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RESUMO 

 

BUSCA PELA PADRONIZAÇÃO DE UM MODELO ANIMAL DE DEPRESSÃO 

PARA ESTUDOS DO EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-CÉREBRO 

 

O conjunto de microrganismos intestinais e seus produtos metabólicos são reconhecidos por 

regular inúmeros processos fisiológicas no organismo humano, incluindo a regulação do 

Sistema Nervoso Central através de um chamado eixo microbiota-intestino-cérebro. Doenças 

neuropsiquiátricas como a depressão, e o seu tratamento, parecem estar sob grande influência 

desses comensais. Os modelos animais sempre tiveram grande importância nas pesquisas 

biomédicas e têm sido de grande serventia para estudos do eixo microbiota-intestino-cérebro. 

Apesar de muitos estudos demonstrarem alterações na microbiota intestinal de modelos 

animais de depressão, existe ainda uma grande variabilidade entre os achados. Muitas das 

dissimilaridades dependem de fatores como o delineamento experimental, a dieta dos animais, 

a natureza, o tempo e a intensidade dos protocolos de indução, a coleta de amostras, o método 

de extração de DNA fecal, bem como as técnicas de sequenciamento e de bioinformática 

utilizadas para análise da microbiota. Nesse contexto, o trabalho objetivou a padronização de 

um modelo animal de depressão para estudos do eixo microbiota-intestino-cérebro.  Os 

animais foram expostos a um protocolo de Estresse Crônico Moderado Imprevisível de seis 

semanas e tratados oralmente com Sertralina por três semanas (10 mg/Kg). Ao final do 

protocolo, os animais passaram por testes comportamentais de avaliação da atividade 

locomotora, social, depressiva e ansiogênica. Amostras fecais foram colhidas e processadas 

para o sequenciamento direcionado do gene 16S rRNA. Os resultados demonstraram que o 

modelo proposto foi capaz de ocasionar alterações fenotípicas nos animais, mas não 

alterações comportamentais satisfatórias. O modelo também não se demonstrou capaz de 

impactar os índices de diversidade da microbiota intestinal dos animais. Dessa forma, foi 

concluído que o modelo não foi satisfatório para estudos do eixo microbiota-intestino-cérebro. 

Uma contínua busca pela padronização de modelos animais para estudos dessa natureza 

apresenta-se necessária, de forma a melhorar a reprodutibilidade dos trabalhos e garantir 

resultados mais consistentes e representativos.   

 

Palavras-chave: Modelos animais. Depressão. Microbiota intestinal.Antidepressivos. 

 

 



 

 

  

ABSTRACT 

 

PURSUITING THE PADRONIZATION OF AN ANIMAL MODEL OF DEPRESSION 

TO STUDIE THE MICROBIOTA-INTESTINE-BRAIN AXIS 

 

The set of intestinal microorganisms and their metabolic products are recognized by 

physiological regulatory activity in many processes in the human body, including the 

regulation of the Central Nervous System. Neuropsychiatric disorders such as depression, and 

their treatment, seems to be under great influence of these commensals. Although many 

studies demonstrate alterations in the intestinal microbiota of animal models of depression, 

there is still great variability among the findings. Many of the dissimilarities depend on 

factors such as the experimental design, the diet of the animals, the nature, time and intensity 

of the induction protocols, the collection of samples, the fecal DNA extraction method, as 

well as the sequencing and bioinformatics techniques used for microbiota analysis. In this 

context, the work aimed to standardize an animal model of depression for studies of the 

microbiota-gut-brain axis. The animals were exposed to a six-week Moderate Unpredictable 

Chronic Stress protocol and orally treated with Sertraline for three weeks (10 mg/Kg). At the 

end of the protocol, the animals underwent behavioral tests to assess locomotor, social, 

depressive and anxiolytic behaviour. Fecal samples were collected being processed for 

targeted sequencing of the 16S rRNA gene. The results showed that the proposed model was 

capable of causing phenotypic changes in the animals, but not behavioral changes. The model 

also did not prove to impact the diversity indices of the intestinal microbiota of the animals. 

Thus, it was concluded that the model was not satisfactory for studies of the microbiota-gut-

brain axis. A continuous search for the standardization of animal models for the study of the 

microbiota-gut-brain axis is necessary, in order to improve the reproducibility of the works 

and guarantee more consistent and representative results. 

 

Keywords: Animal models. Depression. Gut microbiota. Antidepressants.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Um interesse sobre as comunidades microbianas de humanos e de outros animais têm 

crescido tremendamente nos últimos anos tendo em vista o crescente reconhecimento de que 

esses microrganismos, sobretudo os intestinais, têm uma importante participação na fisiologia, 

na nutrição, no metabolismo e na saúde de seus hospedeiros (ABONAHAS et al., 2022). A 

microbiota intestinal, conjunto de microorganismos residente no intestino, é capaz de regular 

diversos processos fisiológicos, desempenhando funções que vão desde nutricionais e 

gastroprotetoras, até funções de imunomodulação e de regulação do Sistema Nervoso Central 

(CRYAN; DINAN, 2012; ROGERS et al., 2016; KOH; LAL, 2018; VALDES et al., 2018; 

LIU; WANG; WU, 2021). A interação entre microbiota e hospedeiro é o ponto chave nesses 

processos, sendo a composição da microbiota intestinal altamente dependente de fatores 

ligados ao hospedeiro, como a idade, dieta, geografia e estilo de vida (AFZAAL et al., 2022).  

Diversas patologias estão sendo associadas a alterações nesse conjunto de microrganismos, 

como doenças metabólicas (FAN; PEDERSEN, 2021), doenças autoimunes (KHAN; WANG, 

2020), doenças cardiovasculares (NOVAKOVIC et al., 2020), doenças neurológicas (CRYAN 

et al., 2020) e desordens neuropsiquiátricas (GENEROSO et al., 2021). Além disso, a 

microbiota intestinal parece estar intimamente ligada a processos como a metabolização de 

fármacos, influenciando na efetividade de tratamentos e na apresentação de efeitos colaterais 

(COLOTTI; RINALD, 2020).  

 

Distúrbios no chamado eixo microbiota-intestino-cérebro têm sido associados a 

diversas desordens de ordem neuropsiquiátrica, como depressão maior, transtornos de 

ansiedade, esquizofrenia, transtorno bipolar, autismo, Alzheimer, Parkinson, Esclerose 

múltipla e abuso de drogas (RUTSCH; KANTSJÖ; RONCHI, 2020; GENEROSO et al., 2021; 

CHEN; XU; CHEN, 2021). Dentre elas, a depressão é a mais estudada no que concerne a esse 

eixo. Esta doença apresenta-se como um transtorno mental frequentemente encontrado na 

sociedade e que gera alto custo social e econômico, tendo em vista que atinge todas as faixas 

etárias e pode resultar em incapacitações graves e definitivas que elevam as demandas nos 

serviços de saúde (GOMES; MIGUEL; MIASSO, 2013). Os antidepressivos, medicamentos 

utilizados no tratamento desse distúrbio, constituem uma classe de fármacos que geralmente 

apresentam um longo tempo para início da resposta clínica, além disso, estão frequentemente 

associados à perda de resposta e/ou efetividade do tratamento, à baixa aderência e 
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tolerabilidade, e à grande variabilidade de respostas pelos pacientes (TARGUM, 2014; 

VIEIRA et al., 2010). Tendo em vista a participação dos comensais bacterianos tanto na 

regulação do Sistema Nervoso Central como na atividade de fármacos, a microbiota intestinal 

parece estar relacionada tanto com a fisiopatologia da depressão como com a efetividade de 

seu tratamento.  

 

Os modelos animais sempre tiveram grande importância nas pesquisas biomédicas e 

têm sido de grande serventia para estudos do eixo microbiota-intestino-cérebro 

(THERGARAJAN; BHASSU, 2022). Prevê-se que estudos sobre a composição da microbiota 

intestinal tornara-se rotina para o desenvolvimento de drogas que visam o tratamento dos 

transtornos psiquiátricos (CHAIT, 2020). Mas apesar de muitos estudos demonstrarem 

alterações na microbiota intestinal de modelos animais de depressão, existe ainda uma grande 

variabilidade entre os achados (HERSELMAN; BAILEY; BOBROVSKAYA, 2022). Muitas 

das dissimilaridades dependem de fatores como o delineamento experimental, a dieta dos 

animais, a natureza, o tempo e a intensidade dos protocolos de indução, a coleta de amostras, 

o método de extração de DNA fecal, e as técnicas de sequenciamento e de bioinformática 

utilizadas para análise da microbiota (HUANG et al., 2022). A verdade é que dada a grande 

complexidade e variabilidade interpessoal da microbiota intestinal, os achados de diversidade 

e abundância microbiana em doenças como depressão e ansiedade tanto em animais quanto 

em humanos continuam inconsistentes e com baixa reprodutibilidade (BARANDOUZI et al., 

2020). Torna-se então de grande importância a busca pela padronização de modelos animais 

para estudo do eixo microbiota-intestino-cérebro, de forma a melhorar a reprodutibilidade dos 

trabalhos e garantir resultados mais consistentes e representativos.   
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 A MICROBIOTA INTESTINAL 

 

O termo microbiota intestinal refere-se à comunidade essencialmente bacteriana 

que reside normalmente no intestino de humanos e de animais. Com mais de 1000 espécies e 

com cerca de 700 cepas descritas, a microbiota intestinal é dominada pelas bactérias 

anaeróbicas, mas também inclui organismos como vírus, bacteriófagos, protozoários, arqueas 

e fungos (LANKELMA et al., 2015). O trato gastrointestinal humano é habitado por cerca de 

1013 a 1014 microrganismos – mais de 10 vezes o número de células humanas em nosso 

organismo (GILL et al., 2006). O genoma coletivo destes microrganismos, associado ao 

ambiente em que se encontram e à todas as condições ali presentes, designa-se microbioma 

intestinal, o qual contém cerca de 150 vezes mais genes do que o genoma humano (QIN et al., 

2010). O microbioma intestinal de humanos é composto por dois filos de bactérias 

dominantes: Bacteroidetes e Firmicutes. Apresenta em menor abundância outros filos como 

Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia (ARUMUGAN et al., 2011).  

 

A relação com os microrganismos inicia-se a partir do nascimento, quando o bebê 

deixa o espaço intrauterino e tem o seu primeiro contato com os microrganismos oriundos, 

inicialmente da mãe, e mais tardiamente de alimentos e do próprio ambiente, até que uma 

densa microbiota se desenvolva (MACKIE; SEGHIR; GASKINS, 1999). A microbiota muda 

dinâmicamente durante a vida, estabelecendo relações com seu hospedeiro em momentos 

críticos, como na infância, na adolescência e no envelhecimento. Nesses momentos, existe 

uma grande vulnerabilidade à fatores externos, que podem culminar em uma aumentada 

susceptibilidade a desenvolver doenças, possivelmente levando a adversidades de saúde mais 

tarde na vida. Distúrbios no desenvolvimento da microbiota durante a infância possuem o 

potencial de impactar significativamente a saúde, levando a diversos tipos de desosrdens, 

incluindo desordens mentais.  De forma similar, a microbiota também contribui para o 

processo de envelhecimento e a trajetória de desordens neurodegenerativas (DINAN; CRYAN, 

2017).  
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Existe uma grande simbiose entre o hospedeiro humano e os comensais bacterianos 

intestinais (MALARD et al., 2021). Os microrganismos desenvolvem papel fundamental na 

homeostasia intestinal; estes fornecem fontes de energia como ácidos graxos voláteis, 

participam do metabolismo de glicose, lipídeos, aminoácidos e ácidos biliares, bem como 

participam da produção de vitaminas, como a vitamina K e vitaminas do complexo B 

(MCCAN et al., 2020; PUTNAM; GOODMAN, 2020; WU et al., 2021). Isso se dá através de 

suas atividades metabólicas que ocorrem pela utilização de fontes alimentares humanas e pela 

habitação em condições físico-químicas estáveis. Esta energia produzida contribui para 

diversas funções, incluindo a motilidade intestinal, a modulação de dores associadas ao Trato 

Gastrointestinal (TGI), a integridade da barreira intestinal e a resposta imune (NOGUEIRA, 

2015). Ainda, as bactérias atuam protegendo o ambiente intestinal, tanto induzindo células T 

reguladoras (KONIECZNA, 2012), como produzindo substâncias antagonistas e competindo 

por recursos nutricionais ou sítios de adesão com microrganismos patogênicos, evitando 

assim infecções, como por Clostridium difficile (BUFFIE; PAMER, 2013). A microbiota 

intestinal também possui um papel trófico através da modulação da diferenciação e 

proliferação de células epiteliais intestinais, de células do sistema imune e de células 

hematopoiéticas (AZIZ et al., 2012; YAN et al., 2022), bem como participa da modulação de 

vias endócrinas e neuroendócrinas (RASTELLI, CANI, KNAUF, 2019). Além disso, foi 

demonstrado em estudo através de imagens 3D por microscopia confocal que a microbiota 

está intimamente ligada com o processo de vascularização do intestino, principalmente no 

período crítico de desenvolvimento pós-natal, agindo sobre as células de Paneth, responsáveis 

por secretar peptídeos antibacterianos que regulam a ecologia intestinal (STAPPENBECK, 

2002).    

 

 As bactérias intestinais apresentam a capacidade de fermentação de substratos não 

digeríveis, como fibras e muco intestinal endógeno, sendo este um ponto chave na sua 

dinâmica com o organismo. Essa fermentação dá suporte ao crescimento de bactérias 

específicas que produzem ácidos graxos de cadeias curtas (SCFAs) e gases (WONG et al., 

2006) que desempenham inúmeras funções no organismo. Os principais SCFAs produzidos 

são o acetato, o propionato e o butirato. O propionato exerce a regulação da gliconeogênese e 

da sinalização de saciedade através de interação com receptores de ácidos graxos. Aumento 

nos níveis desse composto foi associado com a diminuição de estresse (BYRNE et al., 2016).  

