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A relação entre o estresse e a depressão tem sido alvo de intensas pesquisas comportamentais 

e fisiopatológicas. Dentro deste contexto, estudos postulam que a hipersecreção de cortisol e o 

desenvolvimento de um quadro de estresse oxidativo são fatores responsáveis pela ocorrência 

da depressão em indivíduos estressados. Como mecanismo recente de estudo, também está 

sendo sugerido o papel das neurotrofinas e da enzima Na
+
,K

+
-ATPase na fisiopatologia da 

depressão. Embora vários antidepressivos já estejam disponíveis no mercado, a falta de 

eficácia na totalidade dos pacientes e a vasta ocorrência de efeitos colaterais adversos 

constituem uma problemática no tratamento da depressão. Assim, pesquisas têm buscado 

compostos, principalmente naturais, que possam melhor satisfazer as exigências clínicas sem 

ocasionar alterações fisiológicas indesejáveis. A crisina é um flavonóide natural abundante 

no, localmente denominado, maracujá do mato (Passiflora coerulea), e seus efeitos 

terapêuticos já têm sido explorados em modelos de estresse oxidativo, hiperlipidemia, 

inflamação, hipertensão e neoplasia, mas seu efeito na depressão ainda é desconhecido. Com 

isso, objetivou-se neste trabalho analisar o efeito do tratamento oral com o flavonóide crisina 

por 28 dias em camundongos submetidos ao estresse crônico moderado e imprevisível 

(CUMS), em parâmetros comportamentais, bioquímicos e neurotróficos, comparando com o 

efeito da fluoxetina (controle positivo). O CUMS aplicado por 28 dias reduziu os níveis de 

BDNF (Fator neurotrófico derivado do cérebro) e NGF (Fator de crescimento do nervo) e 

ocasionou a inibição da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase no hipocampo e  córtex pré-

frontal de camundongos. O tratamento com crisina (5 ou 20mg/kg) não só protegeu contra 

estas mudanças, mas a dose de 20mg/kg ainda elevou o BDNF e o NGF a níveis acima do 

grupo controle em animais não estressados e em animais submetidos ao CUMS. O CUMS 

induziu a redução na preferência por sacarose, o aumento no tempo de imobilidade no teste de 

nado forçado (FST) e o aumento nos níveis plasmáticos de corticosterona. Além do 

tratamento com crisina (5 ou 20mg/kg) prevenir contra estas alterações nos animais 

estressados, também se observou o efeito antidepressivo da crisina no FST nos animais não 

estressados. Os dados acima citados mostram o efeito antidepressivo da crisina em animais 

não estressados e estressados, de forma equivalente à fluoxetina, sugerindo o possível 

envolvimento do BDNF e do NGF no efeito antidepressivo da crisina. O protocolo do CUMS 

reduziu os níveis de tióis não-protéicos (NPSH) e elevou os níveis de espécies reativas (RS) 

no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos. Como possível mecanismo de resposta a 

estas mudanças, foi verificada a elevação da atividade das enzimas glutationa redutase (GR), 

glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) no hipocampo e córtex pré-frontal dos 

camundongos submetidos ao CUMS. O tratamento com crisina (5 ou 20mg/kg) protegeu 
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frente a estas modificações, mostrando o envolvimento da ação antioxidante no efeito 

antidepressivo da crisina em animais estressados. Em conclusão, estes dados demonstram o 

efeito antidepressivo da crisina em parâmetros comportamentais e fisiopatolóficos em animais 

não estressados e em animais estressados, e sugerem o possível envolvimento do BDNF e do 

NGF no efeito antidepressivo da crisina. Ainda, este trabalho expõe o maracujá do mato como 

um importante alvo para o estudo dos produtos naturais no combate à depressão e outras 

doenças do sistema nervoso central, mostrando a fundamentalidade da investigação da 

funcionalidade e constituição bioativa desta e outras plantas desta região. 

 

Palavras-chave: Depressão, Na
+
,K

+
-ATPase, neurotrofinas, corticosterona, estresse 

oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xii 
 

ABSTRACT 

Dissertation of Master 

Program of Post-Graduation in Biochemistry 

Federal University of Pampa 

 

EVALUATION OF THE BIOACTIVITY OF THE FLAVONOID CHRYSIN  

IN MICE SUBJECTED TO  

CHRONIC UNPREDICTABLE MILD STRESS 

 

Author: Carlos Borges Filho 

Advisor: Cristiano Ricardo Jesse 

Co-advisor: Marina Prigol 

 

Site and Date of Defence: Itaqui, august 9th, 2014. 

 

The relationship between stress and depression has been subject of the intense behavioral and 

pathophysiological research. Within this context, studies have postulated that the 

hypersecretion of cortisol and the development of a framework of oxidative stress are factors 

responsible for the occurrence of depression in stressed individuals. As a recent study of 

mechanism, has also been suggested the role of the neurotrophins and of the enzyme  Na
+
,K

+
-

ATPase in the pathophysiology of depression. Although various antidepressants are already 

available on the market, the lack of efficacy in whole of patients and the wide occurrence of 

adverse side effects are a problematic in the treatment of depression. Thus, studies have 

investigated compounds, mainly natural, which can better meet the clinical requirements 

without causing undesirable physiological changes. Chrysin is a flavonoid abundant in 

natural, locally called, the bush passionfruit (Passiflora coerulea), and its therapeutic effects 

have been explored in models of oxidative stress, hyperlipidemia, inflammation, hypertension 

and cancer, but its effect on depression is still unknown. Thus, this study aimed to analyze the 

effect of oral treatment with the flavonoid chrysin for 28 days in non-stressed mice and mice 

subjected to chronic unpredictable mild stress (CUMS) in behavioral, biochemical and 

neurotrophic parameters, compared with the effect of fluoxetine (positive control). The 

CUMS applied for 28 days decreased the levels of BDNF and NGF and caused the inhibition 

of the , Na
+
,K

+
-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex of mice. Treatment 

with chrysin (5 or 20mg/kg) not only protected against these changes, but still 20mg/kg 

increased BDNF and NGF levels above the control group in non-stressed animals and in 

animals subjected to CUMS. The CUMS induced the reduction in the preference for sucrose, 

the increase in immobility time in forced swim test (FST) and the increase in plasma 

corticosterone levels. Besides crysin treatment (5 or 20mg/kg) prevent against these changes 

in stressed animals, also observed the antidepressant effect of chrysin in the FST in non-

stressed animals. The aforementioned data show the effect of antidepressant of crysin in non-

stressed and stressed animals, equivalently to fluoxetine, suggesting a possible involvement of 

NGF and BDNF in the antidepressant effect of chrysin. The protocol CUMS reduced levels of 

non-protein thiols (NPSH) and raised levels of reactive species (RS) in the hippocampus and 

prefrontal cortex of mice. As a possible mechanism of response to these changes, we observed 
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the increase in the activity of enzymes glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase 

(GPx) and catalase (CAT) in the hippocampus and prefrontal cortex of mice subjected to 

CUMS. Treatment with chrysin (5 or 20mg/kg) protected against these changes, showing the 

involvement of antioxidant action in the antidepressant effect of chrysin in stressed animals. 

In conclusion, these data demonstrate the antidepressant effect of chrysin on behavioral and 

pathophysiological parameters in non-stressed and stressed animals, suggesting a possible 

involvement of BDNF and NGF in the antidepressant effect of chrysin. Still, this work 

exposes the passion fruit bush as an important target for the study of natural products in the 

combat of depression and other diseases of the central nervous system, showing the 

fundamentality of research of functionality and bioactive constitution these and other plants of 

this region. 

 

Keywords: Depression, Na
+
,K

+
-ATPase, neurotrophins, corticosterone, oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O estresse atualmente é um dos principais fatores que têm sido associados com a 

ocorrência de depressão. Com base nesta observação, o modelo animal de estresse crônico 

moderado e imprevisível (CUMS – do inglês Chronic unpredictable mild stress) foi 

desenvolvido para simular o desenvolvimento e o progresso da depressão clínica em seres 

humanos, bem como para avaliar a eficácia de compostos candidatos a antidepressivos (Liu et 

al, 2014; Willner et al , 2005). Estudos sugerem que o CUMS pode induzir mudanças 

comportamentais e fisiológicas que se assemelham a sintomas da depressão clínica (Liu et al, 

2014, Willner et al , 2005) e que o modelo animal do CUMS pode ser utilizado para avaliar a 

eficácia de compostos candidatos a antidepressivos através de testes comportamentais, como 

o teste de preferência por sacarose (SPT - do inglês Sucrose preference test) e o teste de nado 

forçado (FST- do inglês Forced swimming test) (Mao et al, 2009; Tõnissaar et al, 2008; 

Willner et al, 2005; Zhou et al, 2007) . 

A depressão é uma das formas mais comuns de psicopatologia, afligindo cerca de 300 

milhões de indivíduos em todo o mundo, sendo 20 a 25% entre as mulheres e 10 a 17% entre 

os homens (Levinson, 2006). Estima-se que a depressão ocasione aproximadamente 1 milhão 

de suicídios a cada ano, causando grandes transtornos para a sociedade. A relação entre o 

estresse e a depressão passa pela hipersecreção de costisol (corticosterona em roedores) 

ocasionada por situações estressantes, a qual é responsável pela atrofia em estruturas 

cerebrais, principalmente hipocampo e córtex pré-frontal (Stockmeieret al., 2004). O dano 

oxidativo induzido pelo estresse também tem sido correlacionado com a fisiopatologia da 

depressão. Sabe-se que as espécies reativas (RS – do inglês reactive species) e a glutationa 

reduzida (GSH) podem desempenhar um papel determinante em algumas doenças 

neuropsiquiátricas, como a depressão. Há algumas evidências de que a ativação de processos 

de desesruturação de lipídios de membrana, ácido desoxirribonucleico (DNA – do inglês 

deoxy ribonucleic acid), e proteínas funcionais, ocasionados por anormalidades nos níveis 

celulares de RS e GSH e na atividade de enzimas antioxidantes são fatores cruciais no 

desenvolvimento da depressão (Biliciet al., 2001; Kumar etal., 2011). 

Pesquisas concernentes ao estresse e a depressão têm também postulado a hipótese do 

envolvimento das neurotrofinas na depressão, que sugere a associação da deficiência do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF - do inglês Brain-derived neurotrophic fator) com a 

ocorrência da depressão, e que antidepressivos atuam via restauração dos níveis de BDNF 

(Liu et al., 2014; Mao et al., 2014). A hipótese da relação entre a depressão e as neurotrofinas 
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é sustentada basicamente pelos seguintes fatores: I. A depressão está associada com a redução 

das concentrações sanguíneas e cerebrais de neurotrofinas; II. Tratamentos com 

antidepressivos aumentam a expressão de neurotrofinas; III. Glicocorticóides podem suprimir 

a síntese de neurotrofinas (Vaidya e Duman, 2001; Shiet al., 2010; Liu et al., 2014; Mao et al., 

2014). O fator de crescimento do nervo (NGF- do inglês Nerve growth factor) é uma 

neurotrofina responsável por promover o desenvolvimento e a diferenciação de células 

nervosas (Scaccianoceet al., 2000). Além desta ação trófica, o NGF está envolvido, de forma 

pouco elucidada, com a atividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) (Scaccianoceet 

al., 2000), e tem sido apresentado como um efetivo antidepressivo intranasal em roedores (Shi 

et al., 2010). Entretanto, o papel no NGF na fisiopatologia da depressão não está 

suficientemente esclarecido.  

A Na
+
,K

+
-ATPase  é uma enzima responsável pelo transporte de íons Na

+
 e K

+
 no 

sistema nervoso central, mantendo o gradiente necessário para a excitabilidade neuronal e 

para a regulação do volume celular (Gamaro et al., 2003). Como uma consequência, a 

inibição da atividade da Na
+
,K

+
-ATPase afeta diretamente a transmissão da sinalização 

nervosa, a atividade neuronal, bem como o comportamento animal  (Oliveira et al., 2009). 

Assim, a inibição da Na
+
,K

+
-ATPase pode ser observada em pacientes com transtornos de 

bipolaridade e epilepsia (Grisar et al., 1992; Mynett-Johnson  et al., 1998). Além disso, alguns 

autores têm sugerido que a inibição da Na
+
,K

+
-ATPase cerebral está associada com a 

ocorrência de transtornos depressivos em ratos (Gamaro et al., 2003; Acker et al., 2009).  No 

entanto, esta hipótese precisa ser mais bem estudada. 

Embora vários antidepressivos estejam disponíveis há décadas, a maioria deles não é 

completamente eficaz, pois estima-se que 33% dos pacientes depressivos não sejam sensíveis 

à medicação antidepressiva (Trivedi et al., 2006), além destes medicamentos estarem 

associados a muitosefeitos adversos (ex: alteração do sono e apetite, alterações gastrintestinais 

(diarréia ou obstipação intestinal), retenção urinária, alergias de pele, sudorese, diminuição da 

libido ou retardo da ejaculação, aumento ou diminuição de peso, náusea, tontura, tremores). 

Com isso, pesquisas recentes concentram-se na possibilidade do uso de produtos naturais, 

especialmente flavonóides, para o desenvolvimento de medicamentos antidepressivos, ou 

como uma alternativa complementar para o tratamento da depressão (Borges Filho et al., 

2013; Liu et al., 2014; Mao et al., 2014). A Crisina (5,7-Dihidroxiflavona, Fig.1) pertence à 

classe flavona de flavonóides e é encontrada naturalmente em mel, própolis e várias espécies 

de plantas, incluindo o localmente denominado maracujá do mato (Passiflora coerulea) 

(Pichicheroet al., 2010 e Medic-Saric, 2011). A crisina já tem sido apresentada como tendo 
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efeitos antioxidantes (Pushpavalli et al., 2010), anti-inflamatórios,  (Bae et al., 2011), 

antineoplásicos (Pichichero et al., 2011) e anti-hiperlipidêmicos (Zarzecki et al., 2014). No 

entanto, em doenças do SNC, como a depressão, este flavonóide ainda carece de ser 

explorado. 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura química do flavonóide crisina. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Depressão: Panorama e Características 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) a depressão deve se tornar o maior 

transtorno incapacitante nos próximos 20 anos. Além disso, ela será a doença que mais gerará 

custos econômicos e sociais para os governos, devido aos gastos com tratamento e às perdas 

de produção (Alencastro, 2013). 

