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RESUMO

A depressao, de acordo com a Organizacdao Mundial de Saude (OMS), é a
guarta principal causa de incapacitacdo em todo o mundo, sendo relacionada a
fatores genéticos e ndo genéticos. Dentre as varias alteracbes sistémicas e
neuroldgicas que causa no individuo, as altera¢cdes da ritmicidade circadiana
vem tendo interesse cientifico, pois nos pacientes depressivos ha alteracdes do
ritmo bioldgico associado ao ciclo claro/escuro ambiental. As conexfes entre
ritmo circadiano e depressdo sdo bem estabelecidas por vérias linhas de
evidéncia em humanos e com, no minimo, algum suporte de trabalhos com
modelos animais. Porém, os mecanismos dessa conexdo ainda ndo estao
totalmente definidos. Dentre os modelos animais de depressdo um dos mais
utiizados € a bulbectomia olfatéria (OBX), com critérios amplamente
estabelecidos e aceitos, no qual a hiperatividade observada nos animais
acontece devido as lesdes retrogradas em todas as areas ligadas ao bulbo
olfatorio, pelo rompimento das conexfes neurais. A OBX provoca um
comportamento tipo-depressivo nos animais que é prevenido pela
suplementacdo com 6leo de peixe (OP) na fase de gestacao e lactacdo. Assim,
0 presente estudo investigou se houve alteracdo do ritmo atividade/repouso nos
animais submetidos a este modelo de depressdo que foram ou néao
suplementados com OP, e ainda, o efeito desta suplementacdo sobre os
comportamentos de depressdo e atividade locomotora. Os actogramas e a
analise do periodograma nos permitiu afirmar que todos 0s grupos
permaneceram sincronizados ao ciclo claro/escuro. Assim, os dados obtidos a
partir da OBX ndo mostraram efeito sobre ritmo atividade/ repouso dos ratos
adultos suplementados ou ndo com OP. A suplementacdo com 0leo de peixe
reverteu o comportamento tipo-depressivo e a hiperatividade presentes no
modelo de depressao, verificado por meio dos testes de natacdo forcada
modificado e campo aberto. E ainda, os efeitos antidepressivos da
suplementacdo com 6leo de peixe parecem nao estar relacionados a alteracdes
do ritmo atividade/repouso dos animais, sugerindo que 0S mecanismos sejam
independentes do ritmo circadiano.

Palavras-chave: Depresséo; Ritmo Atividade/Repouso; Oleo de peixe;
Bulbectomia olfatoria;



ABSTRACT

The depression according to the World Health Organization (WHO) is the fourth
main cause of inability by the world, being related to genetic and nongenetic
factors. Among the many systemic and neurological changes that cause the
individual, changes in circadian rhythmicity has had scientific interest, as in
depressive patients for changes in biological rhythms associated with the
light/dark cycle environment. The connections between depression and circadian
rhythm are well established by several lines of evidence in humans and, at least,
some support with animal models. However, the mechanisms of this connection
are not yet fully defined. Among the animal models of depression one of the most
used is the olfactory bulbectomia (OBX), with widely established and accepted
criteria, in which the hyperactivity observed in animals is due to retrogressive
lesions in all areas related to the olfactory bulb, the disruption of connections
neural. The OBX causes a type-depressive behavior of the animals is prevented
by supplementation with fish oil (OP) in pregnancy and lactation phase. This
study investigated an activity/rest cycle modified in animals subjected to this
depression model and supplemented or not with OP, and yet, the effect of
supplementation on the behavior of depression and locomotor activity. The
actogramas and analysis of the periodogram allowed us to say that all groups
remained synchronized to the light/dark cycle. Thus, the data obtained from the
OBX showed no shift on rhythm activity/rest of adult rats treated with OP or not
OP. The supplementation with fish oil reversed-like and depressive behavior
hyperactivity present in the depression model verified by the modified forced
swimming test, and open field. Still, the antidepressant effects of
supplementation with fish oil does not seem to be related to changes in the
rhythm activity / rest of the animals, suggesting that the mechanisms are
independent of the circadian rhythm.

Keywords: Depression, Activity /rest cycle, Fish Qil, Olfactory Bulbectomy
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1 INTRODUCAO

1.1 DEPRESSAO

A depresséo tem sido descrita pela humanidade ha varios milénios,
sendo que o termo melancolia foi usado pela primeira vez por HipGcrates perto
de 400 anos a.C. (AKISKAL, 2000). Na idade média, a depressdo era
especialmente nociva, uma vez que o0 desespero do melancdlico era
considerado um afastamento de tudo o que era sagrado, um pecado e algumas
pessoas eram multadas ou aprisionadas por carregarem esse mal da alma, que
ndo tinha cura (GONCALES, 2007). Atualmente € a quarta principal causa de
incapacitacdo em todo o mundo, e de acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude (WHO), ha uma projecdo de que em 2020 a depressao seja a segunda
maior causa de incapacitacdo no mundo; e em 2030 esta patologia sera o mal
mais prevalente do planeta, a frente do cancer e de algumas doencas
infecciosas (WHO, 2013; MATHERS e LONCAR, 2006). A incidéncia € de 20%
em mulheres e 12% em homens nos Estados Unidos (EUA), préximo aos dados
estatisticos de outros paises (GOODIER, 2014).

Clinicamente, esta doenca € diagnosticada e classificada como
“transtorno depressivo maior (TDM)” baseada nos critérios utilizados do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM) - (DSM-5, 2013). Os
critérios de diagnéstico sdo cinco ou mais dos seguintes sintomas: humor
deprimido (em criancas ou adolescentes pode ser humor irrithvel), perda de
interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades na maior parte do
dia, perda ou ganho de peso acentuado, insénia, agitacdo ou retardo psicomotor,
fadiga e perda de energia, sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou
inadequada, capacidade reduzida de pensar ou concentrar-se ou indeciséo, e
pensamentos de morte recorrentes, desde que 0s sintomas estejam presentes
h&d pelo menos duas semanas, e que realizem mudanca no comportamento
anterior do individuo. Estes sintomas causam sofrimento ou prejuizo na vida
social, ocupacional ou outras areas da vida do individuo. Para complementar o
diagndstico existem especificadores de caracteristicas ansiosas, de gravidade,
mistas, melancodlicas, para a caracteriza¢do do quadro (DSM-V, 2013).

A vulnerabilidade para depressao é relacionada a fatores genéticos e

apresenta fatores predisponentes ndo genéticos, como estresse, trauma
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emocional e infecgbes virais (AKISKAL, 2000; FAVA e KENDLER, 2000).
Todavia, nos ultimos anos, diferentes hipéteses foram estudadas na tentativa de
embasar sua complexa etiologia. Classicamente, a depressao é relacionada ao
sistema monoaminérgico, que leva a manifestacdo do conjunto de
caracteristicas clinicas da doenca (ULAK, et al.,, 2010; BEAR, 2008; RANG e
DALE, 2007). Neste contexto, a depressdo é uma consequéncia do defeito em
um dos sistemas modulatérios difusos (serotoninérgico ou noradrenérgico) que
leva a um desequilibrio destes neurotransmissores “monoaminérgicos” liberados
no encéfalo. Para SCHILDKRAUT, 1965, a hipotese catecolaminérgica foi
consideravel valor heuristico, proporcionando ao pesquisador um quadro de
referéncia que integrava grande parte da experiéncia com agentes
farmacolégicos que produziam alteracdes nos estados afetivos humanos.
Posteriormente, houve 0 progresso na investigacdo sobre as funcdes de
receptores serotoninérgicos no enceéfalo, a partir de estudos usando
antagonistas especificos de serotonina (COOPER, 1988). Estas hipoteses
surgiram originalmente de associagbes entre os efeitos clinicos de varios
farmacos que levavam ou ndo aos sintomas da depressdo e seus efeitos
neuroquimicos (NESTLER, 2002). Os inibidores da enzima monoamino oxidase
(IMAOSs) e drogas que inibem a recaptacéo desses neurotransmissores, COmMo 0S
antidepressivos triciclicos e os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina
e/ou noradrenalina, reforcam esta teoria (BOLDRINI, 2012). Assim, baseados
nesta teoria monoaminérgica, a maioria dos medicamentos aumentam a
neurotransmissédo das monoaminas, por meio de diferentes mecanismos (KISS,
2008).

BOLDRINI et al., (2002) ressaltam a importancia do BDNF na funcao
neuronal, uma vez que € uma das principais neurotrofinas responsaveis pela
modulacao da plasticidade no hipocampo e estas fazem parte de outra hipotese,
na qual a reducédo do fator neutréfico derivado do encéfalo (BDNF) parece ter
forte participacdo na patogénese da depressao (LUO, et al., 2010). Um estudo
de metandlise mostrou que os niveis de BDNF estédo associados com alteracdes
clinicas na depressao; suportando a nocdo de que a melhora do TDM esta
relacionada a mudancas de neuroplasticidade (BRUNONI, et al., 2008).

