efeitos adversos que ocorrem após a administração 

de uma dose única de uma substância, ou dose pode ser administrada em frações menores ao 

longo de um período não superior a 24h, seguido de observação dos animais por 14 dias após 

a administração. Este tipo de teste é crucial para determinar a dose letal média (DL50), que 

representa a quantidade de substância que causa a morte em 50% da população testada. Além 

da DL50, a avaliação de sintomas clínicos, alterações comportamentais e lesões em órgãos são 

monitoradas para uma compreensão abrangente dos efeitos imediatos. Dessa forma, consiste 

em uma avaliação preliminar que ajuda a identificar efeitos imediatos e a estabelecer critérios 

de segurança para o manejo e o uso da substância, resultantes de uma exposição de curta du-

ração, sendo obrigatórios para toda substância em teste (OECD, 2001). 

A toxicidade de doses repetidas é avaliada quando a substância é administrada em 

múltiplas doses ao longo de um período prolongado e têm como objetivo caracterizar o seu 

perfil toxicológico pela administração repetida. Essa avaliação é vital para entender os efeitos 

cumulativos que podem surgir da exposição contínua. Os testes podem focar em identificar 

alterações em parâmetros fisiológicos, hematológicos, bioquímicos, anátomo e histopatológi-

cos (OECD, 2008). 

Devido à complexidade inerente dos sistemas biológicos, também é útil o emprego de 

métodos alternativos, visando contribuir com uma informação diferente que pode ser usada 

para alcançar uma compreensão mais completa de como um produto químico interage com 

um sistema biológico (Madden et al, 2020). A toxicologia in silico é um campo emergente e 

tem como objetivo prever certos perigos, como mutagenicidade ou toxicidades orgânicas, com 

base em modelos computacionais, podendo desempenhar um papel importante no fornecimen-

to de informações complementares aos testes de toxicidade in vitro e in vivo (Hemmerich & 

Ecker, 2020). Uma ampla gama de ferramentas in silico estão disponíveis que podem prever 

as características ADME (absorção, distribuição, metabolismo e excreção) de um produto 

químico, bem como sua atividade intrínseca de toxicidade (Madden et al, 2020). Também é 

um meio de identificar perigos de compostos antes da síntese, em estágios que são muito ini-

ciais do desenvolvimento dos medicamentos. Isso pode direcionar a escolha dos compostos 

principais, não apenas em relação à eficácia, mas também à segurança (Hemmerich & Ecker, 

2020).  
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2.4 Tratamento farmacológico da depressão 

 

O Transtorno Depressivo Maior é um problema significativo de saúde pública. O tra-

tamento ineficaz e prolongado traz sofrimento do paciente e produz consequências econômi-

cas na área da saúde. Os ensaios longos e malsucedidos com antidepressivos podem diminuir 

as expectativas dos pacientes, reforçar cognições negativas e predispor os pacientes a experi-

mentarem uma eficácia diminuída da medicação em ensaios futuros, contribuindo para maior 

resistência ao tratamento (Leuchter et al., 2009). O reconhecimento e o tratamento precoces 

são cruciais, já que a duração da depressão não tratada se correlaciona com piores resultados e 

as comorbidades podem prolongar o curso da doença (Kraus et al., 2019). Também é relatado 

que adolescentes e idosos possuem maiores taxas de recaída e/ou abandono do tratamento, 

necessitando de uma maior atenção nestas faixas etárias (Kato et al., 2021). 

A capacidade de diagnosticar e tratar com sucesso a depressão possui limitações signi-

ficativas. O tratamento da depressão envolve formas de psicoterapia e a farmacoterapia com 

antidepressivos. Nos casos graves ou na depressão resistente ao tratamento, a eletroconvulso-

terapia também é aplicada (Kraus et al., 2019; Schloss & Henn, 2004). 

Os antidepressivos compreendem uma variedade de compostos químicos com meca-

nismos farmacológicos distintos, o que define não apenas as ações terapêuticas, mas também 

os efeitos colaterais da ampla gama de antidepressivos disponíveis (Stahl, 1998).  

Os dois mecanismos clássicos são os dos antidepressivos tricíclicos (ADTs) e dos ini-

bidores da monoamina oxidase (IMAOs) e se tornaram disponíveis para terapia em perto da 

década de 1960. Os IMAOs são inibidores das principais enzimas metabólicas dos neuro-

transmissores monoaminas norepinefrina (NE), serotonina (5-HT) e dopamina (DA), aumen-

tando a disponibilidade de monoaminas em todo o sistema nervoso central (SNC). Os clássi-

cos, como a tranilcipromina, são não seletivos e irreversíveis à MAO-A e MAO-B, mas ou-

tros IMAOs podem ser mais seletivos ou reversíveis. Porém, os IMAOs têm seu efeito limita-

do devido a interações com alimentos e medicamentos e serem associados a potencial de hi-

pertensão (Riederer et al., 2004; Stahl, 1998).  

Enquanto que, os ADTs, introduzidos logo após os IMAOs, são uma classe com estru-

tura química derivada das fenotiazinas, incluindo medicamentos como imipramina e amitripti-

lina. Seu principal mecanismo é a inibição dos transportadores de membrana para as monoa-

minas NE e 5-HT, com grau de seletividade da inibição dos transportadores NE versus 5-HT 

diferentes entre si, o qual resulta em aumento da disponibilidade extracelular de neurotrans-

missores monoaminas. Embora, os ADTs sejam agentes não seletivos eficazes, são caracteri-
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zados por possuir efeitos adversos, principalmente devido ao antagonismo variável dos recep-

tores muscarínicos, adrenérgicos e histaminérgicos (Artigas et al., 2002; Racagni & Popoli, 

2008; Stahl, 1998). A fraca tolerabilidade e efeitos adversos destes antidepressivos clássicos 

levaram à procura de agentes mais seletivos (Artigas et al., 2002). No momento, os ADTs são 

usados principalmente na depressão que não responde aos antidepressivos de uso mais co-

mum (Fonseca et al., 2023). 

Diferentes classes de medicamentos foram desenvolvidas entre as décadas de 1980 e 

1990. A classe dos inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRS), constituída por 

fluoxetina, sertralina, paroxetina, citalopram e escitalopram, é a mais amplamente utilizada 

por possuir um perfil mais favorável de efeitos adversos, com segurança e tolerabilidade me-

lhorada (Racagni & Popoli, 2008; Santarsieri & Schwartz, 2015), sendo também relatada co-

mo mais eficaz na prevenção de recaídas (Kato et al., 2021; Stahl, 1998). Os ISRS inibem a 

recaptação da serotonina encontrada na maioria da classe de ADT, mas são seletivos apenas 

para este mecanismo (Santarsieri & Schwartz, 2015). Outras classes desenvolvidas foram os 

inibidores de recaptação de serotonina e norepinefrina (IRSN), inibidores seletivos da recap-

tação de norepinefrina (ISRN), antidepressivos noradrenérgicos e serotoninérgicos específicos 

e antagonistas 5-HT2/inibidores da recaptação de serotonina (nefazodona) (Racagni & Popoli, 

2008; Stahl, 1998). Atualmente, medicamentos como venlafaxina e duloxetina (IRSN), mirta-

zapina (antidepressivos noradrenérgicos e serotoninérgicos específicos com propriedades ini-

bidoras de receptores α2-adrenérgicos e 5-HT2) e reboxetina (ISRN) também são considerados 

escolhas primárias para o tratamento da depressão. Embora essas classes de medicamentos 

terem menos efeitos adversos que os ADTs, não oferecem uma melhoria da eficácia em rela-

ção a eles (Racagni & Popoli, 2008). 

Todas estas classes vistas são baseadas em mecanismos monoaminérgicos, baseados 

na hipótese da monoamina em que os antidepressivos exercem sua ação elevando a concen-

tração de monoaminas na fenda sináptica. Porém, a ação dos antidepressivos na sinalização 

das monoaminas é apenas o ponto de início para uma sequência complexa de alterações mole-

culares e celulares neuroadaptativas que provocam o efeito terapêutico (Sharp, 2013). Eles 

também têm uma resposta lenta e não são eficazes para todos os pacientes (Duman et al., 

2021), sendo importante conhecer os mecanismos subjacentes à resistência aos antidepressi-

vos, os quais permanecem indefinidos para que terapias mais eficazes sejam identificadas e 

desenvolvidas (Wigmore et al., 2020). 

Diante disso, é necessário identificar novas classes de antidepressivos com repostas 

mais eficazes, menos efeitos colaterais e um início de ação mais rápido. A descoberta de me-
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dicamentos que produza ação terapêutica por um mecanismo diferente dos monoaminérgicos 

disponíveis representam um dos maiores avanços para o tratamento da depressão nos últimos 

anos sessenta anos (Duman et al., 2021). A descoberta do rápido efeito antidepressivo da ce-

tamina, antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), direcionou os esforços para 

estudos de novos antidepressivos direcionados ao sistema glutamatérgico (Gerhard & Duman, 

2018; Wang et al., 2022; Witkin et al., 2019). Recentemente, a escetamina intranasal foi apro-

vada para uso na depressão resistente (Kawczak et al., 2024). 

Também medicamentos não glutamatérgicos, como a escopolamina que é um antago-

nista do receptor muscarínico da acetilcolina, estão sob investigação por seus rápidos efeitos 

antidepressivos (Gerhard & Duman, 2018; Wang et al., 2022; Witkin et al., 2019). Além dis-

so, pesquisas têm se voltado para o estudo de constituintes de plantas medicinais no desen-

volvimento de novos medicamentos (Badr et al., 2020; Girish et al., 2012; Dalmagro et al., 

2022; Shakya, 2016). 

 

2.5 Plantas medicinais e óleos essenciais  

 

Há muito tempo, as plantas têm sido usadas popularmente e constituem uma boa fonte 

de matéria-prima na investigação de novas estratégias de tratamento e compostos com papéis 

promissores no tratamento de várias doenças (Fajemiroye et al., 2016; Martins & Sukumaran 

2018; Nisar et al., 2021). Em torno de 25% dos fármacos prescritos no mundo são provenien-

tes de plantas. A necessidade do mercado farmacêutico e o reconhecimento que a pesquisa 

com as plantas medicinais usadas na medicina popular é uma estratégia para o desenvolvi-

mento de novos medicamentos ocasionaram um aumento da quantidade de publicações neste 

campo e ao apoio de instituições privadas e governamentais nas pesquisas (Rates, 2001). 

As plantas medicinais constituem ferramentas promissoras para o tratamento da de-

pressão (Ismail et al., 2018) e outros transtornos psiquiátricos (Martins & Sukumaran 2018). 

Várias plantas foram citadas por suas propriedades antidepressivas como Hypericum perfora-

tum, Pimenta pseudocaryophyllus, Rosmarinus officinalis, Curcuma longa, Zingiber officina-

le, Ocimum sanctum, Valeriana officinalis, entre outras (Ismail et al., 2018). A funcionalidade 

dessas plantas é proposta devido à presença de uma infinidade de componentes bioativos 

(Khalil et al., 2017), que são metabólitos secundários que têm um potencial importante para 

atividades biológicas multifacetadas (Dereli et al., 2019). 

Os fitoquímicos, compostos isolados de ervas medicinais, têm papéis farmacológicos 

no tratamento de várias doenças e constantemente são explorados por meio de vários estudos 
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experimentais para determinar a base molecular de como as plantas medicinais funcionam e 

para o surgimento de novas drogas (Martins & Sukumaran 2018). Diferentes categorias, in-

cluindo fenilpropanóides e polifenóis (flavonóides, ácidos fenólicos, lignanos, cumarinas), 

alcalóides, terpenos e terpenóides, saponinas e sapogeninas, aminas, e carboidratos foram 

encontrados para possuir atividade antidepressiva. Naringenina, derivados de quercetina, eu-

genol, piperina, alcalóides diterpênicos, berberina, hiperforina, derivados de riparina, ginseno-

sídeos, bem como alcalóides β-carbolínicos estão entre os mais relevantes (Bahramsoltani et 

al., 2015). 

Os óleos essenciais (OEs), derivados de diferentes partes de plantas aromáticas, têm 

sido bastante pesquisados por seus benefícios para a saúde (Ataei et al., 2020). Eles são mistu-

ras de metabólitos orgânicos voláteis de plantas que normalmente são líquidos oleosos em 

temperatura ambiente (Aponso et al., 2020). É relatado que os óleos essenciais podem regular 

a saúde do cérebro e as funções associadas ao humor e à neurodegeneração, o que reflete sua 

biodisponibilidade para o cérebro (Aponso et al., 2020). E são formados por uma mistura de 

várias moléculas orgânicas, como hidrocarbonetos, álcoois, ésteres, aldeídos, cetonas, fenóis, 

entre outros. Mas a maior parte dos óleos essenciais é composta de terpenos e fenilpropanói-

des (Bakkali et al., 2008). Em alguns fenilpropanóides estudados já foram encontrados ativi-

dade antidepressiva, como o eugenol e seus análogos o-eugenol, metil-eugenol e bis-eugenol, 

além de trans-anetol, ácido caféico, ácido elágico, entre outros (Araújo, 2018; Dalmagro et 

al., 2022; Do Amaral et al., 2013; Girish et al., 2012; Irie et al., 2004; Hassanzadeh et al., 

2022; Norte et al., 2005).  

 

2.5.1 o-Eugenol 

 

O grupo de compostos orgânicos, os fenilpropanóides, forma uma grande classe de 

compostos fenólicos (Choudhury et al., 2019). A via fenilpropanóide serve como uma fonte 

rica de metabólitos em plantas, que é necessária para a biossíntese de lignina e que também 

contribui para a produção de muitos outros compostos importantes, como flavonóides, cuma-

rinas e lignanas (Fraser & Chapple, 2011). 

O eugenol, um fenilpropanóide, é um óleo amarelo pálido com aroma picante e peso 

molecular de 164,2 g/mol, um ácido fraco que é solúvel em solventes orgânicos (Nejad et al., 

2017), frequentemente encontrado em óleos essenciais em uma ampla gama de espécies de 

plantas, incluindo Eugenia caryophyllata (cravo da Índia), Cinnamomum verum (canela), Zin-

giber officinale (gengibre), Curcuma longa (açafrão) e Pimenta dioica (pimenta). As princi-
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pais fontes naturais de eugenol correspondem a Eugenia caryophyllata (syn Syzygium aroma-

ticum) e a Cinnamomum verum (Khalil et al., 2017; Nisar et al., 2021). 

Atualmente, o eugenol também pode ser sintetizado por alilação de guaiacol com clo-

reto de alila obtendo propriedade funcional semelhante. É considerado não mutagênico e de-

clarado como GRAS (geralmente reconhecido como seguro) pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) (Khalil et al., 2017). Estruturalmente, o eugenol é uma molécula simples, mas é 

amplamente utilizado para diversos fins em várias indústrias, como farmacêutica, alimentícia 

e cosmética, odontológica, agricultura e outras (Nejad et al., 2017; Nisar et al., 2021). Ele está 

sendo focado recentemente devido ao seu grande potencial na prevenção de várias condições 

crônicas (Nisar et al., 2021). 

É reconhecido que o eugenol possui certas propriedades farmacológicas como antibac-

teriano (Ashrafudoulla et al., 2020), anti-inflamatório (Magalhães et al., 2019), antiviral (Lane 

et al., 2019), antifúngico (Zhao et al., 2021), anticarcinogênico (Fathy et al., 2019), efeitos 

pró-oxidantes e antioxidante (Bezerra et al., 2017). Foi documentada a atividade anticonvulsi-

vante de constituintes comuns dos óleos essenciais, como eugenol, metileugenol, isoeugenol, 

em modelos experimentais (De Almeida et al., 2011; Joushi & Salmani, 2017). A ação anesté-

sica do metileugenol e outros derivados do eugenol encontrados na fração de óleo volátil de 

Myristica pagans foi demonstrada em camundongos (Sell & Carlini, 1976). Eugenol e análo-

gos, como o metileugenol e bis-eugenol, exibem atividade antidepressiva, reduzindo a imobi-

lidade no um teste de natação forçada e um teste de suspensão de cauda, em camundongos 

(Do Amaral et al., 2013; Irie et al., 2004; Oliveira et al., 2023). O eugenol induziu a expressão 

de metalotioneína-III, uma proteína rica em cisteína que parece ter um papel de suporte no 

dano oxidativo por quelação de metais pesados e está envolvida no crescimento de neurônios, 

no hipocampo. Também, como outros antidepressivos, possui a capacidade de induzir o fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo, que é necessário para que um anti-

depressivo exiba sua atividade (Irie et al., 2004) e foi sugerido que o aumento da complexida-

de dendrítica em neurônios hipocampais após tratamento com eugenol pode ser associado à 

sinalização do BDNF (Akbar et al., 2021). Além disso, o eugenol inibe a monoamina oxidase 

A (MAO-A) e pode restaurar as monoaminas que estão diminuídas no cérebro de pacientes 

com depressão (Do Amaral et al., 2013; Tao et al., 2005). 

Algumas pequenas alterações na estrutura molecular do eugenol podem levar a dife-

rentes propriedades moleculares que ocasionam diferenças nas atividades biológicas (Nejad et 

al., 2017). Um exemplo foi que o levantamento de compostos estruturalmente relacionados ao 

eugenol identificou que alguns inibem monoamina oxidases (MAOs) de forma mais poten-

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/tail-suspension-test
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te. A relação de atividade das estruturas revelou características estruturais importantes para a 

inibição da monoamina oxidase A (MAO-A) e a monoamina oxidase B (MAO-B) (Tao et al., 

2005). 

O 2-alil-6-metoxifenol ou o-eugenol (orto-eugenol) é um isômero sintético do euge-

nol, que contém em sua estrutura um anel benzênico (Figura 6). O o-eugenol apresentou efei-

to antinociceptivo através de sua ação via sistema adrenérgico, e anti-inflamatório através da 

regulação de citocinas pró-inflamatórias e fosforilação de NF-kB e p38 em camundongos 

(Fonsêca et al., 2016). Já se tem considerado na literatura que citocinas pró-inflamatórias es-

tão associadas ao quadro de transtorno depressivo maior (Erjavec et al., 2020; Komori, 2017). 