O acetato é o mais abundante SCFA e é essencial para o crescimento de diversas bactérias. 
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Este, alcança os tecidos periféricos do organismo onde é utilizado no metabolismo do 

colesterol e na lipogênese, participando centralmente também na regulação do apetite 

(FROST et al., 2014). O butirato apresenta-se como a principal fonte de energia dos 

colonocitos (células do cólon), além disto é capaz de induzir a apoptose de células 

cancerígenas do cólon e ativar a gliconeogênese intestinal, produzindo efeitos benéficos sobre 

a homeostase energética (VADDER et al., 2014). O butirato é essencial para as células 

epiteliais consumirem grande quantidade de oxigênio através da β oxidação, o que gera um 

estado de hipóxia que mantem o balanço do oxigênio no intestino, necessário para a 

manutenção da composição intestinal e da própria microbiota também (BYNDLOSS et al, 

2017). Além disso, os estudos têm demonstrado que os SCFAs são capazes de regular a 

neuroinflamação, modulando a produção e o recrutamento de células T, neutrófilos e citocinas 

(PARK et al., 2019). Além dos SCFAs, uma série de outros metabólitos também são 

produzidos pela atividade da microbiota e desempenham diversas funções no organismo, 

como pode ser visto na tabela 1.  

 

Tabela 1. Metabólitos produzidos pela microbiota intestinal e suas funções. 

 

 Fonte: Frontiers in Microbiology (2022) 13:999001 
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Em outro âmbito metabólico, podemos destacar a contribuição da microbiota na 

metabolização de substâncias endógenas e xenobióticos, incluindo produtos naturais, drogas 

sintéticas, poluentes e pesticidas (JOUROVA; ANZENBACHER; ANZEBACHEROVA, 2016; 

NAKOV; VELIKOVA, 2020). A microbiota é responsável por secretar uma gama de enzimas 

(redutases, glicosidases, sulfatases, etc) que medeiam várias reações químicas nos organismos. 

Algumas reações são catabolizadas por enzimas produzidas apenas pela microbiota, 

produzindo metabólitos únicos no intestino (KOPPEL; REKDAL; BALSKUS, 2017). Além 

disso, as bactérias intestinais influenciam na expressão gênica de enzimas hepáticas, incluindo 

proteínas do citocromo P450 (JOUROVÁ et al., 2020). Diferenças na composição da 

microbiota, não só em humanos como em animais, afeta significantemente a ação e toxicidade 

de drogas, possivelmente explicando a variabilidade de respostas individuais a tratamentos. 

Assim, alterações na composição da microbiota podem resultar em modificações dos perfis 

farmacocinéticos e farmacodinâmicos de substâncias, influenciando na efetividade de 

tratamentos e na apresentação de efeitos colaterais (NOH et al., 2017).   

 

O microbioma intestinal trata-se de um ambiente bastante complexo e bastante 

competitivo; além da quantidade enorme de microorganismos que abriga, acumula uma 

variedade de metabólitos obtidos pelas mais diversas fontes e variados processos. A disbiose, 

desequilíbrio da composição microbiana, é uma condição que reduz a capacidade de absorção 

de vários nutrientes como cálcio, fósforo, magnésio, ferro, zinco e selênio, causando carência 

de vitaminas, principalmente do complexo B, além de vitaminas D, C, A e K6. Essa disfunção 

pode ser caracterizada por uma redução na diversidade microbiana, bem como uma perda de 

bactérias com perfil benéfico (como produtores de butirato), e um aumento de patobiontes, 

bactérias simbióticas que podem se tornar patogênicas sobre certas condições, como 

proteobactérias (HUMPHREYS, 2020). A disbiose também favorece o aumento da 

permeabilidade da barreira intestinal, permitindo a entrada de alimentos não digeridos, 

resíduos tóxicos, assim como antígenos e microrganismos na corrente sanguínea (WALKER; 

LAWLEY, 2013; LEVY et al., 2017). Essa disfunção, além de trazer repercussões metabólicas, 

traz também repercussões inflamatórias que podem impactar profundamente a saúde dos 

indivíduos, propiciando ou contribuindo com o desenvolvimento de diversas desordens 

(GABELE et al., 2011). Seu papel metabólico e sua contribuição para produção de energia, 

bem como para a síntese de vitaminas e para a absorção de minerais é essencial a inúmeras 

funções biológicas. Autores classificam a microbiota intestinal como um “órgão vital” devido 
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sua comunicação multidirecional com os diversos sistemas do organismo através de vias 

neurais, endócrinas, humorais, imunológicas e metabólicas (AFZAAL et al., 2022). Assim, 

além do seu papel notório no trato gastrointestinal e metabolismo, a comunidade bacteriana 

intestinal vem sendo estudada afim de revelar sua influência em vários aspectos fisiológicos, 

incluindo a função cerebral.  

 

 

2.3 O EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-CÉREBRO 

 

Há muito é reconhecido o papel que o Sistema Nervoso Central (SNC) exerce sobre o 

intestino, regulando funções gastrointestinais como a motilidade, a secreção de mucina, a 

produção hormonal e a produção de citocinas por células do sistema imune associado a 

mucosa intestinal (MAYER, 2011). Por outro lado, nos últimos anos têm se demonstrado que 

o intestino, aliado à sua estrutura neuronal, e aliado à comunidade microbiana e seus 

metabolitos, possui a capacidade de modular o SNC (RUTSCH; KANTSJÖ; RONCHI, 2020). 

O trato gastrintestinal possui uma rede complexa de fibras nervosas que envolve a presença de 

200 a 600 milhões de neurônios, denominada de Sistema Nervoso Entérico (SNE). Ele 

interage com a maior superfície do corpo humano, a intestinal, aproximadamente 100 vezes 

maior que a área da superfície da pele; interage com a maior população de microrganismos 

comensais do corpo humano e com o sistema imune associado ao intestino, que possui dois 

terços das células do sistema imunológico do organismo (MAYER, 2011). O SNE, descoberto 

no século XIX, foi classificado inicialmente como uma extensão periférica do sistema límbico 

alojado nas camadas do intestino. Apesar da autonomia a qual possui, o SNE não costuma 

funcionar sozinho, agindo, na maioria das vezes, em sintonia com o Sistema Nervoso Central. 

A abrangência e a extensão da rede de neurônios do SNE são surpreendentes ao ponto que, 

por seu tamanho e por sua importância funcional, é chamado de “segundo cérebro” por alguns 

autores (MAYER, 2011; ZHOU; FOSTER, 2015). 

 

Dada a grande influência da microbiota nos processos fisiológicos, tais quais 

processos metabólicos e regulação do sistema imune, além de sua íntima relação com o trato 

gastrointestinal e o SNE, a comunidade microbiana intestinal vem sendo foco de estudos 

sobre o cérebro e comportamento, emergindo o conceito de um eixo microbiota-intestino-

cérebro (AIDY; DINAN; CRYAN, 2014). A alta comorbidade entre sintomas psiquiátricos 

relacionados ao estresse, como depressão e ansiedade, e desordens gastrointestinais, como a 
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Síndrome do Intestino Irritável (SIR), evidenciaram a importância desse eixo (PERSON; 

KEEFER, 2021). Distúrbios no eixo microbiota-intestino-cérebro têm sido associados a 

diversos transtornos de ordem neuropsiquiátrica, como depressão maior, transtornos de 

ansiedade, esquizofrenia, transtorno bipolar, autismo, Alzheimer, Parkinson, Esclerose 

múltipla e abuso de drogas (RUTSCH; KANTSJÖ; RONCHI, 2020; GENEROSO et al., 2021; 

CHEN; XU; CHEN, 2021). Esse novo conceito traz oportunidades para potenciais 

intervenções nas doenças gastrointestinais e disfunções cerebrais. 

 

Observa-se que esse eixo atua através de rotas neuronais (via nervo vago e SNE), 

endócrinas (hormônios intestinais e cortisol), imunes (citocinas) e que ocorre de forma 

bidirecional (CRYAN; DINAN, 2012). Na rota neuronal todos os componentes do sistema 

nervoso autônomo estão envolvidos, incluindo os nervos simpáticos, parassimpáticos e o 

sistema nervoso entérico (SNE). O complexo simpático tem como função o monitoramento da 

motilidade intestinal, a ativação imunológica e o controle do fluxo sanguíneo, inervando as 

regiões vasculares do TGI e do SNE, abrangendo principalmente locais de alta atividade 

imunológica como a lâmina própria e as Placa de Peyer (FURNESS, 2012). O sistema 

parassimpático desempenha papel nas vias de comunicação intestino-cérebro através do nervo 

vago, principal componente das vias parassimpáticas e que possui atividade tanto aferente 

como eferente. Este é o maior e mais complexo dos nervos craniano, suas funções incluem a 

bronquioconstrição e regulação da respiração, regulação da frequência cardíaca e regulação 

do peristaltismo intestinal (ZHOU; FOSTER, 2015). A função mais importante do vago é 

aferente, trazendo informações dos órgãos internos como intestino, fígado, coração e pulmões 

para o cérebro. Isso sugere que os órgãos internos são a maior fonte de informações sensoriais 

para o cérebro, sendo o intestino o de maior superfície de contato (BREIT et al., 2018). Cerca 

de 80% de suas fibras nervosas são sensoriais, transmitindo informações dos órgãos para o 

SNC. Sobre sua relação com a microbiota, o nervo vago aferente parece se tornar ativo pela 

microbiota intestinal e seus metabólitos, mediando ações sobre o sistema nervoso central que 

alteram a função encefálica e, consequentemente, o comportamento (CRYAN; DINAN, 2012). 

 

 De forma geral, o eixo envolve o sistema nervoso autônomo e entérico, o sistema 

endócrino, o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), o sistema imune, a microbiota e os seus 

metabolitos. Vários metabólitos, muitos produzidos pela microbiota, como vitaminas 

essenciais, ácidos biliares, peptídeos, aminoácidos, neurotransmissores e SCAFs agem sobre o 
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sistema imunológico e influenciam o SNC, modulando funções como o comportamento, a 

memória, o aprendizado, a locomoção e a neurodegeneração (RUTSCH; KANTSJÖ; 

RONCHI, 2020).   

 

 

Figura 1. Vias envolvidas na comunicação bidirecional entre a microbiota intestinal e 

o cérebro. 

 

 Fonte: Nature Reviews|Neuroscience (2012)13, p. 703. 

 

 

A participação da microbiota na interação intestino cérebro pode ser demonstrada por 

diversos exemplos. Podemos citar que vários microorganismos foram associados a produção 

de neurotransmissores e seus metabólitos em modelos animais:  Lactobacillus spp. e 

Bifidobacterium spp. na produção de acetilcolina e ácido γ-aminobutírico (GABA), um 

neurotransmissor com importantes repercussões no aprendizado, atenção e memória, e um 

neurotransmissor inibidor no sistema nervoso central dos mamíferos, respectivamente; 

Escherichia spp., Bacillus spp. e Saccharomyces spp. na produção de noradrenalina, 

serotonina e dopamina (CRYAN; DINAN, 2012); Bifidobacterium infantis na produção de 

triptofano, um aminoácido essencial e precursor de muitos agentes biologicamente ativos, 

incluindo a serotonina e outras substâncias relevantes como a melatonina, além de metabólitos 
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como o ácido quinurênico, o ácido quinolínico e a nicotinamida (DESBONNET et al., 2010; 

CRYAN; DINAN, 2012). Clarke et al. (2014) mostrou que manipulando-se a microbiota 

intestinal foi possível modular as concentrações plasmáticas de triptofano e seus metabólitos. 

Quase 90% da serotonina requerida para o comportamento, humor, sono e diversas outras 

funções cerebrais e intestinais é proveniente das células enterocromafins do intestino 

(GERSHON, 2013). Não surpreendente, essas células são ativadas por metabólitos da 

microbiota e expressam receptores para uma variedade de metabólitos microbiais, tendo ainda 

evidências do papel da microbiota na regulação gênica e na sinalização dessas células 

(COVASA et al., 2019). O butirato produzido pelas bactérias por exemplo, é capaz de 

influenciar a liberação de serotonina pelas células enteroendócrinas intestinais, bem como é 

capaz de estimular a memória e a plasticidade neural através da inibição de enzimas 

(VECSEY et al., 2007; REIGSTAD et al., 2015). Em vários estudos, com vários modelos 

animais de desordens neuropsiquiátricas, como depressão, Alzheimer, transtorno bipolar, 

autismo, psicose e abuso de drogas, a administração de butirato teve efeitos benéficos sobre a 

função cerebral (RUTSCH; KANTSJÖ; RONCHI, 2020; GENEROSO et al., 2021). A 

administração de butirato foi ainda capaz de reverter o processo de desmielinização e 

promover a remielinização neuronal em modelos animais (CHEN et al., 2019). Já o 

propionato demonstrou-se capaz de proteger a barreira hematoencefálica contra estresse 

oxidativo (HOYLES et al., 2018).   

 

Outra forma de demonstração do papel fundamental da microbiota intestinal na 

regulação neurológica tem se dado através do uso de animais isentos de micróbios. A 

comparação de animais deficientes em germes com os seus pares convencionais mostrou que 

na ausência de microbiota o SNE apresenta redução dos gânglios e das fibras nervosas do 

plexo entérico, redução das contrações musculares intestinais espontâneas, redução da 

excitabilidade de neurônios aferentes, redução do potencial de membrana em repouso, 

redução da densidade de nervos e redução do número de neurônios por gânglio (HUSEBYE et 

al., 2001; NEUFELD et al., 2013). Achados muitos semelhantes foram vistos por Collins e 

colaboradores (2013) que também mostraram a importância dos comensais bacterianos pro 

desenvolvimento pós-natal do SNE, tanto estruturalmente como funcionalmente. Vadder e 

colaboradores (2018) também observaram a importância da microbiota no desenvolvimento 

do SNE de adultos através de vias serotoninérgicas. Heijtz et al. (2011) percebeu uma menor 

expressão de Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF, do inglês Brain-derived 
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neurotrophic factor) em animais semelhantes. O BDNF é um importante fator proteico 

relacionado à plasticidade, que promove o crescimento, desenvolvimento e sobrevivência 

neuronal, além de desempenhar um papel fundamental na aprendizagem, memória e regulação 

do humor (DINAN; CRYAN, 2017). Outro aspecto do neurodesenvolvimento que parece ser 

criticamente regulado pelo microbioma é a mielinização dos neurônios do córtex pré-frontal. 