E interessante ressaltar que os antidepressivos favorecem o aumento de
BDNF, no entanto, estudos tém sugerido que os antidepressivos sao efetivos

apenas para uma parcela dos pacientes que sofrem de depressao (DOWLATI, et
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al., 2010), com aproximadamente 30 — 40% de pacientes classificados como
ndo responsivos, e periodo de laténcia clinica demasiadamente longo (
WILLNER, et al., 2013).

Com a reducdo da melhora clinica dos pacientes sob acao dos
antidepresssivos, estudos sugerem que o TDM vem acompanhado de um
desequilibrio do sistema imunolégico, especificamente na ativacdo da resposta
inflamatoria, pelo aumento da producdo de citocinas pré-inflamatérias como as
interleucinas (IL)-1, IL-2, IL-6, interferon, fator de necrose tumoral, entre outras;
este aumento de citocinas pode ser clinicamente importante, pois as citocinas
pro-inflamatdrias podem contribuir diretamente para o desenvolvimento de
sintomas depressivos (ANISMAN, et al., 2002; DAHL, et al., 2014; DOWLATI,
et al., 2010). H& estudos apontando a inflamagcdo como etiologia da depressédo
(AUBERT, 1999; KIM, et al.,, 2016). Em um estudo de metanalise, que usou
antidepressivo associado a anti-inflamatério, os resultados apontaram para
melhor eficacia do anti-inflamatorio em relagcdo ao placebo (NA, et al., 2014).
Autores como, SANTIAGO, et al., 2014, investigaram os anti-inflamatorios na
atividade antidepressiva em modelos animais de depressdo, e os resultados
sugeriram que os efeitos do tipo antidepressivo de drogas anti-inflamatérias
poderiam ser atribuidos a defesas antioxidantes aumentadas e atenuacdo do
estresse oxidativo no hipocampo. Importante lembrar que o aumento dos
mediadores pro-inflamatérios pode ndo causar, necessariamente, dano ao tecido
normal, pois o objetivo primario da acdo inflamatoria é defender e restaurar a
integridade do sistema nervoso central lesado. Entretanto, se ndo controlada, a
acao inflamatoéria tem efeitos prejudiciais e pode agravar a lesdo, porque ocorre
o0 desequilibrio entre as atividades pré e anti-inflamatoria, resultando em
inflamacéo crénica podendo levar ao prejuizo da memdria espacial, perda

neuronal, gliose no hipocampo e depresséao (KIM, et al., 2016).
1.2 RITMO CIRCADIANO

Dentre as varias alteracdes sistémicas e neurologicas que a depressao
causa no individuo, as alteracdes da ritmicidade circadiana vem tendo interesse
cientifico, podendo ser uma hipétese na etiologia da depressdo. Nos pacientes
depressivos ha alteracbes da ritmicidade circadiana, que é o ritmo biologico
associado ao ciclo claro/escuro ambiental e apresenta periodo de

aproximadamente 24 horas, do Latim — “circa diem” (BOYCE e BARRIBALL,
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2010; MONTELEONE, etal.,, 2011; KRONFELD-SCHOR, , et al., 2012; TAL-
KRIVISKY, et al., 2015). Na realidade, alteragcdes no ritmo circadiano de
pacientes deprimidos tem sido descritas ha mais de 25 anos (TUREK, et al.,
1986) e estas alteracBes do ciclo circadiano, como no ciclo sono-vigilia, sdo
heterogéneas na depressao, e geralmente, incluem mudangas, como aumento,
reducdo, avancgo, atraso, do ritmo da temperatura corporal, secrecdo hormonal,
fases do sono e ciclo repouso/ atividade (MONTELEONE, et al.,2011).

O humor é diretamente afetado pelo processo circadiano, e nao
surpreende que distarbios da ritmicidade facam parte da fisiopatologia dos
distarbios do humor, como mostram evidéncias da relacdo entre depressao e
ritmo circadiano em humanos, bem como em modelos animais (KRONFELD-
SCHOR, 2012). Ressaltando que nessa relacdo, depressdo e ritmos
circadianos, as mudancas mais frequentes que afetam o pessoas saudaveis sao
a variacdo do humor, atividade encefalica, atividade motora e a variacdo de
humor sazonal. E dessas alteracdes, o ciclo sono/vigilia €, de longe, 0o mais
descrito disturbio circadiano associado a depressdao (GORWOOD, 2010;
MONTELEONE, et al., 2011; KRONFELD-SCHOR, 2012).

Nas ultimas décadas tem-se estudado a ritmicidade circadiana de varios
organismos — Drosophila, Neurospora, Chlamydamonas, hamsters,
camundongos, ratos, sapos e outros — e 0S genes e circuitos que regulam esta
ritmicidade circadiana tém sido identificados (McCLUNG, 2011; REPPERT,
2000). A maioria dos organismos, incluindo o humano, apresenta ritmos
circadianos em quase todos os niveis de organizacdo, os quais podem ser
estudados em bases genética, fisioldgica e cognitiva (KRONFELD-SCOR, 2012).
Estes ritmos circadianos, como, por exemplo, o ritmo de atividade/repouso,
continuam a se expressar, mostrando o seu carater enddgeno (BOYCE e
BARRIBALL, 2010), mesmo quando o organismo é mantido livre de pistas
ambientais externas, situacdo denominada de livre-curso. Por exemplo, um
animal noturno em escuro constante, vai expressar ritmo de aproximadamente e
nao exatamente 24 horas. JA se sabe que em humanos e ratos a média do
periodo em livre curso € de 24,3 horas e 23,7 horas, respectivamente
(BOLLINGER, 2014).

O sistema circadiano, que possibilita a sincronizacdo entre os ritmos
gerados endogenamente e o ciclo claro/escuro ambiental, é formado pelos

seguintes componentes principais: via de entrada, a qual transmite a informacéao
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ambiental, ciclo claro/escuro para estruturas neurais e endécrinas que compéem
o sistema de temporizagéo e a via de saida que sincroniza os relégios celulares
e dos 6rgdos presentes no encéfalo e em estruturas periféricas (MOHAWK,
2011).

Em mamiferos os nucleos supraquiasmaticos (NSQ) atuam como relégio
circadiano principal, gerando o ritmo circadiano. Estes nucleos recebem a
informacdo luminosa via trato retinohipotalamico (TRH) a partir das células
ganglionares fotossensiveis da retina (RGCs), que expressam o fotopigmento
melanopsina, e assim, a entrada ajuda sincronizar os ritmos. Os efeitos da luz
nos ritmos, sono e humor sdo mediados por uma subpopulacédo destas RGCs,
as células ganglionares fotossensiveis intrinsicas da retina (ipRGCs), que
expressam niveis variados da proteina melanopsina (LEGATES, et al., 2012),
indicando que cada subtipo poderia ter participacéo intrinsica na deteccao da luz
em um mecanismo diferente da sinalizacdo de cones e bastonetes para o
encéfalo (LEGATES, et al., 2014). Ressaltando que a luz através das ipRGCs
influencia comportamentos que séo essenciais para a saude e qualidade de vida
(WASSLE, 2004). Esta influéncia da luz acontece pois as ipRGCs nao tem uma
membrana especializada, 0 que as torna menos sensiveis a luz do que os cones
e bastonetes. No entanto, as ipRGCs sédo capazes de incorporar o sinal de luz
por mais tempo, resultando em um aumento de sua sensibilidade durante um
estimulo de luz prolongado (QIU, et al., 2005).

O NSQ envia sinais para varias regides do encéfalo, o qual, e por meio de
hormbnios e peptideos sincroniza varios tecidos (FOSTER, 2007; McCLUNG,
2011). Na figura 1 podemos ver que a luz regula o humor e aprendizado
alterando ou ndo o sono e a ritmicidade circadiana (LEGATES, et al.,2014).
Assim, o efeito da luz sobre o humor pode ou ndo envolver o sistema de

temporizacao.



17

Indirect Pathway

2 ,
Light—»
AN\ —»@
ipRGC

Hippocampal
Dependent Learning

Circadian Phase

Direct Pathway

Figura 1 — Modelo de influencia direta e indireta da luz sobre o humor.
Fonte: LEGATES, et al., (2014).

Excetuando a via visual, a maior via aferente para o NSQ é a via
constituida de neurdnios serotoninérgicos, cujos corpos celulares se encontram
nos nucleos da rafe no mesencéfalo (ROCA, et al., 1993), e a destruicdo deste
impulso serotoninérgico ndo elimina o ritmo circadiano de livre-curso. Por outro
lado, a amplitude e a regularidade dos ritmos sao afetadas, além de ocorrer um
avanco de fase no ritmo de atividade/repouso. Sabe-se também que a
serotonina ou drogas serotoninérgicas causam alteracdo na frequéncia de
disparos dos neurdnios do NSQ tanto in vivo quanto in vitro, sendo que a
serotonina parece inibir a frequéncia de disparos. A somatoria destes efeitos
sugere uma regulacdo modulatéria da serotonina (ROCA, et al., 1993).