Em outro estudo, foi encontrado efeito ansiolítico e antioxidante do o-eugenol (Godoy et al., 

2023). 

 

Figura 6 – Estrutura do eugenol e o-eugenol. 

 

Fonte: Sigma-Aldrich (2021). 

 

Além desses dados, o trabalho de Araújo (2018) mostrou que camundongos fêmeas 

Swiss submetidas ao protocolo de administração aguda de dexametasona a 64 µg/kg e tratadas 

com o-eugenol obtinha reversão do comportamento do tipo depressivo, por influência nas vias 

dopaminérgica e adrenérgica. Então, tornou-se necessária a continuidade dos estudos em rela-

ção ao o-eugenol e sua atividade antidepressiva, utilizando a indução do comportamento de-

pressivo com doses repetidas de dexametasona que irá avançar no estudo do efeito antidepres-

sivo do o-eugenol por a depressão se tratar de uma doença crônica e promover alterações neu-

roquímicas influenciadas pela duração da doença, além da pesquisa de outros mecanismos de 

ação que promovem seu efeito antidepressivo e caracterização do perfil toxicológico agudo e 

subagudo com a administração oral do o-eugenol para seu uso seguro. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

 

Investigar a toxicidade e a atividade antidepressiva-símile do o-eugenol em camun-

dongos por meio de administrações repetidas de dexametasona. 

 

4.2 Específicos 

 

a) Investigar os parâmetros farmacocinéticos e toxicidade in silico do o-eugenol; 

b) Analisar a toxicidade aguda por via oral do o-eugenol por meio de parâmetros 

fisiológicos, comportamentais e anatomopatológicos em camundongos, e junto 

estimar a DL50 do o-eugenol; 

c) Avaliar a toxicidade de doses repetidas do o-eugenol por meio de parâmetros 

bioquímicos, hematológicos, fisiológicos, comportamentais e anatomopatológicos 

em camundongos; 

d) Examinar a atividade antidepressiva do o-eugenol no modelo de depressão animal 

por administração de doses repetidas de dexametasona no teste comportamental de 

nado forçado, suspensão pela cauda e preferência por sacarose;  

e)  Estudar o efeito do o-eugenol na coordenação motora de camundongos no rota-

rod; 

f) Verificar o sinergismo do o-eugenol com antidepressivo imipramina; 

g) Analisar o efeito do o-eugenol no limiar de convulsões através do modelo de 

convulsões induzidas por pentilenotetrazol (PTZ); 

h) Investigar os níveis séricos de interleucina1-β (IL-1β), além de parâmetros do 

estresse oxidativo e estudo metabolômico em estruturas cerebrais. 
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5 MÉTODOS 

 

5.1 Local da pesquisa 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Psicofarmacologia, mas também 

contou com a contribuição do Laboratório de Ensaios Toxicológicos Não-clínicos e Clínicos 

(LABETOX) nos testes bioquímicos e hematológicos, do Setor de Histopatologia do Labora-

tório Multiusuário do DMORF (Departamento de Morfologia) na análise histopatológica e do 

Laboratório Multiusuário de Caracterização e Análise (LMCA) no estudo metabolômico. To-

dos os setores estão localizados na Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

5.2 Animais, condições experimentais e aspectos éticos 

 

Foram utilizados camundongos albinos, espécie Mus musculus, linhagem Swiss, fê-

meas, pesando entre 25-35 g, com aproximadamente 2 meses de idade, provenientes da Uni-

dade de Produção Animal (UPA) do Instituto de Pesquisas em Fármacos e Medicamentos 

(IPeFarM) da UFPB. 

Os animais foram previamente pesados e alojados em gaiolas de polietileno (30 x 20 x 

13 cm), contendo 3 ou 4 animais cada, com no mínimo 2h de antecedência à execução dos 

testes, visando minimizar as possíveis alterações comportamentais do animal e permitir uma 

adaptação à sala onde ocorreu o experimento. Tiveram livre acesso a ração tipo pellets (Quim-

tia®) e água disponíveis em garrafas de polietileno, submetidos a um ciclo de claro-escuro 

12:12, sendo a fase clara de 6h às 18h e mantidos a temperatura 21 ± 1ºCTodos os procedi-

mentos experimentais foram realizados entre 6h e 12h. 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente nas gaiolas que constituíram os grupos 

com números iguais de camundongos de cada experimento. Foi atribuído um número aleató-

rio a cada gaiola e os animais receberam uma designação de grupo e foram pesados. Eles fo-

ram manipulados evitando estresse desnecessário, adotando procedimentos como o respeito 

aos tempos limites de exposição do animal aos estímulos dos testes descrito nas metodologias 

citadas, minimizando o número de animais, realizando manutenção e manejo adequados e 

proporcionando conforto físico e estado adequado de nutrição. Com o objetivo de ter um nú-

mero de animais utilizados e ainda ter uma boa estimativa de efeito, utilizou o número de 

animais (n) de 8 por grupo, com exceção dos testes de avaliação de toxicidade da substância 

que conterá com menos animais (3 ou 6). 
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Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da UFPB, protocolada sob CEUA nº 5029280422 (Anexo A), e se-

guiram rigorosamente as normas brasileiras da Lei nº 11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei 

Arouca), que dispõe sobre procedimentos para o uso científico de animais, com a preocupação 

em conduzir a pesquisa sem causar dor e sofrimento aos animais, seguindo os princípios éti-

cos da experimentação animal. Quando necessário, os animais foram eutanasiados e descarta-

dos de acordo com critérios estabelecidos na Resolução Normativa n° 37, seção I, de 15 de 

fevereiro de 2018, que trata da Diretriz da Prática de Eutanásia do CONCEA (Conselho Naci-

onal de Controle de Experimentação Animal). Durante os experimentos, os animais foram 

removidos do estudo por morte natural ou sacrificados por razões de bem-estar animal, con-

forme diretrizes determinadas pelo CONCEA. 

 

5.3 Drogas e preparação 

 

As substâncias, junto com doses e procedência, foram: 

a) o-eugenol (orto-eugenol) (25, 50 e 100, 300 e 2000 mg/kg) - Sigma Aldrich 

(EUA); 

b) Solução de Tween 80 (Polissorbato 80) a 0,5% e 1% – Vetec (Brasil);  

c) Solução salina (NaCl a 0,9%) – AFV Farma (Brasil); 

d) Dexametasona (32 e 64 μg/kg) - Aché (Brasil); 

e) Imipramina (5, 15 e 30 mg/kg) - Cristália (Brasil); 

f) Pentilenotetrazol (35 e 70 mg/kg) - Sigma Aldrich (EUA). 

O o-eugenol foi emulsificado em Tween 80 (Polissorbato 80) a 1% em solução salina a 

0,9% e a imipramina foi em Tween 80 a 0,5% em solução salina a 0,9%. As doses de o-

eugenol foram estabelecidas após a estimativa da DL50 com uso de via oral (v.o.) e da obser-

vação dos testes feitos por Fonsêca e colaboradores (2016) e Araújo (2018). Para o controle 

negativo, foi utilizado solução salina a 0,9% ou a solução de Tween 80 a 1% v.o.  

Foi feita administração por via oral (v.o) para o-eugenol e a imipramina. Antes dos 

testes, os animais foram privados de água e ração por 2h para evitar interação com a substân-

cia administrada por via oral. A dexametasona teve administração por via subcutânea (s.c.), 

enquanto pentilenotetrazol foi por via intraperitoneal (i.p.). Todas as drogas foram adminis-

tradas em um volume de 0,1 ml/10 g de peso do animal.  

Além dessas substâncias, também foram utilizadas outras contidas em kits comerciais 

já padronizadas para os testes bioquímicos, hematológicos e neuroquímicos. 
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5.4 Fluxograma experimental 

 

Os experimentos seguiram o esquema abaixo (Figura 7).  

 

Figura 7 - Fluxograma experimental. 
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5.5 Estudo da toxicidade in silico 

 

Foram utilizadas plataformas virtuais como pkCSM e SwissADME, que utilizam mo-

delos preditivos in silico, cujos modelos matemáticos contribuem na identificação precoce de 

problemas na absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET). Inicial-

mente, foi avaliado a conformidade do o-eugenol frente aos parâmetros de Lipinski, que pode 

ser interpretado como um indicador de suas potenciais propriedades farmacêuticas. Após isso, 

foram estabelecidos parâmetros de absorção, utilizando modelos computacionais para avaliar 

a permeabilidade em células Caco-2, absorção gastrointestinal e permeabilidade dérmica, jun-

tamente com o modelo de previsão baseado no ovo cozido, ou "boiled-eggs". Com relação ao 

parâmetro de distribuição, foram obtidos valores da sua distribuição teórica que se correlacio-

na com a capacidade em que a molécula tem de se distribuir pelo tecido do corpo após a ad-

ministração, a permeabilidade na barreira hematoencefálica e consequentemente sua chegada 

ao sistema nervoso central. A utilização da ferramenta virtual também permitiu a avaliação do 

potencial da estrutura como substrato ou inibidor do sistema enzimático de metabolização 

mitocondrial, conhecido como CYP450. Além disso, foi utilizada na avaliação antecipada de 

potenciais respostas tóxicas de substâncias químicas pelos testes de toxicidade, como os testes 

de Ames, para prever a mutagenicidade de compostos. 

 

5.6 Estudo da toxicidade aguda do o-eugenol 

 

A toxicidade oral aguda refere-se aos efeitos adversos que ocorrem após a administra-

ção oral de uma dose única de uma substância, ou doses múltiplas administradas em 24h. A 

estimativa da DL50 foi realizada de acordo com a metodologia preconizada pela Organization 

for Economic Cooperation and Development (OECD) em suas diretrizes para o Teste de Pro-

dutos Químicos com o teste nº 423 sobre toxicidade aguda (OECD, 2001). 

Os animais, selecionados aleatoriamente e marcados para permitir a identificação in-

dividual, foram mantidos em suas gaiolas por pelo menos 5 dias antes da administração das 

doses para permitir a aclimatação às condições do laboratório. A substância foi administrada 

por via oral a um grupo de animais experimentais em uma das doses definidas pela OECD 

(300 mg/kg), por via oral (gavagem), sendo testada por meio de um procedimento gradual, 

cada etapa usando 3 animais do sexo feminino, onde ausência ou presença de mortalidade de 

uma etapa determinou a próxima etapa e houve o direcionamento para a utilização também da 

dose de 2000 mg/kg (Figura 8). O grupo controle recebeu uma solução Tween 80 a 1% em 
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solução salina. O valor DL50 é expresso em termos de peso da substância de teste por unidade 

de peso do animal de teste (mg/kg). 

 

Figura 8 – Procedimento para o ensaio de toxicidade aguda em dose única com dose inicial de 300 mg/kg de 

peso corporal. 

 

Fonte: Adaptado de OECD (2001). 

Nota: 0,1,2,3: número de moribundos ou animais mortos em cada etapa. GHS: Sistema de Classificação Mundial 

Harmonizado (mg/kg de peso corporal). ∞: não classificado.  

 

Os animais foram observados individualmente após a administração de pelo menos 

uma vez durante os primeiros 30 min., periodicamente durante as primeiras 24h, com atenção 

especial nas primeiras 4h, e diariamente depois disso, por um total de 14 dias, exceto quando 

removidos do estudo por morte natural ou sacrificados por razões de bem-estar animal, con-

forme diretrizes determinadas pelo CONCEA. Foram feitas observações como mudanças na 

pele e pêlos, olhos e membranas mucosas, nos sistemas respiratórios e circulatórios, além de 

atividade somatomotora e padrão de comportamento, com atenção para tremores, convulsões, 

salivação, diarreia, letargia, sono e coma (OECD, 2001). 

Os pesos individuais dos animais foram determinados semanalmente. Também foi 

avaliado o consumo de água e de ração na forma de pellets pelos animais diariamente os 14 

dias de observação. Ao fim do período de observação, todos os animais sobreviventes foram 

sacrificados por injeção de cetamina (210 mg/kg) e a xilazina (30 mg/kg), via i.p., segundo 

recomendação do CONCEA, minimizando dor e desconforto do animal. Após a eutanásia, foi 
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feito a avaliação macroscópica dos órgãos e colhidas amostras de fígado, pulmão, coração, 

rim, intestino delgado, estômago e encéfalo dos animais para estudos histopatológicos de ór-

gãos. 

O desenho do estudo da toxicidade aguda está representado na Figura 9. 

 

Figura 9 – Desenho do estudo de toxicidade aguda. 

 

 

5.6.1 Triagem farmacológica comportamental 

 

A triagem farmacológica comportamental é um teste preliminar para caracterização do 

efeito de fármacos no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso autônomo (SNA). 

Neste teste, são considerados alguns parâmetros comportamentais no animal que permitem 

assinalar o efeito central do fármaco, como hiperatividade, sedação, analgesia, tremores, diar-

réia (Almeida et al, 1999; Almeida & Oliveira, 2006). Os parâmetros comportamentais foram 

analisados, até os primeiros 30 min. da administração e com 1h, 2h, 3h e 4h, e os efeitos fo-

ram então verificados seguindo o protocolo experimental padrão (Almeida & Oliveira, 2006) 

(Anexo B). 

A triagem farmacológica foi feita com os mesmos animais e doses utilizadas para ob-

ter a estimativa da DL50. A observação do comportamento é útil para a determinação de testes 

específicos a serem utilizados para a avaliação dos efeitos da substância testada. 

 

5.6.2 Consumo de água, alimento e avaliação ponderal 

 

Foi avaliado o consumo de água e de ração na forma de pellets pelos animais durante 

os 14 dias de observação. Mamadeiras graduadas cheias foram colocadas e, no dia seguinte, 

foi registrado o volume de água ingerido pelos animais. Em relação ao consumo de alimentos, 

a ração foi colocada diariamente e, no dia posterior, foi contabilizado o peso consumido de 

ração. A pesagem individual dos animais foi feita pouco antes da substância de ensaio ser 

administrada e, posteriormente, semanalmente. 
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5.6.3 Exame anatomopatológico 

 

Os órgãos foram analisados macroscopicamente e as ressecções foram executadas do 

fígado, pulmão, coração, rim, intestino delgado, estômago e encéfalo (cortados por incisão 

sagital). Os órgãos seccionados foram imersos em solução fixadora de formaldeído a 10% e 

após 72 h da fixação, foram preparados para processamento histopatológico: desidratação em 

série crescente de álcool (70% a 100%), diafanização em xilol e impregnação com inclusão 

em parafina. Os órgãos foram seccionados com espessura de 5 μm, montados em lâminas, 

corados com hematoxilina e eosina e posteriormente examinados em microscópio óptico de 

100 e 400x. (Cardiff et al., 2014). Dentre os principais parâmetros investigados, estão lesões 

celulares reversíveis (degenerações) e irreversíveis (necrose), congestão e extravasamento de 

sangue.  

 

5.7 Ensaio toxicológico oral não-clínico de doses repetidas 

 

O ensaio de toxicidade oral de doses repetidas foi direcionado pelo Guia para a condu-

ção de estudos não clínicos de toxicologia e segurança farmacológica necessária ao desenvol-

vimento de medicamentos da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2013) e do 

teste 407 da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 2008) com 

modificações. Os animais pré-selecionados foram distribuídos em um dos grupos de seis ani-

mais fêmeas cada. Os grupos (n= 6) foram tratados diariamente, no turno da manhã, por via 

oral (gavagem) por um período de 28 dias. No grupo controle foi administrado o veículo (sa-

lina) e o outro grupo foi tratado com a maior dose com maior efeito nos testes comportamen-

tais (100 mg/kg). 

Observações clínicas gerais foram feitas pelo menos uma vez ao dia. Foram observa-

dos sinais como alterações na pele, pelagem, olhos, mucosas, ocorrência de secreções e excre-

ções, e atividade autonômica (por exemplo, lacrimejamento, piloereção, tamanho da pupila, 

padrão respiratório incomum). Alterações na marcha, postura e resposta ao manuseio, bem 

como a presença de movimentos clônicos ou tônicos, estereotipias ou comportamento bizarro 

(por exemplo, automutilação, andar para trás) também foram registradas (OECD, 2008). 

Avaliações da administração prolongada da substância foram feitas sobre o consumo 

de água e alimentos, evolução ponderal, testes comportamentais realizados e avaliação labora-

torial do sangue dos animais. A eutanásia dos animais foi realizada após os 28 dias, por so-

bredose de solução anestésica, contendo cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg), via i.p., 
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segundo recomendação do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA). Também foram realizados exames histopatológicos de órgãos dos animais em 

estudo. Os resultados foram comparados com os dados obtidos nos animais do grupo controle 

e com dados da literatura. 

O desenho do estudo da toxicidade subaguda está representado na Figura 10. 

 

Figura 10 – Desenho do estudo de toxicidade subaguda. 

 

 

5.7.1 Consumo de água, ração e avaliação ponderal 

 

A pesagem dos animais, o consumo de água e ração na forma de pellets pelos animais 

foram observados semanalmente. 

 

5.7.2 Avaliação comportamental 

 

5.7.2.1 Coordenação motora (Teste do Rota-rod) 

 

O teste da barra rotatória ou rota-rod é um dos mais antigos empregados na área de es-

tudo dos efeitos motores induzidos por uso de fármacos em estudos pré-clínicos (Pinto & Ko, 

2012). Esse teste é considerado como triagem para detectar alterações neurológicas em termos 

de coordenação motora e equilíbrio produzido por drogas (Luszczki et al., 2005). Ele utiliza 

uma haste circular girando a uma velocidade constante e os animais colocados nesta haste 

tentam permanecer nela, em vez de cair em uma plataforma a cerca de 30 cm abaixo da haste 

(Dunham & Miya, 1957). Para evitar uma interpretação equivocada dos resultados, os animais 

foram submetidos ao treino na barra giratória 24h antes do experimento e os que permanece-

ram na barra por 60s, em pelo menos uma das três tentativas, foram selecionados para o teste 

(Almeida & Oliveira, 2006). Foi utilizado uma velocidade constante de 7,0 rpm e registrado o 

tempo de permanência dos animais na haste giratória, com até três reconduções ao aparelho 
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com limite máximo de 3 quedas, aos 60 min. após administração da substância. O tempo de 

permanência máximo permitido foi de 5 min. de duração (300s). 

