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RESUMO

Varios estudos epidemioldégicos mostraram que a suplementacdo com
acidos graxos poliinsaturados da familia 6mega-3 (AGPIs ®-3) € inversamente
relacionada com a prevaléncia e gravidade da depressdo. E relatado que a
suplementacdo de acido docosahexaendico (DHA) e &cido eicosapentaendico
(EPA), durante os periodos de gestacdo e lactacdo, é essencial para a
maturagdo cortical, sinaptogénese e mielinizacdo, e também pode reduzir o
risco de déficit cognitivo e psicopatologias na idade jovem adulta. O presente
estudo foi dedicado a avaliar um possivel envolvimento serotoninérgico no
efeito antidepressivo da suplementacdo com O6leo de peixe em ratos Wistar
machos durante as fases de gestacao e lactacdo. Foram examinados os efeitos
do 6leo de peixe nos testes da natacao forcada modificado e campo aberto em
ratos na idade de 90 dias tratados com uma droga inibidora da sintese de
serotonina. Foram quantificados, aos 90 dias de idade, 0 neurotransmissor
serotonina (5-HT) e seu metabdlito, acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). Os
resultados indicam um efeito antidepressivo gerado pela suplementacdo com
Oleo de peixe. Porém, os ratos tratados com p-clorofenilalanina HCI (PCPA),
tiveram esse efeito revertido. Foi detectado que o conteudo de serotonina no
hipocampo estd aumentado no grupo 6leo de peixe enquanto a formacao de 5 -
HIAA encontra-se diminuida. Estes dados corroboram e ampliam a nocdo de
que a suplementacdo com AGPIs é capaz de provocar efeitos antidepressivos
relacionados com o0 aumento da neurotransmissdo serotoninérgica,
particularmente no hipocampo.

Palavras-chave: Acidos graxos poliinsaturados, 6leo de peixe, PCPA, sistema
serotoninérgico.



1. INTRODUCAO

1.1 Depressao

A depressao € um transtorno caracterizado por uma desordem psiquica global
que provoca alteragcdes na maneira de conducédo e valorizagédo da vida (KLERMAN
et al., 1994). Também é conhecido como Transtorno Depressivo Maior (SADOCK e
SADOCK, 2007) sendo que a recorréncia estimada é considerada alta variando de
50% apoOs um episodio até 90% para pacientes com trés ou mais ocorréncias.

Depressdo maior é o transtorno mental mais prevalente durante a vida, que
afeta 2% a 5% da populacdo dos EUA e até 20% da populacdo sofre de
formas mais leves da doenca, representando assim um grave problema de
saude publica uma vez que o risco de suicidio em pessoas depressivas corresponde
a 15% (Nestler et al, 2002;Ross, 2007).

Essa patologia é caracterizada pela presenca de no minimo cinco dos
sintomas a seguir: humor deprimido; perda de interesse ou de anedonia; alteracdes
de peso; insbnia ou hipersonia; agitacdo ou retardo psicomotor; fadiga ou perda de
energia; sentimento de irritabilidade ou culpa excessiva; diminuicdo da
concentracdo; e ainda pensamentos de morte ou idéias suicidas (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994).

A Organizacdo Mundial de Saude prevé que a depressao sera, em 2020, a
segunda maior causa de incapacidade entre as populacbes dos paises
desenvolvidos e a primeira causa nos paises em desenvolvimento (SU et al., 2003).

A depressao tem a etiologia complexa que comumente envolve a interagao
de fatores genéticos e ambientais (CHARNEY e MANJI, 2004) entre esses, 0
estresse que o individuo € submetido no dia a dia (MAZURE e MACIEJEWSKI,
2003; HEIM et al., 2004). Por outro lado, resultados de varias pesquisas relacionam
a depressdo a hereditariedade e a disfuncdo monoaminérgica (CARLSON, 2001;
KOLB e WHISHAW, 2002; SADOCK e SADOCK, 2007), que acaba por resultar na
manifestacdo das caracteristicas clinicas desta doenca (ULAK etal., 2010).
A hip6tese monoaminérgica postula que a depressdo € causada por uma
diminuicio da fungdo monoaminérgica no cérebro, incluindo  serotonina,

noradrenalina e dopamina cerebrais (PORCELLI et al., 2011).



