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RESUMO

A Organizacdo Mundial de Saude estima que a depressdo maior afete cerca de 350 milhdes de
pessoas em todo o mundo e relata este transtorno como o principal contribuinte para a carga
global de doengas. Apesar da sintomatologia bem definida, a depressdo maior € um transtorno
psiquiatrico heterogéneo cuja fisiopatologia ndo estd claramente estabelecida. Mesmo com
inimeros tratamentos disponiveis, a maioria dos pacientes deprimidos ndo atinge a remisséo
completa dos sintomas. Por este motivo, muitos pesquisadores ainda estudam novos alvos
para terapias antidepressivas e, entre eles, diversos estudos mostraram efeitos benéficos do
0mega-3 no tratamento da depressdo maior. Contudo, os mecanismos pelos quais 0 6mega-3
poderia demonstrar efeitos antidepressivos ainda ndo estdo completamente elucidados.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do dmega-3 sobre parametros
comportamentais e bioquimicos em ratos submetidos ao estresse cronico moderado (ECM),
um modelo animal de depressdo. As andlises bioquimicas foram baseadas na hipétese do
envolvimento de prejuizo do metabolismo energético e de estresse oxidativo na fisiopatologia
da depressdo maior. Nossos resultados mostraram que 0s animais submetidos ao ECM
apresentaram anedonia, ndo tiveram ganho de peso significativo, assim como apresentaram
inibicdo da atividade dos complexos | e 1V da cadeia respiratéria mitocondrial e aumento na
peroxidacao lipidica e na carbonilacdo de proteinas. A administracdo de dmega-3 nao reverteu
a anedonia, restabeleceu o peso corporal, reverteu a inibicdo da atividade do complexo | no
cortex posterior, do complexo IV no cerebelo e no cortex posterior, assim como reverteu o
dano oxidativo a lipidios e a proteinas causados pelo ECM. Assim, nds sugerimos que 0
O0mega-3 pode apresentar efeito antioxidante. Portanto, nossos resultados corroboram os
estudos que mostram que a depressdo maior estd associada a disfungdo mitocondrial e a
estresse oxidativo, e revelam que a suplementacdo de 6mega-3 pode reverter algumas destas
alteracdes, apoiando estudos que indicam que esta substancia apresenta grande potencial para

auxiliar no tratamento da depressao maior.

Palavras-chave: Depressdo maior. Estresse cronico Moderado. Tratamento. Acidos Graxos

Poli-insaturados. Omega-3.



ABSTRACT

The World Health Organization estimates that major depression affects about 350 million
people worldwide and reports this disorder as the main contributor to the global burden of
disease. Despite the well-defined symptoms, major depression is a heterogeneous psychiatric
disorder whose pathophysiology is not clearly established. Even though there are numerous
treatments available, most depressed patients do not reach complete remission of symptoms.
For this reason, many researchers are still studying novel targets for antidepressant therapies,
and among them, several studies have shown beneficial effects of omega-3 in the treatment of
major depression. However, the mechanisms which omega-3 could demonstrate
antidepressant effects are not yet fully elucidated. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effect of omega-3 on behavioral and biochemical parameters in rats submitted to
chronic moderate stress (CMS), an animal model of depression. Biochemical analyzes were
based on the hypothesis of the involvement of loss of energy metabolism and oxidative stress
in the pathophysiology of major depression. Our results showed that animals submitted to
CMS presented anhedonia, did not have significant weight gain, and showed inhibition of the
activity of complexes | and IV of the mitochondrial respiratory chain, increased lipid
peroxidation and protein carbonylation. Administration of omega-3 did not reverse the
anhedonia, restored body weight, reversed the inhibition of complex I activity in the posterior
cortex, complex IV in the cerebellum and posterior cortex, as well as reversed the oxidative
damage to lipids and proteins caused by CMS. Thus, we suggest that omega-3 can have
antioxidant effect. Therefore, our results corroborate with studies that show major depression
is associated with mitochondrial dysfunction and oxidative stress, and show that omega-3
supplementation can reverse some of these changes, supporting studies that indicate omega-3

has great potential to assist in treatment of major depression.

Key words: Major depression. Chronic mild stress. Treatment. Polyunsaturated fatty acids.