Apesar da inquestionavel importancia do NSQ, estudos anteriores
sugerem que o bulbo olfatério (BO) € uma regido que preenche todos os critérios
funcionais de um marcapasso circadiano, exibindo ritmicidade de forma
independente da funcdo do NSQ (MONTUFAR-CHAVEZNAVA, et al., 2012). Um
estudo que investigou o desenvolvimento do sistema circadiano do coelho, que
caracteriza o padréo de 24 h de expressdo dos genes do reldgio do BO e NSQ,
relatou pela primeira vez que Perl, Cryl e Bmall sdo expressos na OB de
coelhos recém-nascidos e juvenis. E que o padrdo de variacdo diurna da
expressdo do gene do relégio se desenvolve mais cedo no BO que no NSQ de
coelhos recém-nascidos. Dada a maturacao precoce do mecanismo de reldgio
molecular e a relevancia biologica desta estrutura durante o desenvolvimento, é
possivel que o BO desempenhe um papel importante na regulagcdo temporal
durante a vida pré-visual em coelhos (MONTUFAR-CHAVEZNAVA, et al.,
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2012). Esta modulacao circadiana pode ser desencadeada pela ativagéo do BO
a partir de exposicdo odorifera (GRANADOS-FUENTES, et al., 2006). Varios
estudos indicam que esta regido interage com o sistema de entrada no NSQ, e
qgue a bulbectomia olfatéria afeta a funcionalidade deste nucleo, entretanto, a
funcado bioldgica do BO como marcapasso ainda permanece vaga (MONTUFAR-
CHAVEZNAVA, et al., 2012). As conexdes entre ritmo circadiano e depressao
sdo bem estabelecidas por varias linhas de evidéncia em humanos e com, no
minimo, algum suporte de trabalhos com modelos animais. Porém, os
mecanismos dessa conexao ainda néo estao totalmente definidos (KRONFELD-
SCHOR e EINAT, 2012).

1.3 BULBECTOMIA OLFATORIA

Dentre os modelos animais de depressdo um dos mais utilizados € a
bulbectomia olfatéria (SONG, 2010), com critérios amplamente estabelecidos e
aceitos para um modelo animal de depressédo, estabelece o requisito minimo
proposto: a) semelhanca no comportamento do animal com sintomas
observados em pacientes com depressdo; b) as mudancas comportamentais
gue ocorrem no animal devem poder ser medidas objetivamente; e c) as
mudancas de comportamento podem ser revertidas por qualquer tratamento que
seja terapeuticamente eficaz (WILLNER, 1984; SONG, 2005). Os animais
bulbectomizados mostram varias mudancas comportamentais, incluindo prejuizo
na funcéo cognitiva e aumento da atividade locomotora (SATO, 2010; PUDELL,
et al., 2013; TAKAHASHI, et al., 2011, MATURANA, et al., 2015). O modelo da
bulbectomia olfatéria (OBX) bilateral tem sido amplamente utilizado, pois
promove alteracbfes comparaveis as vistas em pacientes com depressao maior
em varios sentidos: comportamentais, neuroendocrinas, neurobiolégicas e
neuroimunologicas (ZUEGER, et al., 2005). A cirurgia de OBX foi descrita por
BREUER, et al., (2007) e leva a uma lesao retrégrada em todos os sistemas dos
guais os bulbos recebem e/ou enviam informacfes. As principais alteracdes
ocorrem normalmente duas semanas apoés realizacdo do procedimento cirdrgico
(MUCIGNAT-CARETTA, 2006). O bulbo olfatério se projeta para varias areas do
encéfalo (figura 2), incluindo regides corticais, amigdala e hipocampo, o que
embasa as mudancgas comportamentais inerentes ao modelo (SONG, 2005;
BORRE, et al, 2012). Nos ratos bulbectomizados, ocorre diminuicdo da

liberacdo de serotonina, noradrenalina e dopamina (SATO, et al., 2010; SONG,
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2005), que pode estar associada as altera¢cdes comportamentais decorrentes da
bulbectomia (HARKIN, 2003; SONG, 2005). Além disso, a OBX reduz a
neurogénese hipocampal, um suposto mecanismo para etiologia da depressao
(KOO, et al., 2010).

| )

-

| N

Figura 2 — Bulbo olfatério e suas conexdes.
Fonte: KANDEL, E., SCHWARTZ,J.H. Principles of Neural Science, 4ed., (2014).

Com maior entendimento dos mecanismos subjacentes a depresséo

ampliaram-se as opc¢des para possiveis alvos terapéuticos para esta patologia.

1.40LEO DE PEIXE

Sabe-se que além de satisfazer as necessidades de nutricdo corporal, a
dieta pode modular diversas funcées no organismo. Conceitos na ingestao de
nutrientes funcionais ou suplementos estdo se expandindo a partir de estudos
gue enfatizam o uso de alimentos para promover um estado de bem-estar,
saude, e reducéo do risco de doencas.

Classicamente se sabe que o encéfalo possui grandes concentracdes de
lipideos complexos, os quais determinam propriedades estruturais e funcionais
das membranas das células e das organelas (FAROOQUI, et al., 2000). Estes
lipideos tém um papel importante no metabolismo encefalico, influenciando o
desempenho cognitivo, a acuidade visual, metabolismo de neurotransmissores e
desenvolvimento neural (CHALON, et al., 2001), sendo que sua deficiéncia pode

causar perda de habilidades de aprendizagem, memdria ou culminar em
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doencas neuroldgicas na vida adulta (YOUDIM, et al., 2000; FEDOROVA, et al.,
2007).

Os acidos graxos compdem um conjunto de moléculas biologicas com
funcBes de reserva energética, composicdo das membranas celulares, um
importante papel na sinalizacdo celular e precursor de moléculas bioativas
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) (RIEMER, et al., 2010; ALBERTS,
et al., 2004; COOPER, 2007).

Os acidos graxos poli-insaturados (AGPIs) podem ser divididos em duas
grandes familias: 6mega-3 (»-3), e 6mega-6 (»-6), as quais sdo estruturalmente
classificadas (1) pelo numero de carbonos presentes na cadeia de
hidrocarbonetos (=18 carbonos); (2) numero de duplas ligagdes; e (3) e pela
proximidade da primeira dupla ligacdo com o grupamento metil (dmega) terminal.
Estes sdo considerados acidos graxos essenciais, pois os mamiferos ndo os
conseguem sintetizar devido a auséncia natural das enzimas dessaturases A-15
e -12 e devem, obrigatoriamente, ser adquiridos através da alimentacao
(BOTHAM, 2007; CALDER, 2003).

Os acidos graxos essencias como o acido alfa-linolénico (18:3 -3, LNA)
e acido linoléico (18:2 o-6, LA) sdo AGPIs (figura 3) e fazem parte das etapas
bioquimicas que sintetizam o0s acidos eicosapentandico (EPA- 20:5 »-3), e
docosahexaendico (DHA- 22:6 ®-3), e acido araquidonico (AA, 20:4 ®-6) -
(JIMENEZ, et al., 1997; ATTAR-BASHI et al., 2004; LEVANT, et al., 2006).

Os principais integrantes da familia de acidos graxos »-3 (DHA e EPA)
sdo encontrados principalmente em peixes de aguas frias profundas, como
salmao, atum e truta, em alguns vegetais como a linhaca, agrido, brécolis e
espinafre, e em menor quantidade em frutos do mar. Ja os acidos graxos -6
podem ser encontrados em 6leos vegetais como de girassol, canola, milho e
soja, no leite de cabra e vaca, no abacate, além de na maioria das améndoas
(MARTIN, et al., 2006).

Os AGPIs séao lipidios de fonte dietética encontrados nas membranas
celulares, mais abundantemente no sistema nervoso central (SNC) - ( PASCOE,
et al., 2011; GOMEZ, 2008), ressaltando que o DHA tem um papel importante no
metabolismo encefalico, influenciando o desempenho cognitivo, a acuidade
visual, metabolismo de neurotransmissores e desenvolvimento neural
(JIMENEZ, et al., 1997; CHALON, et al., 2001). E ainda, os acidos graxos s&o

capazes de promover alteracbes na funcdo encefédlica por modificarem as
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caracteristicas fisico-quimicas das membranas dos neurdnios, participando
ativamente de processos de sinalizagdo celular através do funcionamento de
receptores e da recaptacéao de neurotransmissores (BODNAR e WISNER, 2005);
bem como alterando o metabolismo dos eicosandides e as atividades
enzimaticas (JUMPSEN, et al.,1997).
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Figura 3 — Etapas bioquimicas para sintese dos acidos graxos.
Fonte: Adaptado de LAURITZEN et al., (2001).