Em 1965, o psiquiatra Joseph Schildkraut propés a hipétese das catecolaminas,
sugerindo um déficit, particularmente da noradrenalina (NA), em todas as formas de
depressdo. A hipdtese baseava-se em estudos farmacologicos, mostrando que a
acao dos antidepressivos triciclicos e inibidores da monoamina oxidase (IMAO) era
mediada pelo aumento da noradrenalina na fenda sinptica. Posteriormente, surgiu
a hipbtese serotoninérgica (KORF e Van PRAAG, 1971), que foi impulsionada pelo
desenvolvimento da classe dos antidepressivos denominados inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (SSRI) que, por sua vez, aumentam a disponibilidade de
serotonina (5-HT) na fenda sinaptica. Completando o quadro da hipétese das
monoaminas, Paul Wilnner, em 1990, prop6s a hip6tese dopaminérgica, que se
baseia no envolvimento da dopamina (DA) na fisiopatologia da anedonia (auséncia
de prazer) e aumento da resposta comportamental devido ao uso continuado dos
antidepressivos triciclicos, que também atuam na neurotransmissao dopaminérgica.
Finalmente, a compreensdo dos mecanismos de acgdo dos antidepressivos
complementa a hipotese das monoaminas. Atualmente, diversos estudo comprovam
gue hipotese das monoaminas € insuficiente para 0 embasamento dos mecanismos
da patofisiologia da depressdo. Assim, outros neurotransmissores, incluindo o L-
glutamato, neuropeptideos como a colecistocinina e o hormonio liberador de
corticotropina, também podem estar envolvidos com o0s transtornos depressivos
(GUIZZO, 2009). Contudo, a manipulacdo farmacologica envolvendo a
neurotransmissdo das monoaminas NA, 5-HT e DA é ainda a melhor abordagem
terapéutica para esta patologia.

A associacdo do disturbio a deficiéncia das aminas biogénicas é
fundamentada em resultados de exames bioquimicos que detectaram baixos niveis
de norepinefrina e 5-HTno sangue, urina e liquor de pacientes com depressao. 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
recaptacdo desses neurotransmissores (CARLSON, 2001; SADOCK e SADOCK,
2007). Outro aspecto importante € a associacdo de baixos niveis do acido 5-
Hidroxiindolacético (5-HIAA), metabdlito da 5-HT, em pacientes com depressdo e
que possuem tendéncia ao suicidio (CARLSON, 2001).



1.2 Acidos Graxos

Os éacidos graxos sdo compostos por uma cadeia de atomos de carbono aos
quais estdo ligados atomos de hidrogénio. Alguns &acidos graxos nao possuem
duplas ligacGes nas cadeias hidrocarbonadas, sendo classificados como saturados,
enquanto outros contém uma ou mais duplas ligagdes nas cadeias, os chamados
acidos graxos insaturados e poliinsaturados, respectivamente (LEHNINGER et al.,
1998; ROSS, 2007)

O comprimento e o grau de insaturacdo da cadeia hidrocarbonada dos acidos
graxos determinam as propriedades fisicas e as substancias compostas pelos
mesmos (LEHNINGER et al., 1998; STILLWELL e WASSALL, 2003; ROSS, 2007).
Desta forma, diferentes propriedades quimicas, nutricionais e funcionais sao
evidenciadas como consequéncia das diferentes posicbes e numero de duplas
ligagbes na cadeia hidrocarbbnica dos acidos graxos, dentre as diferentes familias
de &cidos graxos encontradas na natureza (STILLWELL e WASSALL, 2003).

Duas importantes familias de acidos graxos poliinsaturados (AGPIs), 6mega-6
(w-6 ou n-6) e 6mega-3 (w-3 ou n-3), sdo caracterizadas como essenciais aos
mamiferos, uma vez que estes ndo sao capazes de sintetizar tais acidos graxos.
Como consequéncia, os AGPIs devem ser fornecidos pela dieta de modo a garantir
um desenvolvimento adequado, além de prevenir o surgimento de certas doengas
(YOUDIM et al., 2000; CALDER, 2001; TAPIERO et al., 2002; MUSKIET et al.,
2006).

1.2.1 Os Acidos Graxos e sua relagdo com o Sistema Nervoso

Os acidos graxos desempenham importante papel tanto na estrutura quanto
nas funcbes 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 lipidios encontrados na membrana de neurbnios de mamiferos
tém perfil de acido graxo poliinsaturado de cadeia longa e determinam as
propriedades biofisicas das membranas neuronais (JENSEN et al., 1996; INNIS,
2000; BODNAR e WISNER, 2005; McNAMARA e CARLSON, 2006). Os acidos
graxos sao capazes de promover alteracdes na funcao cerebral por modificarem as

caracteristicas fisico-quimicas da membrana dos neurbnios, assim participando



ativamente de processos de sinalizagcdo celular por afetarem o funcionamento de
receptores, a recaptacdo de neurotransmissores e a transmissao de sinais (FURST
e KUHN, 2000; INNIS, 2000; de WILDE et al., 2002; BODNAR e WISNER, 2005).

O &cido docosahexaendico (22:6n-3, DHA) e o acido araquiddnico (20:4n-6,
AA) sdo AGPIs presentes nas membranas neuronais. Os precursores destes AGPIs
séo respectivamente os acidos a-linolénico (18:3n-3, ALA) e linoléico (18:2n-6, LA),
0S quais ndao podem ser sintetizados de novo pelos mamiferos (TAKEUCHI et al.,
2002; SIDHU, 2003; HORROCKS e FAROOQUI, 2004). Por isso, € recomendada a
adocao de uma dieta baseada numa razdo de 5/1 entre LA e ALA, proporgéo esta
longe da adotada pela maioria dos paises ocidentais, 0s quais favorecem a ingestao
de acidos graxos n-6 (BLONDEAU e SCHNEIDER, 2006).

