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RESUMO

A depressao € o disturbio de humor mais comum entre os descritos, afetando
parcelas muito significativas da populagdo mundial. Tendo um tratamento com fortes
efeitos colaterais e apresentando risco de suicidio ainda nas primeiras semanas
deste, justifica-se a importancia e necessidade de pesquisas acerca do assunto. A
etiologia completa da depressao ainda € desconhecida, mas, ja se sabe que além de
deficiéncias nos sistemas modulatdérios monoaminérgicos, a hipotese inflamatoria da
depressao representada por aumento de citocinas pro-inflamatorias e ativacao da
imunidade celular assume importancia no desencadeamento da doenca. Este
aspecto inflamatorio deve ser levado em conta quando ha a procura por novos
compostos que tenham como objetivo tratar a doenca. Estudos sdo feitos para
encontrar compostos que possam potencializar o efeito antidepressivo de farmacos
ja existentes e, além disso, diminuir e amenizar efeitos colaterais destes farmacos. O
Oleo de peixe (OP), que tem em sua composicao acidos graxos poli-insaturados da
familia 6mega-3, tem sido muito estudado devido ao seu efeito antidepressivo e anti-
inflamatorio. Trabalhos prévios do nosso laboratorio associam a acéo antidepressiva
deste 6leo ao sistema serotoninérgico. Como na vigéncia do processo inflamatorio
ocorre um desvio da via de formacéo de serotonina, nosso objetivo foi estudar se o
efeito antidepressivo do 6leo de peixe se da por diminuicdo da inflamacédo e,
consequentemente aumento de serotonina. Para isto, foram utilizados 60 ratos
Wistar com 60 dias de idade, que receberam 0leo de peixe ou agua através de
gavagem durante dois meses. ApoOs isto 0s animais foram submetidos a um modelo
de depressado de LPS (Lipopolissacarideo de E. coli) via injecéo intraperitoneal e a
um pré-tratamento com 1-MT (1-metil-triptofano), inibidor da enzima Indolamina 2,3-
dioxigenase (IDO). Os animais passaram por testes comportamentais de campo
aberto e de natacdo forcada modificado, para avaliar os comportamentos de
ansiedade, motricidade e tipo-depressivo, respectivamente. Apds o0s testes, 0S
animais foram ortotanasiados e tiveram estruturas retiradas para estudos
neuroquimicos posteriores de HPLC e Western Blot. Conclui-se que o 6leo de peixe
foi eficaz em reverter o comportamento tipo-depressivo induzido pelo modelo de LPS
e, embora o 1-MT, sozinho, n&o tenha tido efeito algum, quando associado ao OP
ocorreu a reversdo deste comportamento. Com os resultados parciais de Western
Blot ndo observamos diferencas significativas ainda, mas nossa expectativa € de
gue os niveis de IDO estejam aumentados devido ao LPS e que o Oleo de peixe
tenha diminuido a inflamacéo de forma geral, diminuindo a expresséo da IDO.

Palavras-chave: 6leo de peixe; depressao; inflamacao; indolamina 2,3-dioxigenase; 1-metil-triptofano.



ABSTRACT

Depression is the most common humor disorder amongst the described,
affecting a significant portion of the world population. Having a treatment with severe
side effects and presenting risk of suicide even in the first weeks, thus justifies the
importance and need for research on the subject. Full etiology of depression is still
unknown, but it is know that in addition to deficiencies in modulating monoaminergic
systems, the inflammatory hypothesis of depression represented by an increase in
pro-inflammatory cytokines and cellular immunity activation becomes important in
triggering the disease. This inflammatory aspect should be taken into account when
there is a search for new compounds that has as objective treatment of the disease.
Studies are made to find compounds which can potentiate the antidepressant effect
of existing drugs and, in addition, reduce and minimize side effects of these drugs.
The fish oil (FO), which has in its composition polyunsaturated fatty acids of the
omega-3 family, has been extensively studied due to their antidepressant and anti-
inflammatory effect. Previous studies from our laboratory associates the
antidepressant action of this oil to the serotonergic system. As in the duration of the
inflammatory process occurs a deviation from the route of serotonin formation, our
aim was to study if the antidepressant effect of fish oil takes place by decrease of
inflammation and therefore increase of serotonin. For this, 60 Wistar rats with 60
days of age were used, which received the fish oil or water through gavage for two
months. After that the animals were subjected to and LPS model of depression
(lipopolysaccharide of E. Coli) by intraperitoneal injection and to an pretreatment with
1-MT (1-methyl-tryptophan), and inhibitor of the indoleamine 2,3-diozygenase (IDO)
enzyme. The animals underwent an open field behavioral and modified forced
swimming testing, to evaluate anxiety, motor and type-depressant behaviors,
respectively. After the tests, the animals were decapitated and had structures
removed for subsequent analysis of HPLC and Western Blot. It is concluded that the
fish oil was effective in reversing the type-depressive behavior induced by LPS model
and, although the 1-MT by itself did not have any effect, when it was associated with
the FO a reversal of this behavior took place. With the partial results of Western Blot
we did not observe significant differences yet, but we expect that IDO levels are
increased due to LPS that fish oil has decreased inflammation in general, decreasing
the expression of IDO.

Keywords: fish oil; depression; inflamation; indoleamine 2,3-dioxygenase; 1-methyl-tryptophan.
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1 INTRODUCAO

A depressdo € uma patologia que se enquadra entre os Transtornos de
Humor e que, de acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude, sera em breve uma
das principais causas de incapacitagdo no mundo. Visto isso, entende-se a
importancia de estudar a fundo a depressao e substancias que sejam eficazes e
facilitem seu tratamento. De acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-V, 52 edicdo de 2013) existem varios sintomas e critérios
para que um paciente seja diagnosticado com depresséo, como o estado deprimido
e/ou anedonia por pelo menos duas semanas, seguido de pelo menos cinco dos
sintomas a seguir: sentimento de culpa, insénia ou hipersonia, dificuldade de
concentracéo, fadiga, agitacdo ou retardo psicomotor, perda ou ganho de peso,
ideias de morte e/ou suicidio com ou sem tentativas de suicidio. O quadro clinico da

depressao € muito grave e deve ser tratado e combatido rapidamente.