Dentre os transtornos de humor, a depressão destaca-se por ser uma das doenças 

neuropsiquiátricas mais frequentes no mundo ocidental, com aproximadamente 300 milhões 

de pessoas afetadas, o que reflete uma prevalência de 17% na população (Nestler et al., 2002). 

Estima-se que no Brasil existam aproximadamente 54 milhões de pessoas que em algum 

momento de suas vidas desenvolverão algum tipo de depressão, sendo que 7,5 milhões terão 

episódios agudos e graves, muitas com risco de suicídio (Nardi, 2000). 

A depressão acomete pessoas de todas as idades, etnias e classes socioeconômicas 

(Brhlikovaet al., 2011), trazendo prejuízos na qualidade das relações interpessoais e pode 

apresentar comorbidade com outras doenças psiquiátricas e neurológicas, como ansiedade e 

doença de Parkinson, entre outros diversos distúrbios somáticos, os quais limitam atividades 

normais (Gotlib e Joormann, 2010).  

O diagnóstico da depressão baseia-se na observação clínica dos sintomas enumerados 

na Tabela 1, que são altamente variáveis e muitas vezes contrastantes. Para o indivíduo 

preencher os critérios para o diagnóstico de depressão maior, deve apresentar pelo menos um 

entre os dois primeiros sintomas e mais o número necessário para perfazer um total de cinco 

entre os sintomas três a nove, com duração mínima de duas semanas (American Psychiatric 

Association, 1994). 

De acordo com a natureza dos sintomas, é possível diagnosticar subtipos de depressão: 

não-melancólica e melancólica. A depressão não-melancólica é o tipo mais comum de 

depressão, também referida como "depressão maior" e caracterizada pelos seguintes sintomas: 

baixa auto-estima, elevada auto-crítica, humor deprimido, alterações no apetite e distúrbios do  

sono (Alencastro, 2013). A depressão melancólica se caracteriza pela presença de distúrbio 

psicomotor marcante, expresso como agitação espontânea ou retardo psicomotor (Parker e 

Brotchie, 1992). Além das alterações no movimento, a literatura tem documentado déficits 
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cognitivos na depressão melancólica, com prejuízos na formação de conceitos, flexibilidade 

mental e aquisição de memórias (Alencastro, 2013). 

A terapia disponível para o tratamento da depressão está frequentemente associada a 

vários efeitos colaterais indesejáveis, e a sua eficácia só alcança uma porção da população 

(Perović et al., 2010). A heterogeneidade da resposta clínica aos antidepressivos e 

susceptibilidade aos efeitos adversos são os principais problemas clínicos da terapia 

antidepressiva, disto surge a importância da investigação de novos agentes terapêuticos para 

tratar a depressão. 

 

Tabela 1. Critérios diagnósticos da depressão de acordo com o Manual Diagnóstico e 

Estatístico de Transtornos Mentais, quarta edição (DSM-IV). 

1. Humor deprimido 

2. Anedonia 

3. Falta de esperança, desespero, sentimento de culpa ou desvalia 

4. Perda de peso e apetite/ ganho de peso ou apetite 

5. Agitação psicomotora/ letargia 

6. Fadiga ou falta de energia 

7. Pensamentos recorrentes de morte ou suicídio 

8. Dificuldade de concentração 

9. Insônia/hipersônia 

 

Fonte: Manual Diagnóstico e Estatístico dos Distúrbios Mentais (American Psychiatric Association, 1994). 

 

2.2 Fisiopatologia da Depressão 

 

Apesar da etiologia da depressão ainda não ser bem esclarecida, sabe-se que a doença 

resulta, em parte, de uma deficiência na atividade monoaminérgica no cérebro (Elhwuegi, 

2004). A hipótese monoaminérgica da depressão surgiu em 1965 e postula que o maior 

processo neuroquímico envolvido na depressão é a disfunção na neurotransmissão 

monoaminérgica e concomitante diminuição das monoaminas (norepinefrina(NE) e/ou 

serotonina (5-HT)) na fenda sináptica, e também pode ser estendida para dopamina (DA) 

(Figura 2). Desta maneira a concentração de monoaminas pode ser alterada através de uma 

perturbação na síntese, armazenamento ou liberação, ou estes podem manter-se inalterados, 

mas as atividades dos receptores e/ou mensageiros intracelulares podem estar alteradas. Esta 
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hipótese é sustentada principalmente pelo fato de a maioria dos antidepressivos utilizados na 

clínica aumentarem os níveis de monoaminas no cérebro através da inibição da recaptação de 

5-HT, NE ou DA e/ou ainda pela inibição da enzima monoamina oxidase, enzima que 

biotransforma as monoaminas (Nemeroff, 2007). Estudos neurobiológicos também estão de 

acordo com a hipótese monoaminérgica e indicam que importantes alterações nos sistemas 

serotoninérgico e noradrenérgico estão relacionadas com o sucesso do tratamento 

antidepressivo (Elhwuegi, 2004). 

 

 

Figura 2. Teoria monoaminérgica da depressão. A depressão é caracterizada por baixos 

níveis de neurotransmissores (5-HT, NE ou DA) nas fendas sinápticas. A partir disto, a 

maioria dos antidepressivos utilizados hoje atuam na inibição da receptação dos 

neurotransmissores, principalmente 5-HT. 

 

 Fonte: http://www.jornallivre.com.br/262239/bases-biologicas-da-depressao.html 

 

Vários estudos também têm sugerido o envolvimento da desregulação imunológica na 

fisiopatologia da depressão (Dantzer e Kelley, 2007; Kim et al, 2007; Leonard e Maes, 2012). 

A hipótese apresentada por Smith (1991) indica que as citocinas pró-inflamatórias, as quais 

são produzidas por macrófagos ativados, contribuem para muitos dos sintomas da depressão. 

O papel das citocinas na depressão é suportado pelo alto índice de depressão clínica visto 

durante o tratamento com citocinas (ex: interferon gama, usado no combate a infecções e 

alguns tipos de câncer) que conduz ao modelo de depressão induzida por citocinas (Raison et 

al, 2005). Além disso, Dahl et al.(2014) verificaram o aumento nos níveis de uma gama de 

citocinas (ex: IL-1, IL-6, TNF-α) em homens e mulheres depressivas, sendo restaurados aos 

níveis do controle após 12 semanas de terapia antidepressiva. 
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Outros dois mecanismos que têm sido apresentados como possíveis responsáveis pelo 

desenvolvimento da depressão, e que são alvos deste estudo, são as neurotrofinas e a enzima 

Na
+
,K

+
-ATPase.  

Neurotrofinas ou fatores neurotróficos são conhecidos por serem potentes reguladores 

da plasticidade e sobrevivência de células neurais e gliais adultas. Assim, a hipótese 

neurotrófica sugere que a diminuição dos níveis de fatores neurotróficos contribui para o 

déficit na função hipocampal durante o desenvolvimento da síndrome depressiva, sendo esta 

condição, revertida pelo tratamento antidepressivo (Vaidya e Duman, 2001). Além disso, a 

normalização dos níveis de neurotrofinas se dá por volta de 15 dias após o início da terapia 

com um antidepressivo, coincidindo com o tempo necessário para a ação terapêutica do 

fármaco (Vaidya e Duman, 2001; Shiet al., 2010). Esta hipótese tem dado maior enfoque ao 

BDNF (Fig. 3), um dos principais fatores neurotróficos no encéfalo (Nestler et al., 2002), o 

qual apresenta níveis de concentração diminuída no soro e no hipocampo de pacientes que 

apresentaram estados depressivos, como anedonia. Adicionalmente, foi demonstrada a 

diminuição dos níveis de BDNF no cérebro de roedores submetidos ao CUMS (Liu et al., 

2014; Mao et al., 2014), além de já ter sido sugerido que neurônios expostos a altos níveis de 

glicocorticóides (desencadeado por situações estressantes) sofrem distúrbios na maturação 

sináptica mediada pelo BDNF (Kumamaru et al., 2008). Outra neurotrofina recentemente 

sugerida como sendo envolvida na dapressão é o NGF (Shi et al., 2010). O NGF foi o 

primeiro fator neurotrófico descoberto a pelo menos 4 décadas. O NGF tem a capacidade de 

estimular uma variedade de células inflamatórias, podendo ser produzido por uma variedade 

de tipos de células estruturais e inflamatórias como neurônios, células endoteliais, células 

epiteliais, fibroblastos, linfócitos B e T, eosinófilos, basófilos, monócitos/macrófagos e 

mastócitos. Além disso, o NGF parece estar envolvido em fenômenos relacionados à 

atividade do eixo HPA. No entanto, a relação existente entre a desregulação do eixo HPA em 

situações de estresse com a alteração nos níveis cerebrais de NGF não está claramente 

elucidada. Tem sido demonstrado que eventos psicossociais estressantes podem alterar os 

níveis de NGF no SNC, principalmente no hipocampo e hipotálamo (Aloe et al., 2002).  

Estudos em animais e humanos têm também revelado que a concentração de NGF plasmático 

é elevada como resultado do comportamento de ansiedade (Aloe et al., 2002), e após estresse 

emocional induzido pelo pára-quedismo (Aloe  et al., 1994). Assim, o NGF parece ser um 

bom candidato para mediar os efeitos agudos e crônicos das experiências estressantes sobre a 

funcionalidade e sobrevivência neuronal (Rush et al., 1997). Manni et al. (2007) 

demonstraram a alteração nos níveis de NGF no hipotálamo e tálamo de ratos submetidos a 
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estresse por imobilização por 1h por dia durante 10 dias. Scaccianoce et al. (2000) verificaram 

o efeito de diferentes modelos de estresse repetido nos níveis de NGF no hipocampo de ratos. 

Além disso, Shiet al. (2010) observaram o efeito antidepressivo da administração intranasal 

de NGF em camundongos e ratos. Entretanto, achados correlacionando o NGF com a 

depressão induzida pelo CUMS ainda são raros. 

A enzima Na
+
,K

+
-ATPase ou bomba Na

+
, K

+  
pertence à classe de ATPases do  tipo-P, 

a qual hidrolisa o ATP, gerando energia para o transporte iônico pela membrana  plasmática. 

Esta enzima exporta íons Na
+
da célula e importa íons K

+
desse modo permitindo a geração e a 

manutenção da alta concentração de Na
+
extracelular e alta concentração de K

+ 
intracelular 

(Oliveira et al., 2009). A manutenção desses gradientes iônicos é fundamental para diversas 

funções celulares, incluindo a regulação do potencial de repouso e excitabilidade celular. O 

gradiente de Na
+
gerado pela Na

+
,K

+
-ATPase é utilizado para múltiplos sistemas de transporte 

secundário, incluindo o transporte de glicose e aminoácidos, liberação de Ca
2+

 e H
+ 

via canais 

iônicos que trocam Na
+
/Ca

2+
e Na

+
/H

+
. Dada a importância desta enzima, a redução na 

atividade da Na
+
,K

+
-ATPase afeta diretamente a transmissão da sinalização nervosa, a 

atividade neuronal, bem como o comportamento animal  (Oliveira et al., 2009). Assim, a 

inibição da Na
+
,K

+
-ATPase pode ser observada em pacientes com transtornos de bipolaridade 

e epilepsia (Grisar et al., 1992; Mynett-Johnson  et al., 1998). Além disso, alguns autores têm 

sugerido que a inibição da Na
+
,K

+
-ATPase cerebral está associada com a ocorrência de 

transtornos depressivos em ratos (Gamaro et al., 2003; Acker et al., 2009).  Contudo, há 

poucos relatos que se relacionem a atividade da Na
+
,K

+
-ATPase cerebral com modelos de 

depressão induzida pelo CUMS. 
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Figura 3. Modelo simplificado descrevendo os papéis opostos do estresse e da terapia 

antidepressiva sobre a expressão de BDNF no hipocampo, a função do hipocampo, e o humor 

(Adaptado de Groves, 2007).  

    

2.3 Testes Comportamentais para o Estudo da Depressão 

 

Os modelos animais experimentais de depressão representam uma valiosa ferramenta 

de estudo dos aspectos neurobiológicos da depressão, como também para a pesquisa de novas 

alternativas terapêuticas (fármacos antidepressivos) para o uso na depressão e ainda, os 

mecanismos de ação pelos quais exercem seus efeitos. Estes modelos devem representar 

diversos aspectos da depressão nas espécies pesquisadas, comumente roedores (ratos e 

camundongos) (Willner, 1997). 

Embora humanos e roedores apresentem diferenças marcantes na anatomia encefálica, 

diversos circuitos que regem respostas comportamentais e fisiológicas, estão conservados 

entre estas espécies (Cryan e Holmes, 2005). Por meio de inferências baseadas em achados 

provenientes de modelos animais, pode-se elucidar comportamentos, vias neurais e fatores 



10 
 

genéticos relacionados ao transtorno depressivo e aperfeiçoar o entendimento do 

comportamento humano frente à doença. 