Animais “germ-free” (livre de germes) apresentaram hiper mielinização dessa região, bem 

como um aumento da expressão de genes envolvidos com esse processo e com a plasticidade 

da mielina, mas o mesmo não foi visto em outras áreas cerebrais investigadas (HOBAN et al., 

2016). Achados similares também foram vistos em animais adultos tratados com antibióticos 

(GACIAS et al., 2016). Desbonnet e colaboradores (2014) avaliaram uma deficiência no 

comportamento social e aumento de comportamentos repetitivos em animais germ-free, que 

foram revertidos após recolonização, trazendo repercussões importantes para os transtornos 

psiquiátricos, sobretudo para os transtornos do espectro autista. Animais livres de germes 

também apresentaram volume aumentado da amígdala com dendritos hipertrofiados na sua 

área basolateral, enquanto os neurônios piramidais possuíram espinhas dendríticas de aspecto 

mais fino, curtas e em formato de cogumelo em comparação aos animais com a microbiota 

preservada (LUCZYNSKI et al., 2016). A amígdala é uma área crítica do cérebro que está 

envolvida com o comportamento social, incluindo o controle dos comportamentos ligados ao 

medo e ansiedade. Alterações estruturais e funcionais da amígdala são associadas com uma 

variedade de doenças neuropsiquiátricas, que vão desde o espectro do autismo (SCHUMANN 

et al., 2006; MOSCONI et al., 2009) às desordens de ansiedade (LEDOUX, 2007; JANAK; 

TYE, 2015). A ausência de microbiota durante o início da vida demonstrou diversas 

modificações na expressão de genes na amígdala, genes relacionados com a morfologia, com 

o metabolismo, com a neurotransmissão e com a neuroplasticidade desta área (STILLING et 

al., 2015). O uso de animais isentos de micróbios, bem como de antibióticos, também 

possibilitou que muitos estudos conseguissem induzir sintomas depressivos e alterações 

neuronais com o transplante fecal de doadores portadores de TDM (SHEN et al., 2021). 

 

Muitos estudos também têm se dado através do uso de probióticos, conceituados desde 

antigamente como "micro-organismos vivos em quantidades suficientes que afetem 

beneficamente a saúde do hospedeiro animal por melhorar seu equilíbrio microbiano" 

(FULLER, 1989; SALMINEN et al., 2021). Muitas vezes conceituados também como 

“alimentos contendo bactérias vivas que são benéficas para à saúde” (SALMINEN et al., 
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1998). A inclusão de microrganismos em alimentos, principalmente nos derivados do leite, e a 

observação de benefícios à saúde com essa prática são antigos na história da ciência e do 

homem. Em uma versão persa do antigo testamento há uma passagem que diz: "Abraão devia 

sua longevidade ao consumo de leite azedo...”. Em 76 a.c, os produtos lácteos também já 

haviam sido citados por Plínio, um historiador romano que dizia que estes poderiam ser 

administrados para o tratamento de gastroenterites (SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001). 

Em 1907, com o advento das técnicas em microbiologia, a primeira observação original dos 

benefícios dos microrganismos administrados em alimentos foi feita. O pesquisador russo, 

Élie Metchnikoff (1907) foi o pioneiro ao sugerir que: "A dependência de micróbios do 

intestino sobre a comida faz com que seja possível adotar medidas para modificar a flora em 

nossos corpos e substituir os micróbios nocivos por micróbios úteis." (ANUKAM; REID, 

2007). Neste mesmo período, Henri Tissier começou a fazer as mesmas observações, mas 

indagando o porquê de crianças saudáveis, livres de diarreias intestinais, terem em suas fezes 

uma alta concentração de bactérias que ele observou ter forma de Y, e as nomeou de bífidas. 

Este pesquisador francês então sugeriu que estes microrganismos poderiam ser administrados 

a doentes para restaurar sua microbiota e assim acabar com patologias intestinais 

(NOGUEIRA, 2015).  

 

Pesquisas modernas têm demonstrado o potencial dos probióticos além do trato 

gastrointestinal. Por exemplo, Gareau e colaboradores (2011) verificaram que camundongos 

induzidos a depressão por separação maternal tiveram o comportamento do tipo depressivo 

revertido com tratamento dos probióticos L. rhamnosus e L. helveticus, além de normalização 

da atividade do eixo HPA. De forma similar, L. rhamnosus reduziu o comportamento do tipo 

depressivo em camundongos através da redução da liberação de corticosterona plasmática e 

da regulação da expressão de receptores GABAérgicos em diferentes regiões do encéfalo, de 

uma forma dependente do nervo vago (utilização de vagotomia), no trabalho de Bravo et al. 

(2011). Com o mesmo modelo de indução por separação materna, Desbonnet et al. (2010) 

demonstrou que a bactéria Bifidobacterium infantis aliviou o comportamento do tipo 

depressivo, bem como diminuiu citocinas pró-inflamatórias e regulou o metabolismo do 

triptofano e de outros neurotransmissores no SNC de animais. Bactérias probióticas dos 

gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium também foram capazes de reverter o comportamento 

do tipo depressivo, reduzir a presença de citocinas pró-inflamatórias e restaurar a integridade 

da barreira do TGI em modelo de depressão induzido por infarto do miocárdio em ratos 
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(GILBERT et al., 2013). Hao e colaboradores (2019) utilizaram o probiótico 

Faecalibacterium prausnitzii e conseguiram aliviar os sintomas depressivos e ansiosos de 

animais submetidos a estresse crônico moderado imprevisível, bem como regular os níveis de 

citocinas inflamatórias, corticosterona e proteína c reativa, com um aumento de SCFAs na 

região do ceco intestinal. Já o trabalho de Huang e colaboradores (2022) encontrou uma maior 

riqueza e distribuição uniforme de espécies na microbiota de animais quando tratados com um 

par de probióticos, em relação ao tratamento com um único probiótico, juntamente com a 

atenuação dos sintomas depressivos e ansiosos. Assim reforçando a necessidade do alcance de 

concentrações satisfatórias de microrganismos vivos ao intestino para atuação como 

probióticos ou psicobióticos. 

 

Podemos ver que os modelos animais aparecem como de extrema importância para 

estudos dessa natureza e que uma variedade de estratégias vem sendo utilizadas para a 

analisar a regulação da relação intestino-cérebro pela microbiota intestinal, incluindo o uso de 

antibióticos, o uso de probióticos, o uso de animais isentos de germes e o transplante de 

microbiota fecal. Apesar da maioria das pesquisas focarem no impacto da microbiota no SNC, 

também vendo sendo demonstrado o impacto do estresse crônico na composição da 

microbiota e também no vazamento de componentes bacterianos através da barreira intestinal, 

como os lipopolissacarídeos (HERSELMAN; BAILEY; BOBROVSKAYA, 2022). Os 

mesmos fatores também parecem estar envolvidos com o aumento da permeabilidade da 

barreira hematoencefálica (TANG et al., 2020). Alterações na microbiota intestinal associadas 

ao aumento da permeabilidade intestinal e da barreira hematoencefálica são condições 

altamente reconhecidas como relevantes para a patogênese de diversas doenças, incluindo 

doenças do trato gastrointestinal (KITAMOTO et al., 2016), doenças autoimunes (PARAY et 

al., 2020), desordens de humor (APPLETON, 2018) e doenças neurodegenerativas 

(ANDERSON et al., 2016).  
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2.3 ESTRESSE CRÔNICO E A DEPRESSÃO 

 

A depressão é uma doença enquadrada nos transtornos mentais comuns (TMCs), 

definidos como doenças com manifestações psicológicas associada a algum 

comprometimento funcional resultante de disfunção biológica, social, psicológica, genética, 

física ou química, podendo ser classificados ainda como alterações do modo de pensar e/ou do 

humor associados a uma angústia expressiva, produzindo prejuízos no desempenho global dos 

portadores no âmbito pessoal, social, ocupacional e familiar (SANTOS; SIQUEIRA, 2010). É 

caracterizada por afetar negativamente os sentimentos, pensamentos e atitudes das pessoas, 

apresentando vários sintomas dos quais o mais comum é o profundo sentimento de tristeza ou 

uma acentuada perda de interesse e prazer nas atividades (ASSOCIAÇÃO AMERICANA DE 

PSIQUIATRIA, 2017). Dependendo do número e gravidade dos sintomas, o episódio 

depressivo pode ser classificado como leve, moderado ou grave. Os sintomas incluem ainda: 

humor persistentemente triste, ansioso ou “vazio”; sentimentos de desespero e pessimismo; 

sentimento de culpa, desvalia e impotência; perda do interesse ou prazer em atividades que 

eram anteriormente apreciadas, incluindo sexo; energia diminuída, fadiga; dificuldade de se 

concentrar, recordar e tomar decisões; insônia, despertar precoce ou sono em excesso; 

distúrbios alimentares; pensamentos de morte ou suicídio; tentativas de suicídio; inquietação e 

irritabilidade; sintomas físicos persistentes que não respondem ao tratamento, como cefaleias, 

transtornos digestivos e dores crônicas (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE PSQUIATRIA, 

2012).  

 

Em uma esfera global, estima-se que mais de 350 milhões de pessoas sofram de 

depressão. O número de pessoas vivendo com depressão cresceu em 18,4% entre os anos de 

2005 e 2015, revelando uma tendência ao aumento de pessoas expostas aos fatores de risco 

relacionados a depressão (OMS, 2017). As tendências continuam aumentando; no cenário 

atual de pandemia de COVID-19, foi detectado um aumento de 25% nos casos de depressão e 

ansiedade apenas no primeiro ano pandêmico (OMS, 2022). A doença surge ainda como a 

maior contribuinte para os casos de invalidez e para as mortes por suicídio, que chegam a 

ultrapassar 800.000 casos por ano.  A Pesquisa Nacional de Saúde (PNS), realizada pelo 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) em 2019, apontou que no Brasil 10,2% 

das pessoas com 18 anos ou mais já receberam o diagnóstico de depressão, aproximadamente 

16,3 milhões de pessoas.  
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A busca de bases neurofisiológicas para a depressão tem recebido investimentos 

crescentes em pesquisa nas últimas décadas. As dificuldades para avaliá-la são evidentes, 

devido à complexidade, bem como a dificuldade de acesso ao sistema nervoso central (SNC) 

para medidas bioquímicas. Apesar disso, existem muitos aspectos utilizados para explicar a 

etiologia da depressão, dentre elas o resultado da genética ligada a fatores ambientais como a 

dieta e o consumo de álcool, a menor disponibilidade de aminas biogênicas cerebrais, em 

particular de serotonina, noradrenalina e/ou dopamina e alterações no eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal (HPA). Os fatores psicossociais também estão entre os desencadeadores da 

depressão como, por exemplo, a perda de um familiar, de um emprego ou uma separação 

conjugal (NOGUEIRA, 2015). Em cerca de 60% dos casos, os episódios depressivos são 

precedidos pela ocorrência de tais fatores estressantes (KELLER; NEALE; KENDLER, 2007). 

Mais recentemente, como já foi indicado, estudos tem apontado a influência de 

microrganismos residentes do trato gastrointestinal no desenvolvimento da depressão e de 

outras doenças neurológicas.  

 

Fatores estressantes constituem um risco para o desenvolvimento de transtornos de 

humor, induzindo a significativas mudanças comportamentais e fisiológicas, sendo a principal 

forma de acometimento de depressão na sociedade (PLIEGER et al., 2015). Agentes 

estressores podem causar uma hipersecreção de cortisol (corticosterona em roedores) e 

consequentemente disfunções no eixo HPA, mediando uma forma de enfrentamento a 

adversidades que pode implicar na diminuição de atividade neuronal (STEWART et al., 2004). 

Como vimos, a microbiota intestinal está intimamente ligada a regulação do eixo HPA. Da 

mesma forma, a microbiota intestinal parece estar intimamente ligada com a resposta ao 

estresse (Fig. 2). Um estudo mostrou que estudantes saudáveis tinham menos lactobacilos 

presentes em suas fezes durante momentos extremamente estressantes em comparação com 

períodos menos estressantes (DINAN; CRYAN, 2013). Ainda, a exposição ao estresse crônico 

em ratos adultos diminuiu a abundância relativa de espécies de bacteroides e aumentou as 

espécies de Clostridium no ceco. Além disso, modulou o sistema imunitário, com um aumento 

da interleucina-6 (BAILEY et al., 2011). Em outro estudo, um estresse de separação materna 

entre 6 e 9 meses de idade em macacos Rhesus resultou na diminuição dos níveis de 

lactobacilos em suas fezes (BAILEY et al., 2004). 

 



 

 

31 
 

Figura 2. Esquema representativo dos efeitos do estresse crônico e da depressão na atividade 

do eixo intestino-cérebro. 

 

              Fonte: Neurogastroenterol Motil (2013) 25, p. 714. 
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2.4 OS ANTIDEPRESSIVOS  

 

Os antidepressivos, fármacos utilizados no tratamento da depressão, estão entre a 

classe de medicamentos como maior aumento de consumo nos últimos anos (MOJTABAI; 

OLFSON, 2013; LUO et al., 2020), tendo aumentado as prescrições em 35% nos últimos seis 

anos (BURNS, 2022). Desde 2010 os antidepressivos passaram a ser a terceira classe de 

medicamentos mais prescrita nos Estados Unidos (MOJTABAI; OLFSON, 2011). Isto se deve 

há vários fatores, incluindo o aumento da prevalência da depressão na sociedade e ao aumento 

da exposição a fatores de risco relacionados aos transtornos mentais (SKURTVEIT et al., 

2018). Hoje existem vários antidepressivos disponíveis no mercado e o uso terapêutico destas 

drogas tem se expandido bastante na prática clínica psiquiátrica nos últimos anos, sendo 

utilizadas no tratamento de outras desordens, como transtornos de ansiedade, síndrome do 

pânico, transtorno obsessivo compulsivo, transtorno pós-traumático, fobia social, dores 

neuropáticas, distúrbios alimentares, disforia pré-menstrual, psicose, transtornos do sono, 

além das formas mais brandas de depressão (ABLES; BAUGHMAN, 2003; CHENIAUX, 

2006; NOORDAM et al., 2015; YU et al., 2020; SHEFFLER; ABDIJADID, 2021).  