Para chegar a compostos que possam combater a depressao é necessario
saber primeiramente as causas da doenca, que até hoje ainda ndo sado
completamente conhecidas. Estudos mostram que a depressdo é uma doenca
multifatorial de etiologia complexa e que, até 50% do risco de se desenvolver a
patologia é genético (Nestler et al., 2002). A teoria mais aceita atualmente para
explicar as causas da depressdo € a Teoria Monoaminérgica, na qual o organismo
apresenta deficiéncias nos sistemas modulatérios serotoninérgico e/ou
noradrenérgico, e como consequéncia inicia-se o processo depressivo. A Teoria
Monoaminérgica surgiu a partir de farmacos que continham efeitos ja conhecidos
sobre a transmissdo monoaminérgica e seus efeitos sobre pacientes que sofriam de
depressdo. Além disso, estudos mostraram que pacientes com depressao
apresentaram baixos niveis de serotonina e noradrenalina no sangue, liquor e urina,
apontando assim para deficiéncias nas aminas biogénicas desses individuos
(Nestler et al. 2002). Para corroborar a Teoria Monoaminérgica podemos citar
também a eficiéncia de farmacos ligados aos sistemas modulatérios em relagéo a
depresséao, como os IMAOS (inibidores da enzima monoaminoxidase), os inibidores
seletivos de receptacdo de serotonina (ISRS) e/ou noradrenalina (ISRN) e os
antidepressivos triciclicos. Também existem evidéncias de que pacientes com

tendéncias suicidas apresentam baixos niveis do metabdlito da serotonina, 5-HIAA
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(acido 5-hidroxiindolacético), demonstrando a ligagdo do neurotransmissor com a
patologia (Savitz & Drevets, 2009).

Uma nova teoria que relaciona a diminuicdo de serotonina, ativacdo da
imunidade celular, aumento de citocinas pro-inflamatérias e aumento de morte
celular, foi formulada: a Teoria Inflamatéria da Depressdo (Smith, 1991). Em
seguida, o carater inflamatorio da doenca e a diminuicdo de serotonina foram
também relacionados com a diminuicio de BDNF, demonstrando um carater
inflamatorio tanto central quando periférico (Kubera et al., 2011; Maes et al., 2011).
Alguns estudos apontam que a disfuncao serotoninérgica observada na depressao €
consequéncia da ativacdo da imunidade celular, pois a disponibilidade de L-
triptofano (TRI, precursor da serotonina) é baixa e isso caracteriza um marcador de
ativacdo imunologico da patologia (Maes, 1995). Esses baixos niveis de TRI e de
serotonina sdo consequéncia da ativagcdo da enzima indolamina 2,3-dioxigenase
(IDO) que, quando em niveis aumentados, desvia a via do triptofano aumentando a
via das quinureninas e diminuindo a sintese de serotonina. A via das quinureninas,
por sua vez, produz catabdlitos como o &acido quinurénico e o acido xanturénico,
compostos citotoxicos que levam a morte celular, agravando ainda mais o quadro

inflamatorio do organismo (Dantzer et al., 2008; Maes et al., 2011).

Um estudo feito em 2009 mostrou que a administracdo periférica de LPS
(Lipopolissacarideo de E. coli) em camundongos ativou a enzima IDO induzindo os
animais a um comportamento tipo-depressivo e diminuiu o nivel de serotonina nos
cérebros desses animais. No mesmo estudo mostrou-se que quando aplicado um
anti-inflamatério (bloqueio indireto) ou antagonista da IDO (bloqueio direto) nesse
modelo de LPS, o comportamento tipo-depressivo era revertido nos camundongos
(O’Connor et al., 2009).

E largamente sabida a eficacia de antidepressivos como inibidores seletivos
de receptagcdo de serotonina e, muitos estudos também demonstram efeitos
antiinflamatérios dos ISRS (Martensson & Nassberger, 1993; Xia, DePierre, &
Nassberger, 1996). Sabe-se também de evidéncias do efeito antidepressivo de
outros compostos que estdo sendo mais estudados atualmente como o 6leo de
peixe, cuja composicdo € de acidos graxos poli-insaturados da familia 6mega-3
(AGPIs w-3). O d6leo de peixe tem sua eficacia antidepressiva demonstrada por
estudos do nosso laboratério (Ferraz et al., 2008; Vines et al., 2012), nos quais
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foram feitas suplementacdes de 6leo de peixe em varias fases do desenvolvimento
do sistema nervoso central de ratos e foi verificado o efeito antidepressivo em testes
comportamentais de natacdo forcada e natacdo forcada modificado. Um estudo
recente também do nosso laboratorio (Carabelli et al., 2014) demonstrou esses
mesmos efeitos antidepressivos da suplementacdo de 6leo de peixe em ratos nas
fases de gestacao e lactacdo apos testes de natacdo forcada modificados, além de

niveis aumentados de serotonina no hipocampo.

Os AGPIs w-3 modificam a fluidez das membranas celulares através da
modulacdo de estruturas proteicas, essa fluidez possivelmente aumentaria a
sensibilidade de receptores de serotonina, facilitando a ligacdo do neurotransmissor
aos seus receptores. A serotonina por sua vez, quando ligada aos receptores,
estimularia a neurogénese no hipocampo (Beltz & Sandeman, 2003) juntamente com
o BDNF, que também teria seus niveis aumentados devido a suplementacdo com o

Oleo de peixe (Jing et al., 2010; Luchtman et al., 2012).

Todas essas evidéncias nos levaram a investigar se o efeito antidepressivo do
Oleo de peixe estaria ligado com o efeito anti-inflamatério do composto, levando em
conta o forte componente inflamatério da depressdo. O modelo de depresséao
utilizado foi o modelo inflamatério de LPS (Lipopolissacarideo de E. coli) via
intraperitoneal em ratos machos Wistar de 60 dias de idade, suplementados com
O0leo de peixe através de gavagem durante 60 dias e submetidos a testes
comportamentais sob efeito de um inibidor da enzima IDO, o 1-metil-triptofano (1-
MT).

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho foi verificar o efeito antidepressivo e anti-
inflamatorio da suplementacéo com 6leo de peixe e a participacdo da enzima IDO e
seu antagonista 1-MT em ratos Wistar em um modelo de depresséao inflamatério de
LPS.



15

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Com relacéo aos objetivos especificos visamos:

- Verificar possiveis alteragfes de motricidade ou comportamentos de ansiedade nos
animais que pudessem gerar alteracdes nos resultados posteriores dos testes de

natacdo forcada modificados;
- Avaliar a acdo do 6leo de peixe e do inibidor da IDO, 1-MT, no modelo de LPS;

- Avaliar uma possivel interacdo entre os dois tratamentos através do teste de

natacao forcada modificado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DEPRESSAO

A depressdo maior € uma doenca psiquiatrica que se encaixa entre 0S
Transtornos de Humor, sendo o disturbio mais recorrente entre eles. Também
chamada somente de depresséo, € duas vezes mais comum em mulheres do que
em homens e tem uma alta prevaléncia durante a vida do individuo. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude, até 2020 a depressdo serd a segunda maior
causa de incapacitacdo em todo o mundo, perdendo apenas para doencas

cardiovasculares (P.-Y. Lin, Huang, & Su, 2010).