Existe uma hipótese de que algumas espécies de animais podem, através dos testes, 

exibir alterações de comportamento do tipo depressivo (do inglês depressive-like), ou seja, 

parecido com alguns comportamentos apresentados pelos humanos. Em geral, nos testes os 

animais são expostos a um evento estressante inescapável e o comportamento deste animal 

frente a esse evento é avaliado. Paradigmas que empregam a exposição ao estresse agudo ou 

subcrônico incluem o teste de suspensão de cauda (TST – do inglês Tail suspention test) e o 

FST, que empregam a exposição em curto prazo ao estresse inevitável e incontrolável e 

podem predizer a resposta dos animais a uma droga antidepressiva. Dentre os modelos em 

curto prazo amplamente utilizados no estudo da depressão em roedores, o TST e o FST são os 

mais empregados.  

 

2.3.1Teste de Suspensão de Cauda (TST) 

 

O TST foi apresentado em 1985 por Steru e colaboradores. O TST é um dos modelos 

mais tradicionais para o estudo da depressão em animais de laboratório, por apresentar alto 

valor preditivo devido à resposta aos medicamentos antidepressivos existentes. Neste teste, os 

roedores são pendurados pela cauda e após um período de movimentos de tentativas de fuga, 

estes desenvolvem uma postura de imobilidade, o que é resultado de uma situação estressante 

e inescapável. Esta imobilidade é observada durante um tempo total de teste de 6 minutos. No 

entanto, diferentemente do FST, apenas camundongos podem ser avaliados no TST. 

 

2.3.2 Teste de Nado Forçado (FST) 

 

O FST apresenta um princípio semelhante ao do TST. Esse teste possui alto valor 

preditivo para o efeito tipo antidepressivo e também constitui um teste comum para o estudo 

de novas drogas. Proposto por Porsolt e colaboradores, em 1977, neste teste os roedores são 

expostos a uma situação aversiva, nadar em um tanque cilíndrico com água, onde eles não 

podem tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape). Assim como no TST, o FST geralmente 

tem duração de 6 minutos onde se observa o tempo total de imobilidade apresentado pelos 

animais. Tanto ratos como camundongos podem ser usados para o estudo do efeito do tipo 

antidepressivo de drogas através do FST. 
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A hipótese que justifica o comportamento animal no TST e no FST é baseada na ideia 

de que o animal “perde a esperança de escapar” de tal situação, em outras palavras a falta de 

persistência em escapar é percebida como uma desistência e refletida em tempo de 

imobilidade descrito como um estado depressivo (Thierry et al.,1984).  As substâncias 

antidepressivas revertem esse quadro diminuindo assim o tempo de imobilidade fazendo com 

que o animal não desista de escapar das situações impostas a ele, dessa maneira os 

antidepressivos clássicos empregados na clínica, como a imipramina e a fluoxetina são 

utilizados como controles positivos nestes testes. 

 

2.3.3 Teste de Campo Aberto (OFT) 

 

O OFT (do inglês Open field test) é utilizado para verificar os efeitos de substâncias 

ou determinados procedimentos sobre o sistema motor dos animais, a fim de excluir a 

possibilidade de que a diminuição do tempo de imobilidade exibida nos testes preditivos de 

efeito tipo antidepressivo, como no TST ou no FST, seja devido a uma estimulação motora. 

Substâncias estimulantes do SNC tendem a aumentar os parâmetros comportamentais 

registrados no modelo enquanto que substâncias depressoras tendem a diminuí-los. Este teste, 

em geral, é realizado em uma caixa medindo 45 x 45 x 30 cm, com o chão dividido em 9 

quadrantes iguais. Durante a sessão de teste, o número de quadrantes cruzados com todas as 

patas e elevações em um período de 6 minutos são utilizados como parâmetro para a avaliação 

da atividade locomotora e exploratória dos animais (Walsh e Cummins, 1976). 

 

2.3.4 Teste de Preferência por Sacarose (SPT) 

 

O SPT explora o componente da anedonia relacionado com a depressão. Entre os 

pacientes depressivos é muito comum o sentimento de anedonia, em que os indivíduos se 

mostram desinteressados por atividades anteriormente prazerosas. A metodologia do teste é 

variável, mas consiste basicamente em colocar os animais em caixas individuais com água e 

solução de sacarose à disposição e medir a preferência por solução doce em relação ao total 

da ingestão de líquido. Animais anedônicos não apresentam preferência por nenhuma das 

garrafas, sendo a preferência resgatada por tratamento crônico, mas não agudo, com 

antidepressivos. A similaridade da latência para o efeito do tratamento e o componente 

anedônico a ser comparável ao ser humano tornam o modelo de preferência por sacarose 

bastente válido (Peng et al., 2012). 
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2.4 Estresse Oxidativo e a Depressão 

 

As RS são produzidas durante o metabolismo basal das células aeróbicas e incluem 

moléculas radicalares, como o ânion superóxido e o radical hidroxila, ou não-radicalares 

como o peróxido de hidrogênio. Para detoxificar estas espécies reativas, o organismo possui 

um sistema de defesas antioxidantes formado por agentes capazes de, em baixas 

concentrações, retardar ou inibir significativamente a injúria de um substrato oxidável 

(Halliwell, 2001). Estes agentes antioxidantes podem ser classificados em enzimáticos, dentre 

os quais se destacam a enzima superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), e não enzimáticos, como a GSH (Sies, 1993) 

(Figura 4). Quando a produção de espécies reativas está em desequilíbrio com os níveis de 

defesas antioxidantes tem-se o estado denominado de estresse oxidativo. 

Comparado a outros tecidos, o tecido central é particularmente vulnerável aos danos 

oxidativos uma vez que consome altas quantidades de oxigênio; é relativamente carente de 

defesas antioxidantes; é um tecido rico em lipídeos com ácidos graxos insaturados, substratos 

passíveis de oxidação; contém metais como ferro e cobre, que catalizam reações de oxidação 

e neurotransmissores com potencial oxidante (Halliwell, 2006). A ação central das espécies 

reativas leva à destruição oxidativa dos neurônios e à neurodegeneração que, por sua vez, está 

associada a transtornos psiquiátricos (Freitas et al., 2014). Neste contexto, estudos mostram 

que os parâmetros de avaliação de estresse oxidativo estão alterados na depressão. Pesquisas 

têm demonstrado que a depressão é caracterizada por alterações na atividade das enzimas 

antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas (Bilici et al., 2001; Ozcan et al., 2004; Kumar et 

al., 2011). Adicionalmente, Freitas et al. (2014) mostraram a correlação positiva entre o 

aumento dos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS – do inglês 

Thiobarbituric acid reactive substances) no hipocampo e o aumento no tempo de imobilidade 

no FST em camundongos.  Além disso, estudos pré-clínicos sugerem que os antidepressivos 

clássicos (ex: fluoxetina) apresentam propriedades antioxidantes (Bilici et al., 2001). 

Considerando que o estresse oxidativo apresenta importante papel sobre diversas patologias 

neurológicas, é conveniente ressaltar a importância exercida por compostos que apresentam 

atividade antioxidante, pois estes podem representar uma alternativa para o tratamento de 

inúmeras patologias. Em vista disso, tem sido alvo de interesse de muitos pesquisadores a 

busca por novos compostos que possuam atividade biológica antioxidante com o mínimo de 

toxicidade e efeitos adversos, de modo que a atividade antioxidante contribua no efeito 

antidepressivo do composto (Kumar et al., 2011; Freitas et al., 2014). Assim, a intervenção 
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terapêutica antidepressiva pode estar associada com a normalização dos processos oxidativos 

críticos, juntamente com o alívio dos sintomas depressivos. Desse modo, alguns trabalhos 

fornecem evidências de que os efeitos cumulativos antioxidantes promovidos por diferentes 

classes de antidepressivos representam um mecanismo universal de ação antidepressiva (Li et 

al., 2000; Kollaet al., 2005). 

 

 

 

 

 

Figura 4: Formação das RS e ação das defesas antioxidantes. O ânion superóxido, 

proveniente da respiração celular e outros processos biológicos, é convertido a peróxido de 

hidrogênio pela ação da SOD. As enzimas CAT e GPx detoxificam o peróxido de hidrogênio, 

que se não neutralizado pode formar radicais hidroxila altamente reativos, levando a danos na 

estrutura celular. A GR atua restaurando os níveis de GSH, que como cofator da GPx é 

oxidada a glutationa oxidada (GSSG) (Adaptado de Lobato et al., 2009). 
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2.5 Fisiologia do Estresse 

 

As respostas ao estresse são mediadas pelo sistema nervoso autônomo (SNA) e pelo 

eixo HPA, com ações complementares através de todo o organismo. O SNA é o responsável 

pela resposta mais imediata à exposição ao estressor.  Suas duas partes, simpático e 

parassimpático, provocam alterações rápidas nos estados fisiológicos através da inervação dos 

órgãos alvos. Por exemplo, a inervação simpática pode rapidamente (em segundos) aumentar 

a freqüência cardíaca e a pressão arterial através da liberação de noradrenalina, primariamente 

nas terminações dos nervos simpáticos e adrenalina pela estimulação simpática das células da 

medula da glândula adrenal (Figura 4). Essa excitação do SNA diminui rapidamente em razão 

do reflexo parassimpático, resultando em respostas de curta duração (Ulrich-Laiet al., 2009). 

Por outro lado, o estresse ativa também o eixo HPA, que resulta na elevação dos níveis 

de glicocorticóides circulantes. A exposição ao estressor ativa os neurônios do núcleo 

paraventricular do hipotálamo que secretam hormônios liberadores, como o hormônio 

liberador de corticotrofina (CRH - do inglês corticotropin-releasing hormone), secretado nos 

terminais de neurônios hipotalâmicos próximos da circulação porta da eminência média da 

hipófise, mas podendo, também, exercer seus efeitos em várias áreas cerebrais, como 

amígdala e hipocampo. Esse hormônio vai agir na hipófise anterior promovendo a liberação 

do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH – do inglês adrenocorticotropic hormone), que por 

sua vez vai atuar no córtex da glândula adrenal iniciando a síntese e liberação de 

glicocorticóides, como, por exemplo, do cortisol em humanos e do corticosterona em roedores 

(Figura 5). O pico dos níveis plasmáticos de glicocorticóides ocorre dezenas de minutos após 

o início do estresse. O mecanismo, com vários níveis de secreção hormonal do eixo HPA, é 

lento em relação à latência dos mecanismos de transmissão sináptica que ocorrem no SNA 

(Ulrich-Laiet al., 2009). Os glicocorticóides são secretados de uma forma pulsátil, seguindo 

um ritmo circadiano, sobre o qual se sobrepõe uma explosão secretória por ocasião do 

estresse. Esses hormônios atuam primariamente em dois tipos de receptores: 

mineralocorticóides (ReMC) e glicocorticóides (ReGC). Os primeiros têm grande afinidade 

pelos corticosteróides, sendo ocupados mesmo quando os níveis são baixos e os segundos, 

com uma afinidade dez vezes menor, que são ocupados em situações de grande aumento, por 

exemplo, durante o estresse. A ligação dos corticosteróides com seu receptor promove seu 

transporte para o núcleo das células, onde atuam na transcrição gênica. Assim, influenciam a 

taxa de secreção de proteínas específicas, que diferem dependendo do tipo de célula (Joels et 

al., 2009). Os glicocorticóides circulantes promovem a mobilização da energia armazenada e 
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potencializam numerosos efeitos mediados pelo sistema nervoso simpático. Desempenham, 

também, um papel chave no controle da atividade do eixo HPA e na finalização da resposta ao 

estresse, através de uma realimentação inibitória em áreas cerebrais (Joels et al., 2009).  

 

 

 

Figura 5. Fisiologia do estresse. Sistema nervoso autônomo (SNA) e eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal ou hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), sistemas responsáveis pela resposta 

ao estresse. 

 

 Fonte: http://rnp.fmrp.usp.br/~psicmed/doc/Fisiologia%20do%20estresse.pdf 

 

2.6 Estresse e a Depressão 

 

Estudos de imagens cerebrais de pacientes deprimidos indicam uma significativa 

redução do volume do hipocampo em comparação com indivíduos saudáveis e ainda mostram 

que o estresse pode resultar em atrofia e morte de neurônios hipocampais (Sapolsky, 1996). 

Além disso, o estresse diminui a neurogênese de neurônios granulares do giro denteado do 

hipocampo de animais adultos (Gould et al., 1997). Estudos de ressonância magnética 

mostram consistentemente que o córtex pré-frontal e o hipocampo são reduzidos em tamanho 
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em pacientes adultos com transtorno depressivo maior, em comparação com controles 

saudáveis (Onguret al., 1998; MacQueen et al., 2003). 

O hipocampo e o córtex pré-frontal participam de funções de alta ordem como 

memória, aprendizado, atenção e impulsos, tomada de decisões, bem como desempenham um 

papel chave na modulação autonômica e endócrina de resposta ao estresse. Nesse sentido, 

sugere-se que estas estruturas cerebrais podem mediar aspectos cognitivos da depressão 

decorrente do estresse, tais como deficiências de memória e sentimentos de culpa, 

desesperança e suicídio (Czeh et al., 2008). Além disso, alterações funcionais nestas áreas 

parecem favorecer o desenvolvimento de transtornos mentais, como ansiedade e depressão 

(Drevets, 2000; Musazzi et al., 2010). 

Em pacientes depressivos, a concentração de glicocorticóides está frequentemente 

elevada, a qual caracteriza a disfunção no eixo HPA (Nestler et al., 2002). Isto também leva à 

hiperatividade do sistema nervoso simpático e a hipertrofia das adrenais. Esses prejuízos 

causam um típico perfil caracterizado pela diminuição nos níveis de catecolaminas, como a 

noradrenalina, adrenalina e dopamina na corrente sanguínea, e aumento dos níveis 

plasmáticos de cortisol.  