 

5.7.3 Atividade locomotora (Teste do Campo aberto) 

 

A fim de verificar a atividade locomotora espontânea e comportamento exploratório 

dos animais, foi realizado o Teste do Campo Aberto, originalmente descrito por Hall e Balla-

chey (1932) para testar o efeito de um ambiente estranho sobre o estado emocional dos ani-

mais. O aparato do campo aberto consiste em uma arena circular confeccionada em acrílico 

transparente (30 cm x 30 cm) e piso de acrílico branco/opaco (30 cm x 30 cm x 15 cm), divi-

dido em doze seções dispostas em dois círculos concêntricos. Após 60 min. do tratamento, os 

animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto e, durante 5 min., foram 

avaliados o número de cruzamentos de linha com as quatro patas (atividade locomotora es-

pontânea), número de comportamento de autolimpeza (grooming) e o número de levantamen-

tos (rearing) (Archer, 1973). A base do aparelho foi limpa com solução de álcool 10% após 

cada teste para evitar os efeitos dos odores deixados pelos animais anteriores. 

 

5.7.4 Avaliação laboratorial do sangue 

 

Após os 28 dias de tratamento, no término do experimento para avaliação da toxicida-

de de doses repetidas, os animais dos grupos tratados com a droga e do grupo controle foram 

submetidos a jejum de 6h, anestesiados e submetidos a punção cardíaca para coleta de sangue 

e realização de exames hematológicos e bioquímicos. 

As amostras de sangue foram colocadas em tubos contendo o anticoagulante ácido eti-

lenodiamino tetracético (EDTA) para determinação dos parâmetros hematológicos e em tubos 

contendo gel separador (Microtainer Becton Dickson®) que, posteriormente, foram centrifu-

gados por 10 min. a 3500 rpm para obtenção do soro que foi usado na determinação dos pa-

râmetros bioquímicos. 

 

5.7.4.1 Parâmetros hematológicos 

 

Nas análises hematológicas, utilizando as amostras de sangue colhidas com EDTA, fo-

ram realizados o estudo da série vermelha (eritrograma), branca (leucograma) e contagem de 

plaquetas. O eritrograma contém a contagem de hemácias, o hematócrito, a hemoglobina, 
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volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), e concentração 

da hemoglobina corpuscular média (CHCM). No leucograma foi realizado a contagem global 

e diferencial dos leucócitos. Estas determinações foram realizadas no analisador celular Urit 

3000 Vet Plus e a contagem diferencial de leucócitos foi realizada por meio de esfregaços de 

sangue corado pela Giemsa observados em microscópio Olympus. 

 

5.7.4.2 Parâmetros bioquímicos 

 

Nas análises bioquímicas, utilizando as amostras de soro, foram realizadas as dosa-

gens: uréia, creatinina, aspartato amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT), 

fostatase alcalina, colesterol total, triglicerídios, ácido úrico, proteínas totais, albumina, mag-

nésio, sódio e potássio, por métodos espectrofotométricos usando um analisador bioquímico 

automatizado Biossays 240 Plus. O sódio e o potássio foram determinados pelo analisador de 

íons seletivos Electrolyte WE300. 

 

5.7.5 Exame anatomopatológico 

 

Após eutanásia, cinquenta por cento dos animais do grupo tratado com o o-eugenol e 

do grupo controle foram autopsiados, submetidos a exames macroscópicos dos órgãos e co-

lhidas amostras de fígado, pulmão, coração, rim, estômago, intestino delgado e encéfalo dos 

animais para estudos histopatológicos de órgãos, empregando-se técnica de inclusão em para-

fina e coloração em hematoxilina-eosina, para análise morfológica, semelhante ao relatado no 

item 5.6.3. 

 

5.8 Indução da depressão experimental por administração repetida de dexametasona em 

camundongos e avaliação do efeito antidepressivo do o-eugenol 

 

Foram estabelecidos protocolos modificados a partir dos estudos de Wróbel e colabo-

radores (2014; 2015) para indução do comportamento depressivo, utilizando para a adminis-

tração em doses repetidas de dexametasona a metade da dose aguda usada nestes estudos.  

O protocolo utilizou seis grupos (n = 8) e teve duração de 15 dias (Figura 11). Antes 

da administração de substâncias orais, os animais foram privados de água e ração por 2h. Du-

rante 15 dias, um grupo de camundongos recebeu solução salina (grupo controle) e os demais 

receberam dexametasona 32 μg/kg (s.c.). Nos últimos 7 dias, também foi administrado adici-
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onalmente um tratamento 1h após a administração da dexametasona, protocolo semelhante ao 

usado por Lopes e colaboradores (2018) e Parente e colaboradores (2018).  

 

Figura 11 – Esquema de tratamento dos animais. 

 

Legenda: Os números representam os dias de tratamento e experimentos realizados. RR = Rota-rod, TNF = 

Teste do nado forçado, TSC = Teste de Suspensão da Cauda, TPS = Teste da Preferência por Sacarose. 

 

Seis grupos foram formados: veículo + veículo (grupo controle); dexametasona + veí-

culo (grupo dexametasona); dexametasona + imipramina 15 mg/kg (grupo da imipramina): 

dexametasona + o-eugenol 25 mg/kg (grupo o-eugenol 25 mg/kg); dexametasona + o -

eugenol 50 mg/kg (grupo o-eugenol 50 mg/kg); e dexametasona + o-eugenol 100 mg/kg (gru-

po o-eugenol 100 mg/kg). O veículo se refere a solução de salina. 

Para avaliar se a administração repetida de dexametasona poderia alterar a coordena-

ção motora, no 7° dia foi realizado o teste do rota-rod do controle e todos os grupos que seri-

am posteriormente tratados com o o-eugenol. Ainda a fim de avaliar se a administração repe-

tida de dexametasona (32 µg/kg, s.c) induz comportamento do tipo depressivo em camundon-

gos fêmeas, no 8º dia, a imobilidade dos animais foi avaliada nos testes de suspensão pela 

cauda e nado forçado no grupo programado a ser tratado apenas com dexametasona durante o 

experimento e o controle. No 14º dia repetiu-se o rota-rod e no 15º dia, foram registrados os 

testes de suspensão da cauda, nado forçado e preferência por sacarose. Todos os testes foram 

realizados 1h após a última administração das substâncias. 

Após os testes, os animais foram eutanasiados por decapitação para retirada do hipo-

campo e do córtex pré-frontal, removidos e congelados a -80°C para a análise neuroquímica. 

Em um dos experimentos, houve a coleta de sangue através da sangria proporcionada pela 

decapitação do animal. O soro obtido da coleta de sangue foi destinado para a determinação 

dos níveis de citocina pró-inflamatória. 
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5.8.1 Avaliação do comportamento tipo depressivo 

 

5.8.1.1 Teste do nado forçado (TNF) 

 

O teste de natação foi realizado para avaliar o comportamento de desespero dos ca-

mundongos e semelhante ao descrito anteriormente por Porsolt et al. (1977). Este teste é sim-

ples de conduzir de forma confiável e requer o mínimo de equipamento especializado (Can et 

al., 2012). Os animais foram forçados a nadar individualmente em um cilindro de vidro trans-

parente (25 cm de altura x 12 cm diâmetro) contendo 2/3 (dois terços) de água cheio de água 

mantida a temperatura ambiente (24 ± 1°C). Os camundongos foram cuidadosamente coloca-

dos na água e forçados a nadar por 5 min., e a latência de imobilidade e o tempo de imobili-

dade foram registrados durante esse período. A duração da imobilidade foi considerada como 

o tempo gasto pelo animal flutuando na água sem se debater e realizar apenas os movimentos 

necessários para manter a cabeça acima da água.  

 

5.8.1.2 Teste de Suspensão da Cauda (TSC) 

 

O teste de suspensão da cauda consiste em submeter o animal a uma situação estres-

sante e inescapável, que predispõe o animal a desenvolver comportamentos tipo de desespero 

comportamental e desamparo, alternando comportamentos entre agitação e imobilidade. Este 

ensaio comportamental foi realizado através de adaptação feita ao teste inicialmente proposto 

por Stéru e colaboradores (1985). O animal foi suspenso por sua cauda, de maneira que fique 

impedido de tocar o chão ou escapar, podendo 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 pela cauda à 50 cm do chão e presos com fita adesiva do tipo 

crepe, cuidadosamente 1 cm da ponta da cauda, com porção ventral voltada para a câmera de 

registros. Cada animal permaneceu nesta posição durante 5 min. Foram analisados os parâme-

tros de latência para imobilidade e tempo total de imobilidade. 

 

5.8.1.3 Teste da Preferência por Sacarose (TPS) 

 

O teste de preferência de sacarose (TPS) foi realizado para avaliar a anedonia (a inca-

pacidade de sentir prazer), um dos sintomas característicos da depressão maior. O teste foi 
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realizado como descrito por Mao et al. (2014) com modificações, baseado na escolha de duas 

garrafas, onde uma redução na razão de preferência de sacarose em roedores experimentais é 

indicativa de anedonia. Primeiro, os camundongos foram treinados para se adaptar a uma so-

lução de sacarose (2%, p/v) colocando-se dois frascos de uma solução de sacarose em cada 

gaiola por 18 h. Após a adaptação, os camundongos tiveram uma das garrafas substituída por 

água por 18h. O volume de cada garrafa correspondera a 100 ml. O teste foi realizado no pe-

ríodo da noite sem privação de comida. A preferência de sacarose foi calculada como a por-

centagem do consumo de sacarose em relação ao consumo total de líquido de acordo com a 

Equação (1): 

𝑃𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 (% ) = (
𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 (𝑚𝐿)

[𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒 (𝑚𝑙) + 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎 (𝑚𝑙)]
) × 100 (1) 

 

5.8.2 Avaliação da coordenação motora pelo rota-rod 

 

O teste foi realizado 1h após a administração da droga em estudo e conforme metodo-

logia descrita no item 5.7.2.1. 

 

5.9 Teste de limite de convulsões induzidas por pentilenotetrazol 

 

O efeito do o-eugenol no limiar de convulsões foi avaliado através do modelo de con-

vulsões induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). Grupos de animais (n = 8) foram pré-tratados 

com veículo (solução salina 0,9%), ou imipramina (30 mg/kg), ou com uma dose de o-

eugenol (25, 50 e 100mg/kg) por v.o. de administração. Após 1h, cada animal recebeu uma 

dose subconvulsivante de 35 mg/kg de PTZ i.p.; um grupo distinto recebeu solução salina e 

PTZ 70 mg/kg i.p. como controle. A latência para o início da primeira convulsão tônico-

clônica (em segundos) foi registrada (Loscher et al., 1991, Monteiro et al., 2020). O tempo 

total de observação foi de 30 min. e uma latência de 1.800s foi registrada para experimentos 

nos quais não ocorreu convulsão tônico-clônica. 

 

5.10 Sinergismo do o-eugenol com a imipramina 

 

Foi realizado um experimento de sinergismo com a menor dose do o-eugenol, agora 

em dose única, para verificar se junto do medicamento antidepressivo clássico em baixa dose 

o efeito antidepressivo seria potencializado. Foram formados seis grupos: 1) veículo + veículo 
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(grupo controle), 2) dexametasona + veículo (grupo dexametasona), 3) dexametasona + imi-

pramina (5 mg/kg), 4) dexametasona + imipramina (15 mg/kg), 5) dexametasona + o-eugenol 

(25 mg/kg), 6) dexametasona + o-eugenol (25 mg/kg) + imipramina (5 mg/kg). Os grupos de 

camundongos (n=8) foram previamente tratados com dexametasona (64 μg/kg s.c), transcor-

rido 3 h receberam por via oral veículo ou dose subefetiva de o-eugenol (25 mg/kg), ou dose 

subefetiva de imipramina (5 mg/kg) ou imipramina 15 mg/kg. Em outro grupo ainda, após 3h 

do tratamento com a dexametasona, foram administrados imipramina (5 mg/kg) e, após 15 

min., o-eugenol (25 mg/kg). Depois de 1h das administrações por v.o., os camundongos fo-

ram expostos ao teste do nado forçado (Abbasi-Maleki & Mousavi, 2017). Um grupo controle 

foi tratado apenas com o veículo (solução salina 0,9%).  

 

5.11 Ensaios neuroquímicos 

 

5.11.1 Determinação de parâmetros de estresse oxidativo 

 

5.11.1.1 Determinação do nível de peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica, utilizando o hipocampo dos camundongos, foi analisada pela 

determinação da concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs), um 

índice de peroxidação lipídica amplamente adotado, de acordo com o método descrito por 

Draper e Hadley (1990). Um homogenato do hipocampo (10% p/v) em 1,15% p/v de tampão 

de cloreto de potássio foi preparado. De forma resumida, as amostras foram misturadas com 1 

ml de solução tricloroacética ácido (10%) e 1 ml de ácido tiobarbitúrico (0,6%). A mistura 

incubada em banho-maria (95-100° C) por 15 min. e n-butanol (2:1 v/v) foi adicionado ao 

meio e a mistura centrifugada (800 xg para 15 min.) para remover o precipitado. A absorbân-

cia da cor rosa desenvolvida foi medida espectrofotometricamente a 535 nm. Os valores de 

absorbância foram interpolados em uma curva padrão de malondialdeído (MDA), e o resulta-

do expresso em mg de MDA/g de amostra. 

 

5.11.1.2 Determinação da concentração de glutationa reduzida (GSH) 

 

O córtex pré-frontal dos camundongos foi usado para a determinação de GSH, um an-

tioxidante natural não enzimático. Esse teste utilizará a metodologia de Sedlak e Lindsay 

(1968), baseado na reação do reagente de Ellman (DTNB - ácido 5,5-ditio-bis-(2-
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nitrobenzóico)), com os grupos tióis. O córtex pré-frontal foi homegeinizado em EDTA 

0,02M (10%) e misturado com solução de ácido tricloroacético (50%). Em seguida, as amos-

tras serão centrifugadas (3000 rpm/15 min.) e o sobrenadante foi coletado e misturado com 

tampão HCl (0,4M; pH 8.9) e DTNB (0,01 M). A concentração de GSH foi expressa em μg 

de GSH/g tecido e determinada por espectrofotometria a 412 nm. 

 

5.11.2 Determinação dos níveis de IL-1β 

 

Os níveis de interleucina1-β (IL-1β) em amostras de soros dos animais submetidos aos 

testes comportamentais foram quantificados usando kit comercial de ensaio imunoenzimático 

ELISA (Sigma-Aldrich) em camundongos seguindo as instruções fornecidas pelo fabricante. 

Resumidamente, após os reagentes e amostras terem sido restaurados à temperatura ambiente, 

100 µl de cada amostra ou padrão foram adicionados aos poços de uma microplaca sequenci-

almente e misturados suavemente. Após incubação durante 2,5h em temperatura ambiente, as 

amostras em cada poço foram lavadas quatro vezes utilizando o tampão de lavagem. A cada 

poço, foram adicionados 100 µl de anticorpo de detecção e incubados por 1h a temperatura 

ambiente. Depois do mesmo procedimento anterior de lavagem, teve a adição de 100 µl solu-

ção de estreptavidina a cada poço e incubação por 45 min. em temperatura ambiente. Nova-

mente foi realizada uma lavagem e, posteriormente, adicionado 100 µL de reagente de subs-

trato a cada poço, 30 min. de incubação a temperatura ambiente, até a reação ser interrompida 

pela adição de 50 µl de tampão de parada. A absorbância a 450 nm foi medida em leitor de 

placas (Biotek, EUA). A quantidade de IL-1β foi calculada a partir de curvas padrão e expres-

sa como picogramas por mililitro (pg/ml). 

 

5.11.3 Metabolômica por ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H 

 

O estudo metabolômico foi feito com as amostras de hipocampo de camundongos pela 

técnica de ressonância magnética nuclear (RMN) e utilizando o método proposto por Wu et 

al. (2020), com modificações. No dia da análise, as amostras congeladas a – 80 °C foram des-

congeladas, adicionando HCl/metanol (60%, v/v). A mistura foi homogeneizada usando o 

vortex por 90 s. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado e o sobrenadante foi coletado. 

Este procedimento de extração foi repetido duas vezes com etanol a 60% e o sobrenadante foi 

retido. Os sobrenadantes foram totalmente secos sob corrente de nitrogênio gasoso a tempera-

tura ambiente. Posteriormente, os produtos foram redissolvidos em tampão fosfato com D2O e 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429224000786#bib16
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TMSP, como padrão interno. A solução foi misturada em vortex e centrifugada. Cerca de 500 

µL do sobrenadante foi colocado em um tubo de RMN (5 mm) para análise espectral de RMN 

de 1H. Os espectros unidimensionais de RMN de 1H foram medidos a uma temperatura de 

300K em um espectrômetro Bruker (Bruker ASCEND 400 MHz; Bruker, Coventry, Reino 

Unido). 

Os espectros foram obtidos com os seguintes parâmetros: número de varreduras: 128, 

domínio de tempo: 25K, varredura Dummer: 16, tempo de aquisição: 0,8 s, janelas espectrais 

de 40 ppm e d20: 0,8 ms. Apodização com uma linha exponencial equivalente a 0,8 Hz foi 

aplicada aos FIDs. Deslocamentos químicos para todas as amostras foram referenciados ao 

TPS (ácido 3-(trimetilsilil) propiônico-2,2,3,3-d4) a 0,00 ppm. 

 

5.12 Gravação e análise dos vídeos 

 

Todos os testes comportamentais foram gravados utilizando uma câmera digital. Após 

a renomeação dos vídeos, esses foram analisados por cegamento ou de forma que o grupo de 

tratamento não possa ser identificado antes da conclusão da análise. Os dados foram então 

tabulados para análises estatísticas. 

 

5.13 Análise estatística 

 

A normalidade de distribuição dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os 

resultados que obedeceram a uma distribuição paramétrica foram representados como médias 

± erro padrão da média (e.p.m.) e submetidos ao teste “t” de Student não-pareado ou a uma 

Análise de Variância (ANOVA) one-way ou two-way, seguido pelo teste post hoc de Tukey, 

conforme indicado. Um valor p<0,05 foi considerado para indicar significância estatística. 