O diagnodstico da depressdo é feito a partir de uma série de critérios
sintomaticos estabelecidos pelo Manual Diagnostico e Estatistico dos Transtornos
Mentais, hoje em sua 5% edicdo de 2013. De acordo com o Manual, a depresséo
maior € caracterizada por um ou mais episédios depressivos com pelo menos duas
semanas de humor deprimido e/ou anedonia (perda de prazer e interesse em
atividades anteriormente interessantes ao individuo), isso acompanhado de pelo
menos mais cinco sintomas adicionais por também duas semanas. Entre o0s
sintomas encontram-se 0 sentimento de desesperanca, culpa, desamparo,
alteracOes de apetite (perda ou ganho de peso), insGnia ou hipersonia, retardo ou
agitacao psicomotora, fadiga, pensamentos sobre morte, com tentativas ou nédo de

suicidio (American Psychiatric Association, 2013).

BN

Com uma sintomatologia longa, complexa e que pode levar a morte, é
importante que sejam feitos estudos a fim de entender melhor a depresséao para que
se possa chegar a compostos que possam combater e prevenir a doenga. A
etiologia da depressdo é complexa e multifatorial, e ainda existem lacunas nas
hipoteses que tentam explica-la: nenhuma tem total abrangéncia e consisténcia.
Estudos epidemiolégicos mostraram que até 50% do risco de se desenvolver
depressdo é genético, fazendo dela uma doenca fortemente herdavel. Existe uma
grande dificuldade em encontrar 0os genes que podem ser responsaveis pela

doenca, e isso se da, pois, sendo uma doenca multifatorial, € possivel que muito



17

mais que um gene esteja envolvido no processo (Nestler et al., 2002). Além disso,
fatores ndo genéticos também podem fazer parte da etiologia da depressdo, como

traumas emocionais e estresse, por exemplo.

Em termos moleculares, existem algumas teorias que tentam explicar as
causas da depressdao, e entre elas a mais amplamente aceita atualmente é a Teoria
Monoaminérgica da Depressdo. Esta teoria diz que uma disfuncdo nos sistemas
modulatérios monoaminérgicos pode desencadear a depressao e pode ser a causa
principal da doenca (Morilak & Frazer, 2004). A teoria é fundamentada por exames
bioguimicos feitos em sangue, urina e liquor de pacientes depressivos, visto que 0s
resultados desses exames apresentavam baixos niveis de noradrenalina (NA) e
serotonina (5-HT). Os baixos niveis desses neurotransmissores demonstram a
relacdo entre o distirbio nos sistemas modulatérios monoaminérgicos e a
depressao. Existe ainda outro fator que contribui para a corroboragdo da teoria: o
tratamento com inibidores da enzima monoaminooxidase (IMAOS), que diminuem o
metabolismo das monoaminas causado pela enzima, é muito eficaz em casos de
depressao. Outros farmacos utilizados como antidepressivos como os inibidores
seletivos de receptacdo de serotonina ou noradrenalina e o0s antidepressivos
triciclicos também séo eficazes em tratamentos contra a depresséao, afirmando ainda

mais a relacdo das monoaminas com a doenca (Nestler et al., 2002).

Outra possivel explicacdo existente para a etiologia da depressao € a
Hipotese das Neurotrofinas, que relaciona a diminuicdo do BDNF (fator neurotréfico
derivado do encéfalo) a patogénese da doenca. Estudos observaram uma
deficiéncia de BDNF em pacientes com depressao que, por consequéncia, leva a
uma diminuicdo do volume hipocampal desses individuos. O tratamento com
antidepressivos mostra a normalizacdo dos niveis de BDNF no sangue de pacientes
qgue teriam demonstrados baixos niveis do fator anteriormente, aumentando assim
as evidéncias de ligagcédo da deficiéncia de BDNF com a depressao (Boldrini et al.,
2009).

Atualmente, evidéncias demonstraram que a diminuicdo de serotonina e a
morte celular na regido hipocampal estao intimamente ligadas a inflamacgé&o central e

periférica, em que h& também a ativacdo da imunidade celular através da ativagéo



18

de monacitos e linfocitos T (Maes et al., 1995). Assim surge uma nova teoria para
explicar a etiologia da depressao: a Teoria Inflamatéria da Depressdo, que mostra o
aumento de citocinas proé-inflamatorias e a ativagcdo da imunidade celular como

pecas chaves para o desencadeamento da doenca (Dowlati et al., 2010).

2.2 TEORIA INFLAMATORIA DA DEPRESSAO

A Teoria Inflamatéria da Depressdo consiste no aumento de citocinas pro-
inflamatdrias e ativacdo da imunidade celular, causando uma inflamacéo de carater
tanto central como periférico. Além disso, a consequéncia do aumento de citocinas é
uma diminuicdo serotoninérgica no organismo. Ha a ativacdo de mondcitos,
aumento de interleucinas como a IL-13 e a IL-6 e fator de necrose tumoral a (TNF-
a). A ativacdo da imunidade celular também ocorre através dos linfocitos T
citotoxicos helper, demonstrada pelo aumento nos niveis séricos do receptor soluvel
para interleucina 2 (slL-2R) e na producado de Interferon-y (IFN y) e inter-relac6es
significativas entre a fase aguda da resposta inflamatéria e a ativacdo da imunidade
celular (Maes et al., 2011; Maes et al., 2012; Michael Maes, 1995).

Estudos apontam a disfuncéo serotoninérgica que ocorre na depressao como
uma consequéncia da ativagdo da imunidade celular. A ativacdo imunologica celular
da depressdo tem como marcador uma baixa quantidade disponivel de L-triptofano
(TRI, o aminoé&cido precursor da serotonina) (Maes et al., 2011; Maes et al., 2012).
Isso significa que os baixos niveis do precursor e, consequentemente, da serotonina,
sé@o induzidos pela enzina indolamina 2,3-dioxigenase (IDO). Quando ocorre um
quadro de inflamacao crbnica, os niveis basais de IDO aumentam muito, e essa
guantidade aumentada de IDO estimula o catabolismo de triptofano, desviando a
sintese de serotonina para a via das quinureninas, e gerando catabdlitos como os
acidos quinurénico e xanturénico (catabdlitos citotéxicos que aumentam a morte
celular), diminuindo assim os niveis de serotonina (5-HT) (Dantzer et al., 2011,
Dantzer et al., 2008; Maes et al., 2011).
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Figura 1. Sintese do triptofano desviada pela enzima IDO para a via das quinureninas. Fonte:
Dantzer et al., 2008.

Um estudo de O’Connor demonstrou que o lipopolissacarideo de E. coli (LPS)
guando administrado perifericamente em camundongos causa um quadro de
inflamacdo que ativa a enzima a IDO levando o animal a um comportamento tipo
depressivo. O modelo de LPS além de levar a um comportamento tipo depressivo
também aumenta o turnover de serotonina no cérebro, e um bloqueio direto (através
de antagonista) da IDO ou indireto (através de anti-inflamatérios), pode reverter esse
comportamento dos animais (O’Connor et al., 2009). Um antagonista da IDO, 1-
metil-triptofano (1-MT), é inibidor competitivo da enzima e mostrou-se eficaz em
reverter comportamentos tipo depressivos induzidos por modelo de depressao de
LPS em estudos de Corona e estudos de O’Connor (Corona et al., 2013; O’Connor
et al., 2009).