A hiperatividade do HPA em conjunto com a ativação da amígdala, leva ao aumento 

do tónus do simpático, que promove a liberação de citocinas a partir de macrófagos. 

Sintomaticamente, perturbações resultantes de citocinas pró-inflamatórias incluem fadiga, 

perda de apetite e libido, bem como a hipersensibilidade à dor (Tsigos et al., 2002). Citocinas 

pró-inflamatórias também podem diminuir o suporte neurotrófico e a neurotransmissão 

monoaminérgica que pode levar à apoptose neuronal. O estresse e a depressão e a 

consequente desregulação imune periférica leva à ativação da micróglia, que, em seguida, 

contribui para a liberação adicional de citocinas inflamatórias. O envolvimento do BDNF 

também tem sido postulado em modelos de depressão induzida por estresse. Tem sido 

mostrado que o estresse ao elevar os níveis de glicocorticóides altera a plasticidade celular 

pela redução da expressão do BDNF e pelas mudanças na sensibilidade de receptores de 

BDNF (Duman e Monteggia, 2006). A redução nos níveis de fatores neuroróficos, tais como 

BDNF, tem um impacto negativo sobre processos estruturais e funcionais no do sistema 

límbico, especialmente para o hipocampo. A partir desta hipótese, o sucesso da terapia 

antidepressiva estaria dependente da normalização dos processos inflamatórios e da regulação 

da sinalização monoaminérgica e neurotrófica, fatores estes que são alterados pelo estresse.  

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165032712005605#bib24
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2.7 Modelos Animais de Estresse no Estudo da Depressão 

 

A depressão é fortemente influenciada por eventos estressantes e traumáticos ao longo 

da vida, sugerindo que pacientes deprimidos devam ter prejuízos em estratégias de lidar com 

situações aversivas (de Kloet et al., 2005). Devido a isso, a maioria dos modelos depressivos 

são baseados na exposição do animal a uma variedade de estressores. 

Atualmente, modelos de estresse estão baseados em estresses fortes, moderados ou a 

combinação dos dois, além de estresses repetidos ou variados (imprevisíveis). Os modelos de 

estresse crônico parecem serem mais apropriados para modelos de depressão comparado a 

outros modelos. Além disso, estresse crônico e frustração crônica comumente induzem 

alterações neurobiológicas, as quais podem levar à depressão (Willner, 1997).  

 

2.7.1 Estresse Crônico Moderado e Imprevisível (CUMS) 

 

Willner e colaboradores desenvolveram em 1987 o paradigma do estresse crônico 

moderado, o qual incluía uma variedade de estressores moderados aplicados por um longo 

período (Willneret al., 1987). A apresentação de diferentes tipos de estressores é essencial 

para o modelo, ao invés de aplicar um único estressor de forma repetida que frequentemente 

induziria uma habituação comportamental (Muscat e Willner,1992). Os estressores utilizados 

foram: maravalha suja, inclinação da caixa de moradia, alterações no ciclo claro/escuro, 

períodos de privação de água e comida e agrupamento (Willner et al., 1987). Este modelo 

parece simular melhor a condição do ambiente humano, principalmente pela exposição do 

indivíduo a estressores diários moderados e variados do que a eventos traumáticos. Algumas 

das anormalidades vistas no CMS (do inglês Chronic Mild Stress), designado neste trabalho 

como CUMS (do inglês Chronic Unpredictable Mild Stress) apresentaram sintomas do tipo 

depressivos observados em humanos. 

Os roedores, como a maioria dos humanos, normalmente preferem consumir soluções 

doces (Willner et., 1987) em relação à água normal. Willner e colaboradores demonstraram 

que o CMS pode induzir significante redução na preferência pelo consumo de sacarose, 

comportamento designado como anedonia, um dos principais sintomas do transtorno 

depressivo (Willner, 1987). O comportamento depressivo neste experimento foi revertido 

através de terapia com antidepressivos tricíclicos (Willner et al., 1987). Além disso, o modelo 

acima citado diminui comportamentos de agressividade, sexuais e de atividade locomotora em 

ratos durante a fase ativa (Yan et al., 2010). Alterações circadianas e do ritmo diurno (Gorka 



18 
 

et al., 1996), distúrbios do sono, como mudanças no padrão de sono (Cheeta et al.,1997) 

foram também observados, além de perda de peso (Willner e Jones, 1996), distúrbios na 

regulação simpática das funções cardíacas (Grippo et al.,2003), aumento dos níveis séricos de 

citocinas, como o fator de necrose tumoral α (TNF- α) (Kumar et al., 2011) e aumento da 

atividade do eixo HPA (Muscat e Willner, 1992). Assim, o CUMS é um modelo com grande 

aplicabilidade e valia no estudo da fisiopatologia da depressão e na avaliação de compostos 

candidatos a antidepressivos. 

 

2.8 Compostos Fenólicos Naturais na Terapia da Depressão 

 

Compostos fenólicos derivados de plantas são divididos em diversas categorias, como 

fenóis simples, ácidos fenólicos, cumarinas, flavonóides, taninos condensados e hidrolisáveis, 

lignanas e ligninas (Naczk e Shahidi, 2004). Os flavonóides são compostos polifenólicos 

presentes em alimentos e bebidas de origem vegetal e que têm despertado interesse em 

decorrência da bioatividade destes compostos (Sequeto et al., 2012). Nesse contexto, 

flavonoides isolados de plantas, como luteolina, hespiridina, apigenina, crisina, rutina, e 

quercetina têm demonstrado efeitos protetores em doenças cardíacas, renais, hepáticas, 

cerebrais, e neoplásicas (Pietta, 2000; Sequeto et al., 2012). 

Um ensaio clínico revelou que a administração crônica e subcrônica de compostos 

fenólicos leva a uma menor prevalência de sintomas depressivos em indivíduos idosos 

japoneses (Niu et al., 2009). Zhu et al. (2012) observaram a menor incidência dos sintomas da 

depressão sob parâmetros comportamentais e bioquímicos em camundongos que foram 

administrados com polifenóis do chá verde. A atividade biológica dos compostos fenólicos 

em doenças neurodegenerativas, inflamação, câncer e doenças cardiovasculares envolve a 

regulação do crescimento celular e a proliferação, a atividade enzimática, e a modulação da 

sinalização celular (Pandey et al., 2009; Darvesh et al., 2010).  

Embora vários antidepressivos estejam disponíveis há décadas, a maioria deles não é 

completamente eficaz, pois se estima que 33% dos pacientes depressivos não sejam sensíveis 

à medicação antidepressiva (Trivedi et al., 2006), além destes medicamentos estarem 

associados a muitos efeitos adversos graves (ex: alteração do sono e apetite, alterações 

gastrintestinais (diarréia ou obstipação intestinal), retenção urinária, alergias de pele, 

sudorese, diminuição da libido ou retardo da ejaculação, aumento ou diminuição de peso, 

náusea, tontura e tremores). Assim, pesquisas recentes concentram-se na possibilidade do uso 

de produtos naturais, especialmente flavonóides, para o desenvolvimento de medicamentos 
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antidepressivos, ou como uma alternativa complementar para o tratamento da depressão 

(Kumar et al., 2011; Borges Filho et al., 2013; Liu et al., 2014, Mao et al., 2014). 

 

2.8.1 Crisina 

 

A Crisina (5,7-Dihidroxiflavona, Fig.1) pertence à classe flavona de flavonóides. É 

encontrada naturalmente em mel, própolis, e várias espécies de plantas, incluindo espécies do 

gênero Pelargonium, Passiflora e da família Pinaceae (Pichichero et al., 2010; Medic-Saric , 

2011). A principal fonte natural de crisina é a planta Passiflora coerulea (regionalmente 

conhecida como maracujá do mato), da qual foi isolada em 1990 por Medina e colaboradores 

e apresentada como um composto com propriedades anticonvulsivantes (Medina et al., 1990). 

 

2.8.1.1 Bioatividade da Crisina 

 

A crisina é um flavonóide antioxidante com propriedades complexantes, devido 

principalmente à presença de um grupo hidroxila no carbono 5 (Pushpavalli e al., 2010). 

Estudos sobre a atividade antioxidante de flavonóides sugerem a relação da presença de 

hidroxilas na bioatividade destes compostos (Pushpavalli e al., 2010). Mais especificamente, a 

capacidade antioxidante de um flavonóide geralmente está relacionada principalmente com a 

hidoxilação do anel B. No entanto, as hidroxilas presentes nos carbonos 5 e 7 do anel A da 

crisina desempenham uma função significativa na atividade antioxidante deste composto 

(Torel et al., 1986). 

Além da função antioxidante (Pushpavalli et al., 2010), a crisina já tem sido 

apresentada como tendo anticonvulsivantes (Medina et al., 1990), anti-hipertensivos (Vilar et 

al., 2002), anti-inflamatórios (Bae et al., 2011), antineoplásicos (Pichichero et al., 2011) e 

anti-hiperlipidêmicos(Zarzecki et al., 2014). Também há relatos que sugerem que a crisina 

aumenta os níveis de testosterona pela inibição da enzima aromatase (Kao et al., 1998), que 

converte a testosterona em estradiol, e em decorrência disso, a crisina já está disponível no 

mercado como um suplemento dietético (500 mg por cápsula) (iHerbInc., Monrovia, 

Califórnia; VitaDigest, Walnut, Califórnia). 

 Embora, como exposto, o efeito da crisina já tenha sido explorado em uma vasta gama 

de patologias, estudos avaliando a bioatividade deste composto em doenças do SNC, como 

por exemplo, a depressão, ainda são consideravelmente escassos. 
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2.8.1.2 Biodistribuição, Metabolismo e Eliminação da Crisina 

 

A característica fundamental dos flavonoides quanto à farmaco ou toxicocinética são 

os grupos hidroxila livres, que são rapidamente e eficientemente metabolizados via 

glucuronidação e sulfatação (Griffiths e Barrow, 1972; Bokkenheuser et al., 1987). 

 Os flavonóides, em geral, apresentam-se em duas formas, a forma glicosilada 

(conjugados com açúcares) e a forma agliconada (livre). De um modo geral, assume-se que os 

flavonóides glicosilados são absorvidos na forma agliconada após passar por hidrólise no trato 

digestivo. Na forma agliconada, nos enterócitos, as principais transformações que ocorrem 

com os flavonóides incluem reações de glucuronidação e sulfatação, que podem ser seguidas 

de efluxo, culminando na eliminação via fezes, urina e dióxido de carbono (mediada por 

bactérias do trato intestinal), ou absorção e distribuição para os tecidos via sistema 

circulatório (Fig. 6). 

 

 

Figura 6. Esquema da absorção de flavonóides no intestino humano. Os flavonóides podem 

ser absorvidos na forma glicosilada ou agliconada. Ambas as formas podem ser absorvidas 

diretamente, no entanto, a forma glicosilada deverá ser clivada no enterócito por glicosidases 

citosólicas. Uma outra alternativa é a clivagem realizada pela lactase-florizina hidrolase 

(LPH) ou por bactérias intestinais no lúmen. Nos enterócitos, os flavonóides são rapidamente 
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conjugados com o ácido glucurônico ou sulfatos, via UDP-glucuronosiltransferase ou 

sulfotransferase, respectivamente. Alguns flavonóides também podem ser absorvidos por 

difusão paracelular. 

 

Fonte: http://www.robertbarrington.net/flavonoid-absorption/ 

        

A crisina é um flavonóide agliconado que, como a maioria dos flavonóides, é 

considerada um composto de relativamente baixa taxa de absorção oral (Walle, 2004). Tsuji et 

al. (2006) avaliaram a acumulação da crisina em peixes após 8h de exposição, verificando, em 

ordem decrescente, maiores concentrações em fígado, intestino, pele e cérebro. Quanto ao 

metabolismo, o mesmo grupo de pesquisadores observou que a crisina sofre glucuronidação 

após a absorção, presumivelmente nos carbonos 5 e 7 e é secretada na bile. Walle et al. (2001) 

monitoraram os níveis de crisina e dos metabólitos crisina sulfatada e crisina glucuronada em 

sangue, urina e fezes de humanos saudáveis durante 48h após a administração de 400 mg de 

crisinavia oral. Nas análises sanguíneas, foram verificadas baixas concentrações de crisina 

livre, com picos de em média 6 ng/ml após 6 horas. Já para a crisina conjugada com sulfato, o 

pico foi de 200 ng/ml (cerca de 30 vezes maior em relação à crisina livre) e se deu 

aproximadamente 6h após a ingestão. Para a crisina glucuronada, não foram encontrados 

níveis plasmáticos suficientes para uma detecção precisa. No que se refere à eliminação via 

urina, Walle et al. (2001) demonstraram que a excreção de crisina livre na urina se deu entre 

0,2 e 3,1mg. Já para a crisina glucuronada foram encontradas concentrações entre 2 e 26 mg 

na urina. Para a crisina sulfatada foram verificados apenas traços não detectáveis de forma 

precisa. Ainda, observou-se que a taxa de eliminação de crisina e seus metabólitos via urina é 

baixa, entre 1 e 7%. Quanto à eliminação via fezes, verificou-se que a taxa de eliminação de 

crisina e metabólitos chegou a até cerca de 98% da crisina administrada, com valores que 

variaram entre 40 e 390 mg.  A partir disso, com base nas análises plasmáticas, observa-se 

que a possíveis formas nas quais a crisina exerce a sua constatada bioatividade seriam a forma 

livre e, talvez principalmente, a forma sulfatada. Já a forma glucuronada é a forma 

predominante de eliminação. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a bioatividade do flavonóide crisina em camundongos submetidos ao CUMS. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

  

- Investigar parâmetros comportamentais; 

- Avaliar parâmetros neutróficos (NGF e BDNF) no hipocampo e córtex pré-frontal; 

- Analisar parâmetros oxidativos e a atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase em hipocampo e 

córtex pré-frontal; 

- Estudar os níveis plasmáticos de corticosterona e de marcadores de função hepática e renal; 

- Comparar o efeito do flavonóide crisina com o efeito da fluoxetina (controle positivo). 
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4. MANUSCRITO 

 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

manuscrito. Os itens Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

encontram-se no próprio manuscrito e representam a íntegra deste estudo. O manuscrito está 

disposto da mesma forma que foi submetido para a Revista “Neuroscience”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.journals.elsevier.com%2Fbehavioural-brain-research%2F&ei=PxaaU5z4OM3fsASylYCYDg&usg=AFQjCNGkN4TB_n6ZBQ3Uxo57lrtrVPHhcw&bvm=bv.68911936,d.cGU
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Abstract 

 

We aimed to evaluate the effect of chronic unpredictable mild stress (CUMS) in nerve growth 

factor (NGF) levels and Na
+
,K

+
-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex of 

female mice. We also aimed to examine the effect of 28-day treatment with chrysin in mice 

subjected to CUMS. CUMS aplicated for 28 days induced a decrease in NGF levels and in 

Na
+
,K

+
-ATPase activity. CUMS also occasioned the decrease in the brain-derived neurotropic 

factor (BDNF) levels in the hippocampus and prefrontal cortex and promoted a depressive 

status in the swimming forced test (FST), in the sucrose preference test, and in the 

corticosterone levels. Chrysin (5 or 20 mg/kg) treatment prevented against these alterations. 