Para os resultados que não obedeceram a uma distribuição paramétrica foram expressos como 

mediana (mínimo-máximo) e avaliado por Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de 

Dunn. Os dados numéricos foram aplicados no programa GraphPad Prism 9.0 versão gratuita 

(GraphPad Software Incorporated, San Diego, USA). 

O processamento dos espectros foi realizado usando o software TopSpin 4.1.1 

(Bruker). Os espectros de RMN referenciados, correção de linha de base, correção de fase e 

alinhamento, o pico de água em 5,07–4,60 ppm foi removido, normalizado pela área total do 

espectro e, finalmente, o espectro foi obtido por binning com uma faixa de 0–9 ppm e com 

bins de 0,025 ppm. A análise estatística foi realizada usando o MetaboAnalyst 6.0, os dados 

obtidos do espectro de binning foram submetidos à normalização por área e o PCA (Análise 

de Componentes Principais) foi obtido com validação cruzada. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 Estudo da toxicidade in silico 

 

De acordo com a regra de Lipinski, um composto é considerado provável de possuir 

boa absorção oral se atender a certos critérios, como um peso molecular abaixo de 500 Da, 

um log P (coeficiente de partição octanol-água) não superior a 5, um número de doadores de 

ligações de hidrogênio não superior a 5 e um número de aceitadores de ligações de hidrogênio 

não superior a 10. O o-eugenol atendeu a esses critérios (Tabela 1).  

 

Tabela 1- Parâmetros de Lipinski do o-eugenol. 

Peso Molecular 

g/mol 
LogP 

Número de Aceptores 

de Hidrogênio 

Número de Doadores 

de Hidrogênio 

164,20 2,12 2 1 

Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

Quanto a permeabilidade em células Caco-2, o o-eugenol apresentou valores superiores 

a 0,90, com permeabilidade considerável. Apresentou uma taxa de absorção de 94%, além de 

um valor de log Kp evidenciado por valores próximos ao considerado alto (log Kp > -2,5) que 

sugere um considerável potencial para administração transdérmica (Pires et al., 2015). Também 

não demonstrou ser potencial substratos de glicoproteínas (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Parâmetros Farmacocinéticos – Absorção. 

Absorção o-Eugenol 

Permeabilidade em Caco-2 (log Papp em 10-8 cm/s) 1,342 

Absorção Intestinal (%)  93,773 

Permeabilidade Cutânea (log Kp) -2,735 

Substrato de Glicoproteína P No 

Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

No modelo de previsão baseado no ovo cozido, ou "boiled-eggs", observa-se que a mo-

lécula demonstrou uma absorção intestinal satisfatória, além de atingir o Sistema Nervoso 

Central (SNC) pela capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica (Figura 12).  
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Figura 12 - Modelo preditivo boiled-eggs para o o-eugenol. 

 

Fonte: Dados da pesquisa obtidos pela Plataforma SwissADME (2024).  

Legenda: BBB: barreira hematoencefálica, HIA: absorção gastrointestinal, PGP (+) substrato da glicoproteí-

na PGP (-) não substrato da glicoproteína P. WlogP e TPSA: área de superfície polar topográfica. 

(Daina et al., 2017: Daina & Zoete, 2016). 

 

Quanto a distribuição, os achados revelam que o o-eugenol demonstra um considerá-

vel volume de distribuição no estado estacionário (VDss), evidenciado por valores próximos 

ao considerado alto (log L/kg > 0,45), juntamente com uma significativa capacidade de per-

meação no cérebro (Log BB > 0,3) e significativa capacidade de permeação no cérebro, já que 

compostos com log PS > -2 tem alta penetração no cérebro (Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Parâmetros Farmacocinéticos – Distribuição. 

Distribuição o-Eugenol 

VDss (log L/kg) 0,404 

Permeabilidade Barreira Hematoencefálica (log BB) 0,435 

Permeabilidade Sistema Nervoso Central (log PS) -2,035 

Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

Na Tabela 4, evidencia que o o-Eugenol não é substrato de nenhuma das isoformas, 

exceto, a CYP1A2, atuando como inibidor enzimático. 
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Tabela 4 - Parâmetros Farmacocinéticos – Metabolismo. 

Metabolismo o-Eugenol 

CYP2D6 (Substrato) Não 

CYP3A4 (Substrato) Não 

CYP1A2 (Inibidor) Sim 

CYP2C19 (Inibidor) Não 

CYP2C9 (Inibidor) Não 

CYP2D6 (Inibidor) Não 

CYP3A4 (Inibidor) Não 

Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

Por fim, os resultados obtidos (Tabela 5) demonstram a ausência de toxicidade no mo-

delo AMES, bem como a falta de inibição nos canais Herg. Também sugere não haver possí-

vel toxicidade sistêmica e mostrou-se preditivamente como potencial sensibilizante da pele. 

 

Tabela 5 - Modelos preditivos in silico de potenciais respos-

tas tóxicas do o-eugenol. 

Toxicidade o-Eugenol 

AMES Toxicidade Não 

hERG 1 Inibidor Não 

hERG 2 inibidor Não 

Hepatotoxicidade Não 

Sensibilização da pele Sim 

Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

6.2 Estudo da toxicidade aguda 

 

6.2.1 Estimativa da Dose Letal 

 

O o-Eugenol por via oral na dose de 300 mg/kg (n= 6) não promoveu a mortalidade 

dos camundongos no período de 14 dias de observações, obtendo o mesmo resultado após 

repetição com a mesma dose, utilizando o total de 6 animais. Um teste foi feito com a dose de 

2.000 mg/kg (n= 3) e promoveu a morte de 2 animais (Tabela 6). De acordo com os resulta-

dos, a estimativa da DL50 é de 1.000 mg/kg, classificada como categoria 4 do Sistema Glo-

balmente Harmonizado (300 < Categoria 4 ≤ 2000 mg/kg), segundo os critérios do protocolo 

experimental (OECD, 2001). 
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Tabela 6 – Percentual de mortes em 14 dias em diferentes 

doses do orto-eugenol. 

Doses do o-eugenol (mg/kg) % de mortes em 14 dias 

2000 66,67 

300 0,00 

Fonte: Dados da pesquisa (2024). 

 

6.2.2 Efeitos na triagem farmacológica comportamental do o-eugenol 

 

Os resultados obtidos a partir da triagem farmacológica comportamental do o-eugenol 

na dose de 300 mg/kg (n=6) e 2.000 mg/kg (n=3) por via oral estão apresentados nas Tabelas 

7 e 8.  

Diferentes comportamentos em relação ao controle foram observados com a utilização 

das doses do o-Eugenol. Com a administração de 300 mg/kg (Tabela 7), os animais apresenta-

ram ambulação diminuída durante as 4h iniciais de observação. Outras alterações comporta-

mentais, durante as primeiras 2h de observação, foram a presença de analgesia, perda do re-

flexo auricular, perda do reflexo corneal, ptose palpebral e a resposta ao toque diminuída. 

Vale ressaltar, que esses sintomas estiveram presentes, mas foi de forma discreta nesta dose. 

 

Tabela 7 – Efeitos observados do o-eugenol de dose 300 mg/kg na triagem farmacológica comportamental / 

efeito presente (+), efeito intenso (++), efeito diminuído (-), sem efeito (0). 

Atividade farmacológica do  

o-eugenol 300 mg/kg via oral 

Tempo em observação  

Até 30 min 1h 2h 3h 4h 

Ambulação diminuída + + + + + 

Analgesia + + 0 0 0 

Perda do reflexo auricular + + 0 0 0 

Perda do reflexo corneal + + 0 0 0 

Ptose palpebral + + 0 0 0 

Resposta ao toque diminuída + + + 0 0 

 

Já com a administração de 2.000 mg/kg (Tabela 8), foi observado maior quantidade de 

alterações comportamentais no animal que sobreviveu ao uso dessa dose e boa parte dessas 

alterações apresentaram-se de forma intensa. Entre os efeitos apresentados, estão analgesia, 

resposta ao toque diminuída, perda do reflexo corneal, perda do reflexo auricular, ambulação 

diminuída e abdução das patas do trem posterior. O animal sobrevivente permaneceu com as 

alterações comportamentais presentes em 2h até às 4h iniciais de observação após a substân-

cia ser administrada e, posteriormente, foi melhorando de forma gradativa e com 24h estava 

aparentemente sem alterações. 
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Tabela 8 – Efeitos observados do orto-eugenol de dose 2.000 mg/kg na tria-

gem farmacológica comportamental / efeito presente (+), efeito 

intenso (++), efeito diminuído (-), sem efeito (0). 

Atividade farmacológica do o-eugenol 

2.000 mg/kg via oral 

Tempo em observação 

Até 30 min 1h 

Tremores ++ + 

Hipnose + + 

Ptose palpebral + + 

Sedação + + 

Anestesia + + 

Ataxia + + 

Reflexo do endireitamento diminuído + + 

Analgesia ++ ++ 

Resposta ao toque diminuída + + 

Perda do reflexo corneal ++ ++ 

Perda do reflexo auricular ++ ++ 

Ambulação diminuída ++ ++ 

Contorções abdominais ++ + 

Abdução das patas do trem posterior ++ ++ 

Constipação ++ ++ 

Respiração forçada ++ ++ 

Força para agarrar - - 

Morte 0 0 

Nota: No tempo de observação de 2h, ocorreu a morte de 2/3 dos 

animais, não permitindo a observação dos demais efeitos. 

 

De acordo com os efeitos comportamentais observados na triagem farmacológica, 

provavelmente, a substância apresenta efeito depressor do sistema nervoso central nas doses 

de 300 e 2.000 mg/kg. Logo, houve o seguimento para testes que nos permitiu avaliar a ativi-

dade antidepressiva em doses menores. 

 

6.2.3 Consumo de água, ração e avaliação ponderal 

 

Os resultados da Tabela 9 demonstram que não houve diferença significativa no con-

sumo de água e ração diários dos camundongos nos grupos avaliados durante os 14 dias de 

experimento. 

 

Tabela 9 – Consumo de água e ração de camundongos, fêmeas, tratadas com o-eugenol na 

dose de 300 mg/kg durante os 14 dias do ensaio de toxicidade aguda. 

Parâmetros Controle o-Eugenol 300 mg/kg 

Consumo de água (ml) 65,46±3,74 65,28±3,77 

Consumo de ração (g) 33,21±0,52 35,15±0,78 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m) do consumo 

diário de água ou ração dos animais, durante 14 dias por grupo (n = 6). Teste “t” de 

Student não-pareado. Considerado como significativo p<0,05. 
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Na utilização da dose de 2.000 mg/kg de o-Eugenol, o animal sobrevivente teve baixo 

consumo de água e ração nos primeiros dias, sendo posteriormente aumentado no decorrer 

dos 14 dias. O consumo de água variou de 6 a 16 ml e o consumo de ração variou de 2,73 a 

6,93 g, ambos durante todo o período. 

Em relação ao ganho de massa corpórea, não houve diferença significativa entre os 

grupos controle (1,07  0,11; 2,32  0,26) e o-Eugenol na dose de 300 mg/kg (1,17  0,15; 

2,35  0,33) por via oral após 7 e 14 dias, respectivamente (Figura 13). Enquanto, o animal 

sobrevivente na dose de 2.000 mg/kg de o-Eugenol, teve uma redução de 0,7 g do peso inicial 

em 7 dias e um aumento de 2,8 g do peso inicial em 14 dias. 

 

Figura 13 – Ganho de peso de camundongos, fêmeas, tratadas com a dose de 300 mg/kg de o-eugenol e do 

controle, após 7 e 14 dias do início do ensaio de toxicidade aguda. 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6). Teste “t” de Student não-

pareado. Considerado como significativo p<0,05. 

 

6.2.4 Exame anatomopatológico 

 

Na avaliação da análise morfológica macroscópica não houve alteração em nenhum 

dos órgãos avaliados. Na avaliação histopatológica, não foram observadas alterações morfo-

lógicas, inflamatórias ou degenerativas nos tecidos examinados dos órgãos estudados dos ca-

mundongos tratados com as doses de 300 mg/kg e 2.000 mg/kg em relação ao controle. 

Os cortes histológicos foram analisados pela coloração hematoxilina-eosina em mi-

croscópio óptico. Na Figura 14 pode-se evidenciar cortes histológicos dos órgãos avaliados de 

cada grupo, na qual não houve alterações significativas nos parâmetros estudados. 
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Figura 14 – Fotomicrografias do rim, fígado e pulmão dos grupos experimentais do estudo de toxicidade 

aguda do o-eugenol. 

 

Nota: Coloração hematoxilina-eosina. Aumento: 100X. Sem alterações histopatológicas significativas. 
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6.3 Ensaios toxicológico não-clínico de doses repetidas 

 

6.3.1 Consumo de água, ração e avaliação ponderal 

 

Os resultados da Tabela 10 mostram que não houve diferença significativa no consu-

mo total de água e ração semanais dos camundongos (fêmeas) dos grupos (n = 6) avaliados 

durante os 28 dias de experimento do ensaio de toxicidade em doses repetidas. Também não 

foram observados sinais tóxicos ou alterações comportamentais durante os dias de tratamento 

nos camundongos no decorrer do ensaio. 

 

Tabela 10 – Consumo de água e ração semanais de grupos de camundongos, fê-

meas, tratadas com o-eugenol em doses repetidas de 100 mg/kg du-

rante os 28 dias do ensaio de toxicidade de doses repetidas. 

Parâmetros Controle o-Eugenol 300 mg/kg 

Consumo de água (ml) 353,3±11,81 326,3±10,68 

Consumo de ração (g) 224,3±5,04 216,7±4,00 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6). 

Teste “t” de Student não-pareado. Considerado como significativo p < 0,05. 

 

A interação entre tempo e tratamento não apresentou diferença significativa entre os 

grupos controle e tratados com o o-eugenol 100 mg/kg. Ambos os grupos aumentaram seu 

peso, mas em magnitude semelhante, sem diferenças significativas entre os tratamentos (Figu-

ra 15). 

 

Figura 15 – Evolução ponderal dos camundongos tratados com o-Eugenol 100 

mg/kg e do grupo controle. 

 
Nota: Os valores expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6). ANO-

VA two way seguido de Tukey. Considerado como significativo p < 0,05. 
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6.3.2 Avaliação comportamental 

 

6.3.2.1 Teste do Rota-rod 

 

O tratamento com doses repetidas do o-eugenol 100 mg/kg (300,0 ± 0,0) não alterou o 

tempo de permanência sobre a barra giratória em 60 min. após a administração da última dose 

do o-eugenol quando comparado ao controle (298,8 ± 1,2) (Figura 16). 

 

Figura 16 – Efeito da administração repetida do o-eugenol por 28 dias na coordena-

ção motora pelo Teste do Rota-rod em 60 min. após sua administração. 

 
Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6). Teste “t” 

de Student não-pareado. Considerado como significativo p < 0,05.  

 

6.3.2.2 Campo aberto 

 

No teste do Campo Aberto, o grupo tratado com o-eugenol 100 mg/kg não apresentou 

diferença significativa no número de cruzamentos (40,8 ± 3,7 vs. 35,5 ± 3,3; Figura 17a), rea-

ring (12,6 ± 1,9 vs. 12,0 ± 1,1; Figura 17b) ou grooming (1,8 ± 0,3 vs. 2,0 ± 0,3; Figura 17c) 

em relação ao controle. 

 

Figura 17 – Efeito da administração repetida do o-eugenol por 28 dias no número de cruzamentos (a), rea-

ring (b) e grooming (c) no Teste do Campo Aberto 60 min. após sua administração. 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6). Teste “t” de Student não-

pareado. Considerado como significativo p < 0,05. 
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6.3.3 Avaliação laboratorial do sangue 

 

6.3.3.1 Parâmetros hematológicos 

 

A Tabela 11 apresenta resultados da avaliação dos parâmetros hematológicos das fê-

meas após 28 dias de tratamento com o-eugenol. No grupo tratado com o-eugenol houve uma 

diminuição significativa da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) em relação ao controle. 

Demais parâmetros avaliados não tiveram alterações significativas. 

 

Tabela 11 – Parâmetros hematológicos obtidos do sangue de camundongos Swiss, 

fêmeas, tratadas com o-eugenol 100 mg/kg durante os 28 dias consecu-

tivos. 

Parâmetros Controle o-Eugenol 100 mg/kg 

Hemácias (106 /mm3) 7,94 ± 0,37 8,324 ± 0,17 

Hemoglobina (g/dl) 13,93 ± 0,47 13,96 ± 0,62 

Hematócrito (%) 43,42 ± 2,48 45,22 ± 1,18 

VCM (fl) 54,78 ± 0,63 54,38 ± 0,89 

HCM (pg) 17,43 ± 0,26 16,72 ± 0,45** 

CHCM (%) 32,10 ± 0,98 30,82 ± 0,93 

Leucócitos (103 /mm3) 5,167 ± 2,25 5,067 ± 1,38 

Neutrófilos (%) 18,67 ± 3,50 18,83 ± 1,94 

Linfócitos (%) 78,83 ± 3,76 79,33 ± 2,07 

Monócitos (%) 2,50 ± 0,55 1,83 ± 0,75 

Plaquetas (103 /mm3) 1031 ± 154,40 1101 ± 103,00 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6). 

Teste “t” de Student não-pareado. **p < 0,01 versus o controle. 

 

6.3.3.2 Parâmetros bioquímicos 

 

Os resultados dos parâmetros bioquímicos obtidos estão contidos na Tabela 12. Não 

foi verificado alteração da maioria dos parâmetros bioquímicos avaliados dos camundongos 

tratados com o-eugenol 100 mg/kg durante os 28 dias consecutivos. No entanto, foi verificada 

uma redução significativa de ALT do grupo tratado com o-eugenol 100 mg/kg em relação ao 

grupo controle, além de um aumento significativo do triglicerídeos entre esses grupos. Os 

resultados obtidos para os parâmetros uréia, creatinina, AST, fosfatase alcalina, colesterol, 

ácido úrico, proteínas totais, albumina, magnésio, sódio e potássio não tiveram diferenças 

significativas entre os grupos. 
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Tabela 12 – Parâmetros bioquímicos obtidos de soro de camundongos Swiss, 

fêmeas, tratadas com o-eugenol 100 mg/kg durante os 28 dias conse-

cutivos. 