O tratamento utilizado para combater a doenca atualmente n&do abrange
essas questdes inflamatdrias diretamente, mas sabe-se que o uso dos (ISRS) tém
certo efeito anti-inflamatoério, e sdo muito eficazes no tratamento da depressao
(Martensson & Nassberger, 1993; Xia et al., 1996). Existem também estudos que
mostram a eficacia antidepressiva e também anti-inflamatoria de outros compostos
como os acidos graxos poli-insaturados da familia 6mega 3 (AGPls w-3) (Vines et
al., 2012; Pudell et al., 2014).
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2.3 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS DA FAMILIA OMEGA 3

Os acidos graxos séo hidrocarbonetos compostos por uma cadeia de atomos
de carbono aos quais estao ligados &tomos de hidrogénio e, quando essa cadeia de
atomos de carbono possui uma ou mais duplas ligagcbes, os acidos graxos séo
chamados de insaturados (Ross, 2007; Lehninger et al., 1998). O tamanho da
cadeia hidrocarbonada e seu grau de instauracdo determinam as propriedades
fisicas e quimicas da substancia, no caso acido graxo, em questdo. Propriedades
nutricionais e funcionais também s&o evidenciadas de acordo com o tipo de cadeia,
determinando também as varias familias de acidos graxos existentes (Naliwaiko et
al., 2004).

Duas familias de &cidos graxos poli-insaturados sao consideradas essenciais
aos mamiferos: a familia 6mega-3 e a familia 6mega-6. Essas duas familias séo
consideradas essenciais, pois 0s mamiferos ndo sdo capazes de sintetizar essas
substancias em seus organismos, e precisam obté-las a partir da alimentacdo. Os
acidos graxos poli-insaturados das familias 6mega-3 e 6mega-6 podem ser
encontrados principalmente em alguns tipos de plantas, como as oleaginosas, e em
peixes de aguas frias e profundas (Horrocks & Farooqui, 2004). Substancias
essenciais sao importantes para o bom desenvolvimento do organismo e até para a

prevencao de doencas (Tapiero et al., 2002; Muskiet et al., 2006).

A relacdo entre os acidos graxos poli-insaturados e o sistema nervoso é
extremamente importante, e se da pela presenca dessas substancias nas
membranas neuronais. Os AGPIs podem promover alteracdes na funcéo cerebral, ja
gue modificam caracteristicas fisico-quimicas dos neurénios (McNamara & Carlson,
2006). Além disso, os AGPIs participam ativamente dos processos de sinalizagédo
celular (por afetarem o funcionamento de receptores), receptacdo de
neurotransmissores e transmissao de sinais (Bodnar & Wisner, 2005; Furst & Kuhn,
2000).

Os acidos graxos poli-insaturados da familia 6mega-3 assimilados através da

alimentacdo, podem ser adquiridos também através de suplementacdo nutricional
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com Oleo de peixe. Estes acidos graxos sdo fundamentais para a constituicdo das
membranas lipidicas, e principalmente quando se fala na manutencdo da fluidez
dessas membranas (Calder, 2010). Por aumentarem a fluidez das membranas
neuronais, altas concentracdes de acido docosahexanoico cerebral talvez melhorem

a sensibilidade dos receptores serotoninérgicos (Bodnar & Wisner, 2005).

Os AGPIs encontrados em capsulas de o6leo de peixe utilizadas na
suplementacdo nutricional sdo o acido docosohexanoico (DHA) e o acido
eicosapentanoico (EPA), e alguns estudos mostraram diferencas entre os niveis de
AGPIs da familia 6mega 3 de pacientes com transtornos psiquiatricos e de grupos

controle, principalmente de DHA (Green et al., 2006).

Varios estudos do nosso grupo mostraram o efeito antidepressivo do 6leo de
peixe em que este efeito estd ligado a um aumento de serotonina e BDNF e,
possivelmente, expressdo e/ou atividade de receptores 5-HT1A. (Vines et al., 2012,
Pudell et al., 2014; Carabelli et al., 2014).

Considerando as evidéncias reunidas aqui, que mostram o forte componente
inflamatorio na etiologia da doenca depressiva, assim como as  evidencias da
potencialidade anti-inflamatéria e, principalmente antidepressiva do 6leo de peixe
(rico em acidos graxos poli-insaturados da familia w-3) representado por alteracées
significativas induzidas por este 6leo sobre o sistema serotoninérgico em ratos
adultos, nosso objetivo, no atual trabalho, foi estudar o efeito da suplementacdo com
Oleo de peixe em ratos Wistar jovens adultos (60 dias de idade) submetidos a um
modelo de depressao de LPS (lipopolissacarideo de E. coli). Para tanto, estudamos
o efeito deste 6leo sobre a enzima IDO através da utilizacdo do 1-MT (inibidor direto
da IDO), assim como analisamos a expressdo desta enzima em hipocampos de

animais tratados ou ndo com LPS, suplementados ou ndo com 6leo de peixe.



22

3 MATERIAL E METODOS

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados 60 ratos Wistar machos
de 60 dias de idade, obtidos no Biotério Central do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana. Todo o experimento foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Biologicas da
UFPR, e seguiu exigéncias estabelecidas pelo “Guide for care and use of
Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care) ”, com aprovacdo namero
795 no Comité de Etica. Os animais ficaram em condicdes controladas de biotério,
com temperatura de 22°C+ 1°C, ciclo claro/escuro de 12h/12h, 4gua e racao livres e

com troca de gaiolas e cepilho em dias alternados.
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Figura 2. Linha temporal do experimento.

Inicialmente os animais foram separados aleatoriamente em dois grupos: o
que recebeu a suplementagdo com o Oleo de peixe (grupo OP) e o0 que recebeu
administracdo de agua (grupo controle), ambos por via de gavagem durante dois
meses. Os animais do grupo OP receberam diariamente 3g/kg via oral de uma
mistura de 6leo de peixe composta por 12% de acido docosahexanoico, 18% de
acido eicosapentanoico e antioxidante tocoferol. Essa mistura € proveniente de
capsulas de 6leo de peixe gentilmente cedidas pela Fundagdo Herbarium. Ao 120°
dia de idade os animais dos grupos Controle e OP foram distribuidos em 2 outros
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grupos cada, dando um total de 4 grupos. Grupo OP que recebeu injecéo de LPS
(OP/LPS), grupo OP que recebeu injecdo de veiculo Salina (OP/Salina), grupo
Controle/LPS e grupo Controle/Salina.