Chrysin (20 mg/kg) yet occasioned the up-regulation of BDNF and NGF levels in non-

stressed mice and in mice subjected to CUMS. CUMS decreased non-protein thiols (NPSH) 

levels and increased reactive species (RS) levels. In response to these changes, the glutathione 

reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) activities were increased in 

mice exposed to CUMS. Chrysin treatment (5 or 20 mg/kg) protected against all these 

alterations, suggesting the involvement of antioxidant action in the antidepressant effect of 

chrysin. In conclusion, CUMS decreased NGF levels and Na
+
,K

+
-ATPase activity in mice. 

Chrysin presented antidepressant effect in stressed mice in behavioural, biochemical and 

neurotrophic parameters. Furthermore, we suggest that one possible mechanism involved in 

the antidepressant effect of chrysin in female mice is the up-regulation of BDNF and NGF 

levels. 

 

Keywords: Depression, chronic stress, flavonoid, corticosterone, oxidative stress. 
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Abreviations: ALT, Alanine aminotransferase; ANOVA, Analysis of variance; AST, 

Aspartate aminotransferase;, Adenosine triphosphate; AU, arbitrary unit; BDNF, Brain-

derived neurotrophic factor; CAT, Catalase; CDNB, 1-chloro-2,4-dinitrobenzene; CUMS, 

Chronic  unpredictable mild  stress; DCF, dichlorofluorescein; DCHF-DA, 2′,7′-

dichlorofluorescein diacetate; DTNB, 5,5´-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid); EDTA, Ethylene 

diamine tetraacetic acid; ELISA, enzyme-linked immune sorbent  assay; FST, Forced swim 

test; GSSG, Glutathione disulfide; GPx, Glutathione peroxidase; GR, Glutathione reductase; 

GSH, reduced glutathione; GST, Glutathione S-transferase; H2O2, Hydrogen peroxide; HCl, 

Hydrochloric acid; HPA, Hypothalamicpituitary-adrenal; KCl, Potassium chloride; KH2PO4, 

Potassium dihydrogen phosphate; MgCl2, Magnesium chloride; NaCl, Sodium chloride; 

NADPH, Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NGF, Nerve growth factor; NPSH, 

Non-protein thiols; OFT, Open field test;  Pi, Inorganic phosphate; ROS, Reactive oxygen 

species;  S1, Supernatant fraction; SPT, Sucrose preference test. 
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1 Introduction 

 

Chronic  unpredictable mild  stress  (CUMS)  animal  model  was  developed  to  

mimic  the initiation and  progress  of  clinical  depression in humans (Willner et al., 2005). 

Studies  suggest  that  CUMS  can induce  behavioral  and  physiological  changes  

resembling  symptoms of  human depression  (Willner et al., 2005; Liu et al., 2014a),  and  

that  CUMS  can  be  used  for  evaluating  the  efficacy  of  antidepressant candidates  

through  behavioral  and biochemical tests in animals (Zhou et al., 2007; Tõnissaar et al., 

2008; Mao et al., 2009). 

Stress promotes deleterious effects on several cellular functions, as evidenced by 

defective plasma antioxidant defenses in conjunction with enhanced lipid peroxidation in 

depressive patients (Bilici et al., 2001), suggering that oxidative stress is an important 

mechanism involved in the pathophysiology of depression in rodents and humans (Kumar et 

al., 2011; Maes et al., 2011; Freitas et al., 2014). Several studies have reported that stress 

promotes changes in reactive species (RS) and glutathione reduzed (GSH) levels and in the 

activity of antioxidant enzymes in brain regions (Kumar et al., 2011; Freitas et al., 2014), 

including the prefrontal cortex and hippocampus, two structures related to the 

pathophysiology of depression (Duman and Voleti, 2012). 

Research concerning to stress and depression still have postulated the “neurotrophin 

hypothesis of depression”, that suggest the association of brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF) deficiencies with the occurrence of depression, and that antidepressants act via 

restoration of central BDNF levels (Duman and Monteggia, 2006;Wolkowitz et al., 2011; Liu 

et al., 2014a; Mao et al., 2014).The association between stress/depression and neurotropic 

factors is sustained basically for these factors: I. depresison is associated with a decrease in 

blood or brain concentrations of neurotrophins; II. antidepressant treatments increase the 

expression of neurotrophins; III. glucocorticoids may suppress neurotrophins synthesis 
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(Vaidya and Duman, 2001; Shi et al., 2010). Nerve growth factor (NGF) is aneurotrophin 

capable of promoting the development and differentiation of sympathetic and embryonic 

sensory nerve cells (Scaccianoce et al., 2000). Apart from this trophic action, NGF seems to 

be involved in phenomena related to hypothalamicpituitary-adrenal (HPA) axis activity 

(Scaccianoce et al., 2000) and has been presented as an effective antidepressant (Shi et al., 

2010). Meanwhile, the role from NGF in the occurrence and treatment of depression is not 

sufficiently clarified. 

Na
+
,K

+
-ATPase  is an enzyme responsible for the transport of Na

+
 and K

+
 ions in the 

nervous system, maintaining the ionic gradient necessary for neuronal excitability and 

regulation of neuronal cell volume (Gamaro et al., 2003). As a consequence, a decrease of 

Na
+
,K

+
-ATPase  activity directly affects neurotransmitter signaling, neural activity, as well as 

animal behavior (Oliveira et al., 2009). Thus, decrease in the Na
+
,K

+
-ATPase activity is 

observed in patients with bipolar affective disorder and epilepsy (Grisar et al., 1992; Mynett-

Johnson  et al., 1998). In addition, some authors have introduced the hypothesis that the 

inhibition of Na
+
,K

+
-ATPase  activity in brain is associated with depressive disorders in rats 

(Gamaro et al., 2003; Acker et al., 2009). However, this hypothesis needs to be better 

elucidated. 

Recent studies aimed at the development of antidepressants from natural products 

(Zhu et al., 2012; Liu et al., 2014a; Mao et al., 2014).  Natural products,  especially  plant  

polyphenols,  have  attracted  progressively  more  attention  as  supplemental  interventions  

to  treat  diseases  (Mancuso et al., 2007; Stevenson and Hurst, 2007). Chrysin (5,7-

dihydroxyflavone, Fig. 1) is a natural flavonoid which is found in bee propolis, honey and 

various plants (Barbaric et al., 2011). Research have shown that chrysin has multiple 

biological activities, such as antiinflammatory, antineoplastic, hipolipdemicand antioxidant 
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(Lapidot et al., 2002; Cho et al., 2004; Zarzecki et al., 2014). Nevertheless, little is known 

about the effect of chrysin on depression. 

Thus, this study had two objectives: I. To evaluate NGF levels and Na
+
,K

+
-ATPase 

activity in hippocampus and prefrontal cortex of female mice subjected to CUMS; II.To 

evaluate the effect of chronic treatment with chrysin in female mice subjected to CUMS under 

behavioral,  biochemical and neurotrophic parameters, compared with the effect of fluoxetine. 

 

2 Materials and methods 

 

2.1 Animals 

 

Experiments were realized with female C57B/6J mice (20–25g, 90 days old). Animals 

were maintained at 22–25 °C, with free access to water and food, under a 12:12-h light/dark 

cycle (except when the stressful activity involved continuous light during 24h), with lights on 

at 7:00 a.m. The procedures of this study were conducted according to the guidelines of the 

Committee on the Care and Use of Experimental Animal Resources and with the approval of 

the Ethics Commission for Animal Use (CEUA protocol # 035/2013). It is important to 

clarify that this work was realized in female mice because women are more susceptible to 

development of depressive disorder followed to lifetime stress events than men (Mazure and 

Maciejewski, 2003). 
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2.2 Drug solutions and administrations 

 

Chrysin, ATP, ouabain, fluoxetine, reduced glutathione (GSH), 1-chloro-2,4-

dinitrobenzene (CDNB), trizmabase, were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). All 

other chemicals used were obtained from standard commercial suppliers.  

Chrysin was dissolved in a saline/propyleneglycol solution (80:20). Fluoxetine was 

dissolved in saline solution. Both drugs were administered per oral (p.o.) in the volume of 

10ml/kg. Mice were treated with chrysin at doses of 5 or 20mg/kg, corresponding to a low 

dose and a high dose, respectively (Zarzecki et al., 2014), or fluoxetine at the dose of 

10mg/kg (Kumar et al., 2011). Both drugs were daily administered for 28 days, 30min before 

the stressful activity. 

 

2.3 Experimental design and Chronic Unpredictable Mild Stress (CUMS) 

 

The mice were divided into eight groups (n = 4-7): [1] Control (Non stress + vehicle) 

{V},[2] Fluoxetine10mg/kg  (No stress + fluoxetine 10mg/kg) {F10}, [3] Chrysin5mg/kg (No 

stress + chrysin 5 mg/kg) {C5}, [4] Chrysin20mg/kg (No stress + chrysin 20mg/kg){C20}, 

[5] Stress (Stress + vehicle) {V}, [6] Stress + fluoxetine 10mg/kg {F10}, [7] Stress + 

Chrysin5mg/kg {C5} and [8] Stress + Chrysin20mg/kg {C20}. The CUMS regimen was 

based on the procedures described by other researchers, with minor modifications (Grippo et 

al., 2008; Peng et al., 2012;  Zhang et al., 2012). The mice were housed in separate cages. 

Briefly, CUMS-exposed mice were subjected to various stressors in a chronic and 

unpredictable way according to a random schedule for 28 days. The stressors were: damp 

bedding for 12 h; 45° cage tilting for 12 to 18h; continuous light during 24h; water and food 

deprivation for 12 to 18h; strong level shaking for 5 minutes; electric shock foot (2 min; 
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0,5mA, 3s duration, average 1 shock/min) in an electrified grid; 2min in the electrified grid, 

but without shock foot; 45°C oven for 5 minutes; physically restraint for 2h. Aleatory 

stressors were applied at random times in order to be completely unpredictable. All mice in 

the stress group were exposed to the same single stressor simultaneously in 1 day. None of 

stressful procedures was applied on two consecutive days. During the whole process of stress, 

each stressor was applied two to four times. On the 29th day, 24 hours after the end of 

CUMS, the animals were subjected to behavioral tests and after 24h were anesthetized and 

blood was collected by cardiac puncture and the mice were euthanized by decapitation and the 

hippocampus and prefrontal cortex were dissected (Fig. 2). 

 

2.4Behavioral assessment 

 

2.4.1Sucrose preference test (SPT) 

 

Anhedonia was measured by preference for a sucrose solution over water, using a two-

bottle free choice method (Grippo et al., 2007). Each animal was presented simultaneously to 

two bottles, one containing 1% sucrose solution (w/v), and the other containing tap water. 

Blunted sucrose intake, in this test, is proposed to reflect impaired sensitivity to reward and 

model anhedonia, a core symptom of major depression (Tiziana et al., 2008). Tap water and 

1% sucrose solution were placed inpremeasured bottles in the cages, and fluid intake was 

monitored for 24h. Before the start of the protocol the mice were exposed only to a 1% 

sucrose solution for 24h aiming the adaptation to sucrose solution. Mice were private food 

and water for about 20h before each sucrose preference test. On day 0 (baseline) and on day 

28 of the experiment the animals were exposed to the SPT. Sucrose preference was evaluated 

via the sucrose uptake rate, namely, the ratio of volume of sucrose consumption to the volume 
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of sucrose consumption plus tap water consumption (sucrose preference = sucrose 

consumption/(sucrose consumption + water consumption) × 100%). 

 

2.4.2 Open-field test (OFT) 

 

On the subsequent day after the last sucrose preference test, the locomotor activity of 

mice was tested by a digital actophotometer. Each mouse was placed in the center of the 

actophotometer apparatus, and the locomotor activity was assessed on day 29, 24h after the 

end of the CUMS protocol. Total distance traveled (mm) was evaluated in the 5-min test 

period to evaluate locomotor activity (Prut and Belzung, 2003). 

 

2.4.3 Forced swimming test (FST) 

 

FST was performed as described previously. In summary, each mouse was placed 

individually in a transparent cylindrical polypropylene tank (45 cm height × 35 cm diameter) 

containing 40 cm of water at 25 ± 1°C, without the possibility of escaping, and were forced to 

swim. The total amount of time each animal remained immobile during a 6-min session was 

recorded (in seconds) as immobility time. This immobile posture reflects a state of behavioral 

despair or helplessness (Porsolt et al., 1977). 