O DHA é o acido graxo poliinsaturado mais comumente encontrado em
sistemas biologicos. Em altas concentracdes, o DHA tem sido demonstrado ser
rapidamente incorporado em fosfolipidios da membrana plasmatica e de
mitocondrias, e parece ter um papel vital no desenvolvimento e funcionamento
destes orgéaos e sistemas (SIDHU, 2003; STILLWELL, 2003). Evidéncias sugerem o
envolvimento do DHA na regulacdo do estado emocional e locomotor, na atividade

exploratoria e em func¢des cognitivas em roedores (FEDOROVA e SALEM, 2006).

A presenca do DHA é de extrema importancia durante o desenvolvimento do
sistema nervoso, principalmente no Ultimo trimestre da gestacdo, quando da
diferenciacéo celular e sinaptogénese ativa (BOURRE et al., 1984; NEURINGER et
al., 1988; SCOTT e BAZAN, 1989; JUMPSEN, 1997; CARRIE et al., 2000), e na vida
poOs-natal até aproximadamente os dezoito meses de idade do bebé, periodo em que
se requer maior plasticidade anatémica (MARTINEZ e KESNER, 1991) para o rapido
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 memoaria
espacial (CARRIE et al., 2000).

A deficiencia e a escassez de DHA podem levar a uma reducdo de
desempenho em tarefas relacionadas a memoria, acuidade visual e, ainda, a danos
reprodutivos (SIDHU, 2003).

O consumo de peixe tem trazido beneficios nutricionais a salde humana

segundo dados presentes na literatura. Estudos afirmam que populacbes que
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consomem grandes quantidades de peixe, como parte de sua dieta natural, quando
comparadas com populacdes européias ocidentais, apresentam indices mais baixos
do que o esperado de infarto do miocardio, asma, psoriase, e diabetes, além de
diminuicdo em doencas de proliferacdo celular e inflamacdo (FURST e KUHN,
2000).

Os beneficios nutricionais do consumo de peixe sdo devidos a presenca de
proteinas de alto valor biologico, acidos graxos poliinsaturados essenciais, minerais
(como calcio, ferro, selénio) e vitaminas (A, B3, B6, B12, E, e D) nos tecidos dos
peixes (SIDHU, 2003). Peixe ou 6leo de peixe contém AGPIs da familia n-3, com
destaque para o acido eicosapentaendico (EPA 20:5n-3) e o DHA. Dados cientificos
indicam que o consumo de peixe ou 0Oleo de peixe contendo AGPIs n-3 reduz o risco
de doencas cardiacas, diminui a hipertensao, e pode ainda ter papel no controle de
artrite reumatoide. Além disso, o consumo de peixe ou 6leo de peixe estd também
relacionado com o desenvolvimento apropriado dos sistemas reprodutivo, nervoso e
de foto recepcdo (FURST e KUHN, 2000; SIDHU, 2003). Retardo no crescimento,
sintomas neurobioldgicos, lesbes de pele, acuidade visual reduzida e prejuizos na
capacidade de aprendizado representam sinais de dietas deficientes em AGPIs n-3
(FURST e KUHN, 2000).

1.2.2 Suplementacdo com 0leo de peixe nas fases de gestacao e lactacao

Estudos nutricionais reportam aumento na fluidez de membrana de animais
alimentados com uma dieta rica em 6leo de peixe, enquanto que uma dieta pobre
em DHA resultou em fluidez diminuida (STILLWELL, 2003).

Muitas pesquisas tém sido, em especial, direcionadas a investigar os efeitos
da suplementacdo com DHA e AA, na gravidez, sobre o desenvolvimento da visao e
do cérebro (DOBBING, 1997; HAMOSH e SALEM, 1998; DE VRIESE, 2003) e do
sistema cognitivo e motor (JACOBSON et al., 2008). Desta forma € evidenciada a
importancia da dieta maternal durante a gestacdo, uma vez que o DHA
disponibilizado ao feto e ao neonato é primariamente fornecido pela mae, através
das vias transplacentaria e amamentacdo (HOLMAN et al., 1991; MAKRIDES e
GIBSON, 2000; OZIAS et al., 2007). A adequada disponibilidade desses acidos

graxos, em especial do DHA durante o periodo pré-natal e neonatal € essencial para
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0 Otimo desenvolvimento, funcdo e manutencdo 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, Depressao e Oleo de peixe

Quimicamente a depresséao é causada por uma diminuicdo da quantidade de
neurotransmissores liberados, como a 5-HT, responsavel pela sensacéo de conforto
e bem estar. Dessa forma, a pessoa depressiva comega a apresentar sintomas
como desanimo, tristeza, falta de energia para atividades simples, entre outros
(RAEDER et al., 2007).