 

A história dos antidepressivos começa na década de 50, a chamada “Década de ouro” 

da psicofarmacologia, temporada em que houve grandes avanços no descobrimento de 

substâncias psicotrópicas. Nesse período, observações clínicas de pacientes medicados com 

iproniazida, droga derivada das hidrazinas e até então utilizada para o tratamento de 

tuberculose, revelaram melhora de humor e uma euforia dos indivíduos em tratamento. Tais 

efeitos psicoestimulantes despertaram a atenção dos pesquisadores, sendo subsequentemente 

demonstrada a propriedade da iproniazida de inibir a monaminooxidase (MAO), sistema 

enzimático capaz de metabolizar as aminas biogénicas (serotonina e catecolaminas) e outras 

aminas simpaticomiméticas. Assim, a partir do uso de uma substância com atividade 

antibacteriana, surgiu a primeira classe de antidepressivos, os inibidores de MAO (IMAOs), 

tais como a tranilcipromina e a fenelzina (LÓPEZ-MUÑOZ; ALAMO, 2009). Mais tarde, o 

desenvolvimento de uma molécula com grandes potenciais antidepressivos, a imipramina, 

abriu as portas para o surgimento de uma nova classe de medicamentos, os antidepressivos 

tricíclicos (ADTs), cujo mecanismo de ação envolve o bloqueio da recaptura de monoaminas 

(norepinefrina, serotonina e dopamina) pelos neurônios de forma não seletiva (BOURIN et al., 

2003). Até a década de 80, as duas classes de antidepressivos até então citadas, 
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revolucionaram o tratamento da depressão e trouxeram importantes conhecimentos para as 

hipóteses etiológicas dos transtornos depressivos. Embora muito eficazes, o risco de 

toxicidade e a apresentação de uma gama de efeitos colaterais indesejáveis devido a 

inespecificidade farmacológica dessas substâncias tornou-se uma preocupação (MORENO; 

MORENO; SOARES, 1999).  

 

Visando encontrar medicamentos tão eficazes quanto os passados, mas com poucos 

problemas de tolerabilidade e de segurança, desenhos racionais de moléculas deram origem 

aos inibidores seletivos da receptação de serotonina (ISRSs), sendo a fluoxetina a primeira 

deles. Os ISRSs, os quais podemos citar além da pioneira fluoxetina, a paroxetina, sertralina, 

fluvoxamina e citalopram, inibem de forma potente e seletiva a recaptação de serotonina, 

resultando na intensificação da neurotransmissão serotonérgica (GOODNICK; GOLDSTEIN, 

1998). Apesar de compartilharem o principal mecanismo de ação, os ISRSs são 

estruturalmente distintos, com marcantes diferenças no perfil farmacodinâmico e 

farmacocinético. Podem apresentar ainda variações na potência da inibição de recaptação, 

assim como na afinidade por determinados neuroreceptores e na seletividade por outros 

neurotransmissores (noradrenalina e dopamina). Por exemplo, paroxetina e sertralina são os 

mais potentes inibidores da receptação de serotonina, sendo o último diferenciado também 

dos demais pelo seu relativo potencial em inibir a receptação de dopamina (STAHL; GRADY, 

2003).  

 

Embora os antidepressivos de nova geração apresentem um perfil mais tolerável de 

efeitos adversos devido sua maior especificidade, as queixas de efeitos colaterais ainda são 

frequentemente relatadas, e podem variar entre as diferentes moléculas da mesma classe. As 

ações adversas mais elencadas incluem: efeitos gastrointestinais (náuseas, vômitos, dores 

abdominais, diarreia, perda ou ganho de peso, anorexia); efeitos psicossomáticos (agitação, 

ansiedade, irritabilidade, confusão, alterações do sono, ciclagem para a mania); efeitos 

cardiovasculares; disfunções sexuais; reações dermatológicas; entre outras como xerostomia, 

sudorese e efeitos extrapiramidais (WANG et al., 2018). As adversidades dos antidepressivos 

são os principais fatores para a descontinuação do tratamento. Cerca de 43% dos portadores 

de distúrbio depressivo maior (DDM) interrompem o uso dos medicamentos devido tais 

efeitos (HUNG, 2014). Apesar de ser um tratamento considerado efetivo, existe esta grande 

dificuldade de adesão por parte dos pacientes à farmacoterapia, primeiro devido à demora 
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para apresentação dos efeitos terapêuticos, também devido os exacerbados efeitos colaterais e 

a baixa tolerabilidade aos fármacos. Ainda, o uso inadequado desses fármacos, o que é muito 

comum, corrobora com recaídas e refratariedade farmacológica, colaborando ainda mais com 

o aumento de seu uso (WANG et al., 2018). 

 

Como relatado anteriormente, os antidepressivos apresentam atividade 

antimicrobiana desde sua origem histórica. Mediante esta propriedade, diversos estudos têm 

demonstrado os potenciais antimicrobianos in vitro e in vivo das várias classes de 

antidepressivos, desde os pioneiros IMAOs aos ISRS (MACEDO et al., 2017). Os 

mecanismos para tal propriedade ainda não são totalmente esclarecidos, mas parecem 

envolver a formação de radicais que interagem com componentes bacterianos no caso dos 

IMAOs (JENA et al., 2014), a inibição de atividade plasmidial no caso dos ADTs (MOLNÁR, 

1988), a inibição de bombas de efluxo no caso dos ISRSs (KAATZ et al., 2003) e uma 

citotoxidade lipofílica não específica em casos de fungos, segundo Young (2003). Os 

antidepressivos também inibem uma série de processos presentes em bactérias, como a 

motilidade do tipo swarming e a produção de slime, indicando que eles também podem ter 

ação em processos metabólicos fundamentais, como a tradução de proteínas (MUNOZ-

BELIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCIA-RODRIGUES, 2000; NAYAK; SATPATHY, 2000; 

AYBEY; USTA; DEMIRKAN, 2014). Os ISRS têm demonstrado potente efeito 

antimicrobiano, tendo ação sobre bactérias (CHAIT et al., 2020); vírus e parasitas (LIEB, 

2004); fungos (ZHAI et al., 2012) e protozoários (PALIT; ALI, 2008). O efeito deles parece 

ocorrer principalmente sobre bactérias Gram positivas, como dos gêneros Staphylococcus e 

Enterococcus (AYAZ et al., 2015). Estas drogas podem ter efeitos antimicrobianos 

propriamente, como também apresentam efeitos sinérgicos juntamente a antibióticos, 

diminuindo a concentração inibitória mínimas destes, além de aumentarem a efetividade 

contra linhagens de bactérias resistentes a antibióticos (LI et al., 2017). A sertralina é uma 

droga que tem apresentado elevado potencial antimicrobiano contra bactérias de relevância 

clínica. Esta droga, além de diminuir drasticamente a concentração inibitória mínima (MIC) 

de antibióticos, demonstrou em experimentos in vitro ser capaz de reverter o fenótipo de 

multirresistência a antibióticos de bactérias e, torna-las suscetíveis de novo (HENDRICKS, 

2007; BOHNERT et al., 2011; AYAZ et al., 2015; KALAYCI; DEMIRCI; SAHIN, 2015). A 

droga também se destaca por possuir um elevado potencial antifúngico, apresentando-se como 

uma promissora opção terapêutica para infecções fúngicas (LASS‐FLÖRL et al., 2001; ZHAI 
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et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2017).   

 

Dada sua propriedade antimicrobiana, os SSRIs possuem capacidade de exercer uma 

constante pressão sobre o ambiente microbiano e afetar a diversidade das comunidades 

bacterianas, especialmente considerando que estes são tomados por longos períodos e de 

forma oral (MCGOVERN; HAMLIN; WINTER, 2019). Um simples antibiótico prescrito 

para matar um ou poucos patógenos específicos pode resultar rapidamente em um grande 

distúrbio na microbiota intestinal. A recuperação e estabilização dos níveis de diversidade 

bacterianos podem levar meses, e a nova composição bacteriana pode significativamente 

diferir daquela precedente ao tratamento (ROBINSON; YOUNG, 2010). A vancomicina, por 

exemplo, pode levar ao desaparecimento de bactérias tanto gram positivas como gram 

negativas da microbiota, resultando até em modificações mais dramáticas no organismo, 

como um déficit no metabolismo dos ácidos biliares e na sensibilidade a insulina (VRIEZE et 

al., 2013). Em outros estudos seu uso pôde culminar em doenças como diabetes melitus, asma, 

atopia, artrite reumatóide, obesidade e doença do intestino irritável (KEENEY et al., 2014). 

Champagne-Jorgensen e colaboradores (2020) observaram que a exposição de camundongos 

fêmeas grávidas á mínima dose de penicilina, durante apenas a última semana de gravidez, foi 

capaz de causar alterações de longo termo no comportamento, regulação imune e microbiota 

intestinal da prole.  

 

Alterações na microbiota intestinal mediadas pela ação destes medicamentos, 

poderiam teoricamente interagir positivamente ou negativamente com a eficácia da droga, 

dependendo de qual grupo de microorganismos foi avantajado ou desavantajado pela pressão 

seletiva. O uso crônico dos antidepressivos poderia estar relacionado com o desenvolvimento 

de alterações adaptativas na microbiota intestinal, com potenciais efeitos deletérios 

(MACEDO et al., 2017). Há vários meios pelo qual uma disbiose ocasionada pelo uso de 

SSRIS poderia teoricamente interferir com a eficácia por exemplo dos próprios 

antidepressivos. Em alguns estudos animais, disbioses induzidas por antibióticos mostraram 

uma redução dos níveis de BDNF no hipocampo, importante fator neurogênico nesta região 

(ORTEGA-MARTINEZ, 2015; DESBONNET et al., 2015; FROHLICH et al., 2016; GUIDA 

et al., 2018). Dada a evidência de que a neurogênese hipocampal adulta é necessária para a 

ação de diversos antidepressivos (SAHAY; HEN, 2007), mudanças nos níveis de BDNF 

mediada por alterações na microbiota intestinal pode ser um mecanismo de ação pelo qual a 
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atividade antimicrobiana dos SSRIs poderia afetar o tratamento (MCGOVERN; HAMLIN; 

WINTER, 2019). Tal efeito sobre o BDNF, mediado pela microbiota intestinal, poderia ser 

ocasionado através de mudanças na sinalização do nervo vago (O’LEARY et al., 2018) ou 

através da mudança na produção de metabólitos como o butirato, conhecido por aumentar os 

níveis de BDNF e exercer atividade do tipo antidepressiva (STILLING et al., 2016). Ainda 

mais, modificações no sistema serotoninérgico também podem ser mediadas por alterações na 

microbiota nesta mesma região. Disbioses induzidas por antibióticos também demonstraram 

uma redução nos níveis hipocampais de serotonina (HOBAN et al., 2016). A ação 

antimicrobiana dos antidepressivos sobre a microbiota pode ser considerada como um efeito 

colateral, porém também poderia ser um possível mecanismo de ação dessas moléculas sobre 

o eixo intestino- cérebro (CHAIT, 2020). O trabalho de Shen e colaboradores (2021) detectou 

que a microbiota intestinal de pacientes que tiveram o primeiro episódio depressivo e nunca 

haviam iniciado o tratamento com antidepressivos diferia de controles saudáveis. Porém o  

tratamento com escitalopram foi capaz de restaurar os índices de diversidade da microbiota 

dos pacientes para o estado normal. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Padronizar um modelo animal de depressão para estudos do eixo microbiota-intestino-

cérebro. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Organizar uma série de eventos estressores em um protocolo de estresse crônico 

moderado imprevisível para a indução de características do tipo depressiva em 

camundongos.  

 

• Avaliar o impacto do protocolo de estresse crônico moderado imprevisível proposto 

sobre os comportamentos do tipo depressivo, ansioso, social e locomotor de 

camundongos.   

 

• Determinar o impacto do protocolo de estresse crônico moderado imprevisível 

proposto sobre as características fenotípicas dos animais (peso e pelagem).  

 

• Avaliar os efeitos do tratamento com o antidepressivo Sertralina sobre o modelo 

animal.  

 

• Investigar a capacidade do modelo proposto em ocasionar alterações na microbiota 

intestinal dos animais.    
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 SUBMISSÃO A COMISSÃO DE ÉTICA EM PESQUISA COM ANIMAIS 

 

 O presente estudo passou pela avaliação da Comissão de Ética em Pesquisa com 

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará (UFC), conduzida de acordo com os 

critérios estabelecidos na Lei n°11.794, de 2008, conhecida como Lei Arouca. O estudo foi 

protocolado sob nº CEUA 9904020519 (ID: 001052).  

 

4.2 ANIMAIS  

 

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos adultos (8 semanas de 

vida), pesando entre 20-30g, provenientes do Biotério do NPDM (Núcleo de Pesquisa e 

Desenvolvimento de Medicamentos) da Universidade Federal do Ceará (UFC). Os animais 

nasceram e foram mantidos sob condições SPF (Specific pathogen free) durante todo o 

protocolo experimental. Os animais foram alojados em gaiolas micro isoladoras de 

polipropileno com alimentos (ração) e água ad libitum, além de mantidos a um ciclo 

claro/escuro de 12 h, sendo ambientados por uma semana em grupos de até 05 animais por 

gaiola antes do início do protocolo. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia 

de Cuidados e Usos de Animais de Laboratório do Departamento de Saúde e Serviços 

Humanos dos Estados Unidos da América.  