Um crescente numero de estudos clinicos e epidemiologicos mostra que
os acidos DHA e EPA podem ser efetivos no tratamento e prevencdo da
depressdo (LIN, et al., 2010; McNAMARA, et al., 2010).

mostram que a alteracéo do perfil dos acidos graxos essenciais, particularmente

Ha estudos que

do DHA, pode representar um fator ndo genético, na etiologia, tanto na
depressdo nao puerperal como na depressdao poés-parto (McNAMARA, et al.,
2007; LEVANT, et al., 2006). O DHA esta largamente envolvido com funcéo
neural, estrutura encefalica e tem um importante papel no desenvolvimento fetal
e neonatal (OTTO, et al., 2000; NALIWAIKO, et al., 2004). Outros estudos tém
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demonstrado diferencas nos niveis de acidos graxos da familia ®-3 em
pacientes com transtornos psiquiatricos quando comparados a grupos controle,
principalmente nos niveis de DHA (GREEN, et al., 2006). A administracdo de
DHA e EPA durante periodos criticos do desenvolvimento do SNC é essencial
para a maturacao cortical e mielinizacéo e ainda, representa um risco diminuido
para o desenvolvimento de psicopatologias em jovens adultos (FERRAZ, et al.,
2008). O decréscimo do DHA nas membranas dos neurbnios € associado a
alteracbes das atividades, em especial relacionadas a funcionalidade de
transportadores e receptores, incluindo proteina G acoplada a receptores, canais
ibnicos, e a alteracbes do metabolismo da dopamina e serotonina (BERTRAND,
et al., 2006). Um estudo realizado no nosso laboratério, na Universidade Federal
do Parana (UFPR), mostrou que animais suplementados com 6leo de peixe
durante as fases de gestacéo e lactacdo apresentaram um comportamento nao
depressivo quando submetidos aos testes de natacédo forcada quando adultos.
Tal efeito antidepressivo foi corroborado pelo aumento dos niveis corticais e
hipocampais de BDNF e da neurotransmisséo serotoninérgica, particularmente
no hipocampo e na ativacdo dos receptores 5-HT1A (VINES, et al., 2012). Outro
estudo também do nosso laboratorio, examinou o impacto da suplementacéo
com OP, também, no periodo pré e pés-natal de desenvolvimento encefalico e,
verificou que este Oleo preveniu a ocorréncia de comportamento depressivo,
ansiedade e disfuncdes cognitivas em ratos submetidos ao modelo de
depressado da bulbectomia olfatéria. Observou-se também que a suplementacéo
foi eficaz em prevenir o déficit de BDNF provocado pela bulbectomia olfatéria
(PUDELL, et al., 2014). VINES, et al., 2012 mostraram que a suplementacao
com OP per se foi capaz de aumentar os niveis de BDNF, o que confirmou
dados anteriores de nosso laboratério onde os niveis de BDNF estavam
aumentados no cortex e no hipocampo, e ainda mostrou um efeito
antidepressivo do oOleo de peixe, o qual estava possivelmente relacionado a
inducdo desta expressdo do BDNF e aumento na transmissdo serotoninérgica
no hipocampo.

Assim, muitos estudos vém ao longo do tempo, reforcando o efeito
antidepressivo induzido pelo OP quando administrado em fases prematuras do
desenvolvimento do sistema nervoso central, como as fases de gestacdo e
lactacédo tanto em humanos quanto em modelos animais, incluindo o modelo de

depressao da bulbectomia olfatéria.
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que a modulagdo do humor é afetada pelo processo
circadiano, e que disturbios da ritmicidade podem fazer parte da fisiopatologia
dos disturbios do humor, decidimos investigar o ritmo de atividade/repouso de
animais submetidos a um modelo de depressdo, como o da bulbectomia
olfatoria. Além disso, sabendo-se que o bulbo olfatério de ratos parece agir
como um marcapasso circadiano auto-sustentavel, independente ou
complementar do NSQ, o estudo da interacéo fisioldgica entre estes nucleos e a
possivel relacdo dos mesmos na etiologia da depressao torna-se extremamente
importante. Ainda importante é o fato de que o comportamento tipo depressivo
manifestado em ratos bulbectomizados ser revertido pela suplementagdo com
OP, rico nos acidos graxos poli-insaturados EPA e DHA, durante a gestacéo e
lactacdo. O conjunto destas informacdes nos levou a realizar uma investigacao
sobre o ritmo de atividade/repouso de animais suplementados ou ndo com OP
durante fases do desenvolvimento do SNC em animais bulbectomizados e
controles. Nossa hipotese € que a bulbectomia olfatéria altere a ritmicidade e
contribua para o desenvolvimento de depressao e que, o efeito antidepressivo
do OP verificado neste modelo envolva protecdo e/ou restabelecimento da

ritmicidade circadiana.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do 6leo de peixe sobre o ritmo atividade/repouso de

ratos adultos submetidos a bulbectomia olfatéria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Investigar efeito da suplementacdo com Oleo de peixe sobre os
comportamentos de depresséo e atividade locomotora;

2 - Investigar os efeitos da bulbectomia olfatoria sobre o ritmo atividade/

repouso de ratos adultos suplementados ou ndo com Oleo de peixe.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Suplementacao

Ratas fémeas Wistar de aproximadamente 90 dias de idade foram usadas
como matrizes para obtencéo de ratos Wistar machos. Todo o experimento foi
analisado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor
de Ciéncias Biologicas da UFPR, protocolo niamero 750, seguindo exigéncias
estabelecidas no “Guide for care and use of Experimental Animals (Canadian
Council on Animal Care)”.Estas ratas foram obtidas do Biotério Central do Setor
de Ciéncias Biologicas da UFPR, sob ciclo claro/escuro (12h/12h, luz ligada as
7:00 horas e apagada as 19:00 horas), com temperatura ambiente controlada de
22°C = 1°C, recebendo agua e racdo ad libitum, e com troca de sepilho e gaiolas
em dias alternados. Inicialmente as fémeas foram aleatoriamente distribuidas em
dois grupos: grupo experimental da suplementacdo com 6leo de peixe (OP) e
grupo controle (C). Os animais do grupo OP, além da racdo para ratos,
receberam diariamente, por meio de agulha de gavagem, 3,0 g/kg via oral de
uma mistura de oOleo de peixe composta de 12% de DHA, 18% de EPA e
antioxidante tocoferol, gentiimente doada pelo Laboratorio Herbarium Botanico
S/A. As fémeas do grupo C receberam racao para ratos em todo o periodo, e
também, agua filtrada (via gavagem) para serem submetidas ao mesmo
procedimento do grupo OP. O periodo de suplementacdo ocorreu durante uma
fase de adaptacdo ao biotério de 15 dias precedentes ao acasalamento, e
aconteceu, sem interrupcado, durante as fases de gestacao e lactacao até os 21
dias de vida dos filhotes (Figura 3). Para o acasalamento foram usados ratos
machos obtidos do Biotério Central do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR, os
guais foram colocados com as fémeas em gaiolas, na propor¢cdo de um macho
para cada grupo de 3 fémeas, onde ficaram por oito dias. Ao nascimento, foram
selecionados os filhotes machos, de cada grupo, que permaneceram nas caixas
de manutencdo com as respectivas maes, sendo amamentados até os 21 dias
de vida, data em que foram desmamados, separados das maes e alojados em
gaiolas no biotério, onde, a partir dessa data, passaram a receber somente
racao para ratos e agua a vontade. Apos o desmame, os filhotes foram mantidos
separados em 2 grupos, grupo OP e grupo C. O Grupo Oleo de Peixe: Animais

gue receberam suplementacéo de 6leo de peixe na gestagéo e lactacdo; Grupo
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Controle: Animais que nado receberam suplementacdo de dleo de peixe na

gestacéo e lactacao;

4.2 Desenho Experimental

Aos 65 dias de vida estes grupos foram subdivididos em outros 2 (grupo
bulbectomizado e grupo sham), formando entdo 4 grupos experimentais
(Controle sham, Oleo de Peixe sham, Bulbectomizado, Oleo de Peixe
Bulbectomizado) os quais foram monitorados para avaliacdo de atividade
motora e, consequentemente dos ritmos circadianos por 35 dias. Este
monitoramento foi realizado 15 dias pré e 20 apls a realizacdo da cirurgia de
bulbectomia olfatéria. Aos 80 dias de vida dos animais a bulbectomia olfatéria foi
realizada, aos 95 e 96 dias os testes comportamentais e aos 100 dias a perfuséo
dos encéfalos. Para maiores detalhes segue o desenho experimental na figura
4.