Parâmetros Controle o-Eugenol 100 mg/kg 

Uréia (mg/dl) 40,88 ± 2,13 40,43 ± 3,71 

Creatinina (mg/dl) 0,51 ± 0,08 0,31 ± 0,04 

ALT (U/l) 55,33 ± 3,07 45,67 ± 2,55* 

AST (U/l) 91,40 ± 6,73 78,00 ± 7,50 

Fosfatase alcalina (U/l) 161,2 ± 11,99 146,3 ± 4,99 

Colesterol (mg/dl) 115,0 ± 6,16 110,5 ± 3,98 

Trigicerídeos (mg/dl) 132,1 ± 11,01 176,7 ±7,92** 

Ácido úrico (mg/dl) 2,6 ± 0,52 2,58 ± 0,55 

Proteínas totais (g/dl) 4,65 ± 0,14 4,50 ± 0,23 

Albumina (g/dl) 2,63 ± 0,09 2,42 ± 0,08 

Magnésio (mg/dl) 3,12 ± 0,15 2,75 ± 0,11 

Sódio (mmol/l) 149,2 ± 0,78 149,1 ± 1,65 

Potássio (mmol/l) 4,91 ± 0,13 4,75 ± 0,12 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6). 

Teste “t” de Student não-pareado. *p < 0,05, **p < 0,01 versus o controle. 

 

6.3.4 Exame anatomopatológico 

 

Na análise morfológica macroscópica não houve alteração em nenhum dos órgãos ava-

liados. Os órgãos do grupo pertencente ao tratamento com o o-eugenol também não apresen-

taram alterações microscópicas significativas em relação ao controle, como mudanças morfo-

lógicas, inflamatórias ou degenerativas nos tecidos examinados.  

Na Figura 18 pode-se evidenciar cortes histológicos dos órgãos avaliados de cada gru-

po, analisados pela coloração hematoxilina-eosina em microscópio óptico, na qual não houve 

alterações nos parâmetros estudados. 
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Figura 18 – Fotomicrografias de órgãos avaliados dos grupos experimentais do 

estudo de toxicidade subaguda do o-eugenol. 

 

Nota: Coloração hematoxilina-eosina. Aumento: 200X. Sem alterações histopato-

lógicas significativas. 
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6.4 Análise farmacológica e comportamental do o-eugenol  

 

6.4.1 Indução de depressão experimental por administração repetida de dexametasona em 

camundongos fêmeas 

 

No Teste do Nado Forçado, Figura 19a, o tratamento com a dexametasona por 8 dias 

(70,25 ± 4,48, p = 0,0014) diminuiu de forma significativa a latência para imobilidade dos 

camundongos em relação ao seu controle (108,40 ± 8,55) e aumentou significativamente 

(143,40 ± 18,37, p = 0,0190) o tempo de imobilidade dos camundongos em relação ao seu 

controle (88,38 ± 9,61). Quanto ao Teste de Suspensão da Cauda, comportamento parecido foi 

obtido (Figura 20a). O tratamento dos camundongos com a dexametasona por 8 dias (53,50 ± 

5,17, p = 0,0004) diminuiu significativamente a latência para imobilidade em relação ao seu 

controle (101,9 ± 9,16) e aumentou significativamente (83,00 ± 3,93, p = 0,0001) o tempo de 

imobilidade dos camundongos em relação ao seu controle (48,25 ± 3,22). 

O tratamento com dexametasona durante 15 dias (56,25 ± 4,21, p = 0,0070), no Teste 

do Nado Forçado (Figura 19b) diminuiu de forma significativa a latência para imobilidade dos 

camundongos em relação ao controle (77,13 ± 5,09) e aumentou significativamente (158,40 ± 

7,02, p < 0,0001) o tempo de imobilidade dos camundongos em relação ao seu controle 

(105,0 ± 6,04).  

 

Figura 19 – Efeito da administração repetida com dexametasona (32 µg/kg, s.c.) por 8 e 15 dias na (a) latên-

cia para imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste do Nado Forçado (TNF).  

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). Teste “t” de Student não-

pareado. Valores significativos: *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001 versus o controle correspon-

dente. 
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De forma semelhante, no Teste de Suspensão da Cauda (Figura 20b), o tratamento dos 

camundongos com a dexametasona por 15 dias (30,13 ± 2,65, p = 0,0070) diminuiu significa-

tivamente a latência para imobilidade em relação ao controle (44,38 ± 3,66) e aumentou signi-

ficativamente (113,8 ± 5,79, p = 0,0003) o tempo de imobilidade em relação ao seu controle 

(76,63 ± 4,99). 

 

Figura 20 – Efeito da administração repetida com dexametasona (32 µg/kg, s.c.) por 8 e 15 dias na (a) la-

tência para imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste da Suspensão da Cauda (TSC). 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). Teste “t” de Student não-

pareado. Valores significativos: **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 versus o controle corres-

pondente. 

 

6.4.2 Efeito do o-eugenol no Teste do Nado Forçado (TNF) 

 

Como mostrado na Figura 21a, o tratamento com a dexametasona (56,25 ± 4,2, p = 

0,0488) causou uma redução significativa do tempo de latência em relação ao grupo controle 

(77,38 ± 5,00). O tratamento com imipramina (94,25 ± 6,45, p < 0,0001), antidepressivo co-

nhecido, e o-eugenol nas doses de 25 (86,00 ± 2,62, p = 0,0017), 50 (78,13 ± 3,16, p = 

0,0376) e 100 (90,25 ± 6,92, p = 0,0003) mg/kg aumentaram significativamente o tempo em 

relação ao grupo tratado com apenas dexametasona. Não foram observadas diferenças signifi-

cativas entre as doses de o-eugenol, bem como entre os grupos de o-eugenol, a imipramina e 

controle. 
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Figura 21 – Efeito de diferentes doses de o-eugenol em modelo de depressão induzida 

por doses repetidas de dexametasona (32 µg/kg, s.c.) na (a) latência para 

imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste do Nado Forçado (TNF). 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA 

one way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: *p < 0,05, ****p < 

0,0001** versus o controle; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ####p < 0,0001 

versus ao grupo da dexametasona.  

 

No tempo de imobilidade do Teste do Nado Forçado, mostrado na Figura 21b, a de-

xametasona (158,4 ± 7,02, p < 0,0001) aumentou significativamente o tempo em relação ao 

grupo controle (105,0 ± 6,04). Já a imipramina 15 mg/kg (84,25 ± 5,78, p < 0,0001) e o-

eugenol nas doses de 25 (80,38 ± 5,69, p < 0,0001), 50 (106,9 ± 2,16, p < 0,0001) e 100 

(95,25 ± 10,74, p < 0,0001) mg/kg reduziram significativamente o tempo de imobilidade 

quando comparado ao grupo tratado apenas com dexametasona. Não foram encontradas dife-

renças significativas entre a imipramina, o controle e as diferentes doses de o-eugenol. 

 

6.4.3 Efeito do o-eugenol no Teste de Suspensão da Cauda (TSC) 

 

Na latência para a imobilidade no Teste de Suspensão da Cauda (Figura 22a), a dexa-

metasona (29,6 ± 2,4, p = 0,0180) diminuiu significativamente o tempo de latência em relação 
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ao grupo controle (53,8 ± 2,6), enquanto que, a imipramina (54,8 ± 4,1, p = 0,0123) e o-

eugenol nas doses de 25 (55,2 ± 3,7, p = 0,0107), 50 (52,1 ± 4,5, p = 0,0339) e 100 (67,1 ± 

9,4, p < 0,0001) mg/kg aumentaram de forma significativa em comparação ao grupo tratado 

apenas com dexametasona. Diferenças significativas não foram observadas entre as doses de 

o-eugenol, a imipramina e o controle. 

O efeito no tempo de imobilidade no Teste de Suspensão da Cauda é apresentado na 

Figura 22b. O tratamento com a dexametasona (113,8 ± 5,7, p = 0,0040) causou um aumento 

significativo do tempo de imobilidade dos camundongos em relação ao grupo controle (76,6 ± 

4,9). A imipramina 15 mg/kg (65,3 ± 8,8, p = 0,0001), e o-eugenol nas doses de 25 (74,7 ± 

8,9, p = 0,0022), 50 (80,3 ± 6,6, p = 0,0123) e 100 (77,8 ± 2,6, p = 0,0059) mg/kg diminuíram 

significativamente o tempo de imobilidade em comparação ao grupo da dexametasona. Não 

foram observadas diferenças significativas entre as diferentes doses de o-eugenol, a imipra-

mina e o controle. 

 

Figura 22 – Efeito de diferentes doses de o-eugenol em modelo de depressão induzida por 

doses repetidas de dexametasona (32 µg/kg, s.c.) na (a) latência para imobili-

dade e (b) tempo de imobilidade no Teste da Suspensão da Cauda (TSC). 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA one 

way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: *p < 0,05, **p < 0,01 ver-

sus o controle; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ####p < 0,0001 versus ao gru-

po da dexametasona. 
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6.4.4 Efeito do o-eugenol no Teste de Preferência por Sacarose (TPS) 

 

No Teste de Preferência por Sacarose (Figura 23), a administração repetida dexameta-

sona (45,5 ± 2,5, p = 0,0063) diminuiu significativamente a preferência por sacarose dos ca-

mundongos em relação ao grupo controle (83,0 ± 6,0), enquanto que, a imipramina (70,5 ± 

5,5, p = 0,0432) e o-eugenol nas doses de 25 (71,0 ± 5,0, p = 0,0396), 50 (76,0 ± 3,0, p = 

0,0175) e 100 (79 ± 2,0, p = 0,0111) mg/kg aumentaram de forma significativa essa preferên-

cia em comparação a dexametasona. Não foram encontradas diferenças significativas entre as 

doses de o-eugenol, como também, entre os grupos de o-eugenol, a imipramina e o controle. 

 

Figura 23 – Efeito de diferentes doses de o-eugenol em modelo de depressão induzida 

por doses repetidas de dexametasona (32 µg/kg, s.c.) no Teste de Preferên-

cia por Sacarose (TPS). 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA 

one way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: **p < 0,01 versus o 

controle; #p < 0,05 versus ao grupo da dexametasona. 

 

6.4.5 Efeito do o-eugenol no Teste do Rota-rod 

 

Quanto a avaliação da atividade motora com a utilização do Teste Rota-rod aos 7 dias 

de tratamento com a dexametasona, não foram encontradas diferenças significativas em rela-

ção aos grupos de dexametasona (300,00 ± 0,00; 297,4 ± 2,62; 300,00 ± 0,00; 298,5 ± 1,50) e 

ao controle (296,4 ± 2,52) após 60 min. da administração de dexametasona (Figura 24).  
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Figura 24 – Efeito da administração repetida com dexametasona (32 µg/kg, 

s.c.) por 7 dias, em 4 grupos, na coordenação motora pelo Tes-

te do Rota-rod em 60 min. após sua administração. 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). 

ANOVA one way seguido pelo Teste de Tukey. Considerado como 

significativo p < 0,05.  

 

O tratamento com o-eugenol nas doses de 25 (300,00 ± 0,00), 50 (299,10 ± 0,87) e 100 

(300,0 ± 0,00) mg/kg não alterou o tempo de permanência sobre a barra giratória em 60 min. 

após tratamento com o-eugenol quando comparado ao controle (298,80 ± 1,25) e ao grupo da 

dexametasona (300 ± 0,00) (Figura 25). 

 

Figura 25 – Efeito de diferentes doses de o-eugenol em modelo de depres-

são induzida por doses repetidas de dexametasona (32 µg/kg, 

s.c.) no Teste do Rota-rod em 60 min. após sua administra-

ção. 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). 

ANOVA one way seguido pelo Teste de Tukey. Considerado como 

significativo p < 0,05. 
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6.5 Teste de limite de convulsões induzidas por pentilenotetrazol 

 

O efeito do o-eugenol na latência para a primeira convulsão tônico-clônica é mostrado 

na Figura 26. A associação de pentilenotetrazol 35 mg/kg com as doses de o-eugenol 25 

mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg (1800 (1800-1800)), assim como o grupo da dose subconvulsivan-

te de pentilenotetrazol 35 mg/kg (1800 (1800-1800)), aumentaram significativamente a latên-

cia para a primeira convulsão tônico-clônica (p < 0,0001) em comparação com o grupo PTZ 

70 mg/kg (85,25 (58,00-143,0)), não tendo ocorrência de convulsão durante todo o período de 

observação. Enquanto que, a associação de pentilenotetrazol 35 mg/kg com a imipramina 

30mg/kg (269,4 (182,0-353,0), p=0,0303), a latência para a primeira crise foi reduzida quando 

comparado aos grupos que não apresentaram convulsões tônico-clônicas. 

 

Figura 26 – Efeito do o-eugenol em diferentes doses no teste de limite de convulsões 

induzidas por petilenotetrazol. 

 

Nota: Tempo total de observação de 1.800 s. No boxplot, a linha do meio da caixa aborda 

a mediana, a caixa aborda o intervalo interquartil e o bigode aborda os valores má-

ximos e mínimos (n=8). Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para análise 

post hoc. Valores significativos: ****p < 0,0001 versus o controle; +p < 0,05 versus 

ao grupo tratado com imipramina mais PTZ (35 mg/kg). PTZ = Petilenotetrazol. 

 

6.6 Sinergismo do o-eugenol com a imipramina 

 

Na Figura 27 é visto o efeito de doses subefetivas e eficazes de imipramina e o-

eugenol bem como a co-administração das substâncias em doses subativas na latência (Figura 

27a) e tempo de imobilidade (Figura 27b) no nado forçado. A co-administração de imiprami-

na 5 mg/kg + o-eugenol 25 mg/kg (101,6 ± 6,35) aumentou o tempo de latência para a imobi-
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lidade em relação ao tratamento isolado da dose subefetiva de imipramina 5 mg/kg (72,50 ± 

4,23, p = 0,0025) e do o-eugenol 25 mg/kg (74,50 ± 5,26, p = 0,0057), como também em rela-

ção a dose efetiva de imipramina 15 mg/kg (79,13 ± 4,77, p = 0,0330) e ao grupo tratado ape-

nas com dexametasona (53,38 ± 2,17, p< 0,0001). A imipramina 15 mg/kg (79,13 ± 4,77, p = 

0,0099) aumentou o tempo de latência em relação ao grupo da dexametasona (53,38 ± 2,17), 

enquanto, a dexametasona diminuiu a latência em relação ao controle (84,25 ± 6,27, p = 

0,0012). 

 

Figura 27 – Efeito da dexametasona (64 µg/kg, s.c.), imipramina (5 e 15 mg/kg), o-

eugenol (25 mg/kg) e imipramina (5 mg/kg) + o-eugenol (25 mg/kg) na (a) 

latência para imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste do Nado 

Forçado (TNF). 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA one 

way seguido pelo Teste Tukey. Valores significativos: **p < 0,01, ***p < 0,001, 

****p < 0,0001 versus o controle; ##p < 0,01, ####p < 0,0001 versus ao grupo de-

xametasona; +p < 0,05, ++p < 0,01, +++p < 0,001 versus ao grupo da co-

administração de imipramina e o-eugenol; p < 0,01, p < 0,001 versus o grupo imi-

pramina 15 mg/kg. 
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Quanto ao tempo de imobilidade do nado forçado, a co-administração de imipramina 5 

mg/kg + o-eugenol 25 mg/kg (136,5 ± 5,48) diminuiu o tempo em relação ao tratamento iso-

lado da imipramina 5 mg/kg (171,8 ± 3,68, p = 0,0004) e do o-eugenol 25 mg/kg (173,0 ± 

4,99, p = 0,0002), como também em relação ao grupo tratado apenas com dexametasona 

(194,0 ± 5,05, p<0,0001) e não apresentou diferença significativa em relação a imipramina 15 

mg/kg e ao controle. A dexametasona (194,0 ± 5,05, p<0,0001) aumentou o tempo em relação 

ao controle (137,4± 5,29) e em relação a imipramina 15 mg/kg (139,9 ± 6,83, p<0,0001). 

Além da diferença significativa com a co-administração de imipramina e o-eugenol, o grupo 

com a imipramina 5 mg/kg e com o-eugenol 25 mg/kg apresentaram aumento do tempo em 

relação ao controle (p = 0,0005, p = 0,0003, respectivamente) e a imipramina 15 mg/kg (p = 

0,0015, p = 0,0009, respectivamente). 

 

6.7 Ensaios neuroquímicos 

 

6.7.1 Determinação de parâmetros de estresse oxidativo 

 

Os níveis de TBARS, um índice de peroxidação lipídica, no hipocampo, expresso em 

mg de MDA/g, são mostrados na Figura 28a. Os resultados indicam níveis aumentados de 

MDA no grupo tratado apenas com a dexametasona (46,5 ± 1,9, p = 0,0042) em relação ao 

grupo controle (37,4 ± 1,5, p = 0,0001). Os grupos tratados com a imipramina 15 mg/kg (34,5 

± 2,1, p = 0,0001), e o-eugenol nas doses de 25 (30,9 ± 1,5, p < 0,0001), 50 (31,0 ± 1,2, p < 

0,0001) e 100 (29,3 ± 0,7, p < 0,0001) mg/kg diminuíram a concentração de MDA em compa-

ração ao grupo da dexametasona. Os grupos tratados com o-eugenol 50 mg/kg (p = 0,0479) e 

100 mg/kg (p = 0,0113) também apresentaram diferenças significativas em relação ao contro-

le, diminuindo a concentração de MDA. 

A Figura 28b mostra os níveis de GSH, um antioxidante endógeno, no córtex pré-

frontal dos camundongos. O o-eugenol 50 mg/kg (69,0 ± 11,7), aumentou de forma significa-

tiva o nível de GSH em relação ao grupo controle (44,4 ± 2,9, p = 0,0425) e grupo da dexa-

metasona (41,4 ± 1,8, p = 0,0174). Não houve diferença significativa observada entre o grupo 

da dexametasona e o grupo controle, como também das outras doses de o-eugenol e imipra-

mina em relação ao controle e a dexametasona. 
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Figura 28 – Efeito de diferentes doses de o-eugenol nos parâmetros relacionados ao estresse 

oxidativo em modelo de depressão induzida por doses repetidas de dexameta-

sona (32 µg/kg, s.c.): (a) Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS) expresso como mg de malondialdeído (MDA)/g de tecido; (b) Gluta-

tiona Reduzida (GSH) expresso em μg/g de amostra. 