 

2.5 Plasma and tissue preparation  

 

 24h after the FST, blood was colleted by cardiac puncture into tubes containing 

heparin (1 UI/μl). Plasma was obtained by centrifuging of the blood at 2,400 x g for 10 

minutes. 
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 After the blood collection, mice were euthanized for decapitation and hippocampus 

and prefrontal cortex were dissecated and homogeneized (1:10) in Tris-HCl 50mM, pH 7.5. 

The homohenate was centrifugated at 2,400 x g for 5 min and supernadant fraction (S1) was 

used for the analysis of biochemical and neurotropic parameters. 

 

2.6 Biochemical Determinations 

 

2.6.1Non-proteinthiols (NPSH) content 

 

Reduced glutathione (GSH) levels in the hippocampus and prefrontal cortex were 

measured as non-protein thiols (NPSH), based on the protocol developed by Ellman (1959). 

In this protocol, 500μL of S1 was precipitated with 500μL of 10% trichloroacetic acid. The 

samples were centrifuged at 2,400 x g for 10 min. An aliquot (100μL) of supernatant was 

added in a system containing 1M potassium phosphate buffer (850μL), pH 7.4, and 10mM 

5,5´-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (50μL), in a final volume of 1mL. The color 

reaction was measured at 412nm. NPSH levels were expressed as nmol GSH/g tissue. 

 

2.6.2 Reactive species (RS) levels 

 

To determine RS levels in the hippocampus and prefrontal cortex, 40μL of S1 were 

diluted (1:50) in 10mMTris–HCl (pH 7.4) and incubated with 10μL of 2′,7′-

dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA; 1mM), at 37°C for 30 minutes. The RS levels were 

determined by a spectrofluorimetric method described by Loetchutinat et al. (2005). In 

summary, DCHF-DA is enzymatically hydrolyzed by intracellular esterases to form 

nonfluorescent, which is then rapidly oxidized to form highly fluorescent 2′,7′-

dichlorofluorescein (DCF) in the presence of RS. The DCF fluorescence intensity emission 
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was recorded at 520nm (with 480nm excitation) 30 minutes after the addition of DCHF-DA. 

The RS levels were expressed as arbitrary unit (AU). 

 

2.6.3 Glutathione reductase (GR) activity 

GR activity in the hippocampus and prefrontal cortex was determined based on the 

protocol developed by Carlberg and Mannervik (1985). In this protocol, GSSG is reduced by 

GR at the expense of NADPH consumption, which was followed at 340nm. GR activity is 

proportional to NADPH decay. An aliquot of S1 was added in the system containing 0.15M 

potassium phosphate buffer (pH 7.0), 1.5mM EDTA, and 0.15Mm NADPH. After the basal 

reading, the substrate (GSSG 20mM) was added. The GR activity was expressed as nmol 

NADPH/min/mg protein. 

2.6.4 Glutathione peroxidase (GPx) activity 

 

GPx activity in the hippocampus and prefrontal cortex was determined based on the 

protocol developed by Wendel (1981), by indirectly measuring the consumption of NADPH 

at 340 nm. The GPx uses GSH to reduce the tert-butyl hydroperoxide, producing GSSG, 

which is readily reduced to GSH by GR using NADPH as a reducing equivalent donor.The 

enzymatic activity of GPx was expressed as nmolNADPH/min/mg protein. 

 

2.6.5 Glutathione S-transferase (GST) activity 

 

GST activity, an important phase II enzyme with antioxidant function, was assayed in 

the hippocampus and prefrontal cortex of mice through the conjugation  of  GSH  with  

CDNB  as described  by  Habig and Jakoby (1981). An aliquot of 50µL of S1 was added in a 
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medium containing 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4), with 10µL of 100mMCDNB, 

as substrate, and 10 µL of 100mMGSH, in a final volume of 1mL. Changes in absorbance 

were recorded at 340 nm in a spectrophotometer for 120 seconds. The enzymatic activity of 

GST was expressed as nmol CDNB conjugated/min/mg protein. 

 

2.6.6 Catalase (CAT) activity 

 

CAT activity in hippocampus and prefrontal cortex of mice was assayed 

spectrophotometrically by the method proposed by Aebi (1984), which involves monitoring 

the disappearance of  0.3M hydrogen peroxide in the presence of 50mM potassium phosphate 

buffer (pH 7.0) and S1.Changes in absorbance were recorded at 240 nm in a thermostatized 

(37ºC) spectrophotometer for 120 seconds. CAT specific activity was expressed as first-order 

rate constant k, per mg of protein. Appropriate controls for non-enzymatic decomposition of 

hydrogen peroxide were included in the assays. The CAT activity was expressed as Units/mg 

of protein. 

 

2.6.7 Corticosterone levels 

 

Plasma levels of corticosterone were determined using commercially available enzyme 

immunoassay Kit (Chemicon  International,  Temecula,  CA), according to the manufacturer 

instructions.Corticosterone plasma levels were expressed as ng/ml. 

 

2.6.8 Na
+
,K

+
-ATPase activity  

 

Na
+
,K

+
-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex was measured 

according by Wyse et al. (2000), with modifications. Briefly, the assay medium consisted of 
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50mMTris-HCl buffer, pH 7.4; 125mMNaCl, 20mMKCl, 3mM MgCl2 and 50µl of S1 in the 

presence or absence of ouabain (0,1mM), in a final volume of 450µL. The reaction was 

started by the addition of adenosine triphosphate (ATP) to a final concentration of 30mM. 

After 30 min at 37°C, the reaction was stopped by the addition of 250µL of 10% (w/v) 

trichloroacetic acid. Resulting solution was centrifugated  at 2,400 x g for 5 min. An aliquot 

(500μL) of supernatant was removed and used for the quantification of inorganic phosphate 

(Pi). Appropriate controls were included in the assaysfor non-enzymatic hydrolysis of ATP. 

The amount of Pi released was quantified by the colorimetric method described by Fiske and 

Subbarow (1925). Specific Na
+
,K

+
 -ATPase activity was calculated by subtracting the 

ouabain-insensitive activity from the overall activity (in the absence of ouabain) and 

expressed in nmol Pi/mg protein/min. 

 

2.6.9 Aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) activities and 

urea levels 

 

Aiming to evaluate a possible hepatic or renal toxicicity of chronic treatment with 

chrysin, we evaluated AST and ALT activities and urea levels in plasma of mice exposed to 

high dose of chrysin (20 mg/kg). AST, ALT and urea were assayed spectrophotometrically 

using commercials kits (LABTEST, Diagnostica S.A., Minas Gerais, Brazil), according to the 

manufacturer instructions. AST and ALT activities were expressed as unit/L (U/L). Urea 

levels were expressed as mg/dl. 
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2.6.10 Protein quantification 

 

Protein concentration in hippocampus and prefrontal cortex was measured by the 

method of Bradford (1976), using bovine serum albumin as the standard. 

 

2.7 Neurotropic factors determinations 

 

2.7.1 Brain-derived neurotropic factor (BDNF) and Nerve growth factor (NGF) levels 

 

Protein  levels  of  BDNF and NGF  were  measured  using  a  commercially available  

sandwich  enzyme-linked immune sorbent  assay  (ELISA) kit  (Chemicon  International,  

Temecula,  CA)  according  to  the  manufacturer’s  instructions. The BDNF and NGF levels 

were evaluated in S1 of  hippocampus and prefrontal cortex. The BDNF and NGF levels were 

expressed as ng/g and pg/mg wet weight of tissue, respectively. 

 

2.8 Statistical analysis 

 

The data were expressed as mean ± S.D.M. and were analyzed by two-way ANOVA 

followed by the Newman–Keuls test when appropriate. Results of statistical tests with p<0.05 

were considered significant. 
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3Results 

 

3.1 SPT 

  

 No significant interactions were observed in SPT one day before the beginning of 

CUMS protocol (Fig. 3A). 

In the test realized on the 28
th

 day, Two-way ANOVA indicated significant 

interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  10.57, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) =  

16.37, p< 0.001] on sucrose preference. Results revealed that after the CUMS exposition the 

animals presented a significant decrease on sucrose preference when compared to control 

group (No stress + vehicle) (p < 0.001). The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or 

fluoxetine prevented the reduction in SPT when compared to stress group (stress + vehicle) 

(Fig. 3B). 

 

3.2 OFT 

 

No significant interactions were observed in the OFT (Fig. 4). 

 

3.3 FST 

 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

4.92, p< 0.05] (stress X chrysin) [F (2,44) =  9.33, p< 0.001] in the immobility time in the 

FST. Results demonstrated that the treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine 

(10mg/kg) occasioned a decrease in immobility time when compared to control group (No 

stress + vehicle).  Results indicated that after the CUMS exposition the animals displayed a 
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significant increase in the immobility time when compared to control animals (No stress + 

vehicle). The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented 

the increase in the immobility time compared to stress group (Stress + vehicle). Furthermore, 

chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) administration reduced the immobility time 

in mice exposed to CUMS when compared to control group (No stress + vehicle) (Fig. 5). 

 

3.4 NPSH content 

 

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

6.47, p< 0.02] (stress X chrysin) [F (2,44) =  5.39, p< 0.03] in NPSH levels in the 

hippocampus of mice. Results showed that animals exposed to CUMS presented a significant 

decrease in NPSH content when compared to control group (No stress + vehicle) [p < 0.05]. 

Treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the reduction in 

NPSH levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 1). 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

8.75, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) =  6.51, p< 0.02] in NPSH levels in the prefrontal 

cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals presented a 

significant decrease in NPSH levels when compared to control group (No stress + vehicle) 

[p < 0.05]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented 

the reduction in NPSH content when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 2). 

 

3.5 RS levels 

 

Two-way ANOVA demonstrated significant interactions (stress X fluoxetine) [F 

(2,44) =  8.90, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) =  5.93, p< 0.009] in RS levels in the 
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hippocampus of mice. Results indicated that animals exposed to CUMS presented a 

significant increase in RS content when compared to control group (No stress + vehicle) 

[p < 0.05]. Administration of chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the 

increase in RS levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 1). 

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

15.31, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) =  8.60, p< 0.001] in RS levels in the prefrontal 

cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals presented a 

significant increase in RS content when compared to control group (No stress + vehicle) 

[p < 0.001]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) protected 

against the increase in RS levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Table 2). 

 

3.6 GR activity 

 

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

22.26, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) =  5.04, p< 0.04] in the GR activity in the 

hippocampus of mice. Results showed that animals exposed to CUMS presented a significant 

increase in the GR activity when compared to control group (No stress + vehicle) [p < 0.001]. 

Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the elevation in 

the GR activity when compared tostress group (Stress +  vehicle) (Table 1). 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

6.76, p< 0.02] (stress X chrysin) [F (2,44) =  7.08, p< 0.01] in the GR activity in the 

prefrontal cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals 

presented a significant increase in the GR activity when compared to control group (No stress 

+ vehicle) [p < 0.001]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) 
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prevented the elevation in the GR activity when compared to stress group (Stress + vehicle) 

(Table 2). 

 

3.7 GPx activity 

 

Two-way ANOVA demonstrated significant interactions (stress X fluoxetine) [F 

(2,44) =  8.40, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) =  3.51, p< 0.04] in the GPx activity in the 

hippocampus of mice. The results showed that after the CUMS exposition the animals 

presented a significant increase in the GPx activity when compared to control group (No 

stress + vehicle) [p < 0.01]. Treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) 

protected against the elevation in the GPx activity when compared to stress group (Stress + 

vehicle) (Table 1). 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

10.81, p< 0.005] (stress X chrysin) [F (2,44) =  7.35, p< 0.01] in the GPx activity in the 

prefrontal cortex of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals 

presented a significant increase in the GPx activity when compared to control group (No 

stress + vehicle) [p < 0.001]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine 

(10mg/kg) prevented the elevation in the GPx activity when compared to stress group (Stress 

+ vehicle) (Table 2). 

 

3.8 GST activity 

 

No significant interactions were observed in the GST activity in the hippocampus 

(Table 1) and in the prefrontal cortex (Table 2) of mice. 
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3.9 CAT activity 

 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

8.15, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) =  7.59, p< 0.003] in the CAT activity in the 

hippocampus of mice. The results indicated that after the CUMS exposition the animals 

presented a significant increase in CAT activity when compared to control group (No stress + 

vehicle) [p < 0.05]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) 

prevented the elevation in the CAT activity when compared to stress group (Stress + vehicle) 

(Table 1). 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

2.73, p< 0.12] (stress X chrysin) [F (2,44) =  2.77, p< 0.12] in the CAT activity in the 

prefrontal cortex of mice. The results demonstrated that animals subjected to CUMS 

presented a significant increase in CAT activity when compared to control group (No stress + 

vehicle) [p < 0.001]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) 

prevented the elevation in the CAT activity when compared to stress group (Stress + vehicle) 

(Table 2). 

 

3.10 Corticosterone levels 

 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

7.64, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) =  9.64, p< 0. 001] in corticosterone levels. Results 

showed that animals subjected to CUMS presented a significant increase in corticosterone 

levels when compared to control group (No stress + vehicle) [p < 0.001]. Administration of 

chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the elevation in corticosterone 

levels when compared to stress group (Stress + vehicle) (Fig. 6). 
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3.11 Na
+
,K

+
-ATPase activity 

 

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

3.88. p< 0.07] (stress X chrysin) [F (2,44) =  1.59, p< 0.22] in the Na
+
,K

+
-ATPase activity in 

the hippocampus of mice. Results showed that after the CUMS exposition the animals 

presented a significant inhibition in Na
+
,K

+
-ATPase activity when compared to control group 

(No stress + vehicle) [p < 0.05]. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine 

(10 mg/kg) prevented the inhibition in Na
+
,K

+
-ATPase activity when compared to stress 

group (Stress + vehicle) (Fig. 7A). 

