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RESUMO 

Vários estudos epidemiológicos mostraram que a suplementação com 
ácidos graxos poliinsaturados da família ômega-3 (AGPIs ω-3) é inversamente 
relacionada com a prevalência e gravidade da depressão. É relatado que a 
suplementação de ácido docosahexaenóico (DHA) e ácido eicosapentaenóico 
(EPA), durante os períodos de gestação e lactação, é essencial para a 
maturação cortical, sinaptogênese e mielinização, e também pode reduzir o 
risco de déficit cognitivo e psicopatologias na idade jovem adulta. O presente 
estudo foi dedicado a avaliar um possível envolvimento serotoninérgico no 
efeito antidepressivo da suplementação com óleo de peixe em ratos Wistar 
machos durante as fases de gestação e lactação. Foram examinados os efeitos 
do óleo de peixe nos testes da natação forçada modificado e campo aberto em 
ratos na idade de 90 dias tratados com uma droga inibidora da síntese de 
serotonina. Foram quantificados, aos 90 dias de idade, o neurotransmissor 
serotonina (5-HT) e seu metabólito, ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). Os 
resultados indicam um efeito antidepressivo gerado pela suplementação com 
óleo de peixe. Porém, os ratos tratados com p-clorofenilalanina HCl (PCPA), 
tiveram esse efeito revertido.  Foi detectado que o conteúdo de serotonina no 
hipocampo está aumentado no grupo óleo de peixe enquanto a formação de 5 - 
HIAA encontra-se diminuída. Estes dados corroboram e ampliam a noção de 
que a suplementação com AGPIs é capaz de provocar efeitos antidepressivos 
relacionados com o aumento da neurotransmissão serotoninérgica, 
particularmente no hipocampo. 

 

 

Palavras-chave: Ácidos graxos poliinsaturados, óleo de peixe, PCPA, sistema 
serotoninérgico. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Depressão 

A depressão é um transtorno caracterizado por uma desordem psíquica global 

que provoca alterações na maneira de condução e valorização da vida (KLERMAN 

et al., 1994). Também é conhecido como Transtorno Depressivo Maior (SADOCK e 

SADOCK, 2007) sendo que a recorrência estimada é considerada alta variando de 

50% após um episódio até 90% para pacientes com três ou mais ocorrências.  

Depressão maior é o transtorno mental mais prevalente durante a vida, que 

afeta 2% a 5% da população dos EUA e até 20% da população sofre de 

formas mais leves da doença, representando assim um grave problema de 

saúde pública uma vez que o risco de suicídio em pessoas depressivas corresponde 

a 15% (Nestler et al, 2002;Ross, 2007). 

Essa patologia é caracterizada pela presença de no mínimo cinco dos 

sintomas a seguir: humor deprimido; perda de interesse ou de anedonia; alterações 

de peso; insônia ou hipersonia; agitação ou retardo psicomotor; fadiga ou perda de 

energia; sentimento de irritabilidade ou culpa excessiva; diminuição da 

concentração; e ainda pensamentos de morte ou idéias suicidas (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994). 

 A Organização Mundial de Saúde prevê que a depressão será, em 2020, a 

segunda maior causa de incapacidade entre as populações dos países 

desenvolvidos e a primeira causa nos países em desenvolvimento (SU et al., 2003).  

 A depressão tem a etiologia complexa que comumente envolve a interação 

de fatores genéticos e ambientais (CHARNEY e MANJI, 2004) entre esses, o 

estresse que o indivíduo é submetido no dia a dia (MAZURE e MACIEJEWSKI, 

2003; HEIM et al., 2004). Por outro lado, resultados de várias pesquisas relacionam 

a depressão à hereditariedade e à disfunção monoaminérgica (CARLSON, 2001; 

KOLB e WHISHAW, 2002; SADOCK e SADOCK, 2007), que acaba por resultar na 

manifestação das características clínicas desta doença (ULAK et al., 2010). 

 A hipótese monoaminérgica postula que a depressão é causada por uma 

diminuição da função monoaminérgica no cérebro, incluindo serotonina, 

noradrenalina e dopamina cerebrais (PORCELLI et al., 2011). 
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Em 1965, o psiquiatra Joseph Schildkraut propôs a hipótese das catecolaminas, 

sugerindo um déficit, particularmente da noradrenalina (NA), em todas as formas de 

depressão. A hipótese baseava-se em estudos farmacológicos, mostrando que a 

ação dos antidepressivos tricíclicos e inibidores da monoamina oxidase (IMAO) era 

mediada pelo aumento da noradrenalina na fenda sináptica. Posteriormente, surgiu 

a hipótese serotoninérgica (KORF e Van PRAAG, 1971), que foi impulsionada pelo 

desenvolvimento da classe dos antidepressivos denominados inibidores seletivos da 

recaptação da serotonina (SSRI) que, por sua vez, aumentam a disponibilidade de 

serotonina (5-HT) na fenda sináptica. Completando o quadro da hipótese das 

monoaminas, Paul Wilnner, em 1990, propôs a hipótese dopaminérgica, que se 

baseia no envolvimento da dopamina (DA) na fisiopatologia da anedonia (ausência 

de prazer) e aumento da resposta comportamental devido ao uso continuado dos 

antidepressivos tricíclicos, que também atuam na neurotransmissão dopaminérgica. 