No tratamento da depressdo sdo usados antidepressivos, que tém por objetivo
inibir a recaptacdo dos neurotransmissores (inibidores seletivos da recaptacao) e
manter um nivel elevado dos mesmos na fenda sinaptica, além de outros
antidepressivos, triciclicos e IMAO. (BEAR et al, 2008).

Pesquisadores comprovaram a interacao entre baixos niveis de acidos graxos
da familia 6Gmega-3 e aumento dos indices de depressédo pds-parto, sugerindo a
suplementacdo alimentar com dmega-3 (mais especificamente o DHA) durante a
gestacdo como meétodo profilatico para depressdo pos-parto (de VRIESE et al.,
2002; BODNAR e WISNER, 2005). Em adicao, outros estudos epidemioldgicos tém
demonstrado que uma dieta rica em acidos graxos poderia auxiliar na prevencéo da
depresséao (HIBBELN, 2002; MORRIS, 2005; BOURRE, 2007). Em ratos, a ingestao
prolongada de 6leo de peixe demonstrou ser capaz de induzir um efeito
antidepressivo com consequente concentracdo aumentada de EPA e DHA no cortex
cerebral e no hipocampo (NALIWAIKO, 2004). Esses acidos graxos, por
aumentarem a fluidez de membrana, melhoram a sensibilidade dos receptores de 5-
HT (BODNAR e WISNER, 2005), neurotransmissor envolvido com a génese da
depressdo. Em conjunto, esses estudos suportam a relacdo entre os AGPIs da

familia 6mega-3 e a depressao.

1.4 Serotonina e PCPA
A serotonina € um neurotransmissor sintetizado nos neurdénios do nucleo da

rafe mediana mesencefalica a partir do aminoacido triptofano. A serotonina néo é
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capaz de atravessar a barreira hematoencefdlica (BHE) por apresentar
caracteristicas hidrofilicas, dessa forma, € sintetizada no sistema nervoso central
(SNC) Sua sintese ocorre através da captacdo ativa do triptofano plasmatico por
carreadores de aminoacidos neutros na BHE, por esta raz&do a variagdo do triptofano
plasmatico influencia profundamente a producdo de 5-HT nos nucleos da rafe
(BLUNDELL, 1992). A enzima triptofano hidroxilase, presente nos neurdnios
serotoninérgicos dos nucleos da rafe, converte o aminoacido triptofano em 5-
hidroxitriptofano (5-HTP). A seguir, o 5-HTP €& descarboxilado pela enzima
decarboxilase dos aminoacidos aromaticos, formando entdo a 5-hidroxitriptamina ou
5-HT (EATON et al., 1993; AZMITIA, 1999).

A hidroxilagcdo inicial do triptofano em 5-HTP pela enzima triptofano
hidroxilase bloqueia a sintese de 5-HT O inibidor enzimatico da biossintese de 5-HT
mais utilizado em trabalhos experimentais € o paraclorofenilalanina (PCPA). In vivo,
o PCPA é inibidor reversivel da enzima triptofano hidroxilase, s6 age dentro de um
certo periodo de meia vida, quando incorpora-se a enzima para produzir uma
proteina inativa. Esta inativacdo provoca deplecao de estoques de 5-HT no encéfalo,
tecidos periféricos e sangue (KOE e WEISSMAN, 1966; BARNES E SHARP, 1999).
Seu pico de acgédo é alcancado rapidamente, 2-3 dias apos a administracdo, podendo
diminuir até 90% os niveis de serotonina. Ao contrario das outras drogas utilizadas
para depletar a serotonina, como anfetaminas, diidroxitriptamina que sao
neurotoxinas, o PCPA ndo produz dano a inervagao serotoninérgica. Mesmo com a
acentuada diminuicdo dos niveis de 5-HT, os niveis de outras catecolaminas sofrem

pouca acado desta droga (KOE, 1971).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o envolvimento serotoninérgico sobre o efeito antidepressivo do

Oleo de peixe em ratos Wistar machos suplementados com 6leo de peixe durante as

fases de gestacao e lactacdo e que, ao completarem 90 dias, receberam tratamento

farmacoldgico com PCPA.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo
do DHA e do EPA em ratos adultos que receberam acidos graxos dmega-3
através das mées suplementadas com o6leo de peixe, através do teste de
natacdo forcada modificado, sob o efeito do inibidor da sintese de 5-HT
(PCPA);

Avaliar, através do teste do campo aberto, possiveis implicacdes
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 acidos graxos dmega-3
através das maes suplementadas com 6leo de peixe através da dosagem dos
niveis de 5-HT e seu metabdlito 5-HIAA no hipocampo.



3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da UFPR sob o numero 140.

3.1 Animais

Vinte ratas fémeas foram obtidas do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
com aproximadamente 10 semanas de idade e com peso aproximado de 300g,
foram mantidas em salas de pesquisa e experimentacao do biotério da Universidade
Federal do Parana sob ciclo claro/escuro (12h/12h), com temperatura ambiente
controlada de 22°C * 1°C, recebendo agua e racdo a vontade, e tendo a troca do
cepilho e gaiolas em dias alternados.