Os animais de grupos que receberam injecdo de LPS (OP/LPS e
Controle/LPS) receberam injecdo de 250ug/kg (Konsman et al., 2008) via
intraperitoneal 24 horas antes dos testes comportamentais, visando causar um
processo inflamatério no animal. Nas primeiras horas o animal apresenta um
comportamento doentio ou “sicknesss behaviour’” que pode interferir nos resultados
dos testes. Passadas as primeiras horas o comportamento doentio da lugar ao
comportamento tipo-depressivo modelo desejado pelo nosso estudo. (Dantzer et al.,

2008). Justifica-se aqui a injecéo de LPS 24 horas antes dos testes.

Os quatro grupos entdo foram divididos em outros quatro grupos (totalizando
8): OP/LPS que recebeu o inibidor da IDO, 1-MT (OP/LPS/1-MT), OP/LPS que
recebeu veiculo salina (OP/LPS/Salina), OP/Salina que recebeu 1-MT (OP/Salina/1-
MT) e OP/Salina que recebeu somente salina, (OP/Salina/Salina), para o grupo que
foi suplementado com 6leo de peixe (grupo OP). O grupo Controle foi dividido da
mesma maneira, respectivamente: Controle/LPS/1-MT, Controle/LPS/Salina,
Controle/Salina/1-MT e Controle/Salina/Salina. O 1-MT foi administrado via injecéo
intraperitoneal 23h, 5h e 1h antes dos testes comportamentais. A dose utilizada de
1-MT foi de 3mg/kg, dose minima utilizada em trabalho submetido, mas ainda nao
publicado de acordo com uma curva-resposta satisfatoria (Dias et al., 2015; trabalho

submetido a revista Molecular Neurobiology).

|! OoP ‘ | CONTROLE
[ \ [ ]
LPS ‘ l! SALINA ‘ LPS ‘ l! SALINA ‘
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Figura 3. Grupos experimentais: OP/LPS/1-MT; OP/LPS/SAL; OP/SAL/1-MT; OP/SAL/SAL;
CONTROLE/LPS/1-MT; CONTROLE/LPS/SAL; CONTROLE/SAL/1-MT; CONTROLE/SAL/SAL.
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O experimento deste estudo seguiu todas as normas preconizadas pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal, e todos os cuidados necessarios foram
tomados para que fossem evitados possiveis desconfortos aos animais. Houve
também a preocupacdo em minimizar o numero de animais utilizados ao longo do
experimento sem que isso comprometesse as analises estatisticas dos resultados,

refletindo desta forma as atuais préaticas bioéticas de experimentacao animal.

3.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Foram realizados dois testes comportamentais com 0s grupos de animais: o
teste de campo aberto e o teste da natacdo forcada modificado, feitos de acordo

com literatura pré-existente.

O teste do campo aberto tem como finalidade avaliar qualquer alteracdo de
motricidade no animal e qualquer comportamento de ansiedade. O teste é feito
individualmente e cada animal é colocado no centro de uma arena circular (com
cerca 1m de diametro) limitada por uma parede de 40cm de altura. O animal € livre
para explorar o espaco durante 5 minutos e, durante esse tempo, o software Smart
System ® Junior (Panlab, Harvard Apparatus, Espanha) € utilizado para medir o
comportamento de locomoc¢édo do animal através da analise da distancia percorrida,
velocidade do animal e tempo gasto pelo animal em cada area da arena de campo
aberto (central, intermediaria e periférica). Apos cada teste a arena é limpa com uma
solucdo de agua-etanol de 10% para minimizar ou até evitar interferéncias que
possam ser causadas por odores deixados pelos ratos que realizaram o teste

anteriormente (Naliwaiko et al., 2004).

O teste de natacdo forgcada modificado tem como finalidade avaliar

comportamentos tipo-depressivo nos animais. E um teste preditivo feito de acordo
com literatura pré-existente (Cryan, Markou, & Lucki, 2002). Também & um teste
individual no qual o animal é colocado em um cilindro plastico opaco (20cm de
didmetro x 50cm de altura) preenchido com uma coluna de agua de 30cm (com uma
temperatura de 24° +- 1°C). O animal passa por um treino de 15 minutos para que

se habitue ao ambiente e, 24h apos o treino, € feito efetivamente o teste. Cada
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animal é colocado novamente no cilindro preenchido com agua e o teste dura cinco
minutos, sendo gravado com uma camera posicionada sobre o cilindro para
posteriores analises. A agua de cada teste é trocada para minimizar ou até evitar
possiveis interferéncias de um animal para outro, os animais sdo secados e
realocados em suas gaiolas apos o teste. A analise das gravacoes é feita a partir da
maior frequéncia de comportamento do animal a cada 5 segundos, e o0s
comportamentos podem ser de natacdo (relacionado ao sistema serotoninérgico),
escalada (ligado ao sistema noradrenérgico) e imobilidade (este ligado ao
comportamento tipo-depressivo, sendo ele revertido quando ha a acdo de algum

composto com efeito antidepressivo, caracterizando o teste como preditivo).

3.3 ORTOTANASIA

ApOs os testes comportamentais os ratos foram ortotanasiados por meio de
decapitacéo por guilhotina e tiveram as estruturas retiradas para posteriores analises

neuroquimicas.

3.4 WESTERN BLOT

As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em 500 microlitros de
tampéao de lise (desoxicolato de sodio a 0,2%, 1% de Triton X-100, 50 mM Tris-HCI
pH 7,4, fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF), fenantrolina 2,5 mM) e
centrifugou-se a 13.000 rpm durante 15 min a 4°C. Os sobrenadantes foram
recolhidos e, em seguida, a concentracao de proteina foi medida utilizando o método
de Bradford (BioRad) (Bradford, 1976). As amostras foram preparadas por diluicdo
de 40 pg de proteinas com o agente de redugéo (700 mM de Tris-HCI, 30% glicerol,
SDS a 290 mM, 0,012% de azul de bromofenol e 5% B-mercaptoetanol ). Apos
desnaturacao durante 5 minutos a 95 ° C, as amostras foram sujeitas a eletroforese
em 12% de gel de SDS-poliacrilamida, e, em seguida, transferido para membranas
de nitrocelulose (Amersham GE, Little Chalfont, Reino Unido) utilizando um aparelho

semi-dry (Bio-Rad) Trans-Blot. As membranas foram bloqueadas com TBST-Leite
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desnatado 5% durante 1 hora a temperatura ambiente, e, em seguida, incubadas
com anticorpo primério anti IDO (1: 500, Santa Cruz Biotechnology, EUA) a 4°C
durante a noite. Apos lavagens com TBS-T, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario apropriado [anti-mouse (1: 4000)] durante 1 h. Anticorpo anti-
mouse monoclonal anti B-actina (Sigma) 1:10.000 foi utilizado para verificar a
quantidade de proteina aplicada no gel para normalizacdo. A reacdo foi
desenvolvida com o kit de quimioluminescéncia WestPico (Pierce Rockford, EUA) e
detectado no filme de autorradiografia. A densitometria das bandas foi medida

atraves do software Image J.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média e
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de trés vias, seguida do pos-teste de
Duncan. Diferencas entre o0s grupos foram consideradas estatisticamente