Finalmente, a compreensão dos mecanismos de ação dos antidepressivos 

complementa a hipótese das monoaminas. Atualmente, diversos estudo comprovam 

que hipotese das monoaminas é insuficiente para o embasamento dos mecanismos 

da patofisiologia da depressão.  Assim, outros neurotransmissores, incluindo o L-

glutamato, neuropeptídeos como a colecistocinina e o hormônio liberador de 

corticotropina, também podem estar envolvidos com os transtornos depressivos 

(GUIZZO, 2009). Contudo, a manipulação farmacológica envolvendo a 

neurotransmissão das monoaminas NA, 5-HT e DA é ainda a melhor abordagem 

terapêutica para esta patologia. 

A associação do distúrbio à deficiência das aminas biogênicas é 

fundamentada em resultados de exames bioquímicos que detectaram baixos níveis 

de norepinefrina e 5-HTno sangue, urina e líquor de pacientes com depressão. Outro 

fator que corrobora essa teoria é que pode ser tratada, eficazmente, com inibidores 

da MAO, enzima degradadora de monoaminas e com drogas que inibem a 

recaptação desses neurotransmissores (CARLSON, 2001; SADOCK e SADOCK, 

2007). Outro aspecto importante é a associação de baixos níveis do ácido 5-

Hidroxiindolacético (5-HIAA), metabólito da 5-HT, em  pacientes com  depressão  e 

que possuem tendência ao suicídio (CARLSON, 2001).  
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1.2 Ácidos Graxos 

Os ácidos graxos são compostos por uma cadeia de átomos de carbono aos 

quais estão ligados átomos de hidrogênio. Alguns ácidos graxos não possuem 

duplas ligações nas cadeias hidrocarbonadas, sendo classificados como saturados, 

enquanto outros contêm uma ou mais duplas ligações nas cadeias, os chamados 

ácidos graxos insaturados e poliinsaturados, respectivamente (LEHNINGER et al., 

1998; ROSS, 2007) 

 O comprimento e o grau de insaturação da cadeia hidrocarbonada dos ácidos 

graxos determinam as propriedades físicas e as substâncias compostas pelos 

mesmos (LEHNINGER et al., 1998; STILLWELL e WASSALL, 2003; ROSS, 2007). 

Desta forma, diferentes propriedades químicas, nutricionais e funcionais são 

evidenciadas como conseqüência das diferentes posições e número de duplas 

ligações na cadeia hidrocarbônica dos ácidos graxos, dentre as diferentes famílias 

de ácidos graxos encontradas na natureza (STILLWELL e WASSALL, 2003). 

 Duas importantes famílias de ácidos graxos poliinsaturados (AGPIs), ômega-6 

(ω-6 ou n-6) e ômega-3 (ω-3 ou n-3), são caracterizadas como essenciais aos 

mamíferos, uma vez que estes não são capazes de sintetizar tais ácidos graxos. 

Como conseqüência, os AGPIs devem ser fornecidos pela dieta de modo a garantir 

um desenvolvimento adequado, além de prevenir o surgimento de certas doenças 

(YOUDIM et al., 2000; CALDER, 2001; TAPIERO et al., 2002; MUSKIET et al., 

2006).  

 

1.2.1 Os Ácidos Graxos e sua relação com o Sistema Nervoso 

 

Os ácidos graxos desempenham importante papel tanto na estrutura quanto 

nas funções das células (WAINWRIGHT et al., 1994; LEHNINGER et al., 1998; 

ITOKAZU et al., 2000; ZIMMER et al., 2000; de WILDE et al., 2002; BODNAR e 

WISNER, 2005). Os lipídios encontrados na membrana de neurônios de mamíferos 

têm perfil de ácido graxo poliinsaturado de cadeia longa e determinam as 

propriedades biofísicas das membranas neuronais (JENSEN et al., 1996; INNIS, 

2000; BODNAR e WISNER, 2005; McNAMARA e CARLSON, 2006). Os ácidos 

graxos são capazes de promover alterações na função cerebral por modificarem as 

características físico-químicas da membrana dos neurônios, assim participando 
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ativamente de processos de sinalização celular por afetarem o funcionamento de 

receptores, a recaptação de neurotransmissores e a transmissão de sinais (FÜRST 

e KUHN, 2000; INNIS, 2000; de WILDE et al., 2002; BODNAR e WISNER, 2005).   

O ácido docosahexaenóico (22:6n-3, DHA) e o ácido araquidônico (20:4n-6, 

AA) são AGPIs presentes nas membranas neuronais. Os precursores destes AGPIs 

são respectivamente os ácidos α-linolênico (18:3n-3, ALA) e linoléico (18:2n-6, LA), 

os quais não podem ser sintetizados de novo pelos mamíferos (TAKEUCHI et al., 

2002; SIDHU, 2003; HORROCKS e FAROOQUI, 2004). Por isso, é recomendada a 

adoção de uma dieta baseada numa razão de 5/1 entre LA e ALA, proporção esta 

longe da adotada pela maioria dos países ocidentais, os quais favorecem a ingestão 

de ácidos graxos n-6 (BLONDEAU e SCHNEIDER, 2006). 