No experimento 1, os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos: grupo suplementado com o6leo de peixe (OP) e grupo controle, néo
suplementado (C). Essas fémeas foram utilizadas como matrizes para a obtencao 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 fémeas matrizes foi utilizado
para dar origem a filhotes tanto do grupo OP quanto do grupo C (5 a 6 filhotes por
grupo) para a realizacdo 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.
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EXPERIMENTO 2

SUPLEMENTACAO DAS MATRIZES SEM SUPLEMENTACAO
[ ADAPTAGED (15) [acesamaento(3) |  cEstaghof2l) | LacTagAo(2n) | | IDADE JOVEM FADLLTA |
Filhotes com 21 dias Filhotes com 80 dias
Suplementag@o cessada Dosagem heuroguimica

Filhotes s&o separados
das matrizes

Figura 1. Linha temporal mostrando o delineamento experimental. As barras nao estéo
representadas em escala. NFM: teste da natacdo forcada modificado; CA: teste do campo aberto;
PCPA: paraclorofenilalanina. Nimero de dias correspondentes as fases da suplementacéo indicado
entre parénteses.
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3.2 Suplementacao

Os animais dos grupos OP (experimentos 1 e 2) receberam, além da ragéo
especifica para animais, suplementacdo diaria, por meio de pipeta de volume
ajustavel (FERRAZ et al., 2008), 3,0 g/kg via oral (VO) de uma mistura de 6leo de
peixe composta de 12% de DHA, 18% de EPA e antioxidante tocoferol, doada pela
empresa Herbarium Laboratério Botanico Ltda. O periodo de suplementacdo
compreendeu uma fase de adaptacdo de 15 dias antes do acasalamento, e
estendeu-se durante as fases de gestacédo e lactacdo até os 21 dias de vida dos
filhotes. As fémeas dos grupos C receberam apenas ragdo para ratos e foram
suplementadas com agua filtrada durante o mesmo periodo. Para o acasalamento
foram usados ratos machos, ndo submetidos a suplementacéo, obtidos do Biotério
Central do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, os quais foram colocados com as
fémeas em gaiolas, na propor¢do de um macho para cada grupo de trés fémeas,
onde ficaram por oito dias. Ao nascimento, foram selecionados os filhotes machos,
de cada grupo, que permaneceram com as respectivas maes, no biotério, sendo
amamentados normalmente até os 21 dias de vida, data em que foram
desmamados, separados das mées e alojados em gaiolas, onde, a partir dessa data,
passaram a receber somente ragcdo para ratos e agua a vontade, até completarem
90 dias de idade.

3.3 Tratamento Farmacoldgico

Apds 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);

e C + PCPA (CPCPA);

« OP + salina (OPS);

« OP + PCPA (OPPCPA)
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A droga PCPA (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EUA) foi preparada em
solucéo fisiologica 0,9% com duas gotas de Tween 80. A droga ou solucao salina,
dependendo do grupo, foi aplicada uma vez ao dia durante 3 dias consecutivos no
mesmo horario, sendo que a ultima injecdo foi administrada 30 min antes do treino
do teste da natacdo forcada modificado. A partir do quarto dia, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais da Natacdo For¢cada Modificado e Campo
Aberto. Imediatamente apds o termino dos testes comportamentais 0os animais foram
ortotanasiados, os animais foram ortotanasiados com auxilio da guilhotina para
retirada dos hipocampos, para posterior quantificagdo de 5-HT e 5-HIAA no
hipocampo de ratos suplementados ou ndo durante gestacéao e lactacao.

3.4 Testes Comportamentais

Todos o0s testes comportamentais foram realizados na sala de testes
comportamentais do departamento de Fisiologia no periodo das 13 as 17 horas,
respeitando-se um intervalo de cinco dias entre os testes, de modo a minimizar

possiveis interferéncias nos mesmos.

3.4.1 Teste da Natacdo Forcada Modificado

O teste da natacdo forcada modificado foi efetuado conforme descrito por
CONSONI et al., (2006), modificado do método classico proposto por PORSOLT et
al., (1978). Os animais foram colocados em cilindros plasticos opacos (diametro: 20
x altura: 50cm) preenchidos com coluna de agua de 30cm, a 24 + 1C. Os animais
foram submetidos a uma sessao de treino com 15 minutos de duracao, e 24 horas
depois do treino, passaram pelo teste com duragdo de 5 minutos cada animal. As
sessdes de testes foram gravadas via camera posicionada sobre o cilindro para

posterior analise.

Durante a sessdo de teste foram mensurados o0s comportamentos de
imobilidade (ratos que permaneceram boiando sem se movimentarem), natacao
(movimentos de natacdo através do cilindro) e escalada (movimentos para cima com
as patas dianteiras sobre as paredes do cilindro). A agua do aquario era trocada

apos os testes de cada animal, para evitar ou minimizar possiveis interferéncias, e
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ap0s o teste, os animais foram secados e reacomodados em suas caixas de

manutencgao.