 

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6-8). ANOVA one 

way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: *p < 0,05, **p < 0,01 versus 

o controle; #p < 0,05; ###p < 0,001, ####p < 0,0001 versus ao grupo da dexametasona.  

 

6.7.2 Determinação dos níveis de IL-1β 

 

Foram medidos os níveis de IL-1β no soro de camundongos (Figura 29). O o-eugenol 

50 mg/kg (3,36 ± 0,15), diminuiu de forma significativa o nível de IL-1β em relação ao grupo 

controle (4,75 ± 0,35, p = 0,0347) e grupo da dexametasona (4,76 ± 0,58, p = 0,0326). Não 

houve diferença significativa observada entre o grupo da dexametasona e o grupo controle, 

como também das doses de 25 mg/kg (3,66 ± 0,30) e 100 mg/kg (3,50 ± 0,21) de o-eugenol 

em relação ao controle e a dexametasona. 
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Figura 29 – Efeito de diferentes doses de o-eugenol na concentração de IL-

1β no soro de camundongos em modelo de depressão induzida 

por doses repetidas de dexametasona (32 µg/kg, s.c.). 

  

Nota: Cada coluna representa média ± erro padrão da média (e.p.m) (n = 6-7). 

ANOVA one way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: 

*p < 0,05 versus o controle; #p < 0,05 versus ao grupo da dexametaso-

na.  

 

6.7.3 Metabolômica por ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H 

 

O PCA foi utilizado para analisar as diferenças nos perfis químicos no hipocampo dos 

grupos de animais. De acordo com Figura 30 não houve diferenças importantes entre os gru-

pos pela análise do PCA. Os gráficos de pontuação do PCA não mostraram tendência de sepa-

ração entre os grupos. 
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Figura 30 – Gráficos de pontuação de PCA obtidos dos dados de espectros de RMN de 1H das amostras 

de hipocampo de camundongos que tiveram administração em doses repetidas de dexame-

tasona (32µg/kg) e/ou tratamento com imipramina e doses diferentes de o-eugenol. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Estudos com constituintes de óleos essenciais vêm sendo realizados por apresentarem 

propriedades psicofarmacológicas. Os fenilpropanóides, metabólitos secundários das plantas, 

são constituintes importantes dos óleos essenciais. Dentre eles, o eugenol e análogos exibiram 

atividade antidepressiva (Do Amaral et al., 2013; Irie et al., 2004; Tao et al., 2005). Neste 

estudo, foram investigadas as propriedades toxicológicas do fenilpropanóide o-eugenol por 

meio de simulações computacionais do estudo in silico e de estudo in vivo por meio da toxici-

dade aguda e em doses repetidas, além de avaliar a atividade antidepressiva e mecanismos de 

ação do o-eugenol in vivo. 

A avaliação dos processos farmacocinéticos, que incluem absorção, distribuição, me-

tabolismo, excreção e toxicidade (ADMET), representa um desafio significativo no desenvol-

vimento de novos fármacos, sejam eles de origem natural ou sintética. Esses processos de-

sempenham um papel crucial na determinação da quantidade de um composto que alcança a 

biofase para exercer seu efeito farmacológico desejado. Desse modo, avanços tecnológicos 

têm permitido abordagens mais proativas na identificação de potenciais falhas nesse processo. 

Exemplo disso, têm-se plataformas virtuais como pkCSM e SwissADME, que utilizam mode-

los preditivos in silico, cujos modelos matemáticos tem se tornado útil na identificação preco-

ce de problemas de ADMET durante a fase pré-clínica (Honório et al., 2013).  

A observação de que o o-eugenol atende aos critérios da regra de Lipinski (Tabela 1) 

sugere que esta molécula pode ser prontamente absorvida pelo organismo quando administra-

do por via oral, o que é uma vantagem significativa no desenvolvimento um novo agente far-

macológico (Bitew et al., 2021). 

As células Caco-2, que são células imortalizadas derivadas de adenocarcinoma color-

retal do epitélio humano, são comumente utilizadas na previsão da absorção oral de substân-

cias. Nesse modelo de previsão, o o-eugenol demonstrou valores acima do limiar, indicando 

uma permeação considerável das substâncias através dessas células. Quanto à absorção gas-

trointestinal, que é o principal local de absorção de fármacos, o fenilpropanóide mostrou uma 

boa taxa de absorção (94%). Em relação à permeabilidade, o composto apresentou um poten-

cial para administração transdérmica (Pires et al., 2015). No que diz respeito ao modelo de 

previsão baseado no ovo cozido, ou "boiled-eggs", demonstrou uma absorção intestinal satis-

fatória, além de atingir o SNC pela capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica. So-

mado a tais condições, não demonstra ser potencial substratos de glicoproteínas, cujo meca-

nismo de e fluxo, demonstra ser limitante na biodisponibilidade central (Chai et al., 2022). 
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Com relação ao parâmetro de distribuição, o-eugenol demonstra um considerável vo-

lume de distribuição e uma significativa capacidade de permeação no cérebro. Essas observa-

ções sugerem a possibilidade de sua atuação no sistema nervoso central (Silva et al., 2020).  

O sistema do citocromo P450 é uma família de enzimas responsável pelo metabolismo 

de uma ampla variedade de compostos endógenos e exógenos, incluindo fármacos, toxinas e 

componentes dietéticos. Entre as várias isoformas do citocromo P450, as isoformas CYP1A2, 

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 são particularmente importantes no metabolismo 

de muitos fármacos. O o-eugenol não é um substrato para nenhuma das isoformas estudadas, 

exceto para CYP1A2, onde atua como um inibidor enzimático. Os inibidores da isoforma 

CYP1A2 podem representar alguns riscos de interações medicamentosas devido ao metabo-

lismo reduzido de outros fármacos que são substratos desta enzima (Hakkola et al., 2020). 

Os modelos preditivos in sílico desempenham um papel vital na avaliação antecipada 

de potenciais respostas tóxicas de substâncias químicas, sendo amplamente utilizados em tes-

tes de toxicidade, como os testes de AMEs, para prever a mutagenicidade de compostos. 

Além disso, esses modelos são essenciais na previsão da inibição do canal hERG, um impor-

tante marcador de risco de arritmias cardíacas graves, assim como na identificação de outros 

tipos de toxicidade, incluindo hepatotoxicidade e sensibilização da pele. Ao empregar algo-

ritmos computacionais e bancos de dados de informações toxicológicas, esses modelos ofere-

cem uma maneira eficiente e econômica de triar grandes números de compostos quanto ao seu 

potencial de risco, contribuindo para o desenvolvimento de medicamentos mais seguros e 

produtos químicos industriais (Maia et al., 2023).  

Os resultados obtidos demonstram a ausência de toxicidade no modelo AME, e a falta 

de inibição nos canais hERG, os quais desempenham um papel essencial nas funções eletrofi-

siológicas associadas a alterações cardíacas. Apesar de não haver possível toxicidade sistêmi-

ca, o composto mostrou-se preditivamente como potencial sensibilizante da pele, o que sugere 

a necessidade da avaliação adicional de sua segurança e potencial de toxicidade dérmica. Por-

tanto, no geral, esses achados sugerem uma boa segurança e tolerabilidade do composto em 

avaliação, indicando um potencial promissor para desenvolvimentos futuros (Pires et al., 

2015).  

Dando continuidade, no estudo da toxicidade aguda in vivo, o-eugenol mostrou ter 

baixa toxicidade por via oral evidenciada pela estimativa da sua DL50 de 1.000 mg/kg, em 

camundongos, que se enquadrou na Categoria 4 do Sistema de Classificação Globalmente 

Harmonizado (GHS), o que sugere uso com cautela. Pela via intraperitoneal, em camundon-

gos, o o-eugenol demonstrou possuir DL50 de 307,5 mg/kg (Fonsêca, 2016). Essa diferença 
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entre as duas vias de administração, provavelmente seja pelo fato de que a administração da 

substância por via oral tem biodisponibilidade diferente da administrada por via intraperitone-

al, devido ao intenso metabolismo de primeira passagem no fígado, além da diferença de ou-

tros fatores como pH, superfície de absorção e irrigação sanguínea (Al Shoyaib et al., 2019). 

Dados toxicológicos indicam que o eugenol apresenta DL50 aguda, por via oral, entre 1.500 e 

3.000 mg/kg de peso corporal para camundongos (ECHA, 2021). O metil-eugenol, outro aná-

logo do eugenol, foi relatado como tendo uma toxicidade aguda relativamente baixa por via 

oral, com uma DL50 aguda em ratos de cerca de 1.000 mg/kg (Beroza et al., 1975). Utilizando 

também as diretrizes da OECD, o trans-anetol, um fenilpropanóide, teve uma DL50 aguda, por 

via intraperitoneal, estimada de 1.000 mg/kg em camundongos (Da Guedes et al., 2022). 

A toxicidade de uma substância está relacionada com a sua capacidade de causar dano 

grave ou até a morte de um organismo. Toda substância pode ser um agente tóxico, depen-

dendo de variáveis de uso tais como dose, via de administração (oral, respiratória, dérmica, 

parenteral) e frequência de exposição (dose única ou doses repetidas) (Castro, 1993). Com a 

dose 2.000 mg/kg do o-eugenol, houve morte de animais e presença de sinais tóxicos com alta 

intensidade. Porém, o animal sobrevivente apresentou redução de peso, baixo consumo de 

água e ração nos primeiros dias, mas teve seu quadro geral recuperado no decorrer dos 14 

dias, o que indica reversibilidade do quadro clínico. 

A triagem farmacológica comportamental utilizada possui uma metodologia simples 

que possibilita a detecção de efeito central de droga, usando como parâmetros o aparecimento 

de sinais ou alteração no comportamento dos animais (Almeida & Oliveira, 2006). Neste es-

tudo, os animais tratados com o-eugenol na dose de 300 mg/kg apresentaram, de forma dis-

creta, comportamentos indicativos de efeito depressor no SNC, como ambulação e resposta ao 

toque diminuídas, analgesia, perda do reflexo auricular, perda do reflexo corneal e ptose pal-

pebral, porém esses efeitos perduraram por pouco tempo. Na dose de 2.000 mg/kg, esses efei-

tos foram mais intensos e acrescentados por outros comportamentos. No trabalho de Fonsêca 

(2016), animais tratados com o-eugenol nas doses de 100, 200, 225, 250, 300 e 400 mg/kg por 

via intraperitoneal, também foi encontrado comportamentos sugestivos de efeito depressor 

central, como ambulação e resposta ao toque diminuídas, analgesia, perda do reflexo auricular 

e corneal. Assim, com o indicativo de atividade no SNC, investigamos a atividade antidepres-

siva do o-eugenol em doses menores das utilizadas na triagem comportamental. 

Para avaliar a toxicidade sistêmica aguda do o-eugenol, foi medido o consumo de água 

e ração, verificado a ocorrência de alterações do peso corporal e comportamentais, além de 

análise macroscópica e microscópica de órgãos dos animais.  

https://ehp.niehs.nih.gov/doi/full/10.1289/ehp.9057#b3-ehp0114-001797
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O consumo de água e ração são parâmetros importantes no estudo da segurança da dro-

ga, sendo essenciais ao funcionamento do organismo. Esses parâmetros contribuem no estudo 

da segurança de produtos por serem essenciais para um bom funcionamento do sistema fisio-

lógico dos animais e para uma resposta adequada à droga testada por condições nutricionais 

impróprias poderem acarretar deficiência do organismo (Stevens & Mylecraine, 1994). Neste 

estudo, com a utilização da dose de o-eugenol 300mg/kg de forma aguda, não houve diferença 

significativa no consumo de água e ração em relação ao controle.  

Segundo Pires Júnior et al. (2012), a variação de peso é um dos parâmetros mais utili-

zados em avaliações toxicológicas para indicar o aparecimento, muitas vezes precoce, de efei-

tos tóxicos de uma determinada substância no organismo animal. No estudo aqui apresentado, 

o ganho de peso dos camundongos tratados com o-eugenol 300 mg/kg após 7 e 14 dias do 

início do ensaio de toxicidade aguda não foram significativamente diferentes em relação ao 

controle, sugerindo baixa toxicidade do o-eugenol nesta dose e neste parâmetro.  

Nosso estudo está de acordo com o ensaio toxicológico não clínico agudo feito com 

ferulato de etila, um composto fenólico da classe dos fenilpropanóides, utilizando metodolo-

gia semelhante, os animais tratados na dose 300 mg/kg apresentaram alterações comporta-

mentais como sedação, catatonia, analgesia e diminuição da ambulação. Porém, o consumo de 

ração foi maior no grupo de 2.000 mg/kg, mas sem diferença significativa na variação de pe-

so. Os parâmetros bioquímicos não apresentaram diferenças entre os animais tratados e con-

trole, e os órgãos permaneceram intactos, sem alterações (Bomfim et al., 2022). 

Quanto a análise macroscópica e microscópica dos órgãos, não foram observadas alte-

rações no fígado, rins, pulmão, estômago e intestino delgado, órgãos importantes no metabo-

lismo e excreção de xenobióticos, além de coração e encéfalo dos animais tratados com o o-

eugenol. Vale ressaltar, que mesmo os órgãos não tendo alterações macroscópicas após a au-

topsia dos animais, todos passaram pelo exame histopatológico e não apresentaram alterações 

em sua microscopia, não sendo evidenciada nenhuma lesão de caráter degenerativo, inflama-

ção ou necrose, indicando a preservação da integridade histológica em resposta aos tratamen-

tos administrados. 

Como a maior dose de o-eugenol foi sugestiva de efeito antidepressivo no modelo de 

depressão animal por administração de doses repetidas de dexametasona, foi realizado o en-

saio toxicológico de doses repetidas de 28 dias. Um estudo de doses repetidas fornece a carac-

terização do perfil toxicológico da substância pela administração repetida (ANVISA, 2013). 

No presente estudo, o-eugenol na dose de 100 mg/kg foi administrado diariamente por 28 dias 

e não foram observados sinais clínicos anormais, efeitos tóxicos ou morte. Também não fo-

ram encontradas alterações significativas no consumo de água e ração, nem referente ao peso 
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dos animais em relação ao grupo controle. Além disso, nenhum órgão apresentou alterações 

macroscópicas após a autopsia dos animais e, no exame histopatológico de 50% do grupo, 

nenhum deles apresentou alterações significativas comparadas ao controle em sua microsco-

pia. O que sugere uma segurança em relação do tratamento em relação a esses parâmetros 

avaliados. 

Na sequência, foram realizados os testes do rota-rod e campo aberto. O teste do rota-

rod avalia o efeito do relaxamento muscular ou incoordenação motora produzidos por drogas 

nos animais (Carlini, 1979). Porém, se trata de um método não específico, uma vez que mede 

indistintamente, efeitos neurológicos, estimulantes e depressores sobre a coordenação motora, 

o qual é atribuído o termo neurotoxicidade (Dunham & Miya, 1957; Almeida & Oliveira, 

2006). Este teste vem sendo empregado em fases precoces nos estudos experimentais não-

clínicos de fármacos com o objetivo de identificar efeitos adversos motores e sistêmicos que 

apenas tardiamente poderiam ser vistos (Pinto & Ko, 2012). Neste teste, o o-eugenol não 

promoveu alterações na coordenação motora dos animais, o que sugere que a sustância não 

apresentou sinais de neurotoxicidade ou relaxamento muscular. 

O teste de campo aberto fornece indícios do estado emocional dos roedores, baseando 

na tendência natural que o animal possui, em um ambiente novo, de ter um comportamento 

exploratório, apesar do estresse e do conflito provocado pelo mesmo. É um procedimento 

utilizado para medir não apenas comportamentos semelhantes à ansiedade, mas também alte-

ração na atividade locomotora ou mesmo sedação (Prut & Belzung, 2003). Nos parâmetros 

analisados do campo aberto, o o-eugenol não alterou a atividade locomotora e exploratória 

dos animais, o que é indicativo de não possuir efeito sedativo ou estimulante. 

Além disso, foi realizado o hemograma dos animais tratados com o-eugenol 100 

mg/kg durante os 28 dias. O hemograma é um exame em que é agrupado uma série de parâ-

metros que avaliam a integridade quantitativa e qualitativa dos elementos celulares presentes 

no sangue: os eritrócitos, leucócitos e plaquetas (Maya, 2013).  

Faz parte da avaliação eritrocitária (eritrograma) o número absoluto de eritrócitos, do-

sagem de hemoglobina (Hb), hematócrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglo-

bina corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) 

(De Oliveira et al., 2022). A contagem de eritrócitos corresponde ao número de eritrócitos 

presentes no sangue periférico por unidade de volume sanguíneo. O hematócrito é a propor-

ção do volume de sangue que é ocupado por eritrócitos, sendo importante na avaliação da 

série vermelha, devido à boa reprodutibilidade e à precisão (Maya, 2013). A redução da taxa 

de hemoglobina, proteína especializada no transporte de oxigênio presente nos eritrócitos, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305718305628#bb0345
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correlacionada aos índices hematimétricos no hemograma é um fator determinante para o au-

xílio no diagnóstico de diferentes tipos de anemias (De Oliveira et al., 2022; Maya, 2013). O 

VCM analisa a média do tamanho das hemácias. Os índices hematimétricos HCM e CHCM 

avaliam as concentrações de Hb intracelulares (Maya, 2013). Com relação a esses parâmetros, 

no nosso estudo não foram observadas alterações de importância clínica nesses parâmetros 

hematológicos avaliados. A diminuição da HCM do grupo tratado com o-eugenol em relação 

ao controle não sugere sinais de toxicidade devido aos valores estarem dentro dos parâmetros 

de normalidade para camundongos, 13,7 a 18,1 (Jain, 1993), podendo ser atribuída a uma va-

riação normal, e também não houveram alterações nos demais itens da avaliação eritrocitária. 