 

4.3 PROTOCOLO DE INDUÇÃO  

 

Os animais foram expostos a um protocolo de Estresse Crônico Moderado 

Imprevisível (ECMI) de seis semanas. A incontrolabilidade e repetição de eventos estressores 

pode facilitar o desenvolvimento de transtornos mentais como a depressão, sendo, o ECMI, 

capaz de causar grande impacto neurofisiológico e respostas anedônicas que configuram 

perda da capacidade de sentir prazer (BAKER et al., 2010). O modelo é considerado por 

muitos como o de maior validez para depressão e com maior potencial translacional 

(ANTONIUK et al., 2019). Os estressores utilizados foram escolhidos com base nas 

metodologias mais utilizadas nos protocolos experimentais (WILLNER, 2017) e de acordo 

com as condições disponíveis no biotério. Os eventos possuíram intensidade, duração, 

frequência e horários de aplicação variados de forma a garantir a imprevisibilidade. A cada dia 
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os animais eram expostos à um único evento estressor. Os eventos também foram organizados 

de forma a acontecer com a mesma frequência no período pré-tratamento e no período de 

tratamento do protocolo. Esses, foram aplicados em salas separadas da sala a qual os animais 

permaneciam alojados (a exceção da iluminação noturna, que acontecia em prateleiras vazias 

distantes dos demais animais). Após o evento estressor, os animais permaneciam na sala de 

aplicação durante 1h para dissipação de odores antes de retornarem ao seu alojamento. Os 

animais não designados a experienciar o estresse, foram sempre manipulados nos mesmos 

horários da aplicação dos estressores em sua sala de estadia. Todos os estressores utilizados 

estão descritos na tabela 02.  

 

Tabela 2. Eventos indutores de estresse. 

Estressores Descrição Duração  

Gaiola inclinada As gaiolas dos animais foram colocadas em 

um ângulo de 45 graus.  

2h 

Gaiola vazia Os animais foram colocados em gaiolas 

vazias, sem maravalha.  

1h 

Choque nas patas Os animais receberam choques de 0,7mA a 

cada 10s na gaiola de esquiva. 

3 min 

Ar quente Os animais foram expostos a um fluxo de ar 

quente.  

10 min 

Contenção  Os animais foram colocados em um tubo sem 

saída e ventilado. 

1h 

Isolamento social Os animais foram isolados em gaiolas 

individuais.  

1h 

Iluminação noturna Contínua iluminação das caixas durante a 

noite. 

12h 

Fonte: Próprio autor com base nos principais estressores descritos na literatura (WILLNER, 2017).  
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4.4 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO  

 

A droga de escolha para o tratamento dos animais foi o inibidor seletivo da 

receptação de serotonina, Sertralina. Esta é reportada como a 14º droga mais prescrita nos 

Estados Unidos (FUENTES et al., 2018) e o antidepressivo mais prescrito entre portadores de 

Transtorno Depressivo Maior (MARASINE et al., 2021). Dentre os estudos de atividade 

antimicrobiana dos antidepressivos, a Sertralina tem demonstrado baixos valores de 

concentração inibitória mínima (MIC) e grande potencial antibacteriano, tanto em sinergismo 

com antibióticos como isoladamente (AYAZ et al., 2015). Dentre várias drogas psicotrópicas 

que tiveram sua ação antimicrobiana estudada, a Sertralina vem se apresentando como a de 

maior potencial antimicrobiano e a que afeta mais cepas (BOHNERT et al., 2011; 

HENDRICKS, 2007; KALAYCI; DEMIRCI; SAHIN, 2015; MCGOVERN; HAMLIN; 

WINTER, 2019), se apresentando como uma droga com grande potencial de interação com a 

microbiota intestinal.  

 

Baseando-se em cálculos de transposição e levando em consideração a dose humana 

de 50 mg, a dose de Sertralina administrada via oral aos animais foi de 10mg/kg (NAIR; 

JACOB, 2016). Aos animais não designados a receber droga foi-se administrado solução 

salina durante o período de tratamento. Os animais foram tratados diariamente durante 3 

semanas sempre no mesmo horário (11h da manhã).  
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Figura 3. Protocolo Experimental.  
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Os animais foram divididos aleatoriamente e ambientados por uma semana em um 

número de 8 gaiolas, contendo 5 animais cada, totalizando 40 animais. Metade dos animais 

(04 gaiolas) foram destinados a passar por um protocolo de Estresse Crônico Moderado 

Imprevisível - ECMI (ou CUMS de chronic unpredictable mild stress), enquanto a outra 

metade não sofreria nenhum estresse. Os animais seguiram o protocolo durante 20 dias, sendo 

avaliados pelo Teste do Nado Forçado (TNF) no 21º dia. No 22° dia foi realizado um sorteio 

para determinar o tratamento de cada caixa de animais (sertralina ou salina). Após o sorteio, 

os animais seguiram sendo tratados até o 42º dia de protocolo, onde os animais designados ao 

estresse continuaram a serem expostos a eventos estressores durante esse período. Assim, 

formaram-se 04 grupos com 10 animais cada (2 gaiolas), estes foram: 1 – Grupo Não 

Estressado (NS) + SAL: os animais não foram expostos a eventos estressores e receberam 

veículo (salina 0,9%) durante o período de tratamento do experimento; 2 – Grupo Não 

Estressado (NS) + SERT: os animais não foram expostos a eventos estressores e receberam 

tratamento com o antidepressivo Sertralina (10mg/kg) durante o período de tratamento do 

experimento; 3 – Grupo CUMS + SAL: os animais foram expostos a eventos estressores e 

receberam veículo (salina 0,9%) durante o período de tratamento do experimento; 4 – CUMS 

+ SERT: os animais foram expostos a eventos estressores e receberam tratamento com o 

antidepressivo Sertralina (10mg/kg) durante o período de tratamento do experimento. 

 

 Os animais também foram pesados e passaram por avaliação da pelagem a cada 

semana. A avaliação da pelagem consistiu na determinação de scores qualitativos de 

diferentes regiões do corpo do animal: cabeça, pescoço, dorso, ventre, genitália, patas 

dianteiras, patas traseiras e rabo. Cada região recebia um score de 0 se apresentava-se em um 

bom estado (com a pelagem macia, limpa, brilhante e não espetada; sem injúrias na região); 

um score de 1 se apresentava-se em mau estado (pelagem suja, com manchas na coloração, 

sem brilho e espetada; com injúrias na região); e um score de 0,5 caso estivesse em um 

moderado estado (NOLLET, 2021). A avaliação era feita de forma individual por duas pessoas 

diferentes, que após análise revelavam seus scores, sendo feita uma média em caso de 

pontuações discordantes.   
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Os animais passaram por dois momentos de testes comportamentais, o primeiro já 

citado, no 21º dia de protocolo, sendo realizado o TNF. Ao final do protocolo, no 44º dia, 

foram realizados os testes de interação social, teste do campo aberto e teste do labirinto em 

cruz elevado. No 45º dia os animais passaram novamente pelo teste do nado forçado antes de 

serem eutanasiados.  

 

Amostras de fezes foram coletadas em quatro momentos distintos do protocolo. A 

primeira coleta foi realizada no primeiro dia de protocolo antes do início de qualquer evento 

estressor, sendo designada como coleta T0 (ou baseline). A segunda coleta (T1) foi realizada 

no 20º dia de protocolo, antes de ser realizado o primeiro teste comportamental e antes do 

início do tratamento. A terceira coleta (T2a) deu-se no 43º dia de protocolo, após o fim do 

tratamento e do estresse crônico. As três primeiras coletas foram realizadas imobilizando-se 

os animais e coletando o bolo fecal expelido espontaneamente por estes diretamente em tubos 

estéreis. A quarta coleta (T2b) ocorreu no 45º dia de protocolo, após a eutanásia dos animais, 

sendo obtidas amostras fecais diretamente do lúmen do tecido intestinal.  

 

4.6 PROTOCOLOS DE AVALIAÇÃO DE COMPORTAMENTO  

 

4.6.1 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA - TESTE DO CAMPO ABERTO 

 

O campo aberto consiste em um aparelho feito de acrílico (paredes transparentes e 

piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais. A metodologia de Archer 

(1973) foi utilizada para avaliar a atividade exploratória do animal. O principal parâmetro 

para observação foi o número de cruzamentos com as quatro patas (movimentação horizontal 

espontânea). O aparato foi colocado dentro de uma caixa com as paredes pretas e o teste foi 

realizado sob luz vermelha. Este teste foi realizado no 44° dia de protocolo, sendo filmado 

para posterior análise no software ANY-maze 7.1. Cada animal foi colocado no centro do 

aparato e os parâmetros foram registrados durante um tempo de 5 minutos, após 1 minuto de 

habituação. Entre cada animal o aparato foi higienizado com solução de álcool etílico 70%. 
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4.6.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANSIOLÍTICA - TESTE DO LABIRINTO EM 

CRUZ ELEVADO (“PLUS MAZE”) 

 

O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste em um aparato com dois braços abertos 

opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois braços fechados opostos (30 x 5 x 25 cm), em forma de cruz, 

estando estes conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma e as paredes 

laterais dos braços fechados são confeccionadas em acrílico branco e o chão em acrílico preto. 

O aparelho está elevado a uma altura de 45 cm do nível do chão. Este teste foi realizado no 

44° dia de protocolo, sendo filmado para posterior análise no software ANY-maze 7.1. Os 

animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeça voltada para um dos braços 

fechados, e o seu comportamento observado por 5 min (LISTER, 1990). Entre cada animal o 

aparato foi higienizado com solução de álcool etílico 70%. As medidas comportamentais 

registradas no LCE foram: frequência de entradas e o tempo dispendido nos braços abertos e 

fechados. Para análise estatística dos dados a percentagem de entradas nos braços abertos foi 

calculada dividindo-se a frequência de entradas nos braços abertos pela frequência total de 

entradas, e esse índice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a 

percentagem do tempo em que os animais permaneceram nos braços fechados. Um aumento 

seletivo nos parâmetros correspondentes aos braços abertos revela um efeito ansiolítico 

(PELOW et al., 1985), entre outros achados.  

 

4.6.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DEPRESSIVA - TESTE DO NADO FORÇADO 

 

O teste do nado forçado (TNF) é utilizado para a avaliação de protocolos 

experimentais que desejam desenvolver sintomas do tipo depressivo em animais, bem como 

para a avaliação de drogas antidepressivas e para a análise da eficácia antidepressiva de novos 

compostos (CAN et al., 2012). Trata-se de um procedimento experimental que consiste em 

colocar os animais individualmente em cilindros plásticos (altura- 35 cm; diâmetro- 24 cm), 

contendo 13,5 cm de água, por um período de 6 min, no qual é registrado o tempo total de 

imobilidade para cada animal, além da latência para apresentação de tal comportamento, a 

partir do segundo minuto de teste (PORSOLT; PICHON; JALFRE, 1977). Considera-se como 

imobilidade quando o animal faz apenas os movimentos mínimos para manter a cabeça fora 

da água. Um aumento no parâmetro de imobilidade é um indicativo de um comportamento do 

tipo depressivo. Este teste foi realizado no 45º dia de protocolo, sendo filmado e 

posteriormente analisado no software ANY-maze 7.1.  



 

 

45 
 

4.6.4 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO SOCIAL - TESTE DE SOCIABILIDADE 

DE 3 CÂMARAS 

 

As interações sociais são componentes adaptativos e fundamentais da biologia de 

diversas espécies de animais. Nos camundongos, o reconhecimento social de animais da 

mesma espécie é importante para manutenção da hierarquia social e escolha de parceiros para 

o acasalamento. Uma variedade de desordens neuropsiquiátricas pode trazer prejuízos no 

comportamento e reconhecimento social, incluindo depressão, autismo, transtorno bipolar e 

esquizofrenia (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011). Para a avaliação do comportamento 

social dos camundongos foi realizado o teste de interação social, adaptado do teste de 

paradigma de três câmaras originalmente descrito por Crawley (2004). O teste, conhecido 

como “sociabilidade de Crawley ou preferência por novidade social” tem sido empregado 

com sucesso para estudar a sociabilidade e memória social em várias linhas de animais. O 

aparato do teste consiste em uma caixa dimensionada em 60 × 40 x 20 cm e dividida em três 

compartimentos (câmaras) com as paredes de acrílico transparentes e o chão de acrílico preto. 

Nas câmaras das extremidades havia uma gaiola de ferro em cada, uma com um animal 

desconhecido e do mesmo sexo (câmara social) e outra vazia (câmara oposta). O teste baseia-

se no princípio da livre escolha do animal experimental em explorar por mais tempo um dos 

três compartimentos do aparato (câmara central, câmara social e câmara oposta). 

Sociabilidade, neste caso, é definido como a propensão do animal de passar mais tempo na 

câmara social comparado ao tempo dispendido na câmara idêntica, porém vazia (MOY et al., 

2004). 

 

Este teste foi realizado no 44° dia de protocolo. Os animais testados foram colocados 

no compartimento central do aparato, podendo explorar livremente as outras câmaras através 

de uma pequena abertura de 6 × 6 cm que as conectam. Cada animal teve um tempo de 5 

minutos de exploração na caixa e foi medido o tempo que o animal passou em cada uma das 

três câmaras (VASCONCELOS, 2019). Entre cada animal o aparato foi higienizado com 

solução de álcool etílico 70%. A porcentagem de interação social foi calculada como: 

porcentagem de tempo gasto na câmara social dividido pela porcentagem de tempo gasto na 

câmara social + na câmara oposta.  
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4.7 EUTANÁSIA E COLETA DO MATERIAL 

 

Após a realização dos testes comportamentais os animais foram eutanasiados por 

decapitação em guilhotina e tiveram os materiais de interesse coletados. Estes foram: áreas 

cerebrais (pré-frontal, corpo estriado, hipotálamo e hipocampo); fezes intraluminais de 

diferentes regiões do intestino (jejuno, ceco e cólon) e os tecidos intestinais referentes as 

mesmas áreas de coleta das fezes. No total foram obtidas 160 amostras cerebrais (40 de cada 

região), 120 amostras fecais intraluminais (40 de cada região), 120 amostras de tecidos 

intestinais (40 de cada região), ainda foram obtidas 114 amostras de bolo fecal das coletas 

realizadas durante o protocolo (T0, T1, T2a).  