significantes para p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

A Figura 4 mostra os resultados obtidos no campo aberto para a distancia
total percorrida na arena (A), distancia percorrida no centro (B), distancia na periferia
(C), o tempo em que 0s animais permaneceram no centro (D) e o tempo na periferia
(E). A ANOVA de 3 vias ndo mostrou diferencas em nenhum dos parametros
avaliados, entre nenhum dos grupos: em relagdo a distancia total (A) ndo houve
efeito do 6leo de peixe (OP) [F(1,51) = 3,89; n.s.], do 1-MT [F(1,51) = 0,6; n.s.] ou do
LPS [F(1,51) = 0,29; n.s.]. Nenhuma interacéo entre o Oleo de peixe e o 1-MT (OP/1-
MT) [F(1,51) = 0,29; n.s.], entre OP e LPS: [F(1,51) = 0,01; n.s.], entre 0 1-MT e 0
LPS: [F(1,51) = 0,04; n.s.] ou entre os trés tratamentos (OP/1-MT/LPS): [F(1,51) =
0,1; n.s.].

Em relacéo a distancia no centro (B) ndo houve efeito do OP [F(1,51) = 1,25;
n.s.], do 1IMT [F(1,51) = 0,08; n.s.] ou do LPS [F(1,51) = 0,63; n.s.]. Nenhuma
interacdo entre OP e 1-MT [F(1,51) = 2,6; n.s.], entre OP e LPS [F(1,51) = 0,04; n.s.],
entre 1-MT e LPS [F(1,51) = 0,004; n.s.] ou alguma interacéo entre os 3 tratamentos:
OP/1-MT/LPS [F(1,51) = 0,99; n.s.].

Na distancia percorrida na periferia (C) também n&o houve efeito do OP
[F(1,51) = 2,94; n.s.], do 1-MT [F(1,51) = 0,48; n.s.] ou do LPS [F(1,51) = 0,14; n.s.].
Interacdes ndo ocorreram entre OP/1-MT [F(1,51) = 0,05; n.s.], entre OP/LPS
[F(1,51) = 0,02; n.s.], entre 1-MT/LPS [F(1,51) = 0,04; n.s.] ou entre OP/1-MT/LPS
[F(1,51) =0,01; n.s.].

A ANOVA de 3 vias também n&do mostrou diferencas no tempo em que 0s
animais permaneceram no centro da arena (D), para o grupo OP [F(1,51) = 0,24;
n.s.], 1-MT [F(1,51) = 1,52; n.s.], LPS [F(1,51) = 0,7; n.s.], intera¢cbes entre OP/1-MT
[F(1,51) = 0,01; n.s.], OP/LPS [F(1,51) = 0,11; n.s.], 1-MT/LPS [F(1,51) = 1,29; n.s]
ou entre OP/1-MT/LPS [F(1,51) = 0,86; n.s.].

E por dltimo, em relacdo ao tempo na periferia (E): OP [F(1,51) = 0,24; n.s.],
1-MT [F(1,51) = 1,52; n.s.], LPS [F(1,51) = 0,7; n.s.], entre OP/1-MT [F(1,51) = 0,01;
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n.s.], OP/LPS [F(1,51) = 0,11; n.s.], IMT/LPS [F(1,51) = 1,29; n.s.] ou entre OP/1-
MT/LPS [F(1,51) = 0,86; n.s.].
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Figura 4. Teste do Campo Aberto. A Distancia total (cm). B Distadncia no centro (cm). C
Distancia na periferia. D Tempo no Centro (s). E Tempo na Periferia (s). OP: Grupos tratados com
Oleo de peixe. C: Grupos controle. 1IMT: 1-MetilTriptofano. LPS: Lipopolissacarideo de E. coli. SAL:
Salina. Grupos: OP/IMT/LPS n=8, OP/1IMT/SALINA n= 7, OP/SAL/LPS n= 7, OP/SAL/SAL n= 7.
C/IMT/LPS n= 8, C/IMT/SAL n= 8, C/SAL/LPS n= 7, C/SAL/SAL n= 7. ANOVA de 3 vias seguida de

pos teste de Duncan. Valores expressos como média * e.p.m. * p<0,005 comparando.

4.2 TESTE DA NATACAO FORCADA MODIFICADO

A Figura 5 mostra o teste da natacdo forcada. Em relacdo ao comportamento
de natacdo (A), a ANOVA de 3 vias mostrou efeito do tratamento com 6leo de peixe
[F(1,51) = 50; p<0,0000001], do tratamento com 1-MT [F(1,51) = 4,99; p<0,05] e da
aplicacéo do LPS [F(1,51) = 22,17; p<0,00005].

Nenhuma interacdo entre o 6leo de peixe e 1-MT [F(1,51) = 0,4; n.s.], mas sim
uma interacdo entre o 6leo de peixe e o LPS [F(1,51) = 9,8; p<0,005]. Nao foi
observada nenhuma interagcéo entre o 1-MT e o LPS [F(1,51) = 1,65; n.s.] e também
nenhuma interacao entre os 3 tratamentos: OP/1-MT/LPS, [F(1,51) = 0,2; n.s.].

O pos-teste de Duncan mostrou que o0s grupos Controle/1-MT/LPS e

controle/Salina/LPS tiveram frequéncia de natacdo menor que todos 0s outros
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grupos (p<0,005), mostrando que o Oleo de peixe foi capaz de reverter o efeito do
LPS, visto pela maior frequéncia de natacdo em todos os grupos tratados com 6leo
de peixe, porém o 1MT sozinho néo foi eficaz de reverter esse efeito. Ainda, 0 grupo
controle (sem nenhum tratamento — C/SAL/SAL) teve frequéncia de natacdo maior
que os grupos controle/1MT/LPS (p<0,05) e controle/Salina/LPS (p<0,005), embora
ainda menor que todos os outros grupos tratados com 6leo de peixe.

Em relacdo ao comportamento de imobilidade (B) a ANOVA de 3 vias mostrou
efeito do tratamento com éleo de peixe [F(1,51) = 40,88; p<0,0000001], aplicagéo de
LPS [F(1,51) = 19,75; p<0,00005] e interacao entre o tratamento com 6leo de peixe e
LPS [F(1,51) = 10,98; p<0,005]. Nao foi observado nenhum efeito do 1-MT [F(1,51) =
3,71; n.s.], nenhuma interacédo entre o 6leo de peixe e o 1-MT [F(1,51) = 2,01;n.s.].
Também néo foi observada nenhuma interacdo entre o 1MT e o LPS [F(1,51) = 2,07,
n.s.] ou entre os 3 tratamentos: OP/1-MT/LPS, [F(1,51) = 0,16; n.s.].