O teste da natacdo forcada tem sido usado como modelo que induz um
comportamento depressivo, ou seja, 0 animal, ao aumentar o tempo de imobilidade
neste teste, estara expressando um comportamento depressivo (CONSONI et al.,
2006). A analise dos comportamentos de natacdo e escalada nos sugerem um
envolvimento serotoninérgico e noradrenérgico, respectivamente, do composto que
esta 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
diametro limitada por uma parede circular de 40 cm de altura, sendo a mesma
iluminada por duas lampadas de 60 Watts. O piso € dividido em dezenove
quadrantes de tamanho aproximadamente correspondente ao comprimento do
animal, estando os quadrantes separados por marcas de duas areas circulares e
linhas dividindo estes circulos. A arena esta circundada por uma cortina, numa
tentativa de evitar que o animal veja o experimentador, o que poderia causar
alteracdes no comportamento em andamento.

Os animais foram individualmente colocados na regido central do aparelho e
deixados explorar o ambiente durante cinco minutos. Durante este periodo, foi
mensurado o numero de ambulacdes efetuadas pelos animais, ou seja, 0 numero de
vezes que o animal transpassou as quatro patas para outro quadrante e também foi
quantificado o numero de exploracdes verticais (rearing), caracterizadas pelo
comportamento de sustentacéo do animal apenas nas duas patas traseiras (CARRIE
et al., 2000; NALIWAIKO, 2004). Ap6s cada animal testado, o campo aberto foi
lavado com solucéo de etanol 10% (NAHAS, 1999; NALIWAIKO, 2004).

3.5 Avaliacdo Neuroquimica
Para a realizacdo da avaliagdo de neurotransmissores, os animais do

experimento 2 foram ortotanasiados por decapitacdo ao completarem 90 dias de

idade, e seus hipocampos dissecados rapidamente sobre placa de gelo, pesados e
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congelados em freezer a —80°C, até o momento de terem os niveis de 5-HT e do seu
metabdlito 5-HIAA, avaliados através do método de cromatografia liquida de alta
precisdo com deteccao eletroquimica (HPLC-ED).

Estas estruturas foram homogeneizadas em 800 pL de solugdo contendo
0,2M de é&cido perclérico, 0,ImM de EDTA (Merck) e 0,45uM de 3,4-
dihidroxibenzilamina (DHBA) como padrdo interno. As mesmas foram entdo
centrifugadas por 20 minutos a 12,000 g, e o sobrenadante foi filtrado com filtro
0,22um (Millex, Millipore). Deste filtrado, 10uL de cada amostra foi injetada em auto-
injetor (SIL-10 Advp; Shimadzu, Kyoto, Jap&o). A separacéo foi realizada por coluna
de fase reversa C18 (250x4,6mm) (Shim-pack VP-ODS, 5um; Shimadzu), precedida
de uma coluna de protecdo C18 (10x4,6mm) (Shim-pack GVP-ODS, 5um;
Shimadzu). A fase mével foi preparada com agua Milli-Q, 200mM de fosfato de sodio
dihidrogenado, 10mM de cloreto de sodio, 0,21mM de EDTA, 0,40mM de acido sddio-
1-octanosulfénico (Sigma) e 20% metanol. O pH foi ajustado em 3,5 com acido
fosforico. O fluxo estimado foi de 0,9mL/min, bombeado por um pistdo duplo (LC-10
Advp; Shimadzu). O detector potencial foi 0,65V vs. in situ Ag/AgCI (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
metabdlito 5-HIAA foram identificados baseados no tempo de pico de retencdo. A
quantificacdo foi realizada por um método de padrao interno (DHBA como padréo
interno) baseado na area abaixo do pico. As concentracdes de 5-HT e 5-HIAA foram
calculadas e expressas como ng/mg de proteina e a atividade do sistema
serotoninérgico (turnover) foi expressa pela razao entre 5-HIAA e 5-HT.

3.6 Anélise Estatistica

ApoOs a analise dos testes comportamentais, os dados foram expressos como
Média = Erro Padrdo da Média (EPM) e analisados por andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguida, quando indicado, de pds-teste de Duncan. Para
andlise da dosagem neuroquimica foi utilizado o Teste “t” de Student. Diferencas

entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Teste da Natacédo Forcada Modificado