Two-way ANOVA showed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

8.34, p< 0.01] (stress X chrysin) [F (2,44) =  3.92, p< 0.03] in Na
+
,K

+
-ATPase activity in the 

prefrontal cortex of mice. Results showed that animals exposed to CUMS presented a 

significant inhibition in Na
+
,K

+
-ATPase activity when compared to control group (No stress + 

vehicle) [p < 0.05]. The treatment with chrysin (5 or 20mg/kg) prevented the inhibition in 

Na
+
,K

+
-ATPase activity when compared to stress group (Stress + vehicle) (Fig. 7B). 

 

3.12 AST and ALT activities and urea levels 

 

 No significant interactions were observed in the AST and ALT activities and urea 

levels (Table 3). 
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3.13 BDNF levels 

 

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

10.28, p< 0.007] (stress X chrysin) [F (2,44) =  20.03, p< 0.001] in BDNF levels in the 

hippocampus of mice. Results demonstrated that chrysin administration (20 mg/kg) or 

fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in BDNF levels when compared to control 

group (No stress + vehicle). Results showed that after the CUMS exposition the animals 

displayed a significant decrease in BDNF levels when compared to control group (No stress + 

vehicle) [p < 0.01]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) 

prevented the decrease in BDNF levels compared to stress group (Stress + vehicle). 

Moreover, chrysin (20 mg/kg) administration elevated the BDNF contents in mice exposed to 

CUMS when compared to control group (No stress + vehicle) (Fig. 8A).  

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

4.79, p< 0.05] (stress X chrysin) [F (2,44) =  14.64, p< 0.001] in BDNF levels in the 

prefrontal cortex of mice. Results demonstrated that chrysin administration (20 mg/kg) or 

fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in BDNF levels when compared to control 

group (No stress + vehicle). Results showed that animals subjected to CUMS displayed a 

significant decrease in BDNF levels when compared to control group (No stress + vehicle) 

[p < 0.05]. Administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the 

decrease in BDNF levels compared to stress group (Stress + vehicle). In addition, chrysin (20 

mg/kg) administration elevated the BDNF contents in mice exposed to CUMS when 

compared to control group (No stress + vehicle) (Fig. 8B).  
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3.14 NGF levels 

 

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

16.80, p< 0.001] (stress X chrysin) [F (2,44) =  7.45, p< 0.01] in the NGF levels in the 

hippocampus of mice. Results demonstrate that chrysin administration (20 mg/kg) or 

fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in NGF levels when compared to control group 

(No stress + vehicle). The results showed that after the CUMS exposition the animals 

displayed a significant decrease in NGF levels when compared to control group (No stress + 

vehicle) [p < 0.01]. The treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) 

prevented the decrease in NGF levels compared to stress group (Stress + vehicle). 

Furthermore, chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) administration elevated the NGF 

contents in mice exposed to CUMS when compared to control group (No stress + vehicle) 

(Fig.9A).  

Two-way ANOVA revealed significant interactions (stress X fluoxetine) [F (2,44) =  

6.74, p< 0.02] (stress X chrysin) [F (2,44) =  12.49, p< 0.002] in NGF levels in the prefrontal 

cortex of mice. Results demonstrate that chrysin administration (20 mg/kg) or fluoxetine (10 

mg/kg) occasioned an elevation in NGF levels when compared to control group (No stress + 

vehicle). Results showed that animals exposed to CUMS displayed a significant decrease in 

NGF levels when compared to control group (No stress + vehicle) [p < 0.01]. Administration 

of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) prevented the decrease in NGF levels 

compared to sterss group (Stress + vehicle). Moreover, chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10 

mg/kg) administration elevated the NGF contents in mice exposed to CUMS when compared 

to control group (No stress + vehicle) (Fig.9B). 
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4 Discussion 

 

In the present study, we observed the effect of CUMS in NGF levels and Na
+
,K

+
-

ATPase in the hippocampus and prefrontal cortex of female mice. Moreover, the effect of 

chrysin in in mice exposed to CUMS was examined. Results showed that CUMS decrease 

NGF levels and Na
+
,K

+
-ATPase  activity in mice. Results also demonstrate that 28 days of 

CUMS induced a depressive state, which was characterized by decreased on sucrose 

preference and increased on immobility time in FST. These indices of depression were 

accompanied by elevation in ROS levels and in GR, GPx and CAT activities; by decreased in 

BDNF and NPSH levels in the hippocampus and prefrontal cortex of mice; and by 

hyperactivity of the HPA axis (increased corticosterone levels). Chrysin treatment 

significantly ameliorated all these alterations associated with CUMS-induced depression. 

Furthermore, chrysin treatment presented antidepressant effect in non stressed mice in FST. 

Chrysin treatment also promoted the elevation in BDNF and NGF levels in the hippocampus 

and prefrontal cortex of non-stressed and stressed mice when compared to control group. 

Such results were similar to that obtained with treatment of the established antidepressant, 

fluoxetine. The used doses of chrysin did not present any toxicity in hepatic and renal 

parameters. Thus, in non toxic doses, chrysin presented antidepressant effect in behavioural 

parameters in stressed and non-stressed mice. Accompanying the behavioral effect, was 

observed the effect in the regulation of antioxidant system, of corticosterone levels, of 

Na
+
,K

+
-ATPase activity, and in the up-regulation of BDNF and NGF levels. 

SPT is regarded as useful and valid behavioral marker of chronic stress in an animal 

paradigm.Sucrose preference is regarded as an indicator of a key symptom of depression, i.e., 

anhedonia, indicating loss of interest or pleasure (Kumar et al., 2011). FST is used in the 

study of antidepressants candidates (Borges Filho et al., 2013), and the reduction in 
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immobility time is considered indicative of antidepressant activity (Mao et al., 2014). 

Numerous studies have reported that rodents (mice and rats) exposed to stress exhibit 

depressive like-behavior, evidenced by increasein immobility time, particularly in the FST, 

and by reduction on sucrose preference in SPT (Souza et al., 2013; Liu et al., 2014b; Mao et 

al., 2014). These behavioral alterations in mice are comparable to the depressed mood in 

humans. Corroborating with these studies, our results indicate that CUMS induced an increase 

of immobility time in the FST and a decrease on preference sucrose in SPT in the 28
th

 day in 

mice. We observed a protective effect of chrysin (5 or 20 mg/kg) against these changes, as 

well as the preventive effect of fluoxetine. Confirming the antidepressant effect of chrysin, 

chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) treatment reduced the immobility time in 

FST in non-stressed mice when compared to control group. Additionally, the fact that no 

significant difference in OFT was observed among any of the experimental groups indicates 

that behavioral changes in the FST are not related to psychomotor-stimulant action. 

 Oxidative stress in mouse brain structures may play a role in the pathogenesis of 

depression (Eren et al. 2007a; Kumar et al., 2011).  In this study, an increase in RS levels and 

a decrease in NPSH levels (corresponding to more than 90% of reduced glutathione (GSH) in 

the animal organism) in the hippocampus and prefrontal cortex of mice exposed to CUMS 

were observed.The alteration in the levels of these substances is indicative of oxidative stress 

induced by CUMS. Oxidative damages to macromolecules such as lipid, protein and nucleic 

acids by excessive RS levels (Zhao et al., 2008) leads to neuronal dysfunction, which is 

associated with the development of depression disorders (Atmaca et al., 2004; Ng et al., 

2008). GSH, an intracellular non-enzymatic thiol antioxidant system, is widely involved in 

the occurrence of depression, mainly by regulation of RS levels. The finding of this 

investigation is in line with others, showing that stressed mice have lower brain GSH levels, 

indicating an alteration in antioxidant brain defenses in CUMS model of depression (Eren et 
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al., 2007a; Eren et al., 2007b). Confirming the role of GSH in the occurrence of depression, 

Rosa et al. (2013) demonstrate the antidepressant effect of GSH in mice. The enzymatic 

antioxidant system also plays a key role in the depressive disorders (Kumar et al., 2011; Rosa 

et al., 2013; Freitas et al., 2014). As a mechanism of response to changes in the RS and GSH 

levels, we observed an increase in the GR, GPx and CAT activities in the hippocampus and 

prefrontal cortex of mice. Similarly, Freitas et al. (2014) demonstrate an increased in GR and 

GPx acitivity in the hippocampus of stressed mice. Depressive pacients presents higher levels 

of plasma GR and erythrocyte GPx (Bilici et al., 2001), and increased in GPx activity was 

found in depressive women (Kodydková et al., 2009). Furthermore, Cline et al. (2014) 

showed the elevation in the CAT activity in the prefrontal cortex of mice exposed to acute 

stress. The administration of chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine protected against all these 

modifications, showing the antioxidant activity of chrysin and the involvement of this 

function in the antidepressant effect of chrysin in mice exposed to CUMS. 

Hyperactivity  of HPA  axis  is  one  of  the  key  biological abnormalities  associated  

with  major  depressive  disorder  (Holsboer et al., 2006; Tanti et al., 2010). The  HPA 

dysregulation occasioned by stress is  characterized by  elevated  levels  of  circulating  

glucocorticoids and  impaired  glucocorticoid  receptor-mediated  negative  feedback  on  the  

function of HPA axis (Watson et al., 2007). Corroborating this data, the plasma corticosterone 

levels were increased in mice subjected to CUMS compared to the control group. 

Furthermore, the results exposed showed that the groups treated with chrysin (5 or 20 mg/kg) 

or fluoxetine (10 mg/kg) presented normal levels of corticosterone, which points that the 

antidepressant effect of chrysin is associated which the regulation of the HPA axis in stressed 

mice. Confirming the involvement of HPA with the depression, studies showed that 

prolonged  exposure  to  glucocorticoids produces  neurotoxic  effects  in  several  brain  

regions  related  to depression,  such  as  hippocampus  and  prefrontal  cortex (Anacker et al., 
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2011, Liu et al., 2014b). Moreover, Kumamaru  et al. (2008) suggested that BDNF-mediated 

synaptic maturation is disturbed after neurons are exposed to high-level glucocorticoid in their 

development stage. 

 Postmortem analyses  have  revealed  lower  levels  of  BDNF  in  patients  with major  

depression,  while  BDNF  infusion  into  the  brain  has  been found  to  produce  

antidepressant-like  action  (Mao et al., 2014). Antidepressant treatment seems to beable to 

normalize BDNF levels (Mao et al., 2014). Increases in cerebral and serum BDNF levels with 

antidepressant treatment have been reported in multiple human and preclinical studies, but the 

mechanistic and therapeutic significance of this is uncertain (Wolkowitz et al., 2011). 

Confirming these data, the treatment with chrysin (20 mg/kg) and fluoxetine (10 mg/kg) 

occasioned an elevation in BDNF content in the hippocampus and prefrontal cortex when 

compared to control group. Furthermore, we observed a reduction in BDNF levels in mice 

subjected to CUMS compared to control group. Recent clinical studies of depression have 

paid special attention to the hippocampus and frontal cortex, which are brain regions 

structurally and functionally affected by stress responses and critically involved in the 

regulation of mood and learning/memory function (Mao et al., 2014). A causal relationship 

has been found between the incidence of major depressive disorders and neuronal 

atrophy/destruction in the hippocampus and frontal cortex. BDNF, which modulates neuronal 

plasticity, inhibits cell death cascades and increases the cell survival proteins that are 

responsible for the proliferation and maintenance of central nervous system neurons; hence, it 

may be an important factor in the development and treatment of depression. In experimental 

studies, it has been found that a decrease in BDNF expression in the hippocampus and frontal 

cortex among animals exposed to chronic stress can be reversed by antidepressant treatment 

(Mao et al., 2014). Similarly, reduction in NGF levels has been reported in several animal 

models of depression (Song et al., 2009). Up-regulation of NGF occurs in response to chronic 
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but not acute antidepressant treatment, consistent with the time course for the therapeutic 

action of antidepressants (Shi et al., 2010). Chronic stress, chronic HPA axis hyperactivity 

and hypercortisolism in pathological conditions such as depression seem to be associated with 

the atrophy in the hippocampus and prefrontal cortex. This atrophy result in a long term down 

regulation in NGF synthesis and levels (Aisa et al., 2009). The lower NGF levels set point 

could reflect in neuronal stress-adaptation deficit in depressed patients (Martino et al., 2013). 

The treatment with chrysin (20 mg/kg) or fluoxetine (10 mg/kg) occasioned an elevation in 

NGF levels in the hippocampus and prefrontal cortex in non-stressed and stressed mice when 

compared to control animals. Moreover, we observed a diminution in NGF levels in the 

hippocampus and prefrontal cortex of mice exposed to CUMS. There are few reports 

associating NGF levels with models of depression induced by CUMS. However, Manni et al. 

(2007) demonstrated a change in NGF levels in hypothalamus and thalamus of mice subjected 

to stress by immobilization for 1h every day for 10 days. Scaccianoce et al. (2000) observed 

the effect of different models of non-unpredictable stress in the NGF levels in hippocampus 

and basal forebrain of rats. In addition, Shi et al. (2010) related the antidepressant effect of 

intranasal administration of NGF in mice and rats. The chrysin (5 or 20 mg/kg) and fluoxetine 

administration prevents against the alterations verified in BDNF and NGF levels occasioned 

by CUMS.Chrysin (5 or 20 mg/kg) or fluoxetine (10mg/kg) also increased the BDNF and 

NGF levels in stressed mice when compared to control group.These results suggeststhe role of 

the up-regulation of BDNF and NGF levels in the antidepressant effect of chrysin in non-

stressed and stressed mice. 