O pés-teste de Duncan revelou que o grupo ndo suplementado mas que
recebeu 1IMT e LPS (C/AMT/LPS) apresentou frequéncia maior de imobilidade em
relagcdo a todos os grupos tratados com oleo de peixe (p<0,05) e frequéncia de
imobilidade semelhante ao grupo tratado apenas com LPS (C/SAL/LPS), mostrando
que o 1-MT sozinho nédo foi efetivo em reverter o comportamento tipo-depressivo

causado pelo LPS.

Embora tenha apresentado frequéncia de imobilidade menor que os grupos
citados acima (p<0,05), o grupo sem tratamento (C/SAL/SAL) apresentou frequéncia

de imobilidade maior do que todos os grupos tratados com 6leo de peixe.

A ANOVA de 3 vias ndo mostrou diferencas em relagdo ao comportamento de
escalada (C) para o tratamento com Oleo de peixe [F(1,51) = 2,38; n.s.], nenhuma
diferenca para o tratamento com 1MT [F(1,51) = 0,61; n.s.], ou para o tratamento
com o LPS [F(1,51) = 0,17; n.s.]. Nenhuma interacdo entre os tratamentos com 0Oleo
de peixe e 1-MT foi observada [F(1,51) = 0,4; n.s.], também nenhuma interacéo
entre o Oleo de peixe e o LPS [F(1,51) = 0,33; n.s.], assim como entre 0 1-MT e o
LPS [F(1,51) = 0,29; n.s.] ou entre os 3 tratamentos (OP/1-MT/LPS): [F(1,51) =
0,004; n.s.].
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Figura 5. Teste da Natacao Forcada Modificado. A Frequéncia de Natagdo. B Frequéncia de
Imobilidade. C Frequéncia de Escalada. OP: Grupos tratados com 6éleo d peixe. C: Grupos controle.
1MT: 1-Metil-Triptofano. LPS: Lipopolissacarideo de E. coli. SAL: Salina. Grupos: OP/1IMT/LPS n=8,
OP/IMT/SALINA n= 7, OP/SAL/LPS n= 7, OP/SAL/SAL n= 7. C/1IMT/LPS n= 8, C/AMT/SAL n= 8,
C/SAL/LPS n= 7, C/SAL/ISAL n= 7. ANOVA de 3 vias seguida de pés teste de Duncan. Valores
expressos como média + e.p.m. * p<0,005 comparando C/1MT/LPS e C/SAL/LPS a todos os outros
grupos. # p< 0,05 comparando o grupo C/SAL/SAL a todos os outros grupos. ** p< 0,05 comparando
C/IMT/SAL e C/SAL/SAL a todos 0s outros grupos.

4.3 RESULTADOS PARCIAIS DE WESTERN BLOT

A ANOVA de 3 vias ndo mostrou efeito de nenhum dos tratamentos: oleo de
peixe [F(1,16) = 1,38; n.s.], tratamento com 1-MT [F(1,16) = 0,06; n.s.] ou da
aplicacao do LPS [F(1,16) = 0,06; n.s.].

Nenhuma interacéo foi observada entre o 6leo de peixe e 1-MT [F(1,16) = 0,08; n.s.],
ou entre o Oleo de peixe e o LPS [F(1,16) = 1,17; n.s.]. Também nao foram
observadas interacdes entre o 1-MT e o LPS [F(1,16) = 1,79; n.s.] ou entre os 3
tratamentos: OP/1-MT/LPS, [F(1,16) = 3,83; n.s.].
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Figura 6. Expresséo da IDO hipocampal. C= Grupo Controle, OP=Grupo suplementado com
Oleo de peixe. 1MT= ratos tratados com 1-metiltriptofano. LPS= ratos que receberam aplica¢éo do
Lipopolissacarideo de E. coli. N=3 para todos os grupos. Valores normalizados pela expresséo da B-
actina. Valores expressos como média + E.P.M.
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5 DISCUSSAO

A relagéo entre a suplementagdo com AGPIs da familia w-3 e distarbios de
humor esta bem estabelecida e descrita em trabalhos previamente desenvolvidos
em nosso laboratério. Este fato mostra a importancia destes acidos graxos no 6timo

desenvolvimento e funcionamento cerebral.

Nosso objetivo, no atual trabalho, foi estudar o efeito da suplementacdo com
Oleo de peixe em ratos Wistar jovens adultos (60 dias de idade) submetidos a um
modelo de depressdo e inflamacdo de LPS (lipopolissacarideo de E. coli). Para
tanto, estudamos o efeito deste dleo sobre a enzima IDO através da utilizagédo do 1-
MT (inibidor direto da IDO), assim como analisamos a expressdo desta enzima em
hipocampos de animais tratados ou ndo com LPS, suplementados ou ndo com 6leo
de peixe.

O teste do campo aberto foi utilizado para verificar alteracdes de motricidade
nos animais e quaisquer comportamentos de ansiedade. Neste teste nao
encontramos diferencas estatisticamente significativas relativas aos parametros de
distancia total percorrida na arena, distancia percorrida no centro, distancia na
periferia, 0 tempo em que 0S animais permaneceram no centro e na periferia da
arena. Esses resultados demonstram que a atividade motora e o comportamento de
ansiedade nao foram distintos entre os grupos experimentais (Figura 4). No entanto,
ndo podemos descartar o efeito ansiolitico provocado pelo LPS. Por exemplo,
Salazar et al. (2012) mostraram que, independentemente do comportamento motor,
0 LPS induziu a um comportamento tipo-ansiedade em camundongos submetidos ao
teste de campo aberto e principalmente ao teste da caixa claro/escuro. E importante
ressaltar que o teste do campo aberto avalia predominantemente comportamento
motor e pode apresentar uma sensibilidade diminuida para detectar ansiedade, o
que pode explicar os resultados encontrados na atual investigacdo. Por outro lado,
este teste nos permite excluir a possibilidade de resultados falso-positivos no teste
da natacdo forcada, jA que uma atividade motora exacerbada poderia ser
responsavel pela reducéo no tempo de imobilidade.

Considerando o teste da natacao forcada modificado, podemos observar na
Figura 5, que o grupo C/SAL/LPS teve a menor frequéncia de natacdo e a maior
frequéncia de imobilidade, indicando que o modelo de LPS administrado nos animais
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esta de acordo com as premissas, jA que o0 comportamento tipo depressivo
verificado pela frequéncia alta de imobilidade foi observado nos animais desse

grupo.

Interessantemente, nos animais que receberam LPS e foram suplementados
com Oleo de peixe é possivel observar o efeito antidepressivo deste Gleo rico em
acidos graxos poli-insaturados, caracterizado por diminuicdo da frequéncia de
imobilidade e aumento da frequéncia de natacdo, este Ultimo comportamento
relacionado a atividade do sistema serotoninérgico. Estes resultados corroboram
trabalhos previamente desenvolvidos em nosso laboratério em que a suplementacdo
com Oleo de peixe foi realizada durante fases precoces de desenvolvimento do
sistema nervoso como a gestacao e lactacdo (Vines et al., 2012; Carabelli et al.,
2014). No atual trabalho escolhemos realizar a suplementagdo em animais jovens
adultos (com idade de 60 dias), portanto utilizando uma nova janela de
desenvolvimento do sistema nervoso central. Tal mudanca foi embasada por dados
da literatura, que evidenciavam a importancia da suplementacdo com acidos graxos
da familia 8mega-3 durante as fases de gestacdo e lactacdo para estudar cognicéao
e depressdo, sem, no entanto, mostrar-se significativa no estudo de efeitos anti-

inflamatorios (Madore et al., 2014).