A Figura 2 representa as frequéncias de imobilidade, natacéo e escalada dos
grupos experimentais no teste da natacdo forgcada modificado. As andlises
estatisticas revelam que houve uma diferenca significativa entre o grupo OPS e o0s
demais quanto ao tempo de imobilidade (Figura 2A), mostrando que a
suplementacdo com 6leo de peixe, sem a aplicacdo da droga PCPA, diminuiu a
imobilidade desse grupo quando comparado aos demais. Sendo assim, houve um
efeito da suplementacdo com oleo de peixe (F(1,24)=4,68; p=0,04), assim como um
efeito da aplicacdo da droga (F(1,24)=5,61; p=0,026) e também da interacdo 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 parametro natacdo do grupo OPS em comparag¢do aos demais
grupos, mostrando que houve um efeito da suplementacdo com Oleo de peixe
(F(1,24)=6,03; p=0,02) assim como houve um efeito da aplicacdo da droga
(F(1,24)=7,04; p=0.01), porém, sem nenhuma interacdo entre esses fatores
(F(1,24)=2,57; p=0,12).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos no parametro escalada
(Figura 2C). Dessa forma, esse parametro néo foi influenciado pela suplementacao
com Oleo de peixe (F(1,24)=0,70; p=0,79), tampouco pela aplicacdo da droga
(F(1,24)=0,87; p=0,36), assim como nao houve interacdo entre esses fatores
(F(1,24)=0,70; p=0,79).
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Figura 2. Teste da Natagc&do Forcada Modificado
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Figura 2. Efeito comportamental (frequéncia de imobilidade (A), natacdo (B) e escalada (C)) da
aplicacdo do PCPA em animais suplementados ou ndo no teste da natacdo forcada modificado.
Grupos: Controle + solugdo salina (CS, n = 7), controle + PCPA (CPCPA, n = 7), suplementado com
Oleo de peixe + solugéo salina (OPS, n = 7) e suplementado com 6leo de peixe + PCPA (OPPCPA, n
= 7). Os valores estdo 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 exploracdo vertical (B) dos
grupos experimentais no teste do campo aberto, mostrando que nao houve
diferencas estatisticas na comparacéo dos grupos nos dois parametros. A atividade
locomotora nédo sofreu influéncia da suplementacdo com Oleo de peixe
(F(1,24)=0,24; p=0,87), ndo foi influenciada pela aplicacdo da droga (F(1,24)=0,27;
p=0,61) e ndo houve interacdo entre os dois fatores (F(1,24)=1,21; p=0,28). A
exploracdo vertical também ndo teve efeito da suplementacdo (F(1,24)=0,12;
p=0,73), tampouco da aplicacdo da droga (F(1,24)=3,03; p=0,09) e também nao
apresentou interacdo entre os fatores (F(1,24)=0,043); p=0,83).



21

Figura 3. Teste do Campo Aberto
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Figura 3. Efeito da aplicacdo do PCPA em animais suplementados ou ndo no teste de campo
aberto.(A) representa numero de quadrantes deambulados e (B) exploracdo vertical. Grupos:
Controle + solugédo salina (CS, n = 7), controle + PCPA (CPCPA, n = 7), suplementado com dleo de
peixe + solucdo salina (OPS, n = 7) e suplementado com 6éleo de peixe + PCPA (OPPCPA, n =7). Os
valores estéo expressos como média + E.P.M.

4.3 Dosagem de Serotonina

O ensaio neuroquimico do hipocampo dos animais do experimento 2 (Figura
4A) demonstrou que, em animais de 90 dias de idade, a suplementacdo com 6leo de
peixe causou um aumento da concentracao de 5-
HT (t = 2,31; p <0,04) e uma diminuicdo da concentragdo do seu metabdlito 5-
HIAA (t =2,70; p < 0,02).

Considerando a taxa de renovacgdo (turnover) de 5-HT (Figura 4B), o Oleo de

peixe ndo causou alteracdo na razéo 5-HIAA/5-HT (t = 2,08; p < 0,06).
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Figura 4. Dosagem das concentracoes de 5-HT e 5-HIAA (A) e turnover de 5-
HIAA/5-HT (B) no hipocampo de animais de 90 dias de idade.
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Figura 4. Avaliacdo neuroquimica em animais de 90 dias de vida. Neurotransmissor e seu metabdlito
no hipocampo (A); e suataxa  de renovacéo (turnover) (B). Testet de Student. Os

valores est&o expressos em média = E.P.M.,n=6 *p <0,04; **p <0,02.
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5. DISCUSSAO

A literatura aponta que o teste da natacdo forcada modificado (CONSONI et
al., 2006), € amplamente utilizado em estudos voltados a identificacdo de certos
parametros caracteristicos da depresséo, pois € considerado um teste que induz um
comportamento caracteristico de imobilidade em roedores, simulando a depressao
em humanos (LAKHWANI et al.,, 2007). O teste da natacdo forgcada modificado
(NFM) pode prever a eficacia clinica de muitos antidepressivos (PORSOLT et al.,
1978), podendo, também, sugerir um envolvimento serotoninérgico ou
noradrenérgico, respectivamente representados pelos comportamentos
caracteristicos de natacdo e escalada, do composto que estd sendo estudado
(DETKE et al., 1995).