 O DHA é o ácido graxo poliinsaturado mais comumente encontrado em 

sistemas biológicos. Em altas concentrações, o DHA tem sido demonstrado ser 

rapidamente incorporado em fosfolipídios da membrana plasmática e de 

mitocôndrias, e parece ter um papel vital no desenvolvimento e funcionamento 

destes órgãos e sistemas (SIDHU, 2003; STILLWELL, 2003). Evidências sugerem o 

envolvimento do DHA na regulação do estado emocional e locomotor, na atividade 

exploratória e em funções cognitivas em roedores (FEDOROVA e SALEM, 2006). 

A presença do DHA é de extrema importância durante o desenvolvimento do 

sistema nervoso, principalmente no último trimestre da gestação, quando da 

diferenciação celular e sinaptogênese ativa (BOURRE et al., 1984; NEURINGER et 

al., 1988; SCOTT e BAZAN, 1989; JUMPSEN, 1997; CARRIÉ et al., 2000), e na vida 

pós-natal até aproximadamente os dezoito meses de idade do bebê, período em que 

se requer maior plasticidade anatômica (MARTINEZ e KESNER, 1991) para o rápido 

desenvolvimento do processo cognitivo (JENSEN et al., 1996; INNIS, 2000; 

CARLSON, 2001; DAS, 2003; McNAMARA e CARLSON, 2006), habilidade motora 

(DE VRIESE, 2003; FEDOROVA e SALEM, 2006; OZIAS et al., 2007) e memória 

espacial (CARRIÉ et al., 2000).  

A deficiência e a escassez de DHA podem levar a uma redução de 

desempenho em tarefas relacionadas à memória, acuidade visual e, ainda, a danos 

reprodutivos (SIDHU, 2003).  

O consumo de peixe tem trazido benefícios nutricionais à saúde humana 

segundo dados presentes na literatura. Estudos afirmam que populações que 
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consomem grandes quantidades de peixe, como parte de sua dieta natural, quando 

comparadas com populações européias ocidentais, apresentam índices mais baixos 

do que o esperado de infarto do miocárdio, asma, psoríase, e diabetes, além de 

diminuição em doenças de proliferação celular e inflamação (FÜRST e KUHN, 

2000). 

Os benefícios nutricionais do consumo de peixe são devidos à presença de 

proteínas de alto valor biológico, ácidos graxos poliinsaturados essenciais, minerais 

(como cálcio, ferro, selênio) e vitaminas (A, B3, B6, B12, E, e D) nos tecidos dos 

peixes (SIDHU, 2003). Peixe ou óleo de peixe contém AGPIs da família n-3, com 

destaque para o ácido eicosapentaenóico (EPA 20:5n-3) e o DHA. Dados científicos 

indicam que o consumo de peixe ou óleo de peixe contendo AGPIs n-3 reduz o risco 

de doenças cardíacas, diminui a hipertensão, e pode ainda ter papel no controle de 

artrite reumatóide. Além disso, o consumo de peixe ou óleo de peixe está também 

relacionado com o desenvolvimento apropriado dos sistemas reprodutivo, nervoso e 

de foto recepção (FÜRST e KUHN, 2000; SIDHU, 2003). Retardo no crescimento, 

sintomas neurobiológicos, lesões de pele, acuidade visual reduzida e prejuízos na 

capacidade de aprendizado representam sinais de dietas deficientes em AGPIs n-3 

(FÜRST e KUHN, 2000).  

 

1.2.2 Suplementação com óleo de peixe nas fases de gestação e lactação 

 

Estudos nutricionais reportam aumento na fluidez de membrana de animais 

alimentados com uma dieta rica em óleo de peixe, enquanto que uma dieta pobre 

em DHA resultou em fluidez diminuída (STILLWELL, 2003). 

Muitas pesquisas têm sido, em especial, direcionadas a investigar os efeitos 

da suplementação com DHA e AA, na gravidez, sobre o desenvolvimento da visão e 

do cérebro (DOBBING, 1997; HAMOSH e SALEM, 1998; DE VRIESE, 2003) e do 

sistema cognitivo e motor (JACOBSON et al., 2008).  Desta forma é evidenciada a 

importância da dieta maternal durante a gestação, uma vez que o DHA 

disponibilizado ao feto e ao neonato é primariamente fornecido pela mãe, através 

das vias transplacentária e amamentação (HOLMAN et al., 1991; MAKRIDES e 

GIBSON, 2000; OZIAS et al., 2007). A adequada disponibilidade desses ácidos 

graxos, em especial do DHA durante o período pré-natal e neonatal é essencial para 
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o ótimo desenvolvimento, função e manutenção da estrutura do sistema nervoso 

central (SALEM et al., 2001; INNIS; 2003; INNIS, 2004; BOURRE, 2005) e 

plasticidade neuronal (ITOKAZU et al., 2000; FERRAZ et al., 2008).   

 

1.3 Serotonina, Depressão e Óleo de peixe 

 

Quimicamente a depressão é causada por uma diminuição da quantidade de 

neurotransmissores liberados, como a 5-HT, responsável pela sensação de conforto 

e bem estar. Dessa forma, a pessoa depressiva começa a apresentar sintomas 

como desânimo, tristeza, falta de energia para atividades simples, entre outros 

(RAEDER et al., 2007). 