Diante desta constatacdo alteramos a metodologia com vistas a estudar os
efeitos do 6leo de peixe frente a um modelo inflamatério. Somado a isto, os dados
de Mori et al., 2015 (submetidos a revista Neurotoxicity Research), mostraram que a
suplementacdo por um curto periodo de 50 dias realizada em animais com 70 dias
de idade foi capaz de promover neuroprotecao e efeitos antioxidantes nos animais ja

adultos. Nossos resultados evidenciam o sucesso desta janela temporal escolhida.

No entanto, quando olhamos o grupo C/1IMT/LPS, ou seja, animais que
receberam LPS e 1-MT, observamos que a frequéncia de natacao também foi baixa,
consequentemente a de imobilidade foi alta, demonstrando que o 1-MT néo
conseguiu reverter o comportamento tipo depressivo provocado pelo modelo de
LPS. O 1-MT é um inibidor competitivo da enzima IDO e, teria como fungéo bloquear
a IDO e a cascata que causaria 0 comportamento do tipo depressivo nos animais
(Corona, 2013). Estudos desenvolvidos em outros laboratérios (O’Connor et al.,
2009; Corona et al., 2013) mostraram efeito do 1-MT em reverter o comportamento
tipo-depressivo, porém estes autores implantaram pellets de liberacdo lenta em
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camundongos antes da aplicacdo do LPS diferentemente da aplicacao
intraperitoneal administrada em ratos na nossa metodologia. Estas diferengas
podem ter contribuido para a auséncia de efeito do 1-MT. No entanto, nosso
protocolo foi baseado em outro trabalho em que esta dose aplicada em ratos Wistar
teve um efeito antidepressivo (Dias et al., 2015). Outra possibilidade seria a do LPS
ter causado uma diminuicdo tdo intensa de serotonina decorrente do processo
inflamatorio que o 1-MT mesmo em 3 aplicacdes nédo foi suficiente para reverter o

comportamento tipo-depressivo decorrente desta condicéo.

O processo inflamatorio induzido pelo LPS é acompanhado por aumento da
expressdo da enzima IDO (Tomaz et al., 2014). No atual trabalho, o comportamento
tipo-depressivo gerado pelo modelo inflamatério do LPS ndo conseguiu ser revertido
pelo 1-MT. Curiosamente, quando o 1-MT foi administrado em animais
suplementados com OP, a reversao deste comportamento foi obtida. A explicacao
para tal resultado pode decorrer do fato de que o 1-MT € um inibidor direto da IDO e,
de que o OP pode ter uma acdo semelhante a anti-inflamatérios ndo-estereoidais,
inibindo indiretamente esta enzima, diminuindo os niveis de citocinas pro-
inflamatorias, por exemplo. Assim, a acdo conjunta do OP e do 1-MT consegue
reverter os parametros analisados no teste de natacdo forcada modificado que
caracterizam comportamentos tipo-depressivos, como 0 comportamento de

imobilidade dos animais.

Quando observamos o grupo OP/1IMT/SAL podemos observar alta frequéncia
de natacédo, e baixa frequéncia de imobilidade, mostrando que o Gleo de peixe foi
eficiente em aumentar os niveis de natacdo, potencializando o efeito do 1-MT. Na
observacdo do grupo OP/1-MT/LPS, em que os animais receberam LPS e, espera-
se encontrar niveis altos da enzima IDO, percebemos que o 6leo de peixe também
potencializou o efeito do 1-MT e conseguiu reverter 0o comportamento tipo
depressivo induzido pelo modelo de LPS. Um menor tempo de imobilidade sugere
um efeito antidepressivo do 6leo de peixe sobre o comportamento de desespero

observado nos animais.

Quanto aos resultados de Escalada ndo observamos diferengas significativas
entre 0s grupos, evidenciando auséncia de alteracdes no sistema noradrenérgico

desses animais (Cryan, Valentino & Lucki, 2005).
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Em trabalhos anteriores, na auséncia de um modelo inflamatério, o dleo de
peixe aumentou os niveis de serotonina e do fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF) em tecido hipocampal (Vines et al., 2012; Pudell et al., 2014; Carabelli et al.,
2015). No estudo atual, utilizando um modelo inflamatorio, propomos que o Oleo de
peixe tenha agido indiretamente sobre a enzima IDO (elevada devido ao quadro
inflamatorio), possivelmente inibindo o desvio de sintese de serotonina a partir do
aminoacido triptofano para a via das quinureninas, compostos téxicos. Ao inibir esta
via, 0 6leo de peixe aumenta 0s niveis de serotonina e exerce um efeito
antidepressivo. Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade do 6leo de peixe
aumentar os niveis de serotonina por outros mecanismos. Assim, trabalhos futuros

dosando citocinas e serotonina elucidardo esta questao.

Em relacdo aos resultados parciais de Western Blot, nossa expectativa é de
que o modelo de LPS tenha aumentado os niveis da enzima IDO provocando um
quadro de inflamacao crénica nos animais. Além disso, esperamos que o Oleo de
peixe seja capaz de diminuir a expressdo da enzima IDO e consequentemente
interferir na cascata provocada pelo aumento da IDO diminuindo a inflamacéo de
forma geral e explicando os resultados que tivemos de reversdao do comportamento
tipo-depressivo nos testes comportamentais de natacdo forcada modificado. No
entanto, nossos resultados parciais ndo apontam qualquer diferenca estatistica
significativa entre esses grupos. Muito provavelmente a amostra analisada ainda
muito pequena (n=3) tenha nos levado a resultados falsos negativos. A analise da
expressdo da enzima IDO se encontra em processamento e, em futuro breve,

esperamos elucidar os resultados de Western Blot.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que o 6leo de peixe reverteu o
comportamento tipo-depressivo provocado pela IDO, por sua vez induzida pelo LPS,

através de mecanismos ndo determinados até o presente momento.
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6 CONCLUSOES

Levando em consideracéo o conjunto de dados aqui apresentados, € possivel

concluir que:

O modelo de inflamacdo do LPS funcionou de acordo com as premissas do
modelo para reproduzir o comportamento tipo-depressivo nos animais, por conta do
alto comportamento de imobilidade observado no teste de natacdo forcada

modificado.

O d6leo de peixe é eficaz em reverter o comportamento tipo depressivo
causado pelo modelo de depresséo e inflamacéo de LPS (lipopolissacarideo de E.
coli).
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