Omega-3.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Na Antiguidade (500 a.C. — 100 d.C.), os gregos ja compartilhavam a ideia
moderna de que os transtornos mentais estavam associados de algum modo a disfuncéo
corporal. A pratica médica grega era baseada na teoria dos quatro humores, que considerava o
temperamento como consequéncia dos quatro fluidos corporais: fleuma, bile amarela, sangue
e bile negra (GONCALES; MACHADO, 2007). Neste sentido, a depressdo foi por muito
tempo chamada de melancolia. O termo melancolia (melan, negro, e cholis, bilis) baseiava-se
na teoria dos quatro humores, propondo uma ‘intoxicacdo’ do cérebro pela bile negra
(ANGST; MARNEROS, 2001). A teoria dos humores foi um marco na evolucéo da préatica da
medicina, pois consistiu na substituicdo da mitologia pela biologia e na ado¢do de um modelo
de observacao clinica (GONCALES; MACHADO, 2007).

A primeira descricdo do quadro clinico da melancolia foi formulada por
Hipdcrates (460 a.C. — 370 a.C.), simbolicamente designado como o pai da Medicina, e
consistia em aversdo a comida, falta de animo, insénia, irritabilidade e inquietagcdo. Segundo
Hipdcrates, se 0 medo ou a tristeza duravam muito tempo, tal estado era préprio da
melancolia (CORDAS, 2002).

Na Idade Média (séculos V — XV), a depressdo, ainda denominada melancolia, era
considerada um afastamento de tudo o que era sagrado. Na época da Inquisicdo, a melancolia
foi considerada um pecado e algumas pessoas eram multadas ou aprisionadas por carregarem
esse mal da alma, que ndo tinha cura (GONCALES; MACHADO, 2007). Ja na Idade
Moderna (séculos XV — XIX), até o comego do século XVII, o debate sobre a melancolia
permaneceu preso a tradi¢do dos quatro humores (FOUCAULT, 2004), mas no final do século
XVII e inicio do século XVIII, com o desenvolvimento cientifico, esse quadro mudou
(GONCALES; MACHADO, 2007).

Com o acelerado desenvolvimento cientifico no século XVIII, que foi marcado
pelo lluminismo, surgiram as primeiras teorias que levaram aos pensamentos atuais
(SOLOMON, 2002). O medico escocés William Cullen (1710-1790) afirmou que na
melancolia ocorria uma alteracdo da funcdo nervosa e ndo dos humores como se pensava
(CORDAS, 2002). Ainda nesta época, o psiquiatra francés Esquirol (1772-1840) proclamou

gue a psiquiatria deveria ser entendida como uma ‘medicina mental’ ¢ deveria buscar seu



13

entendimento na anatomia cerebral e ndo nos metafisicos (filésofos) ou nos moralistas (a
Igreja) (CORDAS, 2002).

Por conseguinte, o seculo XIX trouxe descobertas na biologia, na fisica, na
guimica, na anatomia, na neurologia e na bioquimica, o que permitiu relacionar os transtornos
mentais com a patologia orgénica do cérebro. Grandes tedricos debateram a natureza da
depressdo maior e seus parametros, redefinindo, o que antes fora simplesmente identificado
como melancolia, em categorias e subcategorias (GONCALES; MACHADO, 2007). Wilhelm
Griesinger (1817-1868), psiquiatra alemdo, voltou a sua atencao para Hipocrates e declarou
que as doencas mentais eram doencas do cérebro (SOLOMON, 2002). O termo depressdo
comegou a aparecer mais intensamente nos dicionarios médicos a partir de 1860, sendo
amplamente aceito e restringindo cada vez mais o termo melancolia (CORDAS, 2002).

A partir do século XX os avangos e descobertas em psicopatologia, farmacologia,
anatomia patoldgica, neurologia e genética possibilitaram que a psiquiatria adquirisse
fundamentacéo cientifica para os conhecimentos oriundos da pratica clinica, da observacgéo e
da experiéncia (RIBEIRO, 1999). O psiquiatra alemao Emil Kraepelin (1856-1926), em seu
Compéndio de Psiquiatria, publicado em 1883, representou a grande forca que impulsionou o
aperfeicoamento da psiquiatria no inicio do século XX. Ele acreditava que toda doenca mental
tinha uma base bioquimica interna. Assim, separou a depressdo em trés categorias, da mais
suave a mais grave, permitindo uma relacéo entre elas (SOLOMON, 2002).

Mais tarde, na década de 1950, a descoberta dos antidepressivos promoveu um
avanco no tratamento da depressdo (GONCALES; MACHADO, 2007). O advento dos
psicofarmacos e a criacdo da Organizacdo Mundial de Salde, em 1948, impulsionaram a
tentativa de construir uma classificacdo internacional de doengas (SOLOMON, 2002). No
século XXI, a depressdo é considerada um transtorno mental, catalogado na Classificagdo
Estatistica Internacional de Doengas e Problemas Relacionados com a Saude (CID) e no
Manual de Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM) (GONCALES;
MACHADO, 2007).