EXPERIMENTO
SUPLEMENTAGAO DAS MATRIZES SEM SUPLEMENTAGCAO

ADAPTACAO ACASALAMENTO  GESTAGAO  LACTAGAO
15DIAS 8DIAS 21DIAS  21DIAS ADULTOS
65°P.N. 80°P.N. 94°P.N. 95°/96 ° P.N. 100°P.N.
GEX cA _
] PERF;JSAO
RETIRADA
RECUPERAGAO E ENCEFALO

EFEITO OBX

Figura 4 - Desenho experimental. As barras ndo estdo representadas em escala. P.N.:
pés-natal; OBX: bulbectomia olfatéria; CA: teste do campo aberto; NFM: teste da natacao
forcada modificado.
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4.3 Cirurgia

Para a realizacdo dos procedimentos cirurgicos 0s animais foram
anestesiados previamente com Xilazina (0,5mL, i.m.; Syntec do Brasil Ltda) e
Ketamina (0,5mL, i.m.; Syntec do Brasil Ltda). A cirdrgia de bulbectomia
olfatéria foi realizada por meio de estereotaxia, figura 5, com incisdo na pele em
2cm ao centro da posigdo rostral-caudal. Foram realizadas incisdes na calota
craniana nas seguintes coordenadas, antero-posterior (AP): + 8mm em relacao
ao bregma e latero-lateral (LL): £2mm em relag&o a linha média e (AP): £3,5mm
e (LL): £2mm. A partir destas perfuragdes foi aberta uma janela no cranio do
rato, para o acesso do bulbo olfatério (PAXINOS e WATSON, 2005). O bulbo
olfatério foi entdo removido por aspiracdo e a pele suturada. O grupo sham
passou pelos mesmos procedimentos cirargicos, com abertura da calota
craniana, sem, todavia, retirada do bulbo olfatério, que permaneceu intacto. Os
animais foram mantidos aquecidos sob lampada, por 3 horas, durante a
recuperacao e posteriormente, retornaram ao sistema de avaliacéo de atividade.
Durante o momento da remocao dos encéfalos, os animais que apresentavam
algum dano no cértex frontal, bem como residuos de tecido bulbar foram

excluidos.

FIGURA 5 - Imagem do procedimento cirurgico. (A) Janela para acesso ao bulbo
olfatério; (B) Encéfalo intacto do rato; (C) Encéfalo bulbectomizado do rato.
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4.4 Registro da Atividade Locomotora

O registro da atividade locomotora foi realizado por 35 dias, por meio de
um Sistema de Aquisicdo de Controle, desenvolvido pela Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (UFRN). O sistema (figura 6) consiste em um sensor de
presenca acoplado acima da caixa do animal conectado a uma placa de
aquisicdo de dados (IUSBDAQ - U120816A0) ligada via USB em um
computador. Os dados da placa de aquisicdo sdo computados pelo programa
SAP (Software de Acionamento Programado). Durante todo o experimento,
enquanto os ratos estiveram isolados em suas respectivas caixas, a atividade
locomotora foi registrada para andlises posteriores em um ambiente com
temperatura controlada (22 + 1°C) no qual houve exposicao de claro (L) / escuro
(D), ciclo 12/ 12 horas, iluminado com luz fria branca 270-300 lux. Os dados de
atividade foram agrupados em blocos de 5 minutos para a construcdo (no
programa “El temps”) de actogramas, periodograma (analise geral dos ritmos) e
grafico de poténcia (0 quanto um ritmo predomina sobre os outros). A
capacidade de sincronizacdo ao ciclo claro/escuro, atividade locomotora total e
durante a fase clara e escura foram comparadas entre os grupos (C, OP, OBX e
OPOBX). E ainda, foram analisados em 4 fases temporais (pré-cirurgia, pos-
cirurgia, pos-testes comportamentais e 10 dias seguintes a cirurgia).

L. —

FIGURA 6 - Imagem de uma estante com o sensor de presenca acoplado acima das
caixas. A seta preta indica 0 sensor de presenca.
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4.5 Testes Comportamentais

Os animais foram submetidos aos testes comportamentais realizados em
dias distintos no horario das 8 as 12 horas. Os testes foram campo aberto (CA)
e de natacao forcada modificado (NFM).

4.5.1 Teste campo aberto

Este teste foi efetuado apds 15 dias da OBX. Para tal, os animais foram
colocados em uma arena circular com 1m de diametro, limitada por uma parede
circular de 40 cm de altura, iluminada por duas lampadas de 60 Watts, e com
piso preto sem divisbes aparentes. Para a avaliagdo os animais foram
individualmente e gentilmente colocados na regido central da arena e deixados
explorar o ambiente livremente durante cinco minutos. Neste periodo, uma
camera acoplada a um programa para analisar as imagens (Smart Junior
System Panlab, Harvard Apparatus, Spain) foi usada para quantificar o
comportamento locomotor do animal por meio das andlises da distancia
percorrida, velocidade média e tempo de exploracdo em cada regido da arena
(central ou periférica) - (CARRIE et al., 2000; NALIWAIKO et al., 2004).

O campo aberto, figura 7 foi cuidadosamente limpo apés cada teste com

uma solucéo de alcool etilico a 5% e seco.

[ @ Player [DISPOSITIVO DE WDEO USB]

FIGURA 7 - Imagem do aparato para realizacdo do teste comportamental de campo
aberto.
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4.5.2 Teste natacao forcada modificado

O teste da natacéo forgcada, figura 8, foi efetuado conforme descrito por
DETKE, et al.,, (1995); CRYAN, et al., (2002) e 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 + 1°C. Os animais foram
submetidos a uma sesséo de treino com 15 minutos de duragéo, e 24 horas
depois do treino passaram pelo teste, propriamente dito, com duracdo de 5
minutos cada animal. As sessOes de testes foram gravadas em DVD (Disco
Digital Versatil com capacidade de gravar dados em um formato digital com
grande capacidade de armazenamento) via camera posicionada sobre o cilindro
para posterior analise. Durante a sessdo de teste foram mensuradas as
frequéncias dos comportamentos de imobilidade (quando os animais
permanecem boiando sem se movimentarem), natacdo ( quando apresentam
movimentos de natacdo através do cilindro) e escalada (movimentos para cima
com as patas dianteiras sobre as paredes do cilindro). O tempo em cada
parametro foi marcado ao londo dos 300 segundos de filmagem para cada
animal. A agua do cilindro foi trocada apds os testes de cada animal, para evitar
ou minimizar possiveis interferéncias, e apos o teste, os animais foram secos e

reacomodados nas caixas plasticas.

Immaobility Swimming Climbing

FIGURA 8 - Imagem do teste comportamental de natacado forcada modificado.
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4.6 Andlise Estatistica

Andlises realizadas no Statistica 7.0 software (StatSoft, USA). Os dados
paramétricos foram expressos como média e erro padrdo da média e analisados
por andlise de variancia, (ANOVA) de duas vias, seguida de andlise pelo pés-
teste de Newman-Keuls. A variavel dependente foi avaliacdo locomotora, as
variaveis independentes foram Oleo de peixe e a bulbectomia olfatoria.
Diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas

para p < 0,05.



32

5 RESULTADOS

5.1 Teste campo aberto

A (figura 9) mostra a distancia total (A), distancia periférica (B), distancia
do centro (C), tempo na periferia (D) e velocidade média (E) percorrida pelos
animais experimentais quando avaliados no aparato do campo aberto. A ANOVA
de duas vias revelou um aumento da mobilidade total (A) no grupo
bulbectomizado (F 1,27 = 7,83, p = 0,009), auséncia de efeito per se da
suplementacdo com 6leo de peixe (F 1,27 = 1,77, p = 0,19), mas uma interacéo
significativa entre suplementacédo e OBX (F 1,27 = 4,13, p = 0,05) uma vez que
houve reversao deste parametro nos animais OPOBX.

Para a distancia periférica ndo houve efeito da OBX (F 1,27 = 3,87, p =
0,06) e do OP (F 1,27 = 1,86, p = 0,18), assim como ndo houve efeito da
interacdo entre as variaveis (F 1,27 = 7,72, p = 0,009).

Como demostrado na figura (C), a distancia percorrida no centro do
aparato nado foi alterada pelas variaveis OBX (F 1,27 = 0,23, p = 0,63),
suplementacao (F 1,27 = 0,31, p = 0,57), ou interacao entre elas (F 1,27 = 0,64,
p =0,42).

Para tempo na periferia (D) mostra efeito da suplementacéo (F 1,27 = 9,0,
p = 0,005), da interacdo (F 1,27 = 10,1, p = 0,003), e nao teve efeito OBX (F 1,27
=0,5, p =0,49).