 

Para acesso ao intestino, os animais tiveram seu lado ventral expostos e a região 

abdominal desinfetada com solução de etanol a 70%. Uma incisão longitudinal mediana de 

3cm foi feita no abdômen do animal e cuidadosamente a membrana intraperitoneal foi puxada 

e cortada com a tesoura, expondo os órgãos abdominais. Identificando o estomago, um 

pequeno corte foi feito a 1cm da sua porção final, na junção com o intestino delgado. De 

forma similar, um corte foi feito na porção final do intestino, o mais próximo do ânus, 

obtendo-se todo o tubo intestinal de forma contínua e integra.  Com um bisturi, as áreas de 

interesse foram seccionadas, e o conteúdo fecal intraluminal foi coletado diretamente do 

interior das alças e armazenado em tubos estéreis individuais (BARRA et al., 2012). Foi-se 

adicionado aos tubos solução salina na proporção de 1:5 de acordo com a quantidade de fezes 

coletada, seguido de homogeneização e estocagem a -80ºC. Os fragmentos de tecido foram 

igualmente armazenados em tubos individuais e congelados a -80ºC.  

 

Além da coleta realizada diretamente do tecido, ao longo do protocolo, amostras fecais 

também foram obtidas, porém coletando-se o bolo fecal evacuado pelos animais diretamente 

dentro de tubos estéreis. As condições de processamento e estocagem foram as mesmas para 

ambos tipos de amostras.  A obtenção dos dois tipos de amostras nos permitiu realizar um 

comparativo dos mesmos, uma vez que a maioria dos protocolos utiliza o bolo fecal, mesmo 

este sendo mais propenso a ser de baixa representatividade.  

 

 

 



 

 

47 
 

4.8 ANÁLISE DA MICROBIOTA INTESTINAL 

 

4.8.1 EXTRAÇÃO DE DNA DAS AMOSTRAS FECAIS PELO MÉTODO CTAB2X 

 

O entendimento do papel da microbiota intestinal sobre os organismos depende de 

uma aquisição de dados genômicos microbianos de alta acurácia e de alta reprodutibilidade. 

Um passo crítico para isto é a aplicação de uma metodologia de extração de DNA apropriada, 

desde que interferências nesta etapa podem levar à uma baixa e errônea representatividade 

bacteriana. A extração de DNA de alta qualidade e em alta quantidade é um passo 

fundamental na construção de uma biblioteca de DNA genômico (FIEDOROVA et al., 2019). 

Vários protocolos de extração de DNA têm sido utilizados para amostras fecais, mas 

problemas como a baixa recuperação de DNA e a presença de inibidores ainda são 

comumente encontrados. As fezes contêm fibras, micróbios, partículas não digeridas, enzimas, 

contaminantes, além de outras células do organismo. A remoção desses componentes é de 

veras difícil, tornando esse tipo de amostra difícil de trabalhar (KUMAR, 2016; YANG, 2020; 

YU, 2004).  

 

O CTAB (brometo de cetiltrimetilamônio) é um detergente catiônico que tem provado 

ser um tampão universal para a extração de DNA, servindo sobre vários tipos de amostras, 

como de sangue, de sêmen, de folículo piloso, de cistos, de algas, de bactérias, de cultura de 

células, de tecidos vegetais e de tecidos animais (LHODI et al., 1994; THOMAS et al., 1997; 

SANTOS; ARAUJO, 2017; GUHA et al., 2018; REGINATO et al., 2020). Sobretudo sobre 

àquelas amostras mais contaminadas e dificilmente lisadas, tais quais como plantas e fungos 

(INGLIS et al., 2018), sementes (XIN; CHEN, 2012), fezes (KUMAR, 2016; ZHANG, 2006) 

e até ossos queimados (YE et al., 2004). O método de extração por CTAB, desenvolvido por 

Doyle & Doyle (1987), aceita diversas adaptações,  o que o torna largamente utilizado em 

diversos protocolos e sobre as mais variadas amostras (MAATY; ORABI, 2019). O CTAB 

promove a quebra das membranas celulares, liberando o DNA intracelular, e também ajuda na 

separação de, principalmente, polissacarídeos e ácidos nucleicos, complexando-se às 

moléculas de DNA (OLIVEIRA et al., 2007). O detergente também é capaz de inibir e 

desnaturar algumas proteínas (KUMAR; KAUR; SANDHU, 2012). O protocolo de extração 

com CTAB muitas vezes é associado ao uso de fenol-clorofórmio, o que permite que 

contaminantes proteicos sejam desnaturados com partição dos mesmos em fases. A fase 
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orgânica, e/ou a interface entre as fases orgânica e aquosa abriga os contaminantes, enquanto 

que ácidos nucléicos permanecem na fase aquosa (SANTOS; ARAUJO, 2017). A extração de 

DNA por CTAB, além de agilizar o processo, por não ser necessário empregar enzimas de 

degradação de RNA e proteínas, possibilita a esse protocolo maior acessibilidade, menor 

custo e eficiência metodológica (OLIVEIRA et al., 2007). 

 

O tampão de extração CTAB2x foi preparado nas seguintes condições: 20Mm de 

EDTA; 100mM de Tris Hcl pH 8.0; 1,4M de NaCl; 2% de CTAB; 0,2% de 2-mercaptoetanol. 

O EDTA, por ser um quelante de íons divalentes, como de magnésio e de cálcio, que são 

necessários para a ação das enzimas degradantes de DNA, foi utilizado para prevenção da 

ação destas enzimas (TIWARI; JADHAV; GUPTA, 2012). O Tris-HCl pH 8.0 atuou como um 

agente tamponante, visando a solubilização das membranas lipoproteicas e desnaturação de 

proteínas, enquanto o DNA manteve-se protegido da ação de enzimas de degradação que 

atuam em faixa de pH mais baixa. A adição do cloreto de sódio (NaCl) proporcionou ao DNA 

um ambiente favorável para a extração. O sal contribui com íons positivos que neutralizam a 

carga negativa do DNA, atuando como um agente redutor e precipitador seletivo de ácidos 

nucleicos, possibilitando que numerosas moléculas de DNA possam coexistir na solução 

(GUHA et al., 2018). O 2-mercaptoetanol, adicionado somente antes do uso imediato do 

tampão, auxilia na degradação de proteínas por redução nas pontes dissulfeto, e tem ação 

antioxidante, protegendo o DNA de compostos fenólicos que causam oxidações irreversíveis 

ao DNA (ALBERTS et al., 2011).   

 

Assim, foram distribuídos 250 µL de fezes por amostra em tubos de 2ml contendo 

esferas de cerâmica, e então adicionados 700 µL de tampão CTAB2x, previamente aquecido a 

65ºC durante 1 hora, em cada tubo. O aquecimento prévio do tampão apresenta-se necessário 

pois o CTAB tende a precipitar em temperaturas mais baixas (RENICK, 2018). Os tubos 

foram então levados ao processo de homogeneização para a ruptura das células bacterianas no 

aparelho Omni Bead Ruptor 4 nas configurações de 5 M/s durante 30 segundos. Após o 

processo de lise, as amostras foram encubadas em banho-maria durante 4 horas sendo 

homogeneizadas por inversão a cada hora. A incubação pós-lise em temperaturas elevadas 

favorece a homogeneização das amostras, a solubilização e ação do CTAB, e também inativa 

enzimas que podem degradar o DNA (DNAses). Além disso, também promove a agitação das 

moléculas, facilitando a ação do detergente em desestabilizar as membranas lipídicas (CDCC 
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USP, 2019).  

 

Após a incubação, as amostras foram tratadas com 700 µL de 

Fenol/Clorofórmio/Álcool Isoamílico seguido de homogeneização por inversão e 10 minutos 

de centrifugação a 9.800 G para separação de fases. O reagente foi preparado com fenol 

tamponado pH 8.0, clorofórmio e álcool isoamílico nas proporções de 25:24:1.  A extração 

com o fenol é dependente do pH, este deve ter o pH o mais próximo de 8.0 já que faixas mais 

baixas de pH deslocam o DNA para a interface na hora da centrifugação. Em pH abaixo de 

7.0 o DNA é desnaturado e migra para a fase orgânica. Nesta extração, lipídios, proteínas e a 

maioria dos polissacarídeos são retidos na fase orgânica inferior, enquanto que o DNA e 

alguns polissacarídeos são retidos na fase aquosa superior (OLIVEIRA et al., 2007). 

 

 As fases aquosas obtidas (aproximadamente 600 µL por amostra) foram transferidas 

para novos tubos para realização da quarta etapa, a precipitação e lavagem do DNA em álcool, 

de forma a garantir a máxima pureza do material. O álcool torna o meio muito hidrofóbico 

para o DNA, fazendo com que este precipite sobre sua própria estrutura. Então, foram-se 

adicionados 400 µL de isopropanol a 100% às amostras, seguido de homogeneização, 

centrifugação a 9.800 G por 10 minutos e descarte de sobrenadante, restando apenas um 

precipitado esbranquiçado de DNA. O álcool 100% faz com que precipitem muitos sais 

juntamente com o DNA, além de dificultar sua ressuspensão, por isso utiliza-se uma 

“lavagem” com álcool 70% gelado para remoção de resíduos remanescentes de sais e de 

fenóis. Os precipitados obtidos foram “lavados” com a adição de 400 µL de etanol a 70% 

previamente gelado a 4ºC, seguido de centrifugação a 9.800 G por 5 minutos e descarte do 

sobrenadante. O álcool gelado em solução salina proporciona uma solução heterogênea, 

fazendo com que as moléculas de DNA se aglutinem, formando ainda mais da massa 

filamentosa e esbranquiçada, obtendo-se um pellet de DNA mais robusto (OLIVEIRA et al., 

2007). Após lavagem do precipitado, na quinta e última etapa, o DNA foi ressuspendido em 

80 µL de água ultra pura estéril, restando apenas o DNA genômico desejado hidratado. As 

amostras foram então aliquotadas (25 µL) e estocadas a -20ºC. Posteriormente, as amostras 

foram quantificadas nos equipamentos Qubit fluorometer e Nanodrop, que nos dão sensíveis 

níveis de concentração de DNA da amostra e avaliação da pureza da amostra, respectivamente. 

A concentração do DNA foi registrada em ng/μL, enquanto a pureza foi baseada na razão 

entre as taxas de densidade óptica (OD) em um comprimento de onda entre 260 nm e 280 nm. 
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A razão entre as leituras a 260 nm e 280 nm permite saber a pureza do DNA extraído, uma 

vez que este é altamente absorvido na faixa de 260 mn. Uma razão de 1.8 significa 100% de 

qualidade; de 1,4 a 2 boa qualidade. A razão inferior a esse valor indica possível 

contaminação por proteínas, fenóis e outros contaminantes que são absorvidos fortemente na 

faixa de 280 nm. A razão superior a 2.0 pode indicar contaminação principalmente por RNA.  

Os valores almejados estão geralmente entre 1.8 e 2.2, um pouco acima de seus respectivos 

valores de 260/280. Um pouco menos utilizada, ou menos conhecida, a razão 260/230 pode 

indicar contaminação com diversos compostos: fenóis, guanidina, beads de purificação, 

carboidratos e proteínas (MARQUES et al., 2017). 

 

No total, 114 amostras foram extraídas, sendo estas compostas por 39 amostras 

colhidas na primeira coleta (T0), 37 amostras colhidas na terceira coleta (T2a) e 40 amostras 

colhidas diretamente do lúmen do cólon (T2b). Das 114 amostras extraídas, 90 amostras 

foram selecionadas para serem amplificadas com base na concentração e pureza do DNA 

extraído. Foram selecionadas 24 amostras da primeira coleta (T0), na qual todos os animais se 

apresentavam nas mesmas condições, antes do início do protocolo, sendo, portanto, definida 

como um ponto de controle; 32 amostras da terceira coleta (T2a); e 34 amostras da coleta 

intraluminal do cólon (T2b). 

 

4.8.2 AMPLIFICAÇÃO DA REGIÃO 16S E SEQUENCIAMENTO 

 

A partir das amostras de DNA obtidas foram realizadas amplificações de DNA de 

procarioto da porção gênica 16S do DNA ribossômico nuclear, utilizando-se o método de 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction). Os ribossomos 

bacterianos, em sua menor subunidade, carregam três tipos de rRNA codificados em genes 

organizados em operons e separados por sequências intergênicas, 16s, 23s e 5s (SILVA, 2002). 

O gene 16s, altamente conservado entre procariotos, funciona como um marcador taxonômico, 

ajudando a fornecer estimativas de diversidade, distância evolucionária e abundância relativa 

de bactérias (CHAUDHARY et al., 2015). Este gene é composto por nove regiões 

hipervariáveis (V1 a V9), que divergiram durante a evolução, as quais são flanqueadas por 

regiões altamente conservadas (CLARRIDGE, 2004). Técnicas de biologia molecular 

desenvolveram primers para flanquear as regiões conservadas e realizar a amplificação dessas 

regiões variáveis. A similaridade ou diversidade das regiões hipervariáveis pode ser utilizada 

para discriminar taxonomicamente diferentes filos, ordens, classes, gêneros e espécies de 
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bactérias (TAKAYASU et al., 2019).  

 

 

Figura 4. 16s RNA e regiões hipervariáveis. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Journal of UOEH (2016) 38, p. 225 

 

  Foram utilizados os seguintes primers para a amplificação das regiões hipervariáveis 

V3 e V4:  

 

Tabela 3. Primers utilizados para a amplificação gênica. 

Primer 

direto 

5' 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGC

AG 

Primer 

reverso 

5’ 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATC

TAATCC 

 

Fonte: Próprio autor com base nos primers de KLINDWORTH et al., 2013.  

 

A reação de amplificação foi composta por 5 μL de cada primer (na concentração de 1 

μM), 2,5 μL do DNA (na concentração de 5ng/ μL) e 12,5 μL de mastermix (Platinum 
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SuperFi II Green PCR Master mix – Invitrogen). O termociclador utilizado para amplificação 

do DNA foi o Mastercycler X50s (Eppendorf), com um ciclo programado de 95º C por 3 

minutos, seguido de 25 ciclos de 95º C por 30 segundos, 55º C por 30 segundos e 72º C por 

30 segundos, sendo finalizado com um ciclo de 72º C por 5 minutos e retenção a 4º C. Os 

amplicons resultantes foram corridos em gel de agarose 0,8% tampão TAE (Trisacetato 40mM 

e EDTA 1mM) e visualizados no equipamento iBright 1500 para a identificação das bandas de 

amplificação. Seis das amostras amplificadas foram selecionadas para serem analisadas no 

aparelho TapeStation 4150 (Agilent) para confirmar a presença de amplicons de 

aproximadamente 550 pares de bases (pb), validando a amplificação.  