1.2 DEPRESSAO MAIOR

Os transtornos de humor estdo entre as formas mais prevalentes de transtornos
mentais e podem resultar em incapacidade, morte prematura e intenso sofrimento dos
pacientes acometidos e seus familiares (NESTLER et al., 2002). Conforme o Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais - DSM-1IV-TR (AMERICAN
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PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000), a depressdo maior se caracteriza por episodios
isolados ou recorrentes de humor deprimido e perda de interesse ou prazer por quase todas as
atividades habituais por pelo menos duas semanas consecutivas. Os individuos também
apresentam sintomas adicionais que incluem alteracdo do apetite ou peso, disturbios do sono,
alteracdo da atividade psicomotora, fadiga, diminuigdo da energia, sentimentos de inutilidade
e culpa, pensamento recorrente sobre morte ou ideacdo suicida, bem como planos ou
tentativas de suicidio (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). Além disso, o
episédio depressivo maior causa sofrimento, prejuizo profissional, social ou até mesmo
prejuizo em outras areas importantes da vida do individuo (ZHANG et al., 2004).

A depressdo maior € uma das principais causas de morbidade e mortalidade da
populacdo adulta, cuja frequéncia tem aumentado nas Gltimas décadas (ROUILLON, 2008). A
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que a depressdo maior afete cerca de 350
milhdes de pessoas em todo o mundo e relata este transtorno como o principal contribuinte
para a carga global de doengas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). No Brasil, de
acordo com dados da Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios (PNAD) de 2008, a
prevaléncia global da depresséo era de 4,1% (IBGE, 2010).

Acredita-se que mais de 5% da populacdo mundial sofrerd com a depressao grave
em algum momento da sua vida, ao passo que outros 3% experimentara os casos mais brandos
desse transtorno (TENG; HUMES; DEMETRIO, 2005). A crescente prevaléncia de depresso
maior no mundo é de preocupacdo, especialmente tendo em conta 0s custos associados
(RICHARDS, 2011). Este transtorno representa um custo enorme para o individuo e também
acarreta em uma grande perda para a sociedade. A depressdao maior pode afetar negativamente
0 autocuidado e este por sua vez pode piorar o curso de condi¢cbes medicas e,
consequentemente, levar & maior utilizacdo de cuidados de saude. Além disso, a perda na
qualidade de vida, o absenteismo, a diminuicdo da produtividade, o comprometimento
funcional e em muitas outras areas pessoais e interpessoais da vida, além do suicidio
relacionado a depressdo, responsavel por aumento da mortalidade, representam um grande
onus econdmico (DONOHUE; PINCUS, 2007).

1.3 FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSAO MAIOR
Apesar da sintomatologia bem definida, a depressdo maior € um transtorno

psiquiatrico heterogéneo cuja fisiopatologia ndo esta claramente estabelecida (CANNON;

KELLER, 2006). A primeira teoria baseava-se na deficiéncia de neurotransmissores


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=oms&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CCoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.who.int%2F&ei=kPNLUMD5Iunj0gGA8oD4BQ&usg=AFQjCNHopouZEBn6kMI8RAzaAM8l9DUHHQ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Donohue%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17192115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pincus%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17192115
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monoaminérgicos, principalmente da noradrenalina, dopamina e serotonina (STAHL, 2002).
O sistema noradrenérgico e serotoninérgico sdo capazes de modular areas cerebrais
envolvidas com sentimento e comportamento (ARTIGAS, 2008). Estudos com pacientes
deprimidos mostram nestes uma menor producdo de noradrenalina e de serotonina
(BELMAKER; AGAM, 2008; ZHANG et al., 2004), bem como evidéncias clinicas,
farmacoldgicas e de modelos animais mostram a existéncia de deficiéncia de dopamina na
depressdo maior (GERSHON; VISHNE; GRUNHAUS, 2007).

Outra hipdtese é a deficiéncia pseudomonoaminérgica devido a deficiéncia da
transducdo do sinal a partir do neurotransmissor monoaminérgico até o neurdnio pos-
sinptico, na presenca de quantidades normais de neurotransmissores e receptores. Esta
disfuncdo pode estar situada dentro dos eventos moleculares distais ao receptor, e assim, 0s
sistemas de segundo mensageiro, levando a formacao de fatores de transcricdo intracelulares
que controlam a regulacdo génica, poderiam ser o local de funcionamento deficiente dos
sistemas monoaminérgicos. Um possivel mecanismo proposto como local de falha na
transducdo do sinal dos receptores monoaminérgicos é o gene-alvo do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF — do inglés Brain derived neurotrophic factor) (STAHL, 2002).