Considerando a velocidade (E), a resposta foi significativa para OBX (F
1,27 =8,9, p = 0,005), e ndo para OP (F 1,27 = 2,2, p =0,14) e a interacdo OP e
OBX (F 1,27 = 3,5, p = 0,07).

Apbs a realizacao do pos teste de Newman-Keuls pudemos observar que
a OBX aumentou distancia total, distancia periférica, tempo na periferia e
velocidade (p < 0,02).
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Figura 9 - Resultados do teste campo aberto. (A) Distancia total. (B) Distancia periférica.
(C) Distéancia no centro. (D) Tempo na periferia. (E) Velocidade. Grupo controle (C), n = 8;
grupo Oleo de peixe (OP), n = 8; grupo bulbectomiazado (OBX) , n = 7; grupo
suplementado e bulbectomizado (OPOBX), n = 8. Valores expressos como média * erro
padrdo da média. ANOVA de duas vias seguida do pés teste de Newman-Keuls. *p<0,05
comparado aos animais controle.
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5.2 Teste da natacgao forcada modificado

Neste teste, foram analisados trés parametros: imobilidade, natacdo e
escalada (figura 10).

Em relagéo a imobilidade (A), para ANOVA de duas vias, houve efeito da
OBX (F 1,27 = 13,22, p = 0,001) e da suplementacao (F 1,27 = 9,69, p = 0,004),
todavia ndo observamos interacao entre estes fatores OPOBX (F 1,27 = 0,06, p
= 0,80). No pos teste de Newman-Keuls a andlise revelou que o grupo OBX
apresentou um aumento do comportamento de imobilidade quando comparado
ao grupo C (p =0,03), ao grupo OP (p = 0,0004) e ao grupo OPOBX (p = 0,03).

Para a natacédo houve efeito da OBX (F 1,27 = 18,62, p = 0,0001) e da
suplementacdo (F 1,27 = 16,0, p = 0,0004). Para relagdo OPOBX nao houve
efeito (F 1,27 = 0,25, p = 0,61). A analise no pis-teste para este comportamento
mostrou que o grupo OBX nadou menos comparando com 0s outros grupos, C
(p = 0,006), OP (p = 0,0002) e OPOBX (p = 0,004).

Para o comportamento de escalada o grupo OBX (F 1,27 = 17,70, p =
0,0003), escalou significantemente menos em relagcédo ao controle (p = 0,002) e
ao grupo OP (p = 0,003). Com relacao ao grupo OPOBX néo houve diferenca (p
=0,09).
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Figura 10 - Resultados do teste NFM. (A) Imobilidade. (B) Natacdo. (C) Escalada. Grupo
controle (C), n = 8; grupo 6leo de peixe (OP), n = 8; grupo bulbectomiazado (OBX) ,n =7,
grupo suplementado e bulbectomizado (OPOBX), n = 8. Valores expressos como média *
erro padrdo da média, na ANOVA de duas vias seguida do pés teste de Newman-Keuls.
*p<0,05 comparado aos animais controle.

5.3 Andlise do Ritmo Atividade/Repouso

A figura 11 apresenta actogramas representativos do ritmo de
atividade/repouso de um animal de cada um dos 4 grupos; Actograma A
representa o grupo controle, B o grupo submetido a cirurgia C o grupo
suplementado, e o D o grupo suplementado e submetido a cirurgia.

Por meio de inspecao visual dos actogramas foi possivel identificar que
todos os grupos estudados mostraram-se sincronizados ao ciclo claro/escuro,
com ritmo circadiano de atividade/repouso com periodo de aproximadamente

24h durante o experimento, como mostra a figura 11.
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Figura 11 - Actogramas de ratos mantidos em ciclo claro/escuro 12h:12 horas. O gréfico
esta duplicado na horizontal para facilitar a visualizagdo dos dados. Cada linha representa
um dia, e as barras verticais pretas indicam atividade do animal. Ritmo de
atividade/repouso sincronizado com acender e apagar das luzes. (A) Actograma de rato
Controle. (B) — Actograma de rato submetido a Bulbectomia olfatdria. (C) — Actograma de
rato suplementado com Oléo de Peixe. (D) — Actograma de rato suplementado com Oléo
de Peixe e submetido a bulbectomia olfatéria .
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5.4 Atividade

A analise por ANOVA de duas vias para atividade total (figura 12) dos
animais nao foi diferente entre os grupos, OP (F 1,27 = 0,46, p = 0,49), OBX (F
1,27 =2,05,p=0,16) e interacdo (F 1,27 =1,53,p =0,22).

Nos trés momentos (pré-cirurgia, pos-cirurgia e  pos-testes
comportamentais) em que dividimos as andlises, houve diferenca para atividade
somente para o grupo OP.

A atividade pré-cirurgia do grupo OP foi menor (F 1,27 = 17,75, p =
0,0002) com pos-teste (p = 0,0001) em relacdo aos outros 3 grupos.

No pés-cirurgia, também, o grupo OP (F 1,27 = 3,5, p = 0,07) com teste
de Neuman — Keuls (p = 0,0009) foi diferente dos outros grupos.

No pos-testes comportamentais, na ANOVA de duas vias, o OP teve valor
de (F 1,27 = 2,20, p = 0,15), em relacdo ao OBX (F 1,27 = 13,35, p = 0,001) e
para OPOBX (F 1,27 = 1,10, p = 0,30). Nesta fase ainda, no pos-teste, o grupo
OP apresentou menor atividade, diferente do OBX (p = 0,006) e para OPOBX (p
= 0,007).
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Figura 12 - Resultados do registro de: (A) Atividade total; (B) Atividade pré- cirurgia; (C)
Atividade p6s-cirurgia; (D) Atividade pés- testes comportamentais. Grupo controle (C), n =
8; grupo 6leo de peixe (OP), n = 8; grupo bulbectomiazado (OBX) , n = 7; grupo
suplementado e bulbectomizado (OPOBX), n = 8. Valores expressos como média * erro
padrdo da média. ANOVA de duas vias seguida do pés teste de Newman-Keuls. *p<0,05
comparado aos animais controle.

5.4.1 Atividade na Fase Clara

Na fase clara total a menor atividade foi do grupo OP (F 1,27 = 11,41,
p = 0,002) e no pos-teste (p = 0,0001) diferente dos grupos C, OBX e OPOBX.

No pré-cirugia ocorreu o mesmo (F 1,27 = 9,13, p =0,005) e pos teste (p =
0,0004) diferenca do grupo C, (p = 0,0003) diferenca do grupo OBX e (p =
0,0002) diferenca do grupo OPOBX .

No pés-cirurgia OP (F 1,1 = 9,04, p = 0,005), com pd4s-teste grupo C (p =
0,004), grupo OBX (p = 0,001) e grupo OPOBX (p = 0,002).

E no poés-testes comportamentais o efeito foi igual, (F 1,27
0,02) menor atividade OP, diferente do C (p = 0,002), OBX (p
OPOBX (p = 0,002) no p6s- teste, como mostra a figura 13.

561 p =
0,004) e



A
4000+ B
5 4000~
s il T
©
© 30004 T o
5 S 30004 T
(@] [Tl
o 85
9 20004 L= 2000
LL o O
[} * g *
K 20
T 1000- —_— = 10007 -
.= 1000 < 800
| B I N .
0 0
C OBX OP OPOBX C OBX OoP OPOBX
C
40001 D
4000+
o T
8 30004 T ©
Owm S 30004
v O O 4,
% 5 o O
L .= 20004 88
0O L @ 2000
338 * Lo
g i & *
2 10007 > 1000+ ==
< 800-|- b3 800
0 NN § |
C OBX OP  OPOBX c OBX OP  OPOBX

Figura 13 - Resultados do registro de: (A) Atividade fase clara; (B) Atividade fase clara pré-
cirurgia; (C) Atividade fase clara pds-cirurgia; (D) Atividade fase clara pds- testes
comportamentais. Grupo controle (C), n = 8; grupo 6leo de peixe (OP), n = 8; grupo
bulbectomiazado (OBX) , n = 7; grupo suplementado e bulbectomizado (OPOBX), n = 8.
Valores expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias seguida do
pés teste de Newman-Keuls. *p<0,05 comparado aos animais controle.

5.4.2 Atividade na Fase Escura

Na fase escura (figura 14) houve diminui¢do da atividade total para o fator
OP (F 1,27 = 2,09, p = 0,15), para OBX (F 1,27 = 10,3, p = 0,003) e para
interacdo entre estes fatores (F 1,27 = 2,25, p = 0,14). O pOs-teste de Newman
Keuls mostrou que o OP apresenta-se diminuido com relacédo aos grupos C (p =
0,04), OBX (p = 0,007) e OPOBX (p =0,012).