No tratamento da depressão são usados antidepressivos, que têm por objetivo 

inibir a recaptação dos neurotransmissores (inibidores seletivos da recaptação) e 

manter um nível elevado dos mesmos na fenda sináptica, além de outros 

antidepressivos, tricíclicos e IMAO. (BEAR et al, 2008). 

Pesquisadores comprovaram a interação entre baixos níveis de ácidos graxos 

da família ômega-3 e aumento dos índices de depressão pós-parto, sugerindo a 

suplementação alimentar com ômega-3 (mais especificamente o DHA) durante a 

gestação como método profilático para depressão pós-parto (de VRIESE et al., 

2002; BODNAR e WISNER, 2005). Em adição, outros estudos epidemiológicos têm 

demonstrado que uma dieta rica em ácidos graxos poderia auxiliar na prevenção da 

depressão (HIBBELN, 2002; MORRIS, 2005; BOURRE, 2007). Em ratos, a ingestão 

prolongada de óleo de peixe demonstrou ser capaz de induzir um efeito 

antidepressivo com conseqüente concentração aumentada de EPA e DHA no córtex 

cerebral e no hipocampo (NALIWAIKO, 2004). Esses ácidos graxos, por 

aumentarem a fluidez de membrana, melhoram a sensibilidade dos receptores de 5-

HT (BODNAR e WISNER, 2005), neurotransmissor envolvido com a gênese da 

depressão. Em conjunto, esses estudos suportam a relação entre os AGPIs da 

família ômega-3 e a depressão.  

 

1.4 Serotonina e PCPA   

A serotonina é um neurotransmissor sintetizado nos neurônios do núcleo da 

rafe mediana mesencefálica a partir do aminoácido triptofano. A serotonina não é 
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capaz de atravessar a barreira hematoencefálica (BHE) por apresentar 

características hidrofílicas, dessa forma, é sintetizada no sistema nervoso central 

(SNC) Sua síntese ocorre através da captação ativa do triptofano plasmático por 

carreadores de aminoácidos neutros na BHE, por esta razão a variação do triptofano 

plasmático influencia profundamente a produção de 5-HT nos núcleos da rafe 

(BLUNDELL, 1992). A enzima triptofano hidroxilase, presente nos neurônios 

serotoninérgicos dos núcleos da rafe, converte o aminoácido triptofano em 5-

hidroxitriptofano (5-HTP). A seguir, o 5-HTP é descarboxilado pela enzima 

decarboxilase dos aminoácidos aromáticos, formando então a 5-hidroxitriptamina ou 

5-HT (EATON et al., 1993; AZMITIA, 1999). 

A hidroxilação inicial do triptofano em 5-HTP pela enzima triptofano 

hidroxilase bloqueia a síntese de 5-HT O inibidor enzimático da biossíntese de 5-HT 

mais utilizado em trabalhos experimentais é o paraclorofenilalanina (PCPA). In vivo, 

o PCPA é inibidor reversível da enzima triptofano hidroxilase, só age dentro de um 

certo período de meia vida, quando incorpora-se à enzima para produzir uma 

proteína inativa. Esta inativação provoca depleção de estoques de 5-HT no encéfalo, 

tecidos periféricos e sangue (KOE e WEISSMAN, 1966; BARNES E SHARP, 1999). 

Seu pico de ação é alcançado rapidamente, 2-3 dias após a administração, podendo 

diminuir até 90% os níveis de serotonina. Ao contrario das outras drogas utilizadas 

para depletar a serotonina, como anfetaminas, diidroxitriptamina que são 

neurotoxinas, o PCPA não produz dano à inervação serotoninérgica. Mesmo com a 

acentuada diminuição dos níveis de 5-HT, os níveis de outras catecolaminas sofrem 

pouca ação desta droga (KOE, 1971). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 

Investigar o envolvimento serotoninérgico sobre o efeito antidepressivo do 

óleo de peixe em ratos Wistar machos suplementados com óleo de peixe durante as 

fases de gestação e lactação e que, ao completarem 90 dias, receberam tratamento 

farmacológico com PCPA.  

  
 
2.2 Objetivos Específicos 
 

• Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo 

do DHA e do EPA em ratos adultos que receberam ácidos graxos ômega-3 

através das mães suplementadas com óleo de peixe, através do teste de 

natação forçada modificado, sob o efeito do inibidor da síntese de 5-HT 

(PCPA); 

 

• Avaliar, através do teste do campo aberto, possíveis implicações 

comportamentais do citado tratamento sobre a motricidade dos animais 

experimentais; 

 

• Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo 

do DHA e do EPA em ratos adultos que receberam ácidos graxos ômega-3 

através das mães suplementadas com óleo de peixe através da dosagem dos 

níveis de 5-HT e seu metabólito 5-HIAA no hipocampo.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS   
 
Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética da UFPR sob o número 140. 

 
3.1 Animais 
 

Vinte ratas fêmeas foram obtidas do biotério do Setor de Ciências Biológicas 

com aproximadamente 10 semanas de idade e com peso aproximado de 300g, 

foram mantidas em salas de pesquisa e experimentação do biotério da Universidade 

Federal do Paraná sob ciclo claro/escuro (12h/12h), com temperatura ambiente 

controlada de 22ºC ± 1ºC, recebendo água e ração à vontade, e tendo a troca do 

cepilho e gaiolas em dias alternados. 