O BDNF é uma proteina pré-apoptotica que estimula o crescimento dos neurdnios
serotoninérgicos e noradrenérgicos, bem como protege de um dano neurotéxico (KAREGE et
al., 2002). Estudo de Lewin e Barde (1996) mostrou que em ratos, o0 estresse causa importante
reducdo na expressdo do BDNF no hipocampo. Em estudo realizado com humanos foi
demonstrado que a capacidade do hipocampo em inibir o eixo hipotdlamo-hipo6fise-adrenal
(HHA) estd reduzida em pelo menos um subgrupo de pacientes deprimidos, os quais
apresentam um déficit na funcdo e diminuicdo do volume hipocampal, sustentando a hipotese
de que a depressdo maior é caracterizada por baixos niveis séricos de BDNF e que a down
regulation do BDNF esté envolvida com a atrofia de neurdnios do hipocampo em resposta ao
estresse (KAREGE et al., 2002).

Um outro estudo, realizado por Wong e Licinio (2004), mostrou a relagdo entre o
horménio liberador de corticotrofina (CRH — do inglés Corticotropin releasing hormone), o
eixo HHA e o humor. O sistema limbico regula o hipotalamo, que libera 0 CRH. O CRH
estimula a liberacdo da corticotrofina (ACTH — do inglés Adrenocorticotropic hormone ou
Corticotropin) pela hipofise, que por sua vez estimula a liberacdo do cortisol pela glandula
adrenal JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004; TODOROVIC et al., 2005). Sabe-se hoje
gue pelo menos a metade dos pacientes deprimidos possui hiperatividade do eixo HHA e
consequentemente hipersecrecdo de cortisol (GILLESPIE; NEMEROFF, 2005; MARCOQOS;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gershon%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16934770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vishne%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16934770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grunhaus%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16934770
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AISA; RAMIREZ, 2008). Neste sentido, MacQueen e colaboradores (2003) mostraram que
pacientes deprimidos apresentavam niveis elevados de CRH e Belmaker e Agam (2008)
demonstraram um aumento no volume da suprarrenal em pacientes deprimidos em
comparacao a controles ndo-deprimidos.

A relacédo entre a depressdo maior e a neurobiologia é extremamente complexa e
ndo pode ser totalmente explicada pela hipotese monoaminérgica, visto que muitos pacientes
ndo respondem adequadamente as terapias baseadas nesta hipotese (LOGAN, 2003). Diante
disso, estudos também sugerem que a depressdo maior estd envolvida com prejuizo no
metabolismo cerebral (FATTAL et al., 2006; MADRIGAL et al., 2001; STANYER et al.,
2008) e com estresse oxidativo (LUCCA et al., 2009; MADRIGAL et al., 2001; MAES et al.,
2011).

1.4 METABOLISMO ENERGETICO E DEPRESSAO MAIOR

O cérebro desenvolve uma intensa atividade metabolica, porém possui uma
pequena reserva energética em relacdo ao grande consumo de glicose, existindo assim uma
necessidade continua de substratos energéticos (DICKINSON, 1996). As mitoc6ndrias sao
organelas intracelulares que desempenham um papel crucial na producdo de adenosina
trifosfato (ATP) (CALABRESE et al., 2001). Os elétrons provenientes dos nutrientes, no
processo de inUmeras reacBes enzimaticas que envolvem a degradacdo da glicose,
aminoéacidos e acidos graxos, sdo transformados em acetil CoA, que é parte integrante do
ciclo de Krebs, processo este que ocorre na mitocondria, mais precisamente na matriz
mitocondrial (HORN; BARRIENTOS, 2008). O ciclo de Krebs comeca e termina com
oxaloacetato, onde uma volta completa no ciclo produz duas moléculas de dioxido de carbono
(COy), trés de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), uma de flavina adenina
dinucleotideo (FADH,) e um composto de alta energia — ATP ou guanosina trifosfato (GTP).
Contudo, durante todo o ciclo ndo ocorre perda de agua, tendo este que estar acoplado a
cadeia respiratdria mitocondrial, por ela ser capaz de produzir agua usando NADH e FADH,
gerados no ciclo de Krebs (VOET; VOET; PRATT, 2000).