In our study, the Na
+
,K

+
-ATPase activity was significantly reduced  in the 

hippocampus e prefrontal cortex of the  stress  group when compared to control group.  The  

reduction  in  Na
+
,K

+
-ATPase  activity  is  a  sign  of  a  damaged cell membrane and is 

primarily caused by free radicals (Figtree et al., 2009; White et al., 2010). Thus, a possible 
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damage caused by increase of RS levels in hippocampus and prefrontal cortex may be related 

to the diminution of Na
+
,K

+
-ATPase activity in this structures.  In addition, depression, 

particularly stress-associated cases, may result from the atrophy of pyramidal neurons in the 

hippocampus (Gamaro et al., 2003). This atrophy, with reduction in the number of synapses, 

may be involved in several repeated stress effects, including the inhibition ofNa
+
,K

+
-ATPase 

activity (Yamamoto and Quinton, 2007). The inhibition of Na
+
,K

+
-ATPase activity in the 

cerebral cortex and hippocampus also occurs due to the direct influence of high 

concentrations of stress hormones (Balk et al., 2011). Due to the fact that Na
+
,K

+
-ATPase is 

crucial for maintaining ionic gradients in neurons (Xiong and Stringer, 2000), it is accepted 

that a reduction in the activity of this enzyme may affect neural activity (Stangherlin et al., 

2008). Considering that the maintenance of Na
+
,K

+
-ATPase  activity is essential for brain 

function and the inhibition of this enzyme is associated with excitotoxicity and neuronal 

damage, we suggest that the inhibition of Na
+
,K

+
-ATPase activity in hippocampus and 

prefrontal cortex induced by CUMS can be associated with the development of depression in 

mice exposed to CUMS. There are few reports that relate brain Na
+
,K

+
-ATPase activity with 

depression induced by CUMS. Meanwhile, Cui et al. (2014) observed a reduction in Na
+
,K

+
-

ATPase  activity in muscle sample of rats  exposed to CUMS. Acker et al. (2009) showed a 

decrease in Na
+
,K

+
-ATPase activity in cerebral cortex of rats with depression induced by 

malathion. In addition, Balk et al. (2011) observed an inibition in Na
+
,K

+
-ATPase  activity in 

the hippocampus, cerebral cortex and striatum of rats exposed to repeated restraint stress. The 

treatment with chrysin (5 or 20 mg/kg), equivalently to fluoxetine (10 mg/kg), protected 

against the inhibition in the Na
+
,K

+
-ATPase activity, showing that this enzyme may to be  

involved  in the antidepressant effect of chrysin in mice exposed o CUMS. 
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5 Conclusion 

 

In conclusion, we showed that 28 days of CUMS protocol decreased NGF levels and 

Na
+
,K

+
-ATPase activity in the hippocampus and prefrontal cortex of female mice. Chronic 

treatment with chrysin presented antidepressant effect in non-stressed mice and in mice 

exposed to CUMS in non-toxic doses, equivalently to fluoxetine. Besides the protection 

against changes in the neurotrophins levels, Na
+
,K

+
-ATPase activity and in behavior 

occasioned by CUMS, chrysin yet prevented the alterations in corticosterone levels and in the 

antioxidant system. Moreover, high dose of chrysin culminated in the up-regulation of BDNF 

and NGF levels. Thus, although more studies be required, we suggest that the up-regulation of 

BDNF and NGF levels in the hippocampus and prefrontal cortex of female mice can be 

associated with the antidepressant effect of chrysin. 
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Legends 

 

Figure 1: Chemical structure of chrysin. 

 

Figure 2: Experimental design. 

 

Figure 3: Effect of chrysin and fluoxetine administration on SPT in mice exposed to CUMS. 

The test was realized one day before the beginning(baseline, Fig. A), and on 28
th

 day (Fig. B) 

of CUMS protocol. 
a
Indicatesp<0.05 compared to control group (No stress + vehicle). 

b
Indicates p<0.05 compared to stress group (Stress + vehicle). 

 

Figure 4:Effect of chrysin or fluoxetine treatment on distance traveled on OFT in mice 

exposed to CUMS. The test was realized 24h after finishing CUMS protocol.  

 

Figure 5: Effect of chrysin or fluoxetine administration on immobility time on FST in mice 

exposed to CUMS. The test was realized immediately after the OFT. 
a
Indicatesp<0.05 

compared to control group (No stress + vehicle). 
b
Indicates p<0.05 compared to stress group 

(Stress + vehicle). 

 

Figure 6: Results of treatment with chrysin or fluoxetine on corticosterone levels in mice 

subjected to CUMS. The blood collection was realized 24h after FST. 
a
Indicatesp<0.05 

compared to non-stressed control group (No stress + vehicle). 
b
Indicates p<0.05 compared to 

stress group (Stress + vehicle). 
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Figure 7: Effect of chrysin or fluoxetine treatment in the Na
+
,K

+
-ATPase activity in the 

hippocampus (Fig. A) and prefrontal cortex (Fig. B) of mice subjected to CUMS. The brain 

structures were dissected immediately after blood collection. 
a
Indicates p<0.05 compared to 

control group (No stress + vehicle). 
b
Indicates p<0.05 compared to stess group (Stress + 

vehicle). 

 

Figure 8: Results of treatment with chrysin or fluoxetine on BDNF content in the 

hippocampus (Fig. A) and prefrontal cortex (Fig. B) of mice exposed to CUMS. The brain 

structures were dissected immediately after blood collection. 
a
Indicates p<0.05 compared to 

control group (No stress + vehicle). 
b
Indicates p<0.05 compared to stress group (Stress + 

vehicle). 

 

Figure 9: Effect of chrysin or fluoxetine administration on NGF levels in the hippocampus 

(Fig. A) and prefrontal cortex (Fig. B) of mice subjected to CUMS. The brain structures were 

dissected immediately after blood collection.
a
Indicates p<0.05 compared to control group (No 

stress + vehicle). 
b
Indicates p<0.05 compared to stress group (Stress + vehicle). 
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Table 1. Effect of treatment with chrysin or fluoxetine in NPSH and RS levels, and GR, GPx, GST and CAT activities in the hippocampus of mice subjected to CUMS 

Data are expressed as means ± S.D.M of  4-7 animals per group. 
a
Denoted p < 0.05 compared to the control group (No stress + vehicle). 

b
Denoted p < 0.05 compared 

 to the stress group (Stress + vehicle) 

 

 

 

Groups           NPSH 

(m (nmol GSH/g tissue) 
 

           RS 

(RS levels (AU)) 
 

                    GR 

(m(nmolNADPH/min/mg 

protein) 

                    GPx 

(mmolNADPH/min/mg 

protein) 

             GST 

(nmolCDNB/min/mg 

protein) 

          CAT 

     (Units/mg  

      protein) 

No stress + vehicle     21.75 ± 4.11    120.8 ± 19.62         36.25 ± 5.12         25.50 ± 5.20       176.0 ± 19.98       6.75± 1.45 

No stress + fluoxetine10     22.25 ± 7.09    123.0 ± 25.36         41.50 ± 9.54         24.75 ± 6.02       173.8 ± 47.77       6.15 ± 1.64 

No stress + chrysin5     20.50 ± 4.65    121.4 ± 25.99         36.25 ± 10.05         24.25 ± 6.90       168.8 ± 37.85       7.02± 1.62 

No stress + chrysin20     25.75 ± 4.57    133.0 ± 35.86          38.50 ± 7.94         26.00 ± 7.16       195.3 ± 24.55       7.50± 0.66 

Stress + vehicle     11.60 ± 2.07
a
    232,0 ± 67.9

a
         65.00 ± 6.04

a
         51.20 ± 8.14

a  
       176.2 ± 18.39      10.76 ± 2.04

a  
 

Stress + fluoxetine10     22.60 ± 4.98
b
    129.2 ± 58.61

b
         44.60 ± 7.27

b
         31.00 ± 7.84

b
       191.4 ± 24.46       7.06± 1.04

b
 

Stress + chrysin5     20.60 ± 4.39
b
    183.8 ± 13.48         41.60 ± 4.51

b
         35.60 ± 12.34

b   
       186.8 ± 53.59       7.10 ± 1.91

b  
 

Stress + chrysin20     24.40 ± 5.13
b
    139.0 ± 53.74

b
         49.20 ± 14.79

b
         30.20  ± 9.26

b
       170.0 ± 30.85

 
      5.70± 1.36

b
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Table 2. Effect of chrysin or fluoxetine treatment in NPSH and RS levels, and GR, GPx, GST and CAT activities in the prefrontal cortex of mice exposed to CUMS  

Data are expressed as means ± S.D.M of 4-7 animals per group. 
a
Denoted p < 0.05 compared to the control group (No stress + vehicle). 

b
Denoted p < 0.05 compared  

to the stress group (Stress + vehicle) 

 

 

 

 

Groups            NPSH 

(nmolGSH/gtissue) 

                RS 

      (RS levels(AU)) 
 

                     GR 

(nmolNADPH/min/mg 

protein) 

                     GPx 

(mmolNADPH/min/mg 

protein) 

             GST 

(nmolCDNB/min/mg 

protein) 

            CAT 

        (Units/mg 

        protein) 

No stress + vehicle 21.25± 3.86 72.25± 31.57 35.25± 7.80 24.75 ± 4.57 176.8± 29.97 6.55± 0.68 

No stress + fluoxetine10 22.75± 7.50 89.25± 35.14 35.50± 11.68 23.25± 7.85 198.8± 15.71 6.27± 1.16 

No stress + chrysin5 22.50± 2.38 90.00± 38.08 34.00± 5.35 24.75± 8.06 170.3± 24.90 6.22± 0.81 

No stress + chrysin20 27.75± 4.57 57.67± 33.69 38.50± 6.76 27.00± 6.32 174.8± 24.25 6.45± 1.10 

Stress + vehicle 11.20± 2.77
a
 247.7± 69.30

a
 64.80± 7.22

a
 48.60± 2.61

a
 194.4± 20.85 11.44± 2.39

a
 

Stress + fluoxetine10 20.40± 2.70
b
 124.4± 13.69

b
 43.20± 7.88

b
 33.00± 6.04

b
 189.2± 44.73 8.57± 1.58

b
 

Stress + chrysin5 18.60± 5.59
b
 156.4± 52.58

b
 42.60± 9.07

b
 35.40± 7.40

b
 199.8± 30.25 8.96± 1.90

b
 

Stress + chrysin20 26.60± 5.13
b
 116.8± 21.27

b
 39.80± 13.37

b
 29.40± 2.88

b
 195.6± 21.80

 
6.14± 1.13

b
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Table 3. Effect of chrysin or fluoxetine administration in AST and ALT activities and urea levels 

 in plasma of mice exposed to CUMS 

Groups         AST (U/L)            ALT (U/L)          Urea (mg/dl) 

No stress + vehicle       122.0 ± 27.07 130.0 ± 60.0 24.50 ± 9.5 

No stress + chrysin20  166.7 ± 25.79 180.0 ± 40.0 19.00 ± 3.00 

Stress + vehicle  117.5 ± 21.21 88.0 ± 17.89 21.00 ± 6.50 

Stress + chrysin20  156.5 ± 28.92 136.0 ± 92.09 20.83 ± 2.25 

                      Data are expressed as means ± S.D.M. of 4-7 animals per group.  
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5CONCLUSÕES 

 

- O CUMS reduziu os níveis de NGF e a atividade da Na
+
,K

+
-ATPase no hipocampo e córtex 

pré-frontal de camundongos fêmeas; 

- O flavonóide crisina promoveu, em doses não tóxicas, o comportamento antidepressivo em 

camundongos não estressados e em camundongos submetidos ao CUMS; 

- A dose alta de crisina elevou BDNF e NGF a níveis acima do grupo controle em 

camundongos não estressados e em camundongos submetidos ao CUMS; 

- Além das modificações no comportamento e nos níveis de fatores neurotróficos, a crisina 

também preveniu as alterações oxidativas, hormonais, e a inibição da enzima Na
+
,K

+
-ATPase 

ocasionadas pelo CUMS; 

- A partir destes dados, embora mais estudos sejam necessários, sugere-se que um dos 

posssíveis mecanismos envolvidos na atividade antidepressiva da crisina é a elevação do 

BDNF e do NGF a níveis acima do grupo controle em hipocampo e córtex pré-frontal; 

- Ainda, este trabalho expõe o maracujá do mato como um importante alvo para o estudo dos 

produtos naturais no combate à depressão e outras doenças do sistema nervoso central, 

mostrando a fundamentalidade da investigação da funcionalidade e constituição bioativa desta 

e outras plantas desta região. 
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6 PERSPECTIVAS 

 

 

- Através da administração de bloqueadores de receptores de BDNF e NGF, buscar mostrar a 

confirmação do possível envolvimento destas neurotrofinas no efeito antidepressivo da 

crisina; 

- Estender a abrangência deste estudo de modo a avaliar as possíveis alterações nos níveis 

cerebrais e sanguíneos de citocinas, principalmente IL-1, IL-6 e TNF-α; 

- Avaliar o efeito da crisina em outros modelos de depressão, como depressão induzida por 

corticosterona, depressão induzida por ovariectomia e depressão induzida por citocinas; 

- Por meio da análise da crisina e seus metabólitos em estruturas cerebrais, tentar elucidar a 

taxa de absorção cerebral e as concentrações cerebrais necessárias para a observação do efeito 

antidepressivo, bem como tentar mostrar qual a forma (crisina ou metabólito) mais 

efetivamente envolvida no efeito farmacológico. 
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ANEXO A –Protocolo de aprovação do projeto pela Comissão de ética no uso de animais 

(CEUA-UNIPAMPA) 

 

 

 

 

 