Estudo piloto realizado em nosso laboratorio, com ratos suplementados e
submetidos ao teste NFM, sugeriu que o efeito antidepressivo dos AGPIs n-3
envolve o sistema serotoninérgico, ao aumentar a frequéncia de natacdo. Assim,
tornou-se necessario uma investigacdo do envolvimento do sistema serotoninérgico
no efeito antidepressivo do 6leo de peixe.

O dleo de peixe foi capaz de reduzir significativamente, a frequéncia de
imobilidade, enquanto aumentou a frequéncia do comportamento da natacdo no
grupo OPS comparado com os demais grupos. Esses resultados confirmam que o
efeito antidepressivo do 0Oleo de peixe esta relacionado com o sistema

serotoninérgico.

Os resultados do presente estudo corroboram os resultados de Hibbeln e
colaboradores (2006) que sugerem que a insuficiéncia de acidos graxos da familia
Omega-3 pode reduzir a fungdo serotoninérgica e desenvolver comportamentos
agressivos, atraves da disfuncdo do sistema limbico. Estes pesquisadores tambéem
comentam que a reducdo do numero de neurdnios e sinapses pode resultar da
deficiéncia de ingestdo de dmega-3 nos periodos criticos do desenvolvimento do
sistema nervoso central.

O neurotransmissor 5-HT esta envolvido na regulagdo de vérias funcdes e
comportamentos do sistema nervoso central (FRAZER e HENSLER, 1999), e exerce
um importante papel na regulacdo neural do humor (DUMAN et al., 1997). Além

disso, deficiéncias desses sistemas sdo relatadas em disturbios psiquiétricos tais
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como a depresséo, ansiedade, doenca de Alzheimer e esquizofrenia (JONES e
BLACKBURN, 2002).

Os resultados demonstraram que a inibicdo da triptofano hidroxilase, gerada
pelo PCPA, reverteu os efeitos antidepressivos atribuidos a suplementacdo com
6leo de peixe. Analisando-se os resultados na NFM, pode-se perceber que a droga
PCPA, quando aplicada ao grupo que recebeu suplementagcéo reverteu o efeito
antidepressivo apresentado pelo Oleo de peixe igualando-se aos grupos controle
quanto as frequéncias de imobilidade e natacdo, confirmando o envolvimento do
sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo do Oleo de peixe. Sugere-se,
portanto que, 5-HT pode estar mais criticamente envolvida como mediador da

resposta antidepressiva mediada pelo 6leo de peixe.

Os resultados do teste da NFM estdo de acordo com estudos anteriores, nos
quais o0 esgotamentode 5-HT com PCPA ou destruicio de neurbnios
serotoninérgicos com a neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina ndo 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 néo foi capaz de alterar os resultados dos grupos controle no teste
da natacédo forcada, mas quando administrado em conjunto com o antidepressivo

fluoxetina, expressou seu efeito (PAGE, 1999).

O teste do campo aberto foi utilizado como avaliador do nivel de atividade
motora dos animais, o que poderia refletir sobre o comportamento dos animais no
teste da NFM. Tais resultados demonstram que o comportamento exploratorio e
motor dos animais nao sofreu influéncia da suplementacéo prolongada com 6leo de
peixe, pois ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos, considerando 0s
parametros 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 neuroquimica, sugere-se que a
suplementacdo com 0leo de peixe evitou a degradacdo de 5-HT nos neurbnios no
hipocampo de animais com 90 dias de idade, denotando a existéncia do efeito

antidepressivo induzido pela suplementacdo de Oleo de peixe. Os resultados
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encontrados sugerem que, principalmente a neurotransmissao serotoninérgica, em
detrimento da dopaminérgica ou noradrenérgica (dados ndo mostrados)
foi modulada pela suplementacdo de 6leo de peixe. Analogamente, os estudos
envolvendo dietas deficientes em acidos graxos poliinsaturados (durante o
desenvolvimento e maturacdo encefalica) indicam que tal restricdo pode
desempenhar um papel fundamental para a disfungcdo do sistema serotoninérgico,
gue pode ter um impacto na fisiopatologia de transtornos psiquiatricos (McNAMARA
E CARLSON, 2006).
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados obtidos na natacdo e imobilidade neste estudo
vém comprovar a hipétese inicial, de que a ingestdo de Oleo de peixe rico em
Omega-3, durante os periodos de gravidez e lactacdo, garante protecdo contra o
comportamento depressivo em ratos aos 90 dias, sugerindo que suplementagédo em
uma fase inicial € importante para o desenvolvimento do sistema nervoso central.
Com o uso de um recurso farmacolégico (PCPA) foi possivel confirmar o
envolvimento do sistema serotoninérgico na acdo antidepressiva do 6leo de peixe,
através do teste da NFM, no qual foi observado a diminuicdo da frequiéncia de
imobilidade e aumento da frequéncia de natacdo. Os dados corroboram e ampliam a
nocdo de que a suplementacdo com AGPIs €é capaz de provocar efeitos
antidepressivos relacionados a inibicdo da degradacgéo de 5-HT, particularmente no
hipocampo.
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