No experimento 1, os animais foram distribuídos aleatoriamente em dois 

grupos: grupo suplementado com óleo de peixe (OP) e grupo controle, não 

suplementado (C). Essas fêmeas foram utilizadas como matrizes para a obtenção de 

ratos Wistar machos, sendo 14 filhotes das matrizes do grupo OP e 14 filhotes das 

matrizes do grupo C. No experimento 2, outro grupo de fêmeas matrizes foi utilizado 

para dar origem a filhotes tanto do grupo OP quanto do grupo C (5 a 6 filhotes por 

grupo) para a realização de dosagem de 5-HT no hipocampo aos 90 dias de idade. 

Para maiores detalhes sobre o desenho experimental vide Figura 1: 

 

Figura 1 – Desenho experimental dos grupos suplementados. 

 
Figura 1. Linha temporal mostrando o delineamento experimental. As barras não estão 
representadas em escala. NFM: teste da natação forçada modificado; CA: teste do campo aberto; 
PCPA: paraclorofenilalanina. Número de dias correspondentes às fases da suplementação indicado 
entre parênteses. 
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3.2 Suplementação 

 

Os animais dos grupos OP (experimentos 1 e 2) receberam, além da ração 

específica para animais, suplementação diária, por meio de pipeta de volume 

ajustável (FERRAZ et al., 2008), 3,0 g/kg via oral (VO) de uma mistura de óleo de 

peixe composta de 12% de DHA, 18% de EPA e antioxidante tocoferol, doada pela 

empresa Herbarium Laboratório Botânico Ltda. O período de suplementação 

compreendeu uma fase de adaptação de 15 dias antes do acasalamento, e 

estendeu-se durante as fases de gestação e lactação até os 21 dias de vida dos 

filhotes. As fêmeas dos grupos C receberam apenas ração para ratos e foram 

suplementadas com água filtrada durante o mesmo período. Para o acasalamento 

foram usados ratos machos, não submetidos à suplementação, obtidos do Biotério 

Central do Setor de Ciências Biológicas da UFPR, os quais foram colocados com as 

fêmeas em gaiolas, na proporção de um macho para cada grupo de três fêmeas, 

onde ficaram por oito dias. Ao nascimento, foram selecionados os filhotes machos, 

de cada grupo, que permaneceram com as respectivas mães, no biotério, sendo 

amamentados normalmente até os 21 dias de vida, data em que foram 

desmamados, separados das mães e alojados em gaiolas, onde, a partir dessa data, 

passaram a receber somente ração para ratos e água à vontade, até completarem 

90 dias de idade.  

 

3.3 Tratamento Farmacológico 

 

Após completarem 90 dias de vida, os animais do experimento 1 foram 

subdivididos em quatro grupos de 7 animais para o tratamento com a droga PCPA 

(150mg/kg i.p.).   

Os grupos foram:  

• C + salina (CS); 

• C + PCPA (CPCPA);  

• OP + salina (OPS); 

• OP + PCPA (OPPCPA)  



 16 

A droga PCPA (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EUA) foi preparada em 

solução fisiológica 0,9% com duas gotas de Tween 80. A droga ou solução salina, 

dependendo do grupo, foi aplicada uma vez ao dia durante 3 dias consecutivos no 

mesmo horário, sendo que a última injeção foi administrada 30 min antes do treino 

do teste da natação forçada modificado. A partir do quarto dia, os animais foram 

submetidos aos testes comportamentais da Natação Forçada Modificado e Campo 

Aberto. Imediatamente após o termino dos testes comportamentais os animais foram 

ortotanasiados, os animais foram ortotanasiados com auxílio da guilhotina para 

retirada dos hipocampos, para posterior quantificação de 5-HT e 5-HIAA no 

hipocampo de ratos suplementados ou não durante gestação e lactação. 

 

3.4 Testes Comportamentais 

 

 Todos os testes comportamentais foram realizados na sala de testes 

comportamentais do departamento de Fisiologia no período das 13 às 17 horas, 

respeitando-se um intervalo de cinco dias entre os testes, de modo a minimizar 

possíveis interferências nos mesmos. 

 

3.4.1 Teste da Natação Forçada Modificado 

 

O teste da natação forçada modificado foi efetuado conforme descrito por 

CONSONI et al., (2006), modificado do método clássico proposto por PORSOLT et 

al., (1978). Os animais foram colocados em cilindros plásticos opacos (diâmetro: 20 

x altura: 50cm) preenchidos com coluna de água de 30cm, a 24 + 1°C. Os animais 

foram submetidos a uma sessão de treino com 15 minutos de duração, e 24 horas 

depois do treino, passaram pelo teste com duração de 5 minutos cada animal. As 

sessões de testes foram gravadas via câmera posicionada sobre o cilindro para 

posterior análise.  

Durante a sessão de teste foram mensurados os comportamentos de 

imobilidade (ratos que permaneceram boiando sem se movimentarem), natação 

(movimentos de natação através do cilindro) e escalada (movimentos para cima com 

as patas dianteiras sobre as paredes do cilindro). A água do aquário era trocada 

após os testes de cada animal, para evitar ou minimizar possíveis interferências, e 
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após o teste, os animais foram secados e reacomodados em suas caixas de 

manutenção.  