A maioria da energia da célula é obtida através da fosforilacdo oxidativa, um
processo que requer a acdo de varios complexos enzimaticos localizados em uma estrutura
especial da membrana mitocondrial interna denominada cadeia respiratéria mitocondrial
(HORN; BARRIENTOS, 2008). A acdo combinada do ciclo de Krebs e da fosforilagdo

oxidativa é responsavel pela maior parte da producdo de ATP gerada pelos seres humanos,
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sendo que a cadeia de transporte de elétrons é composta por quatro complexos enzimaticos e
dois componentes que ndo fazem parte dos complexos, a ubiquinona, também chamada de
coenzima Q, que transporta elétrons do NADH desidrogenase (complexo 1) e succinato
desidrogenase (complexo Il) ao ubiquinona-citocromo ¢ oxidoredutase (complexo Ill), e 0
citocromo c, que transporta elétrons do complexo Il ao citocromo oxidase (complexo 1V)
(HEALES et al., 1999; WALLACE, 1999). A sintese de ATP na mitoc6ndria é resultado da
fosforilacdo oxidativa, na qual o adenosina difosfato (ADP) é fosforilado, originando o ATP.
A operacdo da cadeia de transporte de elétrons leva a um bombeamento de prétons através da
membrana interna da mitocondria, criando assim um gradiente de prétons. O gradiente de
prétons gerado é usado pelo ATP sintase para catalisar a formacdo de ATP pela fosforilacdo
de ADP (BOEKEMA; BRAUN, 2007; FATTAL et al., 2006; MADRIGAL et al., 2001)
(Figura 1).

Figura 1 — Cadeia respiratdria mitocondrial.
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H* Espacgo intermembranas

ATP
m Sintase Membrana Interna

CoQ

- 0:
Succinato Fumarato ADP ATP

Matriz Mitocondrial Pi

Fonte: Adaptado de Rezin et al. (2009, p. 1023).

Estudos mostram que a disfun¢do mitocondrial resulta de um mau funcionamento
da cascata bioquimica sugerindo ser um importante fator na patogénese de muitos transtornos
psiquiatricos, tais como transtorno bipolar, depressdo maior e esquizofrenia (FATTAL et al.,
2006; HORN; BARRIENTOS, 2008; REZIN et al., 2008; REZIN et al., 2009; SHAO et al.,
2008). Pesquisas com modelos animais mostraram inibicdo em complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial em cérebro de ratos apos estresse crénico (MADRIGAL et al., 2001;
REZIN et al., 2008). Em pacientes deprimidos, estudo de Kimbrell e colaboradores (2002)
mostrou que estes apresentam reducdo no metabolismo da glicose em algumas regides do
cérebro em comparacéo a individuos saudaveis. Gardner e colaboradores (2003) mostraram

uma diminuicdo na producdo de ATP mitocondrial e na atividade das enzimas mitocondriais
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em musculo de pacientes com depressdo maior.

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO E DEPRESSAO MAIOR

Sabe-se que o sistema de fosforilagéo oxidativa gera radicais livres e a cadeia de
transporte de elétrons estd vulneravel a dano por estes (NAVARRO; BOVERIS, 2007). Tendo
em vista a producdo continua de espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de
nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas, durante 0s processos metabolicos, o
organismo dispde de um sistema antioxidante que tem o objetivo de limitar os niveis
intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes. Esse
sistema é dividido em n&o-enzimético e enzimatico. O sistema de defesa ndo-enzimético
inclui, especialmente, os compostos antioxidantes de origem dietética, entre os quais se
destacam: vitaminas, minerais e compostos fenolicos (BIANCHI; ANTUNES, 1999). O
sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencao,
impedindo e/ou controlando a formacéo de radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos
com a iniciacdo das reacdes em cadeia que culminam com propagacdo e amplificacdo do
processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