Na fase pré-cirurgia o OP apresentou menor atividade, com diferenca do
grupo OBX (F 1,27 = 9,54, p = 0,004) e ndo para interacdo (F 1,27 = 0,36, p =
0,55). No pos-teste os valores foram para OBX (p = 0,007), OPOBX (p = 0,04) e
grupo C sem efeito de (p = 0,08).
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Apés a cirurgia, a atividade do grupo OP foi similar ao da pré-cirurgia,
com diferenca do grupo OBX (F 1,27 = 8,08, p = 0,008), e sem diferenca para
interacdo suplementacdo e cirurgia (F 1,27 = 1,96, p = 0,17). No pOs-teste a
diferenca foi para OBX (p = 0,04) e OPOBX (p = 0,02).

No periodo pos-testes comportamentais, a atividade na fase escura nédo
apresentou diferenca significativa, no ANOVA para OBX (F 1,27 = 9,97, p =
0,003), suplementacéo (F 1,27 = 0,48, p = 0,49) e interacdo (F 1,27 = 0,02, p =
0,86). No pos teste Newman-Keuls os valores de “ p ” foram, OP (p = 0,54), OBX
(p =0,10) e OPOBX (p = 0,09).
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Figura 14 - Resultados do registro de: (A) Atividade total fase escura; (B) Atividade fase
escura pré-cirurgia; (C) Atividade fase escura pés-cirurgia; (D) Atividade fase escura pos-
testes comportamentais. Grupo controle (C), n = 8; grupo 6leo de peixe (OP), n = 8; grupo
bulbectomiazado (OBX) , n = 7; grupo suplementado e bulbectomizado (OPOBX), n = 8.
Valores expressos como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias seguida do
poés teste de Newman-Keuls. *p<0,05 comparado aos animais controle.
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5.4.3 Atividade 10 dias seguintes a cirurgia

Verificamos os resultados nos 10 dias seguintes a cirurgia (figura 15) e a
atividade foi menor no grupo OP (F 1,27 = 3,99, p = 0,05) e no pés teste (p =
0,01) diferente do grupo Controle. Para o grupo OBX (F 1,27 = 0,46, p = 0,50) e
para OPOBX (F 1,27 = 7,52, p = 0,01), no poés-teste (p = 0,35) para OPOBX e (p
=0,32) para o grupo OBX.

No mesmo periodo, na fase clara, o grupo OP também apresentou menor
atividade (F 1,27 = 7,42, p = 0,01) e no pés teste o OP foi diferente de todos os
grupos grupo C (p = 0,0006). No grupo OBX (F 1,27 = 8,94, p = 0,005) e p0s-
teste (p = 0,001) e grupo OPOBX , no ANOVA , (F 1,27 = 8,21, p = 0,007) e po6s-
teste (p =0,98).

Na fase escura ndo houve diferenca, suplementacéo (F 1,27 = 0,70, p =
0,40), grupo da cirugia (F 1,27 = 1,77, p = 0,19) e interacdo (F 1,27 = 5,60, p =
0,02). No pos-teste Newman-Keuls o grupo OP (p =0,07), OBX (p=0,47)eo
OPOBX (p = 0,73).
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Figura 15 - Resultados do registro de: (A) Atividade 10 dias poOs-cirurgia; (B) Atividade 10
dias pés-cirurgia fase clara; (C) Atividade 10 dias pés-cirurgia fase escura. Grupo controle
(C), n = 8; grupo o6leo de peixe (OP), n = 8; grupo bulbectomiazado (OBX), n = 7; grupo
suplementado e bulbectomizado (OPOBX), n = 8. Valores expressos como média + erro
padrdo da média. ANOVA de duas vias seguida do pos teste de Newman-Keuls. *p<0,05
comparado aos animais controle.
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5.5 Periodograma e poténcia

O periodograma (figura 16) dos animais foi de aproximadamente 1440
minutos, e ndo houve diferenca significativa, na suplementagéo (F 1,27 =1, p =
0,46), OBX (F 1,27 =0, p = 0,65) e OPOBX (F 1,27 = 0, p = 0,65). No pOs-teste o
valor de OP (p =0,97), OBX (p =0,53) e 0 OPOBX (p =0,84).

Nos momentos analisados (pré-cirurgia, poés-cirurgia e poés-testes
comportamentais), também ndo houve diferenca no periodograma, apresentou
os valores em seguida.

Na pré-cirurgia os valores na ANOVA de duas vias foram, OP (F 1,27 = 2,
p =0,21), OBX (F 1,27 =0, p =0,84) e OPOBX (F 1,27 =1, p = 0,38) e pés-
teste OP (p = 0,43), OBX (p = 0,62) e a interacdo OPOBX (p = 0,72).

Na fase pos-cirurgia, os valores se apresentaram nessa forma OP (F 1,27
= 2,62, p=0,11), OBX (F 1,27 = 1,24, p = 0,27) e OPOBX (F 1,27 =2,01 p =
0,16) e pos-teste OP (p = 0,88), OBX (p = 0,08) e a interagdo OPOBX (p =
0,93).

No pos-testes comportamentais, a suplementacao teve (F 1,27 =0, p =
0,99), OBX (F 1,27 = 1,1, p =0,29) e OPOBX (F 1,27 = 0,1, p = 0,72) e pOs-
teste de Newman-Keuls o OP (p = 0,80), OBX (p = 0,75) e o grupo OPOBX (p =
0,73).

A poténcia também ndo mostrou diferenca significativa. ANOVA do grupo
OP (F 1,27 =0,03, p=0,86), OBX (F 1,27 =0,12, p=0,72) e OPOBX (F 1,27 =
6,96, p =0,013) e pos-teste Newman-Keuls OP (p =0,13), OBX (p=0,17)eo
OPOBX (p = 0,70).
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Figura 16 — Grafico do (A) Resultado da andlise de periodograma de Sokolove-Bushell.
Imagem grafica representativa de um animal do grupo OBX, expressando periodo
endogeno de 24 horas (1440 minutos), no qual o eixo Y representa o valor % de atividade e
0 eixo X o tempo em minutos. E (B) poténcia.
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6 DISCUSSAO

Tendo em vista o conhecido efeito antidepressivo do 6leo de peixe em
comportamento tipo-depressivo decorrentes da bulbectomia olfatéria, o qual
envolve restauracao dos niveis de serotonina (PUDELL, et al., 2013), o presente
estudo investigou se houve alteracdo do ritmo circadiano nos animais
submetidos ao modelo de depressao da bulbectomia olfatéria que foram ou ndo
suplementados com 6leo de peixe, rico em EPA e DHA; e ainda, o efeito desta
suplementacao sobre os comportamentos de depressao e atividade locomotora.

A hipétese inicial do estudo era de que o tipico comportamento tipo-
depressivo apresentado por animais submetidos a remocao dos bulbos olfatérios
poderia estar ligado a alteracdes do ciclo de atividade/repouso destes animais e
gue uma das ac¢des antidepressivas do 0leo de peixe pudesse estar associada a
manutencdo dos ritmos. Considerando o bulbo olfatério, sede central de
elaboracdo das impressdes olfativas primarias transmitidas pelo primeiro par de
nervos cranianos (nervo olfatério) ao cérebro imaginamos que 0 mesmo
influenciasse o ritmo atividade/repouso dos ratos Wistar.

Com relacdo a alteracbes de neurotransmissdo foi descrito que a
bulbectomia causa uma reducéo significante de serotonina, do seu metabdlito 5-
HIAA e da taxa de renovacao no hipocampo (PUDELL, et al., 2013), cortex e em
outras areas do sistema nervoso central (HIRSCH, 1980), além de aumentar a
concentragdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) no ndcleo
supraquiasmatico (VAGELL, et al.,1991).

No atual estudo, os resultados do teste comportamental do campo aberto
revelaram que o grupo submetido a OBX apresentou parametros elevados para
distancia total, distancia periférica, tempo na periferia e velocidade. Vérias
investigacbes (BREUER, et al., 2007; PUDELL, et al., 2013; SONG e
LEONARD, 2005; WANG, et al.,, 2010; ZUEGER, et al., 2005) corroboram
nossos resultados confirmando a boa realizacdo do procedimento cirargico no
animal. A hiperatividade observada nesse modelo de depresséo acontece devido
as lesdes retrogradas em todas as areas ligadas ao bulbo olfatério, pelo
rompimento das conexdes neurais (SONG e LEONARD, 2005).

Juntamente com a hiperatividade observamos nos animais submetidos a
OBX aumento na ansiedade expressa pelo aumento no tempo de ambulagdo na

periferia do campo aberto, dados também encontrados por outros autores
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(PUDELL, et al., 2013; SONG e LEONARD, 2005; WANG, et al., 2007;
MATURANA, et al., 2015). Este resultado também garante o efeito do perfeito
procedimento cirurgico. Tal comportamento ansioso diminuiu nos animais do
grupo OPOBX, pois os mesmos apresentaram valores semelhantes aos
controles, mostrando um efeito do 6leo de peixe.