 

Figura 5. Gel de eletroforese do produto de amplificação (aprox. 550pb). 

 

Fonte: Próprio autor.  

 

Após a PCR foi realizada uma primeira limpeza nas amostras com beads magnéticas 

(ProNex Size-Selective DNA Purification System – Promega) e etanol 80% fresco. Após a 

lavagem as amostras foram indexadas com o reagente Nextera XT Index Kit v2 Set A - 

Illumina, usando o programa no termociclador de 95º C por 3 minutos, seguido de 8 ciclos de 

95º C por 30 segundos, 55º C por 30 segundos e 72º C por 30 segundos, sendo finalizado com 

um ciclo de 72º C por 5 minutos e retenção a 4º C. Após a indexação uma segunda lavagem 

foi realizada com beads magnéticas (ProNex Size-Selective DNA Purification System – 

Promega) e etanol 80% fresco. Das bibliotecas obtidas, seis amostras foram analisadas no 

aparelho TapeStation 4150 (Agilent) para a confirmação de sequências de aproximadamente 

630 pares de bases e validação da inserção dos adaptadores.  

As bibliotecas geradas foram então quantificadas utilizando o Qubit dsDNA Assay HS, 

e das 90 amostras amplificadas, 72 foram selecionadas, através do critério concentração, para 
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serem sequenciadas. As amostras selecionadas foram normalizadas para a concentração de 

5ng/µL e seguidamente diluídas em Tris pH 8.5 (10 mM) para a concentração de 4 nM. Foi-se 

aliquotado 5 μl do DNA diluído de cada biblioteca em um tubo, agrupando-as em um “pool”. 

Uma amostra de 5 μl foi retirada do pool de bibliotecas para o processo de desnaturação com 

NaOH, clusterização com tampões de hibridização e diluição para a concentração de 10 pM. 

A amostra foi carregada no cartucho Miseq Reagent Kit v3 (600 ciclos) – Illumina juntamente 

com o reagente PhiX Control Kit v3 (FC‐110‐3001) e sequenciada no equipamento de nova 

geração Illumina Miseq da Instituição Oswaldo Cruz (Fiocruz Ceará).  

 

 

4.8.3 ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os dados obtidos do sequenciamento (sequências FASTQ) foram analisados através do 

pipeline DADA 2 para a inferência de sequências ASV (do inglês Amplicon Sequence 

Variant), sequências biológicas únicas e exatas entre todas que estão representadas nos reads 

obtidos de cada amostra (CALLAHAN et al., 2016). A partir dessas sequências, a 

classificação taxonômica foi realizada através do pipeline TAG.ME, um método escalonável 

de alinhamento baseado em marcadores genéticos (PIRES et al., 2018). A alfa diversidade, ou 

diversidade local, representa a diversidade taxonômica dentro de uma mesma população e foi 

calculada usando os índices de Shannon-Wiener e Simpson. A riqueza de espécies foi 

mensurada pelo estimador de riqueza Chao1. Este index além de estimar riqueza, também 

serve como uma medida qualitativa de alfa diversidade (PREHN-KRISTENSEN et al., 2018). 

A beta diversidade, que compara a dissimilaridade ou distância das amostras em si, foi medida 

através do índice de divergência Jensen-Shannon e representada através da técnica de redução 

de dimensionalidade PCoA (Análise de Coordenadas Principais). Estes índices utilizam 

fórmulas matemáticas para medir a diversidade microbiana das amostras estudadas. São 

baseados nas abundâncias proporcionais dos táxons, sendo as medidas de diversidade mais 

utilizadas em ecologia (BAIMA, 2020). As análises estatísticas e a geração de gráficos foram 

realizadas através do software R. 
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4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados dos testes comportamentais, bem como da avaliação da pelagem e do 

peso dos animais foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M). Os dados 

foram analisados e os gráficos gerados através do software GraphPad Prism 9.0. Para a 

comparação de médias entre dois grupos distintos foi utilizado o Teste de Mann-Whitney, já 

para comparação de mais de dois grupos foi utilizado ANOVA de duas vias, seguindo do 

Teste de Tukey para comparações múltiplas. Em todas as análises, foi considerado 

estatisticamente significante, valores de p<0,05. Os resultados do sequenciamento foram 

analisados através do software R. Para a comparação dos índices de beta diversidade entre os 

grupos foi utilizado o teste Permanova, enquanto para os índices de alfa diversidade foi 

utilizado o teste de Wilcoxon. Em todas as análises, foi considerado estatisticamente 

significante, valores de p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 PONDERAGEM 

 

O acompanhamento do peso dos animais foi realizado semanalmente ao longo de todo 

o protocolo. Nota-se que ao longo das três primeiras semanas de protocolo, os animais não 

estressados tiveram um significativo aumento de peso em relação ao dia 0 (p<0,001), 

enquanto os animais cronicamente estressados não apresentaram ganho de peso significativo. 

Após o tratamento, os animais não estressados e que receberam salina terminaram o protocolo 

com uma média de peso significativamente maior em relação aos demais três grupos 

(p<0,001), revelando uma interferência do fator desafio e do fator tratamento sobre o peso dos 

animais. Apesar disto, não foi vista diferença significativa nas médias de peso entre os grupos 

CUMS + SAL e CUMS + SERT.  

 

Gráfico 1. Acompanhamento do peso dos grupos de animais ao longo do protocolo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As linhas representam a média do peso (gramas) ± E.P.M (n = 20). A análise dos dados foi feita através de 

ANOVA de duas vias e do Teste de Tukey para comparações múltiplas. Os resultados foram considerados 

significativos quando p<0,05. Abreviações: NS = não estressado; CUMS = cronicamente estressados; SAL = 

Salina; SERT = Sertralina.  
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5.2 AVALIAÇÃO DA PELAGEM 

 

O acompanhamento da pontuação de danos a pelagem dos animais foi realizado 

semanalmente ao longo de todo o protocolo.  Os animais expostos ao estresse crônico 

moderado imprevisível começaram a apresentar significantes alterações na pelagem em 

relação aos grupos controle a partir da segunda semana de estresse (p<0,001), enquanto os 

animais não estressados só começaram a apresentar algum prejuízo na pelagem na quinta 

semana de protocolo (todos os grupos tiveram um pico na pontuação nesta semana). Os 

animais estressados terminaram o protocolo com um score de pelagem significativamente 

maior em relação aqueles que não passaram pelo desafio (p<0,0001). O tratamento dos 

animais revelou uma capacidade da sertralina em prevenir os danos à pelagem ocasionados 

pelo estresse (p< 0,05).  

 

Gráfico 2. Score de pelagem dos grupos de animais ao longo do protocolo.   

 

 

 

As linhas representam a média de pontuação ± E.P.M (n = 20). A análise dos dados foi feita através de ANOVA 

de duas vias e do Teste de Tukey para comparações múltiplas. Os resultados foram considerados significativos 

quando p<0,05. Abreviações: NS = não estressado; CUMS = cronicamente estressados; SAL = Salina; SERT = 

Sertralina.  
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5.3 RESULTADOS DAS AVALIAÇÕES COMPORTAMENTAIS 

 

5.3.1 TESTE DO NADO FORÇADO 

 

5.3.1.1 NADO FORÇADO DIA 21 

 

O Teste do Nado Forçado realizado com os grupos de animais no 21º dia do protocolo 

demonstrou que o grupo cronicamente estressado apresentou um tempo maior de imobilidade 

em relação ao grupo controle (p = 0,0420).   

 

Gráfico 3. Efeito do Estresse Crônico Moderado Imprevisível sobre o comportamento de 

imobilidade no Teste do Nado Forçado (dia 21). 
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Boxplot com as médias de tempo (segundos) e variação mínima à máxima (n = 17 de 20 animais/grupo). A 

análise dos dados foi feita através do Teste de Mann-Whitney. Os resultados foram considerados significativos 

quando p<0,05. Abreviações: NS = não estressado; CUMS = cronicamente estressados. 
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5.3.1.2 NADO FORÇADO D45 

 

Os resultados do Teste do Nado Forçado realizado no dia 45 do protocolo revelaram 

uma significante interação de duas vias entre os fatores “desafio” e “tratamento” sobre o 

parâmetro tempo de imobilidade [F (1, 28) = 9.526; p = 0,004]. Apesar disso não foi mais 

vista diferença significativa no parâmetro entre os grupos NS + SAL e CUMS + SAL como 

havia sido observado no dia 21. Já a administração de Sertralina demonstrou-se capaz de 

aumentar significativamente o tempo de imobilidade nos animais controle (p = 0,008), 

enquanto tendeu a zerar o tempo de imobilidade dos animais estressados (média = 0), apesar 

de a análise estatística não revelar uma diferença significante.  

 

Gráfico 4. Efeitos dos fatores “desafio” e “tratamento” sobre o comportamento de 

imobilidade no Teste do Nado Forçado (dia 45). 
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Boxplot com as médias de tempo (segundos) e variação mínima à máxima (n = 8 de 10 animais/grupo). A análise 

dos dados foi feita através de ANOVA de duas vias e do Teste de Tukey para comparações múltiplas. Os 

resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Abreviações: NS = não estressado; CUMS = 

cronicamente estressados; SAL = Salina; SERT = Sertralina.  
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5.3.2 TESTE DE INTERAÇÃO SOCIAL 

 

Tendo em consideração o comportamento de sociabilidade ou interação social, a 

análise estatística revelou que os fatores “desafio” e “tratamento” não alteraram de forma 

significativa o parâmetro avaliado. Porém uma significante interação de duas vias entre os 

fatores “desafio” e “tratamento” foi encontrada [F (1, 28) = 6.753; p = 0,0148].  

 

Gráfico 5. Efeitos dos fatores “desafio” e “tratamento” sobre o comportamento social dos 

animais. 
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Boxplot com as médias de sociabilidade (%) e variação mínima à máxima (n = 8 de 10 animais/grupo). A análise 

dos dados foi feita através de ANOVA de duas vias e do Teste de Tukey para comparações múltiplas. Os 

resultados foram considerados significativos quando p<0,05. Abreviações: NS = não estressado; CUMS = 

cronicamente estressados; SAL = Salina; SERT = Sertralina.  
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5.3.3 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 

No Teste do Labirinto em Cruz Elevado as análises estatísticas demostraram que não 

houveram alterações significativas entre os grupos de animais nos quatro parâmetros 

avaliados, nem pelo fator “desafio” nem pelo fator “tratamento”.  

 

Gráfico 6. Efeitos dos fatores “desafio” e “tratamento” sobre o comportamento de ansiedade 

no Teste do Labirinto em Cruz Elevado. 
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As barras representam a média ± E.P.M (n = 10). A análise dos resultados foi feita através de ANOVA de duas 

vias e do Teste de Tukey para comparações múltiplas. Abreviações: NS = não estressado; CUMS = cronicamente 

estressados; SAL = Salina; SERT = Sertralina.  
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5.3.4 TESTE DO CAMPO ABERTO 

 

No que concerne ao teste de campo aberto, o parâmetro de atividade locomotora 

horizontal foi mensurado pelo número de cruzamentos com quatro patas nos quadrantes do 

aparato, não sendo verificada nenhuma alteração significativa na atividade locomotora dos 

animais, nem pelo fator “desafio” nem pelo fator “tratamento”.  

 

Gráfico 7. Número de cruzamentos com quatro patas no Teste do Campo Aberto. 
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As barras representam a média do n° de cruzamentos ± E.P.M (n = 10). A análise dos dados foi feita através de 

ANOVA de duas vias e do Teste de Tukey para comparações múltiplas. Abreviações: NS = não estressado; 

CUMS = cronicamente estressados; SAL = Salina; SERT = Sertralina.  
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5.4 RESULTADOS PRELIMINARES DO SEQUENCIAMENTO 

 

Para interpretação dos resultados do sequenciamento, as amostras foram divididas em 

nove grupos experimentais (0, 1, 1a, 2, 2a, 3, 3a, 4 e 4a). O grupo 0 é composto por amostras 

da coleta de fezes baseline (T0), ocorrida antes do início do protocolo (n = 20). Os grupos 1 

(n = 6), 2 (n = 5), 3 (n = 5) e 4 (n = 9) representam respectivamente as amostras de bolo fecal 

colhidas no final do protocolo após defecação espontânea dos grupos NS + SAL, NS + SERT, 

CUMS + SAL e CUMS + SERT. Os grupos 1a (n = 4), 2a (n = 8), 3a (n = 8) e 4a (n = 7) 

representam respectivamente os mesmos grupos, porém são as amostras de fezes colhidas 

diretamente do cólon dos animais.  
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5.4.1 ANÁLISES DE ALFA DIVERSIDADE  

 

As análises estatísticas revelaram que não houve diferenças significativas quanto aos 

índices de alfa diversidade estudados (Shannon-Wiener, Simpson e Chao1) entre os grupos 

experimentais.  

 

Gráfico 8. Resultados dos índices de alfa diversidade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Boxplot com os índices de alfa diversidade. Abreviações: 0 = baseline (T0); 1 = NS + SAL (bolo fecal); 1a = NS + 

SAL (fezes do cólon); 2 = NS + SERT (bolo fecal); 2a = NS + SERT (fezes do cólon); 3 = CUMS + SAL (bolo 

fecal); 3a = CUMS + SAL (fezes do cólon); 4 = CUMS + SERT (bolo fecal); 4a = CUMS + SERT (fezes do cólon).  
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5.4.2 ANÁLISE DE COORDENADAS PRINCIPAIS (PCoA) 

 

As análises estatísticas revelaram que não houve diferenças significativas quanto ao 

índice de beta diversidade entre os grupos experimentais. Este foi representado através da 

técnica de redução de dimensionalidade PCoA (Análise de Coordenadas Principais). 

 

 Gráfico 9. Análise de Coordenadas Principais (PCoA) dos grupos experimentais.  