O teste da natação forçada tem sido usado como modelo que induz um 

comportamento depressivo, ou seja, o animal, ao aumentar o tempo de imobilidade 

neste teste, estará expressando um comportamento depressivo (CONSONI et al., 

2006). A análise dos comportamentos de natação e escalada nos sugerem um 

envolvimento serotoninérgico e noradrenérgico, respectivamente, do composto que 

está sendo estudado (DETKE et al., 1995). 

 

3.4.2 Teste do Campo Aberto 

 

          O teste do campo aberto foi realizado em uma arena circular com 1m de 

diâmetro limitada por uma parede circular de 40 cm de altura, sendo a mesma 

iluminada por duas lâmpadas de 60 Watts. O piso é dividido em dezenove 

quadrantes de tamanho aproximadamente correspondente ao comprimento do 

animal, estando os quadrantes separados por marcas de duas áreas circulares e 

linhas dividindo estes círculos. A arena está circundada por uma cortina, numa 

tentativa de evitar que o animal veja o experimentador, o que poderia causar 

alterações no comportamento em andamento. 

Os animais foram individualmente colocados na região central do aparelho e 

deixados explorar o ambiente durante cinco minutos. Durante este período, foi 

mensurado o número de ambulações efetuadas pelos animais, ou seja, o numero de 

vezes que o animal transpassou as quatro patas para outro quadrante e também foi 

quantificado o número de explorações verticais (rearing), caracterizadas pelo 

comportamento de sustentação do animal apenas nas duas patas traseiras (CARRIÉ 

et al., 2000; NALIWAIKO, 2004). Após cada animal testado, o campo aberto foi 

lavado com solução de etanol 10% (NAHAS, 1999; NALIWAIKO, 2004). 

 

3.5 Avaliação Neuroquímica  

 

Para a realização da avaliação de neurotransmissores, os animais do 

experimento 2 foram ortotanasiados por decapitação ao completarem 90 dias de 

idade, e seus hipocampos dissecados rapidamente sobre placa de gelo, pesados e 
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congelados em freezer à –80ºC, até o momento de terem os níveis de 5-HT e do seu 

metabólito 5-HIAA, avaliados através do método de cromatografia líquida de alta 

precisão com detecção eletroquímica (HPLC-ED). 

Estas estruturas foram homogeneizadas em 800 µL de solução contendo 

0,2M de ácido perclórico, 0,1mM de EDTA (Merck) e 0,45µM de 3,4-

dihidroxibenzilamina (DHBA) como padrão interno. As mesmas foram então 

centrifugadas por 20 minutos a 12,000 g, e o sobrenadante foi filtrado com filtro 

0,22µm (Millex, Millipore). Deste filtrado, 10µL de cada amostra foi injetada em auto-

injetor (SIL-10 Advp; Shimadzu, Kyoto, Japão). A separação foi realizada por coluna 

de fase reversa C18 (250x4,6mm) (Shim-pack VP-ODS, 5µm; Shimadzu), precedida 

de uma coluna de proteção C18 (10x4,6mm) (Shim-pack GVP-ODS, 5µm; 

Shimadzu). A fase móvel foi preparada com água Milli-Q, 100mM de fosfato de sódio 

dihidrogenado, 10mM de cloreto de sódio, 0,1mM de EDTA, 0,40mM de ácido sódio-

1-octanosulfônico (Sigma) e 20% metanol. O pH foi ajustado em 3,5 com ácido 

fosfórico. O fluxo estimado foi de 0,9mL/min, bombeado por um pistão duplo (LC-10 

Advp; Shimadzu). O detector potencial foi 0,65V vs. in situ Ag/AgCl (Decade, VT-03 

electrochemical flow cell; Antec Leyden, Holanda). Os dados da cromatografia foram 

plotados usando software Class-VP (Shimadzu). O neurotransmissor 5-HT e o 

metabólito 5-HIAA foram identificados baseados no tempo de pico de retenção. A 

quantificação foi realizada por um método de padrão interno (DHBA como padrão 

interno) baseado na área abaixo do pico. As concentrações de 5-HT e 5-HIAA foram 

calculadas e expressas como ng/mg de proteína e a atividade do sistema 

serotoninérgico (turnover) foi expressa pela razão entre 5-HIAA e 5-HT.  

 

3.6 Análise Estatística 

 

Após a análise dos testes comportamentais, os dados foram expressos como 

Média ± Erro Padrão da Média (EPM) e analisados por análise de variância 

(ANOVA) de duas vias, seguida, quando indicado, de pós-teste de Duncan.  Para 

análise da dosagem neuroquímica foi utilizado o Teste “t” de Student. Diferenças 

entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas para p≤0,05.  
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4. RESULTADOS 

4.1 Teste da Natação Forçada Modificado  

 

A Figura 2 representa as frequências de imobilidade, natação e escalada dos 

grupos experimentais no teste da natação forçada modificado. As análises 

estatísticas revelam que houve uma diferença significativa entre o grupo OPS e os 

demais quanto ao tempo de imobilidade (Figura 2A), mostrando que a 

suplementação com óleo de peixe, sem a aplicação da droga PCPA, diminuiu a 

imobilidade desse grupo quando comparado aos demais. Sendo assim, houve um 

efeito da suplementação com óleo de peixe (F(1,24)=4,68; p=0,04), assim como um 

efeito da aplicação da droga (F(1,24)=5,61; p=0,026) e também da interação entre 

os dois fatores (F(1,24)=4,68; p=0,04). 