O leucograma é composto pela contagem total de leucócitos e a contagem diferencial 

de leucócitos, quantificação das subpopulações leucócitos, no sangue periférico. Os leucócitos 

são células de defesa do organismo e a alteração do leucograma pode ser presente em uma 

variedade de situações clínicas. Enquanto a contagem de plaquetas corresponde ao número de 

plaquetas no sangue periférico e está envolvida no processo de coagulação do sangue (Maya, 

2013). No nosso estudo, não foi observado alterações significativas do grupo do o-eugenol em 

relação ao controle nos itens do leucograma e contagem de plaquetas, sugerindo a ausência de 

toxicidade dessa substância nesses parâmetros analisados. 

Quanto aos parâmetros bioquímicos avaliados, na maioria não foi observado altera-

ções significativas no grupo tratado com o-eugenol durante 28 dias consecutivos em relação 

ao grupo controle. Um dos órgãos mais importante do corpo é o fígado, o qual é responsável 

pelo metabolismo e desintoxicação da maioria dos xenobióticos que entram no corpo. Eleva-

das quantidades de transaminases (ALT e AST) são liberadas na circulação sanguínea em 

caso de lesões aos hepatócitos, sendo consideradas importantes marcadores para avaliação de 

danos hepáticos (Kobayashi et al., 2020). A fosfatase alcalina (ALP) tem procedência de vá-

rios tecidos, mas principalmente está relacionada ao sistema ósseo e hepático, sendo no hepá-

tico mais utilizada para investigação de toxicidade relacionada ao sistema hepatobiliar, como 

obstrução biliar (Kasarala & Tillmann, 2016). A concentração de as proteínas e albumina no 

soro pode ser usada para determinar diferentes tipos de danos hepáticos. A albumina é a prin-

cipal proteína circulante, sendo o fígado, local exclusivo de sua síntese (Yakubu et al., 2003). 

Entre os parâmetros que se relaciona com a função hepática, foi visto apenas uma diminuição 

significativa de ALT do grupo tratado com o-eugenol 100 mg/kg, sugerindo que a substância 

não tem efeitos tóxicos no fígado nesta dose. 

O rim é um órgão excretor fundamental para o funcionamento normal do organismo. 

A ureia, creatinina e ácido úrico são metabólitos nitrogenados de origem não proteica depura-
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dos após a filtração glomerular, através do sistema renal, enquanto nos túbulos, eletrólitos 

(como Na+ e K+) são reabsorvidos na manutenção da homeostase do corpo. A avaliação destes 

metabólitos e eletrólitos contribui para mensurar a capacidade funcional do rim (Yakubu et 

al., 2003; Nwankpa et al., 2018). Os níveis séricos dos metabólitos nitrogenados de origem 

não proteica (uréia, creatinina e ácido úrico) e eletrólitos (Na+ e K+) do grupo tratado com o o-

eugenol 100 mg/kg não diferiram de forma significativa do grupo controle. Os resultados, 

neste estudo, referente a estes parâmetros, sugerem que o o-eugenol nesta dose não interfere 

na função renal. Níveis anormais de ácido úrico e dos eletrólitos no organismo também po-

dem ser associados a diferentes doenças. 

O aumento dos níveis séricos de colesterol total e dos triglicerídeos é um fator de risco 

para doenças cardiovasculares (Hedayatnia et al., 2020). Em relação aos níveis séricos de tri-

glicerídeos, foi observado um aumento significativo do grupo tratado com o-eugenol 100 

mg/kg, enquanto que nos níveis de colesterol não houve diferença significativa, ambos com-

parados ao controle. O aumento sérico dos triglicerídeos precisa ser melhor investigado, pois 

o valor não está muito elevado em relação ao controle e um intervalo de referência dos valo-

res normais para triglicerídeos em camundongos não foi encontrado na literatura, existindo a 

possibilidade do valor encontrado no estudo está dentro desse intervalo e ser uma variação 

normal dentro da espécie. 

Com o objetivo de avaliar a integridade dos órgãos em resposta ao tratamento, foi rea-

lizada o exame anatomopatológico, realizando a análise macroscópica e feita a microscópica 

mesmo que os órgãos não tenham alterações macroscópicas após a autopsia dos animais. No 

nosso trabalho, na análise macroscópica e microscópica dos órgãos, não foram observadas 

alterações morfológicas, inflamatórias ou degenerativas nos tecidos examinados do fígado, 

rins, pulmão, estômago e intestino delgado, que são órgãos importantes no metabolismo e 

excreção das drogas. Além disso, também não foram observadas alterações no coração e encé-

falo, órgãos essenciais do organismo. Isso indica que o tratamento não afetou a integridade 

desses órgãos. 

Logo, podemos afirmar que, além do consumo de água e ração, peso corporal e coorde-

nação motora, a utilização da dose 100 mg/kg por 28 dias não apresentou alterações significati-

vas de toxicidade em camundongos nos parâmetros hematológicos, bioquímicos e no estudo 

macroscópico e microscópico quando comparado com animais controle normais. 

Concluída a análise toxicológica, demos sequência com a indução do comportamento 

do tipo depressivo, administrando dexametasona em camundongos fêmeas. A dexametasona é 
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um agonista sintético dos receptores de glicocorticóides e, como outros corticosteróides, pos-

sui propriedades imunossupressoras e anti-inflamatórias (Andreakos et al., 2021). Embora 

seja utilizada principalmente no tratamento de alergias, asma e processos inflamatórios, ela é 

estudada em modelos animais de depressão, a qual causa alterações comportamentais simila-

res a depressão nos animais. 

Os glicocorticoides, como o cortisol encontrado em humanos e a corticosterona em ro-

edores, são secretados pela glândula adrenal em resposta à ativação do eixo hipotálamo-

pituitária-adrenal (HPA). Esses hormônios glicocorticoides geralmente regulam o eixo HPA 

através da inibição por feedback negativo, mediada por dois subtipos distintos de receptores 

intracelulares referidos como receptor de mineralocorticóide (RM) e receptor de glicocorti-

cóide (RG). Porém, acredita-se que o RG seja mais importante na regulação da resposta ao 

estresse quando os níveis endógenos de glicocorticóides são elevados (Alheira & Brasil, 

2005; Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001).  

Alterações no eixo HPA levando a hipercortisolemia parecem estar associadas a dis-

túrbios do humor, sobretudo depressão (Alheira & Brasil, 2005). Pacientes com depressão 

maior exibem feedback negativo do eixo HPA prejudicado, com níveis circulantes elevados 

de cortisol, possivelmente causado por função alterada do RG que promove a hiperatividade 

do eixo HPA na depressão (Anacker et al., 2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Pariante et al., 

2001). É visto que RGs têm papel importante na hiperatividade do eixo HPA, plasticidade 

cerebral e no humor (Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001).  

Várias evidências sublinham a relação entre níveis elevados de glicocorticóides no 

sangue e transtorno depressivo, seja em doentes sob terapêutica com corticosteróides ou em 

estudos com animais (Lim et al., 2018; Mesripour et al., 2019; Nikkheslat et al., 2020; Wu et 

al., 2021). É de conhecimento que o cortisol regula a neurogênese, a sobrevivência neuronal e 

a aquisição da memória, mas que em altos níveis desse hormônio podem se relacionar à mani-

festação de sintomas depressivos por levar a alterações estruturais e funcionais cerebrais 

(Dabbah-Assadi et al., 2022; Mesripour et al., 2019), especialmente no hipocampo, onde re-

sulta em neurogênese reduzida e neuroplasticidade prejudicada (Anacker et al., 2011). 

A resposta alterada do eixo HPA também foi caracterizada com o uso da dexametaso-

na. O mecanismo de ação da dexametasona em modelos animais de depressão não é totalmen-

te compreendido, mas acredita-se no seu envolvimento na modulação do eixo HPA, podendo 

levar a alterações nesse eixo intrincadas na resposta do organismo ao estresse (Anacker et al., 

2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Pariante et al., 2001). Sabe-se que os corticosteroides sinté-

ticos, como a dexametaxona, se ligam com alta afinidade aos GRs, mas não aos MRs 
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(Dabbah-Assadi et al., 2022) e que causam alterações comportamentais similares à depressão, 

aumentando os níveis de cortisol devido à hiperestimulação do eixo HPA, o que provoca efei-

tos neurais excitotóxicos observados em pacientes com transtorno depressivo (Anacker et al., 

2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Martino, 2014; Pariante et al., 2001).  

Em estudos realizados, utilizando a administração de glicocorticóide como a dexame-

tasona, roedores apresentaram alterações comportamentais associadas à depressão, como a 

diminuição da preferência por sacarose, aumento do tempo de imobilidade no teste de nado 

forçado (TNF) (Laaziz et al., 2022; Mesripour & Rakhshankhah, 2021; Skupio et al., 2015) e 

no teste de suspensão da cauda (TSC) (Araújo, 2018; De Souza et al., 2019; Lim et al, 2018), 

alterações bioquímicas na concentração de receptores e neurotransmissores (Lim et al, 2018; 

Skupio et al., 2015; Xu et al., 2019) e morfológicas (Conti et al., 2017; Głombik et al., 2023, 

Ruksee et al., 2014). É relatado que o tratamento crônico com dexametaxona aumenta a neu-

rodegeneração no córtex e no hipocampo em camundongos (Hu et al., 2016). Vários estudos 

também indicaram que a administração de corticosterona provoca comportamentos semelhan-

tes aos citados associados à depressão (Badr et al, 2020; Parente et al., 2018; Zhao et al., 

2020). 

Quanto ao modo de administração, é relatado que a dexametasona pode produzir com-

portamento do tipo depressivo em animais tanto na administração aguda (De Souza et al., 

2019; Mesripour & Rakhshankhah, 2021; Wróbel et al, 2014) como de uso prolongado (Mes-

ripour & Rakhshankhah, 2021; Wróbel et al, 2014; Skupio et al., 2015; Wu et al., 2021). No 

presente trabalho, mimetizamos o comportamento tipo depressivo por meio de doses repetidas 

de dexametasona durante 15 dias e no estudo do sinergismo do o-eugenol com a imipramina 

foi utilizado a administração aguda. 

No 8º dia de administração da dexametasona, dia anterior ao início de administração 

de diferentes tratamentos, os animais correspondentes ao grupo controle e ao grupo progra-

mado a receber apenas a dexametasona durante os 15 dias foram submetidos aos testes de 

suspensão da cauda (TSC) e do nado forçado (TNF), para assegurar que o comportamento 

depressivo fosse identificado previamente, antes do início dos tratamentos. Isso também per-

mitiu comparar o comportamento depressivo induzido pela dexametasona no grupo tratado 

apenas com o glicocorticoide, tanto no meio quanto no final do experimento. 

Os testes comportamentais são importantes para a pesquisa de descoberta de novos 

medicamentos (Belovicova et al., 2017). O TSC e o TNF estão entre os experimentos com-

portamentais mais utilizados para a avaliação de novas drogas antidepressivas, além de serem 

fáceis de execução e possuem confiabilidade. Eles fornecem um ambiente estressante, onde os 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurodegeneration
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurodegeneration
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hippocampus
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/behavior-neuroscience
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/behavior-neuroscience
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animais são colocados em uma situação inescapável, sendo a atividade antidepressiva de um 

composto expressa pela diminuição do tempo de imobilidade, principal preditor da atividade 

antidepressiva, onde a mudança comportamental se mostra sensível aos tratamentos antide-

pressivos (Bourin et al., 2005; Cryan et al., 2002).  

Outro parâmetro utilizado para caracterizar a atividade tipo antidepressivo, embora 

com menos frequência, é a latência até a imobilidade. Os antidepressivos aumentam a latência 

para a imobilidade, e a adição dessa medida pode aumentar a sensibilidade do teste de deses-

pero comportamental para certas classes de antidepressivos. Também é sugerido que os psi-

coestimulantes não afetam a latência para a imobilidade e o ganho de sensibilidade não esteja 

relacionado à estimulação motora geral (Castagné et al., 2009). 

O TNF possui amplo espectro para testar a eficiência de antidepressivos com forte va-

lidade preditiva (Hao et al., 2019), tendo maior sensibilidade farmacológica que o teste da 

suspensão da cauda (Cryan et al., 2002). Em seu estudo, Calil et al. (2002) confirmaram que o 

comportamento de imobilidade no teste da natação forçada reflete uma tendência em adotar 

estratégias passivas em situações inescapáveis e aversivas ou um estado depressivo, efeitos 

estes que são revertidos pelos antidepressivos, e sugeriram que a imobilidade não estaria rela-

cionada à ansiedade, confirmando os resultados de outros autores (Porsolt et al., 1977; Kawa-

shima et al., 1986).  

O TSC induz um estado de imobilidade nos animais diante de uma situação inescapá-

vel semelhante à observada no TNF (Bourin et al., 2005; Cryan et al., 2002). Comparado ao 

TNF, que apresenta apenas um risco leve para os animais, o TSC é um teste método de esti-

mulação suave que não oferece risco de vida (Hao et al., 2019), porém, não é tão bem caracte-

rizado quanto o TNF em termos da amplitude dos tratamentos testados ou do número de ma-

nipulações indutoras de depressão testadas, sendo seu uso melhor explorado como comple-

mento de outros modelos de depressão, como TNF, desamparo aprendido e modelos de ane-

donia (Cryan et al., 2002). Provavelmente, eles se diferenciem em termos dos substratos bio-

lógicos que fundamentam o comportamento observado. Também existe uma diferença na res-

posta aos antidepressivos entre as cepas de camundongos utilizadas nestes testes, sendo os 

camundongos Swiss a cepa mais sensível para detectar diferentes antidepressivos (Bourin et 

al., 2005). 

Em ambos os testes, os camundongos que tiveram administração de dexametasona di-

minuíram a latência para imobilidade e aumentaram o tempo de imobilidade no 8º e 15° dia, 

obtendo comportamento depressivo. Isso sugere que a dexametasona administrada em doses 

repetidas induz comportamento semelhante a depressivo nos animais. Outros estudos utili-

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607003284?casa_token=JFOitQCcH_0AAAAA:MgmVQIgxaGLqJg-zkVOPgVb8nTi0tdVPZSnRGr3zWHNdxdnx06fWgpnbt0JQfzm5hMvC-R43WBI#bib4
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zando a dexametasona repetidamente em concentrações semelhantes ou diferentes em roedo-

res (Abderrahim et al., 2022; Falade et al. 2021; Laaziz et al., 2022; Li et al., 2014; Mesripour 

& Rakhshankhah, 2021; Skupio et al., 2015; Wróbel et al, 2014), corroboram com os nossos 

resultados e sugerem comportamento do tipo depressivo, com o aumento de forma significati-

va do tempo de imobilidade ou diminuição da latência para imobilidade nestes testes, o que 

valida o modelo utilizado para a investigação da atividade antidepressiva do o-eugenol. 

Diante dos estudos de toxicidade feitos e de estudos anteriores com o o-eugenol 

(Araújo, 2018; Fonsêca, 2016; Godoy et al., 2023), foi possível definir as doses do o-eugenol 

25, 50 e 100 mg/kg para uso em doses repetidas com uma margem de segurança, as quais fo-

ram utilizadas nos testes farmacológicos de avaliação da atividade antidepressiva. 

De acordo com os nossos resultados, o-eugenol, análogo do eugenol, um fenilpropa-

nóide, nas doses repetidas de 25, 50 e 100 mg/kg, promoveu diminuição no tempo de imobili-

dade, revertendo o tempo de imobilidade induzido pela dexametasona no TSC e TNF, o que 

sugere um efeito antidepressivo. Dessa forma, os resultados observados no TSC corroboraram 

com os resultados obtidos no TNF em todas as doses testadas. A imipramina, antidepressivo 

usado como droga padrão, também diminuiu o tempo de imobilidade nestes testes. 

De forma similar aos nossos achados, o-eugenol na dose de 50 mg/kg apresentou ati-

vidade antidepressiva-símile no modelo de depressão induzido por administração aguda de 

dexametasona (64 μg/kg s.c.), por meio da diminuição do tempo de imobilidade no TSC 

(Araújo, 2018). No estudo de Wróbel e colaboradores (2015), tanto a administração aguda 

quanto repetida das doses ativas de imipramina, zinco e cetamina, e as combinações de suas 

doses inativas reverteram a atividade inibitória da dexametasona (16 μg/kg/dia) administrada 

por 14 dias consecutivos no TNF. O tratamento com nortriptilina e venlafaxina bloqueou o 

aumento induzido pela dexametasona (0,07 mg/kg) em camundongos no TSC (De Souza et 

al., 2019). 

O eugenol foi estudado nas doses 10, 30 e 100 mg/kg e apresentou atividade antide-

pressiva comparável à da imipramina de maneira dependente da dose, usando o TNF e TSC 

em camundongos após 14 dias de tratamento (Irie et al., 2004). O bis-eugenol, outro análogo 

do eugenol, administrado de forma aguda, diminuiu o tempo de imobilidade no TSC e TNF 

em camundongos nas três doses utilizadas, e a imipramina teve seu efeito esperado (Do Ama-

ral et al., 2013). O ácido caféico, outro fenilpropanóide, em todas as doses do estudo agudo, 

reduziu o tempo de imobilidade dos camundongos avaliado pelo TSC (Dalmagro et al., 2022). 

O ácido elágico, composto polifenólico, quando administrado de forma aguda ou crônica em 
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camundongos, nas doses estudadas, reduziu o tempo de imobilidade em ensaios de TNF e 

TSC em camundongos (Girish et al., 2012). 

Em outros tipos de estudos, a oleuropeína, um composto fenólico, em diferentes doses 

e a fluoxetina neutralizaram as alterações induzidas pela corticosterona em camundongos, 

diminuindo o tempo de mobilidade no TSC e TNF (Badr et al., 2020). As sapogeninas dam-

marane, uma fração ativa do ginseng oriental, diminuiu o tempo de imobilidade no TSC e 

TNF em camundongos submetidos apenas ao modelo de estresse crônico moderado e impre-

visível (CUMS), o qual também induz um comportamento depressivo-símile nos animais 

(Jiang et al., 2018). 