 

PCoA com base no índice de divergência de Jensen-Shannon. Abreviações: 0 = baseline (T0); 1 = NS + SAL 

(bolo fecal); 1a = NS + SAL (fezes do cólon); 2 = NS + SERT (bolo fecal); 2a = NS + SERT (fezes do cólon); 3 

= CUMS + SAL (bolo fecal); 3a = CUMS + SAL (fezes do cólon); 4 = CUMS + SERT (bolo fecal); 4a = CUMS 

+ SERT (fezes do cólon).  
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6. DISCUSSÃO 

 

A interação entre o intestino e o sistema nervoso pôde ser observada desde há muito 

tempo. No século XIX, em 1872, Charles Darwin em seu livro “A Expressão das Emoções em 

Homens e Animais” destacou que “A maneira pela qual as secreções do canal alimentar e 

outros órgãos determinados... são afetados por fortes emoções, é outro excelente exemplo da 

ação direta do sensório nesses órgãos, independentemente da vontade ou de qualquer hábito 

associado” (DARWIN, 1872 apud BANKS, 2008). Há poucas décadas os mecanismos e as 

funcionalidades dessas interações começaram a ser descritos, e indicam forte influência das 

bactérias intestinais nesses processos. Os modelos animais foram fundamentais para muitas 

dessas elucidações; o uso de animais isentos de micróbios por exemplo possibilitou amplas 

descobertas sobre a influência da microbiota intestinal no desenvolvimento de diversos 

sistemas dos organismos. Os modelos animais trazem ainda muitas possibilidades de 

investigação dessas interações, permitindo o estudo da microbiota intestinal em vários 

modelos de doenças, desencadeados através de diferentes mecanismos, o que favorece uma 

ampla investigação de mecanismos mais específicos. A realização de estudos de forma 

experimentalmente bem controlada também proporciona um maior entendimento de 

mecanismos cada vez mais específicos. A possibilidade de estudos da interação de diversas 

moléculas e substâncias com o Trato Gastrointestinal e a microbiota associada também se 

tornam muito mais amplos com o uso de modelos animais. Não podemos deixar de citar a 

possibilidade da utilização de metodologias que seriam complexas e invasivas para seres 

humanos, como o transplante de fezes, a realização de biópsias de diversos órgãos e a 

obtenção dos tecidos cerebrais e intestinais em sua integral constituição.  

 

Várias desordens tem sido associadas a modificações no sistema microbiota-intestino-

cérebro, incluindo transtornos de humor como a depressão. A microbiota, por ser parte 

fundamental da metabolização de fármacos, também parece estar associada com a eficácia dos 

medicamentos utilizados no tratamento desta desordem. Apesar das inúmeras evidências sobre 

a relação da composição da microbiota intestinal com doenças como a depressão e ansiedade 

existirem, os achados tanto em animais quanto em humanos continuam inconsistentes e com 

baixa reprodutibilidade (BARANDOUZI et al., 2020). Por exemplo, enquanto alguns estudos 

encontram alterações de diversidade entre indivíduos portadores de Transtorno Depressivo 

Maior (TDM), como no caso de Jiang e colaboradores (2015), vários outros estudos não 
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detectam as mesmas alterações (BARANDOUZI et al., 2020). Observa-se também uma 

grande inconsistência entre os achados de abundância relativa a nível de filo. Enquanto alguns 

estudos detectam um aumento da abundância do filo Firmicutes e uma diminuição da 

abundância do filo Bacterioidetes em portadores de TDM, outros encontram uma menor 

abundância de Firmicutes (BARANDOUZI et al., 2020; SHEN et al., 2021). Os resultados de 

abundância á nível de gênero também parecem variados. Nos modelos animais, os achados 

também se apresentam variados. O trabalho de Huang e colaboradores (2022) por exemplo 

utilizou um protocolo de ECMI de seis semanas em ratos, não verificando diferenças 

significativas na abundância e na diversidade da microbiota intestinal dos animais em relação 

ao grupo controle, apesar de os animais apresentarem inúmeras alterações no SNC e TGI. Já 

Zhang e colaboradores (2021) encontraram modificações na riqueza e diversidade da 

microbiota intestinal de ratos submetidos a um mais intenso e mais longo protocolo de ECMI, 

sendo verificada essas alterações na oitava semana. Já na 15ª semana, não foi mais vista 

diferença significativa no índice de alfa diversidade entre os animais estressados e os animais 

controle, somente quanto ao índice de beta diversidade.  

 

Muitas das dissimilaridades dependem de fatores como o delineamento experimental, 

a dieta dos animais, a natureza, o tempo e a intensidade dos protocolos de indução, a coleta de 

amostras, o método de extração de DNA fecal, e as técnicas de sequenciamento e de 

bioinformática utilizadas para análise da microbiota (HUANG et al., 2022). Torna-se então de 

grande importância a busca pela padronização de modelos animais para estudo do eixo 

microbiota-intestino-cérebro, de forma a melhorar a reprodutibilidade dos trabalhos e garantir 

resultados mais consistentes e representativos.   

 

O presente trabalho propôs a padronização de um modelo animal de depressão para 

estudos dessa natureza. O trabalho procurou empregar animais e metodologias que 

permitissem a avaliação da microbiota intestinal com o mínimo de interferências de outros 

fatores que não o estresse crônico moderado imprevisível. Por exemplo, a linhagem de 

camundongos escolhida para o protocolo experimental foi a linhagem Swiss (mundialmente a 

mais utilizada e classificada como “outbred” - geneticamente variável e heterozigota), 

enquanto muitos outros protocolos utilizam por exemplo camundongos BALB/c e C57BL/6 

(LIU et al, 2021; UFSC, 2022). Estes, apesar de demonstrarem ser mais suscetíveis a indução 

de comportamentos do tipo depressivo através de estresse crônico, são classificados como 
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“inbred” - geneticamente definidos e homozigotos (JUNG et al., 2014; SHOJI; MIYAKAWA, 

2019; MONTEIRO et al., 2015;). Dada a grande relação da microbiota intestinal com a 

genética do hospedeiro, achou-se melhor não utilizar animais geneticamente definidos. Para a 

indução de depressão por exemplo, foi preferível o modelo de estresse crônico moderado 

imprevisível (considerado o de maior potencial translacional) ao modelo de administração de 

corticosterona, de forma a evitar possíveis impactos diretos da substância sobre o eixo 

microbiota-intestino-cérebro. Eventos indutores de estresse como a privação de comida 

também foram evitados. Testes comportamentais também foram descartados para evitar a 

ingestão de substâncias específicas pelos animais, como o teste de preferência por sacarose ou 

teste “splash”.  Vale ainda ressaltar que o experimento foi realizado com animais SPF (specif 

pathogen free) propiciando o estudo em condições ambientais mais controladas. Já para o 

tratamento dos animais foi escolhida uma substância com grande potencial de ter ação sobre 

as bactérias intestinais, a Sertralina. A escolha se baseou no intuito de avaliar possíveis 

modificações na microbiota intestinal mediadas pelo uso crônico deste antidepressivo.  

 

Neste trabalho, foi proposto um protocolo de Estresse Crônico Moderado Imprevisível 

de seis semanas associado a um tratamento oral com Sertralina (10mg/Kg) durante as 3 

últimas semanas de protocolo. Ao longo de todo o protocolo uma avaliação fenotípica dos 

animais foi realizada (acompanhamento do peso e da pelagem). Os resultados demonstraram 

influências significativas dos fatores “desafio” e “tratamento” tanto sobre o ganho de peso dos 

animais quanto sobre a danificação da pelagem. O protocolo de ECMI ocasionou um menor 

ganho de peso dos animais ao longo do tempo, concordando com achados encontrados na 

literatura (MONTEIRO et al., 2015). O uso da Sertralina também pareceu influenciar o ganho 

de peso, visto que os animais controles tratados com salina apresentaram um ganho de peso 

muito mais significante do que os animais tratados com a droga. O achado também é comum 

na literatura, tendo ainda estudos investigado possíveis mecanismos específicos envolvidos na 

inibição do ganho de peso, pensando-se sobre possíveis alterações nos mecanismos 

metabólicos e no controle de apetite, como demonstrado em estudo animal por Silverstein-

Metzler e colaboradores (2016). De fato, estudos em humanos indicam que a Sertralina, entre 

os diversos antidepressivos, apresenta-se como a que causa menor percentual de ganho de 

peso (GAFOOR; BUTH; GULLIFORD, 2018). Quanto a avaliação da pelagem, o protocolo 

de ECMI demonstrou-se capaz de induzir significativos prejuízos sobre o parâmetro, assim 

como outros protocolos (NOLLET, 2021). O tratamento com Sertralina foi capaz de reverter 
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os danos ocasionados na pelagem tanto nos animais estressados quanto nos animais controles.  

 

 O protocolo de Estresse Crônico Moderado Imprevisível proposto demonstrou-se 

capaz de ocasionar alterações comportamentais em camundongos Swiss adultos com 21 dias 

de estresse, através do aumento do comportamento de imobilidade no TNF (fenótipo 

depressivo). Já com 44 dias de protocolo a modificação sobre o parâmetro de imobilidade 

pareceu atenuada, bem como não foram vistas alterações nos comportamentos locomotor, 

ansioso e social dos animais. De fato, os estudos apontam que outras linhagens de 

camundongos são mais suscetíveis ao estresse crônico (JUNG et al., 2014; MONTEIRO et al., 

2015; SHOJI; MIYAKAWA, 2019). Quanto a análise preliminar da microbiota intestinal o 

ECMI também não se demonstrou capaz de alterar os índices de diversidade microbiana. 

Estipula-se que um protocolo mais longo e/ou intenso seja necessário.   

 

O tratamento oral de 3 semanas com Sertralina (10 mg/kg) foi capaz de reverter os 

danos à pelagem ocasionados sobre os animais e tendeu a zerar o comportamento de 

imobilidade nos animais estressados, apesar de a média entre os grupos CUMS + SAL e 

CUMS + SERT não ser estatisticamente significante. Na contramão, o tratamento pareceu 

estimular o comportamento depressivo em animais saudáveis, levando a pensar em possíveis 

efeitos deletérios sobre a saúde do hospedeiro. O tratamento também não se demonstrou 

capaz de ocasionar mudanças significativas nos índices de diversidade da microbiota 

intestinal dos animais. Já o trabalho de Neufeld (2019) que tratou animais oralmente por 14 

dias com a dose de 6 mg/kg de Sertralina detectou uma significativa diminuição da alfa 

diversidade microbiana dos animais expostos a substância, enquanto alterações de beta 

diversidade não foram vistas. Nesse trabalho, o tratamento foi ainda feito em duas condições: 

em animais vagotomizados e animais não vagotomizados; não sendo detectadas diferenças 

significativas na diversidade em relação a este fator, indicando que as possíveis modificações 

ocasionadas na microbiota intestinal pela Sertralina não são dependentes do nervo vago. 

Muito ainda se tem a investigar sobre o efeito dos antidepressivos sobre a microbiota 

intestinal e suas repercussões sobre o eixo intestino-cérebro, bem como sobre a efetividade do 

tratamento e sobre a saúde do hospedeiro. Alterações na microbiota intestinal mediadas pela 

ação destes medicamentos, poderiam teoricamente interagir positivamente ou negativamente 

com a eficácia da droga, dependendo de qual grupo de microorganismos foi avantajado ou 

desavantajado pela pressão seletiva. Entretanto, para os ISRS afetarem a diversidade da 
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microbiota intestinal, seria necessário o alcance destes no lúmen intestinal em concentrações 

suficientes.  

 

O trabalho apresentou limitações, como por exemplo o não processamento de todos os 

tipos de amostras obtidos. Apenas amostras fecais foram processadas (ainda apenas uma parte 

delas). Apesar disso, amostras cerebrais e intestinais permanecem estocadas existindo a 

possibilidade de adicionais investigações. O trabalho de Huang e colaboradores (2022) por 

exemplo utilizou um protocolo de ECMI de seis semanas em ratos, não verificando diferenças 

significativas na abundância e na diversidade da microbiota intestinal dos animais em relação 

ao grupo controle, apesar de os animais apresentarem comportamentos do tipo depressivo e 

ansioso nos testes comportamentais, modificações morfológicas no hipocampo e cólon, queda 

da concentração de neurotransmissores (serotonina, dopamina e noradrenalina) no soro e no 

cérebro, e o aumento de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-1b, IL-18 e TNF-α) no soro, 

cérebro e cólon. O estudo detectou também uma positiva correlação na presença de todas as 

citocinas citadas entre o cérebro e o cólon. Outra questão que poderia ser analisada por 

exemplo, seria a investigação do impacto do protocolo sobre a diversidade e abundância da 

microbiota aderida a mucosa intestinal e não sobre a microbiota fecal. Estudos demonstram 

que o uso do tecido intestinal em relação a amostras de fezes coletadas de diferentes formas, 

fornecem resultados que trazem maiores índices de diversidade (SUN et al., 2021).  

 

Por fim, uma contínua busca pela padronização de modelos animais para estudos 

dessa natureza apresenta-se necessária, de forma a melhorar a reprodutibilidade dos trabalhos 

e garantir resultados mais consistentes e representativos. Lembramos que se prevê que estudos 

sobre a composição da microbiota intestinal tornara-se rotina para o desenvolvimento de 

drogas visando o tratamento dos transtornos psiquiátricos (CHAIT, 2020), reforçando a 

necessidade de modelos padronizados. Ainda, sabendo-se do potencial antibacteriano 

apresentado pelos medicamentos antidepressivos e da sua forma de consumo oral, torna-se 

importante investigar sua ação sobre as bactérias presentes no trato gastrointestinal, bem 

como as repercussões sobre o eixo intestino-cérebro, sobre a efetividade do tratamento e sobre 

a saúde do hospedeiro. Atualmente, ainda poucos estudos têm investigado o efeito dos 

antidepressivos sobre o crescimento das bactérias residentes do intestino (ZHANG et al., 

2021).  
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7. CONCLUSÃO 

 

• O modelo proposto foi eficiente em desencadear alterações de peso e pelagem em 

camundongos Swiss machos. 

 

• O modelo proposto não foi eficiente em desencadear alterações comportamentais do 

tipo depressiva, ansiogênica e locomotora em camundongos Swiss machos. 

 

• O modelo proposto não foi eficiente em desencadear alterações de diversidade na 

microbiota intestinal dos animais.  

 

• O estudo finaliza concluindo que o modelo proposto não foi satisfatório para estudos 

do eixo microbiota-intestino-cérebro. 
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