Analisando a Figura 2B, nota-se que houve um aumento significativo da 

contagem média do parâmetro natação do grupo OPS em comparação aos demais 

grupos, mostrando que houve um efeito da suplementação com óleo de peixe 

(F(1,24)=6,03; p=0,02) assim como houve um efeito da aplicação da droga 

(F(1,24)=7,04; p=0.01), porém, sem nenhuma interação entre esses fatores 

(F(1,24)=2,57; p=0,12). 

Não houve diferença significativa entre os grupos no parâmetro escalada 

(Figura 2C). Dessa forma, esse parâmetro não foi influenciado pela suplementação 

com óleo de peixe (F(1,24)=0,70; p=0,79), tampouco pela aplicação da droga 

(F(1,24)=0,87; p=0,36), assim como não houve interação entre esses fatores 

(F(1,24)=0,70; p=0,79). 
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Figura 2. Teste da Natação Forçada Modificado 

 
Figura 2.  Efeito comportamental (frequência de imobilidade (A), natação (B) e escalada (C)) da 
aplicação do PCPA em animais suplementados ou não no teste da natação forçada modificado. 
Grupos: Controle + solução salina (CS, n = 7), controle + PCPA (CPCPA, n = 7), suplementado com 
óleo de peixe + solução salina (OPS, n = 7) e suplementado com óleo de peixe + PCPA (OPPCPA, n 
= 7). Os valores estão expressos como média ± E.P.M.; *p<0,05 e #p<0,008 comparando o grupo 
OPS com os demais grupos experimentais (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Duncan). 
 
 
 
4.2 Teste do Campo Aberto  

 

A Figura 3 apresenta a atividade locomotora (A) e exploração vertical (B) dos 

grupos experimentais no teste do campo aberto, mostrando que não houve 

diferenças estatísticas na comparação dos grupos nos dois parâmetros. A atividade 

locomotora não sofreu influência da suplementação com óleo de peixe 

(F(1,24)=0,24; p=0,87), não foi influenciada pela aplicação da droga (F(1,24)=0,27; 

p=0,61) e não houve interação entre os dois fatores (F(1,24)=1,21; p=0,28). A 

exploração vertical também não teve efeito da suplementação (F(1,24)=0,12; 

p=0,73), tampouco da aplicação da droga (F(1,24)=3,03; p=0,09) e também não 

apresentou interação entre os fatores (F(1,24)=0,043); p=0,83). 
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Figura 3. Teste do Campo Aberto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 . Efeito da aplicação do PCPA em animais suplementados ou não no teste de campo 
aberto.(A) representa número de quadrantes deambulados e (B) exploração vertical. Grupos: 
Controle + solução salina (CS, n = 7), controle + PCPA (CPCPA, n = 7), suplementado com óleo de 
peixe + solução salina (OPS, n = 7) e suplementado com óleo de peixe + PCPA (OPPCPA, n = 7). Os 
valores estão expressos como média ± E.P.M. 
 

 

4.3 Dosagem de Serotonina 

O ensaio neuroquímico do hipocampo dos animais do experimento 2 (Figura 

4A) demonstrou que, em animais de 90 dias de idade, a suplementação com óleo de 

peixe causou um aumento da concentração de 5-

HT (t = 2,31; p ≤ 0,04) e uma diminuição da concentração do seu metabólito 5-

HIAA (t = 2,70; p ≤ 0,02).  

Considerando a taxa de renovação (turnover) de 5-HT (Figura 4B), o óleo de 

peixe não causou alteração  na razão 5-HIAA/5-HT (t = 2,08; p ≤ 0,06). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 22 

Figura 4. Dosagem das concentrações de 5-HT e 5-HIAA (A) e turnover de 5-

HIAA/5-HT (B) no hipocampo de animais de 90 dias de idade. 

 
Figura 4. Avaliação neuroquímica em animais de 90 dias de vida.  Neurotransmissor e seu metabólito 
no hipocampo (A); e sua taxa de renovação (turnover) (B). Teste t de Student. Os 
valores estão expressos em média ± E.P.M., n = 6   *p ≤ 0,04; **p ≤ 0,02. 
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5. DISCUSSÃO 

A literatura aponta que o teste da natação forçada modificado (CONSONI et 

al., 2006), é amplamente utilizado em estudos voltados à identificação de certos 

parâmetros característicos da depressão, pois é considerado um teste que induz um 

comportamento característico de imobilidade em roedores, simulando a depressão 

em humanos (LAKHWANI et al., 2007). O teste da natação forçada modificado 

(NFM) pode prever a eficácia clínica de muitos antidepressivos (PORSOLT et al., 

1978), podendo, também, sugerir um envolvimento serotoninérgico ou 

noradrenérgico, respectivamente representados pelos comportamentos 

característicos de natação e escalada, do composto que está sendo estudado 

(DETKE et al., 1995).  

Estudo piloto realizado em nosso laboratório, com ratos suplementados e 

submetidos ao teste NFM, sugeriu que o efeito antidepressivo dos AGPIs n-3 

envolve o sistema serotoninérgico, ao aumentar a frequência de natação. Assim, 

tornou-se necessário uma investigação do envolvimento do sistema serotoninérgico 

no efeito antidepressivo do óleo de peixe. 