Quanto ao parâmetro de latência para imobilidade no TSC e TNF, o o-eugenol nas do-

ses utilizadas aumentou a latência, contribuindo para reafirmar a atividade antidepressiva da 

substância. Apesar da análise deste parâmetro ser pouco utilizada nos estudos, é um parâmetro 

importante para avaliação dos efeitos das drogas. Adicionar a medida de latência para imobi-

lidade pode aumentar a sensibilidade do teste de desespero comportamental no camundongo 

para certas classes de antidepressivos (Castagné et al., 2009; Castagné et al., 2010). No estudo 

de Araújo (2018), o-eugenol aumentou a latência para a imobilidade no TSC em grupos pre-

viamente tratados com dexametasona. A administração de vitamina B6 também causou um 

aumento na latência para imobilidade no TNF, além de prevenir o aumento no tempo de imo-

bilidade induzido pela dexametasona em camundongos (Mesripour et al., 2019). 

A fim de dar continuidade na avaliação da atividade antidepressiva, realizamos o teste 

de preferência por sacarose comumente indicado para avaliar a anedonia em animais e, quan-

do comparado a outros testes, resulta em menos danos aos animais (Hao et al., 2019). Em 

relação à avaliação do consumo de água e solução de sacarose, uma ingestão reduzida de sa-

carose, interesse reduzido na recompensa, é um indicativo no animal de comportamento de-

pressivo (Belovicova et al., 2017; Hao et al., 2019). Em contrapartida, a administração de 

antidepressivos clássicos como fluoxetina, imiprimina e clomipramina, aumentam o consumo 

da solução de sacarose em relação ao consumo de água no teste de preferência por sacarose 

em animais (Badr et al., 2020; Laaziz et al., 2022; Wang et al., 2020). 

Em nosso estudo, na avaliação do parâmetro de preferência pela sacarose, o grupo tra-

tado com dexametasona apresentou menor consumo de sacarose quando comparado aos de-

mais grupos, enquanto que, o-eugenol, nas doses utilizadas, reverteu o comportamento, au-

mentando a preferência pela solução de sacarose. Em outro estudo, camundongos tratados 

com corticosterona apresentou menor consumo de sacarose quando comparado aos demais 

grupos e a administração de riparina IV, uma droga sintética de alcamidas, ou fluvoxamina foi 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/clomipramine
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capaz de recuperar a preferência pela sacarose após a administração exógena de corticostero-

na (Chaves et al., 2019). Assim, nossos achados quando comparados a literatura sugerem que 

o o-eugenol apresentou efeito antidepressivo. 

A coordenação motora é um indicador crucial para identificar possíveis efeitos colate-

rais de uma substância, como miorrelaxamento ou neurotoxicidade. Assim, avaliamos a capa-

cidade motora dos animais tratados com o o-eugenol por meio do teste do rota-rod e, mostrou 

que o tratamento não causou alterações na coordenação motora, descartando a possibilidade 

de que a diminuição da imobilidade ocasionada pelo o-eugenol poderia decorrer de um efeito 

miorrelaxante ou neurotóxico. Similarmente, estudos anteriores também não observaram 

anormalidades significativas no teste de rota-rod durante a avaliação aguda de atividades anti-

nociceptivas e anti-inflamatórias do o-eugenol (Fonsêca et al., 2016). 

Zhao e colaboradores (2014) mostraram que a curcumina, um polifenol, quando admi-

nistrada de forma crônica e oral em camundongos, pode normalizar os comportamentos de-

pressivos, usando o TNF e TSC, induzidos pela dor neuropática e que não devem ser explica-

dos por possíveis efeitos colaterais sobre desempenho motor por não ter alteração no teste do 

rota-rod. No estudo de Campos et al., 2019, o citral, um monoterpeno, presente no óleo es-

sencial de Cymbopogon citratus, também não alterou a coordenação motora quando compara-

do ao grupo controle. 

Observando que o o-eugenol apresentou efeito antidepressivo similar a imipramina, 

um antidepressivo tricíclico que exerce uma ação bifásica (anti/pró-convulsivante) no SNC, 

manifestada por propriedades anticonvulsivas em doses baixas e efeitos pró-convulsivos em 

doses mais altas (Lange et al., 1976; Löscher, 2009), avaliamos se o o-eugenol também apre-

sentaria esse efeito colateral pró-convulsivante. Utilizamos o modelo de convulsões induzidas 

por pentilenotetrazol (PTZ). O PTZ, estimulante do SNC, é uma droga pró-convulsiva em 

doses subconvulsivas diminuindo a latência das convulsões, e convulsivante em doses altas 

(Löscher, 2009). No presente estudo, a administração oral aguda de o-eugenol (25, 50 e 100 

mg/kg), antes da administração de PTZ em dose subconvulsivante, aumentou a latência da 

convulsão clônica, demonstrando o efeito protetor do o-eugenol. Em contrapartida, doses al-

tas, consideradas terapêuticas, de imipramina associada ao PTZ em doses subconvulsivante 

diminui a latência da convulsão clônica, indicando um papel pró-convulsivante deste antide-

pressivo. De forma semelhante, Monteiro e colaboradores (2020) encontraram que a associa-

ção de PTZ em dose subconvulsivante com bupropiona, ou fluoxetina, ou extrato hidroetanó-

lico das folhas de Annona coriácea ou com ácido caféico aumentaram significativamente a 

latência para a primeira crise convulsiva, enquanto que, a associação de PTZ em dose sub-
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convulsivante com a imipramina 30 mg/kg também reduziu significativamente a latência para 

a primeira crise. Assim, demonstramos que o o-eugenol é desprovido do efeito colateral pro-

convulsivante nas três doses testadas. 

Examinando o possível efeito sinérgico da co-administração da imipramina e o-

eugenol, os resultados obtidos mostraram que os camundongos que tiveram a co-

administração da imipramina e o-eugenol em doses subeficazes aumentaram da latência e 

diminuição do tempo de imobilidade no teste do nado forçado em relação aos que tiveram 

apenas a administração dessas substâncias de forma isolada. Também o efeito da co-

administração das substâncias foi comparável ao efeito da imipramina em dose eficaz (15 

mg/kg). Nossos resultados são sugestivos de uma interação sinérgica entre a imipramina e o 

o-eugenol, podendo representar no futuro uma terapia alternativa para a depressão. Outros 

estudos encontraram efeito sinérgico de diferentes substâncias com a imipramina. No trabalho 

de Hassanzadeh e colaboradores (2022), o co-tratamento de uma dose subeficaz de trans-

anetol, um fenilpropanóide, com imipramina ou fluoxetina induziu efeitos sinérgicos do tipo 

antidepressivo no teste do nado forçado. No estudo de Khakpai e colaboradores (2021), a co-

administração de diferentes doses de imipramina juntamente com uma dose ineficaz de citico-

lina, precursor da fosfatidilcolina, diminuiu o tempo de imobilidade no teste do nado forçado, 

sugerindo efeito sinérgico entre a imipramina e a citicolina na indução de efeitos antidepressi-

vos. Dessa forma, a aplicação de novos fármacos pode aumentar a eficácia das propriedades 

antidepressivas e/ou reduzir efeitos colaterais com a redução nas doses administradas de me-

dicamentos já utilizados. 

Para explorar os possíveis mecanismos de ação o-eugenol, foram avaliados os efeitos 

do tratamento com o-eugenol sobre o estresse oxidativo por meio da determinação da concen-

tração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs), um índice de peroxidação 

lipídica, e da concentração de glutationa reduzida (GSH). 

Existe uma correlação entre o aumento do estresse oxidativo e o transtorno depressivo, 

apoiada pela atividade antidepressiva de vários antioxidantes em diferentes modelos de de-

pressão em animais (Di Lorenzo et al., 2016; Badr et al., 2020; Nabavi et al., 2018). Também 

existem associações entre o comportamento depressivo de animais e o aumento do estresse 

oxidativo em áreas específicas do cérebro, como o hipocampo e o córtex cerebral (Budni et 

al., 2013; Laaziz et al., 2022; Shuster et al., 2022).  

A peroxidação lipídica, especialmente de ácidos graxos das membranas, desempenha 

um papel importante na lesão tecidual (Dal-Pizzol et al., 2000). No presente estudo, os peró-

xidos lipídicos foram determinados como substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfatidilcolina
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/behavior-neuroscience
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(TBARs) no hipocampo dos camundongos, e refletem a formação de malondialdeído, um 

produto final da peroxidação de ácidos graxos da membrana (Draper & Hadley, 1990). A de-

xametasona induziu um desequilíbrio oxidativo, o que é evidenciado pelo aumento dos níveis 

de TBARS em relação ao controle. Outros trabalhos também encontraram resultados seme-

lhantes em relação ao aumento dos níveis de TBARS pela dexametasona em roedores (Falade 

et al., 2021; Laaziz et al., 2022; Patel et al., 2014).  

A administração de doses repetidas do o-eugenol, nas três doses utilizadas, reduziu o 

TBARS, revertendo o aumento do TBARS induzido pela dexametasona no hipocampo. Além 

disso, as doses de 50 e 100 mg/kg também diminuíram TBARS em relação ao grupo controle. 

A diminuição da peroxidação lipídica do o-eugenol, determinado por TBARS, também foi 

encontrado em administração aguda em camundongos por Godoy e colaboradores (2023). Um 

efeito semelhante do eugenol também foi relatado em ratos (Nagababu et al., 2010). O ácido 

gálico, outro fenilpropanóide, possuiu atividade antidepressiva no TNF e preferência a sacaro-

se, e diminuiu os níveis de TBARS em camundongos submetidos a estresse leve crônico im-

previsível (Chhillar & Dhingra, 2013). 

Outro importante sistema antioxidante é a glutationa reduzida (GSH), um antioxidante 

endógeno não enzimático que desempenha papel importante na desintoxicação de xenobióti-

cos eletrofílicos, produzindo compostos menos tóxicos (Jakoby, 1978). O tratamento com a 

dexametasona não diminuiu de forma significativa os níveis de glutationa no córtex pré-

frontal, entretanto, o o-eugenol na dose de 50 mg/kg apresentou um aumento significativo de 

GSH em relação ao controle e ao grupo da dexametasona. A ausência de alterações nos níveis 

de GSH como resultado da administração do glicocorticoide sugere que este antioxidante não 

desempenha um papel significativo neste modelo nas condições empregadas neste estudo. No 

entanto, poucos são os estudos utilizando a avaliação dos níveis de glutationa na indução do 

comportamento depressivo pela dexametasona. No estudo de Alsadee e Agbashee (2021), 

utilizaram uma dose maior de dexametasona (1 mg/kg por 14 dias) e ela, além de elevar os 

níveis de TBARS, também diminuiu de forma significativa os níveis de GSH no fígado e rim 

de ratos, enquanto que, o extrato de semente de Lepidium sativum diminuiu a peroxidação 

lipídica e melhorou os níveis do GSH. No nosso estudo, o o-eugenol também apresentou um 

efeito benéfico na elevação do antioxidante não enzimático. Assim, é cada vez mais notável 

que antioxidantes naturais com estrutura fenólica possuem um papel importante na proteção 

contra o dano oxidativo por radicais livres e peroxidação lipídica (Nagababu et al., 2010; Ni-

sar et al., 2021; Shuster et al., 2022). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014488612004177#bb0235
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A neuroinflamação e desequilíbrios de citocinas podem causar e/ou manter a depres-

são, afetando padrões de transmissão de sinais cerebrais, interferindo no eixo HPA, neuro-

transmissores, sistema nervoso autônomo e plasticidade neural. O estresse, por sua vez, funci-

ona como um indutor da secreção excessiva de citocinas pró-inflamatórias, o que resulta em 

sintomas depressivos (Jeon & Kim, 2016; Nettis & Pariante, 2020). Entre as citocinas pró-

inflamatórias, a interleucina-1 (IL-1), produzida após exposição a desafios imunológicos e 

psicológicos, desempenha um papel importante nas respostas neuroendócrinas e comporta-

mentais ao estresse, contribuindo para a ativação do eixo HPA e secreção de glicocorticoides. 

Níveis baixos dessa interleucina são benéficos, enquanto níveis elevados estão associados à 

depressão, incluindo sintomas comportamentais, ativação adrenocortical e redução da neuro-

gênese no hipocampo (Goshen & Yirmiya, 2009). 

Os antidepressivos podem inibir a produção e função de citocinas periféricas e cere-

brais, diminuindo os níveis de citocinas pró-inflamatórias (Jeon & Kim, 2016; Nettis & Pari-

ante, 2020). Em nosso estudo foi medido os níveis séricos de IL-1β dos animais e o grupo 

tratado com o-eugenol 50 mg/kg diminuiu significativamente o nível sérico de IL-1β em rela-

ção aos grupos controle e dexametasona, sugerindo que seu efeito antidepressivo possa estar 

associado à inibição do processo neuroinflamatório. O ácido salvianólico B, um polifenol, 

diminuiu significativamente a expressão das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α no 

hipocampo e córtex de camundongos tratados com estresse crônico moderado (Zhang et al., 

2016). 

Porém, não houve diferença significativa entre o controle e o grupo da dexametasona 

em relação aos níveis de IL-1β. Jeon e Kim (2016) sugerem que, na depressão, o aumento de 

glicocorticóides induzido pela ativação do eixo HPA e o aumento de citocinas resultante da 

ativação imunológica provavelmente não ocorrerão ao mesmo tempo. Em estudo realizado 

por Hu et al. (2016), mostrou que o tratamento com dexametasona (5 mg/kg), por 7 dias e 

14 dias não teve efeitos significativos na expressão de IL-1β, enquanto que esse mesmo tra-

tamento por 21 dias e 28 dias aumentou significativamente a expressão de IL-1β no córtex 

frontal e no hipocampo de camundongos. 

A metabolômica estuda o conjunto de metabólitos de um determinado sistema biológi-

co e ajuda a entender as interações dentro desse sistema. Metabólitos são produtos do metabo-

lismo com tamanho menor que 1500 Da que descrevem o status de um sistema biológico de 

uma maneira diferente. Atualmente, é necessário analisar o metaboloma e as vias envolvidas 

em condições saudáveis, como também em situações de doenças, para possíveis aplicações 

terapêuticas (Muthubharathi et al., 2021). No caso do SNC, a análise da atividade da rede me-
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tabólica pode aumentar nosso conhecimento sobre a estrutura complexa do cérebro e os me-

canismos de distúrbios neurológicos, levando ao design de tratamentos terapêuticos mais efi-

cazes (Vasilopoulou et al., 2016). O PCA, empregado para processar os dados de RMN, é 

uma técnica estatística amplamente usada que reduz a dimensionalidade de grandes conjuntos 

de dados e facilita a interpretabilidade, minimizando a perda de informações (Castura et al., 

2022). No estudo, os gráficos de PCA dos diferentes grupos se apresentaram semelhantes. 

Uma limitação é a sensibilidade do aparelho de 400 MHz. Outros testes poderiam ser feitos 

com sensibilidade maiores, como a utilização de um espectrômetro com um campo de alta 

intensidade (> 400 MHz) (Dalitz et al., 2012). 

O aparecimento de substâncias mais eficazes e com menos efeitos colaterais é necessá-

rio para o tratamento da depressão e melhoria da qualidade de vida dos pacientes. Diante dos 

resultados, o-eugenol mostrou-se ter uma boa atividade antidepressiva que pode estar relacio-

nada a diminuição do estresse oxidativo, efeito anti-inflamatório, além de, possuir efeito si-

nérgico com a imipramina e baixa toxicidade. 
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8 CONCLUSÕES  

 

Diante dos resultados obtidos no presente estudo em camundongos, fêmeas, foi possí-

vel concluir que o-eugenol (Figura 31): 

 

Figura 31 – Efeitos do o-eugenol no estudo. 

  
 

a) Demonstrou uma boa segurança e tolerabilidade no estudo in silico; 

b) Possui relativamente baixa toxicidade aguda e de doses repetidas por via oral in vi-

vo, não apresentando alterações na maioria dos parâmetros avaliados; 

c) Apresentou, nas três doses estudadas, atividade antidepressiva nos testes compor-

tamentais (nado forçado, suspensão pela cauda e preferência por sacarose) no mo-

delo de depressão animal por administração de doses repetidas de dexametasona; 

d) Não alterou a coordenação motora dos animais; 

e) Mostrou efeito sinérgico com a imipramina; 
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f) Não diminuiu o limiar de convulsões; 

g) Reduziu os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (um indicador de 

peroxidação lipídica) e aumentou os níveis do antioxidante natural não-enzimático 

glutationa; 

h) Diminuiu os níveis séricos de IL-1β, sugerindo atividade anti-inflamatório; 

i) Não promoveu diferenças importantes no perfil químico do hipocampo entre os 

grupos pela análise do PCA. 

Além disso, também foi mimetizado o comportamento depressivo-símile associado ao 

modelo da administração repetida de dexametasona em camundongos. 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B – PROTOCOLO EXPERIMENTAL DA TRIAGEM FARMACOLÓGICA 

COMPORTAMENTAL 

ATIVIDADE FARMACOLÓ-

GICA 

Quantificação dos efeitos 

(0) sem efeito, (-) efeito diminuído, (+) efeito presente, 

(++) efeito intenso 

Até 30 min. 1h 2h 3h 4h 

1 – SNC      

a–Estimulante      

Hiperatividade      

Irritabilidade      

Agressividade      

Tremores      

Convulsões      

Piloereção      

Movimento intenso das vibrissas      

Outra       

b– Depressora      

Hipnose      

Ptose      

Sedação      

Anestesia      

Ataxia      

Reflexo do endireitamento      

Catatonia      

Analgesia      

Resposta ao toque diminuído      

Perda do reflexo corneal      

Perda do reflexo auricular      

c–Outros comportamentos      

Ambulação diminuída      

Bocejo excessivo      

Limpeza      

Levantar      

Escalar      

Vocalizar      

Sacudir a cabeça      

Contorções abdominais      

Abdução das patas do trem posterior      

Pedalar      

Estereotipia      

2- SNAUTÔNOMO      

Diarréia      

Constipação      

Defecação aumentada      

Respiração forçada      

Lacrimejamento      

Micção      

Salivação      

Cianose      

Tono muscular      

Força para agarrar      

3– MORTE      

Fonte: Almeida (2006). 