Quanto a suplementacdo com OP, ndo houve efeito per se da mesma na
melhoria dos efeitos motores no campo aberto. Dados esses reforcam estudos
anteriores do nosso laboratorio, que utilizaram a suplementagdo na mesma
janela temporal utilizada neste estudo (NALIWAIKO, et al., 2004; FERRAZ, et al.,
2008; FERRAZ, et al., 2011; VINES, et al., 2012; PUDELL, et al., 2013). Além
disso, o 6leo de peixe foi capaz de prevenir os sintomas induzidos pela OBX no
campo aberto, como mostra os resultados do grupo OPOBX, que foram valores
semelhantes aos grupos C e OP.

Em relacéo ao teste de natacéo forcada modificado, que foi desenvolvido
por POLSOLT, et al., (1977) como um modelo de depressao e hoje referendado
como um teste preditivo de efeitos antidepressivos, nossos resultados
mostraram que a bulbectomia olfatéria desencadeou um comportamento tipo-
depressivo neste teste comportamental, expresso pelas frequéncias diminuida
de natacdo e aumentada de imobilidade. Os dados do atual trabalho corroboram
estudos classicos que avaliaram e relacionaram a bulbectomia com o surgimento
de depressao hiperativa (HARKIN, et al.,, 2003; SONG e LEONARD, 2005),
assim como trabalhos anteriores de nosso laboratério (PUDELL, et al., 2013). Os
ratos bulbectomizados apresentaram entdo o comportamento tipo-depressivo, 0
gual foi prevenido pela suplementacdo com OP durante as fases de gestacao e
lactacédo.

Essa acdo protetora do OP com relacdo ao comportamento tipo-
depressivo estabelecido apds a OBX, vem sendo atribuido aos seus efeitos em
aumentar os niveis de BDNF e serotonina no hipocampo de ratos adultos
(VINES, et al., 2012; PUDEL,L et al., 2014; CARABELLI, et al., 2015). PUDELL,
et al., (2012) investigaram o efeito do OP em restaurar possiveis alteracfes
neuroquimicas induzidas pelo modelo de depressao-OBX, estudo que resultou
em decréscimo de serotonina e seu metabdlito (5-HIAA) apos a bulbectomia
olfatéria, dados que estdo de acordo com outros autores (POSSIDENTE, et al.,
1996; SONG, et al., 2010.). Interessantemente a serotonina parece assumir um

papel regulador sobre o relégio biolégico o que sugere que a possivel
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interferéncia causada nos ritmos circadianos pela bulbectomia seja permeada
pela alteracdo serotoninérgica. Porém, no atual estudo n&do foi encontrada
alteracdo dos ritmos circadianos apés a bulbectomia olfatéria.

Neste sentido, apdés a confirmacdo do efeito da cirurgia de bulbectomia
olfatéria pelos testes comportamentais, investigamos parametros de ritmicidade
nos animais submetidos ou ndo a bulbectomia. A inspecdo visual dos
actogramas e a andlise do periodograma nos permitiu afirmar que todos os
grupos permaneceram sincronizados ao ciclo claro/escuro.

Nosso estudo mostrou que a OBX néo teve efeito sobre o ritmo atividade/
repouso dos animais. No entanto, em trabalhos anteriores que, também
avaliaram o efeito da OBX sobre o ritmo de atividade/repouso em ratos,
camundongos e hamsters, os autores observaram um retardo no inicio da
atividade desencadeado pela bulbectomia (LUMIA, et al., 1992); outros
encontraram um maior periodo em livre curso (POSSIDENTE, et al., 1992;
PIEPER, et al., 1991) e outros um aumento significante nos niveis de atividade
do animal (POSSIDENTE, et al., 1996).

Em revisdo apresentada por MARTYNHAK, et al., (2015), em geral, o
desenvolvimento de comportamento tipo-depressivo estd associado com
arritmicidade ou alongamento  do periodo circadiano. Porém,
surpreendentemente, no atual trabalho, apesar do comportamento tipo-
depressivo apresentado pelos animais bulbectomizados, ndo houve alteracdo do
ritmo atividade/repouso.

POSSIDENTE, et al., (1996) investigaram a acdo da bulbectomia e o
efeito da fluoxetina, inibidor da receptacdo de serotonina, sobre a atividade
circadiana em camundongos por meio do monitoramento da atividade destes
animais submetidos a ciclo claro/escuro e sob escuro constante. Estes autores
observaram em camundongos que a bulbectomia promoveu um maior periodo
de livre curso e atrasou o inicio da atividade, além disso, mostraram que a
fluoxetina normalizou o0s niveis elevados de atividade nos animais
bulbectomizados e encurtou o periodo circadiano de livre curso.

Por outro lado, GRANADOS-FUENTES, et al., (2004) mostraram que a
remocao do bulbo olfatério nédo foi suficiente para gerar padrdes circadianos de
locomocédo alterados e nem para o arrastamento fético ou periodo de regulacéo

da atividade locomotora.
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LEGATES, et al., (2012) investigaram se ciclos de luz brilhante (3,5 h de
luz e 3,5 h de escuro) afetavam humor e funcéo cognitiva. Apesar dos animais
apresentarem ritmicidade normal exibiram comportamentos tipo-depressivo
aumentado, além de prejuizo de aprendizagem e potencia¢édo de longa duracao
hipocampal diminuida.

Portanto, o conjunto destes resultados parece evidenciar que alteracbes
de ritmicidade n&o participariam da génese das alteragbes de humor
desencadeadas pela bulbectomia. Na verdade, as interagcdes entre ciclo
claro/escuro, ritmicidade circadiana e transtornos de humor sao complexas.

Assim, apesar da ndo constatacdo de alteracbes de ritmicidade
prococadas pela bulbectomia ao longo dos registros realizados nos periodos
claro e escuro, outra andlise importante seria 0 monitoramento da atividade
circadiana dos animais submetidos ao escuro constante, livres de pistas
ambientais. Esta condicdo experimental possibilitaria a investigacdo do
comportamento do animal em uma situacdo de livre-curso, permitindo a
identificacdo de possiveis efeitos da cirurgia sobre o periodo enddégeno dos
animais. Trabalhos futuro exploraréo este topico.

Alteracbes da exposicdo ao ciclo claro/escuro e, consequentemente, a
luz, podem afetar o humor de maneiras distintas. Segundo LEGATES, et al.,
(2014) o humor e a cognicdo podem ser influenciados pela luz de duas
maneiras. Pela via direta, a luz pode afetar o humor sem alterar o mecanismo de
regulacdo do sono e da ritmicidade circadiana. A via indireta é aquela por meio
da qual a luz regula o humor secundariamente a modulacdo do sono e do ritmo
circadiano.

A atividade total dos animais néao foi diferente entre os grupos. Porém, nas
trés fases temporais estudadas (pré-cirurgia, poés-cirurgia e pos-testes
comportamentais) em que dividimos as analises, houve diferenca para atividade
somente para o grupo OP que apresentou menor atividade locomotora sendo
diferente do grupo bulbectomizado e do grupo 6leo de peixe/operado.

Ao analisarmos os dados referentes as fases clara e escura observamos
reducéo significativa de atividade locomotora especificamente no grupo OP. Este
resultado foi bastante surpreendente haja vista que desconhecemos efeito do
Oleo de peixe per se em reduzir o comportamento motor, porém ha um estudo de
2008 que sugeriu que a deficiéncia dietética de acidos graxos poli-insaturados

em hamters, levou a uma hiperlocomog¢ao associado com aumento de dopamina
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estriatal (LAVIALLE, et. al., 2008). Uma possivel explicacdo a este achado teria
sido a intensidade luminosa que ndo se apresentou rigorosamente igual entre
animais experimentais OP e os demais animais. Este achado merece uma

investigag&do mais efetiva a partir de futuros experimentos.
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7 CONCLUSOES

Os achados obtidos nos grupos suplementados com 6leo de peixe ou
ndo, a partir do modelo de depressao, bulbectomia olfatéria, mostraram que:

1) A suplementagdo com Oleo de peixe reverteu o comportamento tipo-
depressivo e a hiperatividade presentes no modelo de depressédo de
bulbectomia olfatéria.

2) Os dados obtidos a partir do modelo de depressdo de bulbectomia
olfatéria ndo alteraram ritmo atividade/ repouso dos ratos adultos
suplementados ou ndo com 6leo de peixe;

3) Os efeitos antidepressivos da suplementacédo com 6leo de peixe parecem
ndo estar relacionados a alteracées do ritmo atividade/ repouso dos
animais, sugerindo que 0os mecanismos sejam independentes do sistema
de temporizacgao;
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