O óleo de peixe foi capaz de reduzir significativamente, a frequência de 

imobilidade, enquanto aumentou a frequência do comportamento da natação no 

grupo OPS comparado com os demais grupos. Esses resultados confirmam que o 

efeito antidepressivo do óleo de peixe está relacionado com o sistema 

serotoninérgico. 

Os resultados do presente estudo corroboram os resultados de Hibbeln e 

colaboradores (2006) que sugerem que a insuficiência de ácidos graxos da família 

ômega-3 pode reduzir a função serotoninérgica e desenvolver comportamentos 

agressivos, através da disfunção do sistema límbico. Estes pesquisadores também 

comentam que a redução do número de neurônios e sinapses pode resultar da 

deficiência de ingestão de ômega-3 nos períodos críticos do desenvolvimento do 

sistema nervoso central. 

O neurotransmissor 5-HT está envolvido na regulação de várias funções e 

comportamentos do sistema nervoso central (FRAZER e HENSLER, 1999), e exerce 

um importante papel na regulação neural do humor (DUMAN et al., 1997). Além 

disso, deficiências desses sistemas são relatadas em distúrbios psiquiátricos tais 
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como a depressão, ansiedade, doença de Alzheimer e esquizofrenia (JONES e 

BLACKBURN, 2002). 

Os resultados demonstraram que a inibição da triptofano hidroxilase, gerada 

pelo PCPA, reverteu os efeitos antidepressivos atribuídos à suplementação com 

óleo de peixe. Analisando-se os resultados na NFM, pode-se perceber que a droga 

PCPA, quando aplicada ao grupo que recebeu suplementação reverteu o efeito 

antidepressivo apresentado pelo óleo de peixe igualando-se aos grupos controle 

quanto às frequências de imobilidade e natação, confirmando o envolvimento do 

sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo do óleo de peixe. Sugere-se, 

portanto que, 5-HT pode estar mais criticamente envolvida como mediador da 

resposta antidepressiva mediada pelo óleo de peixe.  

Os resultados do teste da NFM estão de acordo com estudos anteriores, nos 

quais o esgotamento de 5-HT com PCPA ou destruição de neurônios 

serotoninérgicos com a neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina não foi capaz de alterar 

os valores basais em ratos submetidos ao teste da NFM (WIELAND E LUCKI, 1990; 

CERVO et al, 1991; LUCKI, 1997). Esses dados se explicam pelo fato da droga 

PCPA somente expressar seu efeito quando aplicada ao grupo que recebeu um 

antidepressivo em conjunto, como relatado em um estudo com PCPA e fluoxetina, 

no qual o PCPA não foi capaz de alterar os resultados dos grupos controle no teste 

da natação forçada, mas quando administrado em conjunto com o antidepressivo 

fluoxetina, expressou seu efeito (PAGE, 1999). 

O teste do campo aberto foi utilizado como avaliador do nível de atividade 

motora dos animais, o que poderia refletir sobre o comportamento dos animais no 

teste da NFM. Tais resultados demonstram que o comportamento exploratório e 

motor dos animais não sofreu influência da suplementação prolongada com óleo de 

peixe, pois não houve diferenças estatísticas entre os grupos, considerando os 

parâmetros analisados através do teste. Desta forma, pode-se excluir a possibilidade 

de resultados falso-positivos no teste da NFM, validando os resultados encontrados. 

Considerando os resultados da dosagem neuroquímica, sugere-se que a 

suplementação com óleo de peixe evitou a degradação de 5-HT nos neurônios no 

hipocampo de animais com 90 dias de idade, denotando a existência do  efeito 

antidepressivo induzido pela suplementação de óleo de peixe. Os resultados 
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encontrados sugerem que, principalmente a neurotransmissão serotoninérgica, em 

detrimento da dopaminérgica ou noradrenérgica (dados não mostrados) 

foi modulada pela suplementação de óleo de peixe.  Analogamente, os estudos 

envolvendo dietas deficientes em ácidos graxos poliinsaturados (durante o 

desenvolvimento e maturação encefálica) indicam que tal restrição pode 

desempenhar um papel fundamental para a disfunção do sistema serotoninérgico, 

que pode ter um impacto na fisiopatologia de transtornos psiquiátricos (McNAMARA 

E CARLSON, 2006). 
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6. CONCLUSÃO 

 

Em conjunto, os resultados obtidos na natação e imobilidade neste estudo 

vêm comprovar a hipótese inicial, de que a ingestão de óleo de peixe rico em 

ômega-3, durante os períodos de gravidez e lactação, garante proteção contra o 

comportamento depressivo em ratos aos 90 dias, sugerindo que suplementação em 

uma fase inicial é importante para o desenvolvimento do sistema nervoso central. 

Com o uso de um recurso farmacológico (PCPA) foi possível confirmar o 

envolvimento do sistema serotoninérgico na ação antidepressiva do óleo de peixe, 

através do teste da NFM, no qual foi observado a diminuição da freqüência de 

imobilidade e aumento da frequência de natação. Os dados corroboram e ampliam a 

noção de que a suplementação com AGPIs é capaz de provocar efeitos 

antidepressivos relacionados à inibição da degradação de 5-HT, particularmente no 

hipocampo.  
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