A enzima SOD, por meio da reacdo de dismutacéo, catalisa a geracdo de perdxido
de hidrogénio (H20,) a partir do radical superdxido (Oz¢). As enzimas CAT e GPx agem com
0 mesmo propdsito, ou seja, 0 de impedir o acimulo de peroxido de hidrogénio, que, apesar
de ndo ser um radical livre, € igualmente reativo e capaz de promover danos potenciais. Tal
acdo é de grande importancia, pois 0 acumulo dessa espécie reativa (H,0,) possibilita, por
meio das reagcdes de Fenton e Haber-Weiss, a geracdo do radical hidroxila (OHe), contra o
qual ndo ha sistema enzimatico de defesa (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
espécies reativas ou em detrimento da velocidade de remocdo destas (HALLIWELL,;
WHITEMAN, 2004; MAZZA et al., 2007). Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas
com consequente perda de suas funcBes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja
manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004).
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Quando a producdo de espécies reativas supera a capacidade de acdo dos
antioxidantes e ocorre a oxidacdo de biomoléculas, ha a geracdo de metabdlitos especificos,
denominados marcadores do estresse oxidativo, que podem ser identificados e quantificados.
Tais marcadores sao derivados, sobretudo, da oxidacédo de lipidios, proteinas e DNA, sendo 0s
primeiros os de maior expressdo (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). O malondialdeido
(MDA), que pode ser medido utilizando-se o acido tiobarbiturico (TBA), é considerado o
candidato potencial como marcador de oxidacdo de lipidios, assim como o contetdo
carbonilico de proteinas ¢ amplamente utilizado como marcador de dano oxidativo em
proteinas, sob condi¢des de estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).

O cérebro é particularmente vulneravel a producdo das ERO, porque ele
metaboliza 20% do oxigénio corporal total e tem uma capacidade antioxidante limitada
(HALLIWELL, 2006; MAZZA et al., 2007). Baseado na hipétese do envolvimento do
estresse oxidativo na fisiopatologia da depressao maior, estudo de Madrigal e colaboradores
(2001) mostrou deplecéo da glutationa e aumento da peroxidag&o lipidica em cérebro de ratos
apos estresse cronico por 21 dias. Lucca e colaboradores (2009a,b) também mostraram
aumento da peroxidacao lipidica, carbonilacdo de proteina, producdo de superdxido e inibicdo
da atividade da superoxido dismutase em cérebro de ratos submetidos ao estresse cronico
moderado (ECM).

Nesse contexto, Jou, Chiu e Liu (2009) relataram a possibilidade de novos estudos
conduzirem a um foco no distdrbio psiquidtrico como uma doenca metaboélica, onde o
metabolismo energético torna-se diminuido, especialmente ao nivel da disfuncdo
mitocondrial, levando a danos neuronais e morte celular. Deste modo, 0 tratamento com
psicofarmacos poderia aumentar o metabolismo energético e reduzir os danos causados pelo
estresse oxidativo.

Este foco é fortalecido pelo fato de que tecidos com altas exigéncias de energia,
tais como o cérebro, contém um grande nimero de mitocéndrias, sendo, portanto, mais
suscetiveis a reducdo do metabolismo anaerdbico (BOEKEMA; BRAUN, 2007). Neste
sentido, ja foi demonstrado que anormalidades no metabolismo energético levam a
degeneracéo celular (CALABRESE et al., 2001). Além disso, 0 dano oxidativo pode ser causa
ou consequéncia de uma disfuncdo mitocondrial (BOEKEMA; BRAUN, 2007; MADRIGAL
etal., 2001).
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1.6 TRATAMENTO DA DEPRESSAO MAIOR

Na década de 1950 a depressdo maior foi diagnosticada como um transtorno
passivel de tratamento (BALDESSARINI, 2007). Em 1951, a isoniazida e a iproniazida,
foram desenvolvidas para o tratamento da tuberculose. A iproniazida demonstrou-se eficiente
na melhora do humor em pacientes portadores de tuberculose, mas sua utilizacao clinica foi
abandonada devido a sua hepatoxicidade. Em 1952, Zeller e colaboradores observaram que a
iproniazida, diferente da isoniazida, inibia a monoamina oxidase (MAQO) (BALDESSARINI,
2007), enzima responsavel pela degradacdo de neurotransmissores monoaminérgicos nos
neurdnios (AGUIAR et al., 2011). Portanto, a primeira classe de antidepressivos descoberta
em 1956 foi a dos inibidores da monoamina oxidase (IMAO), que a partir desta inibicdo
promoviam aumento dos niveis de neurotransmissores na fenda sinaptica. Como exemplos
também podem ser citadas a fenelzina, a tranilcipromida e a moclobemida. Esta classe de
antidepressivos geralmente causa muitos efeitos colaterais (AGUIAR et al.,, 2011,
BATEMAN, 2012).

Além disso, o surgimento dos antidepressivos triciclicos (ADT) inicialmente foi
relacionado a acdo antipsicotica devido a clorpromazina (primeiro antipsicotico descoberto,
em 1952) ter também a estrutura quimica triciclica. Contudo, a imipramina (primeira
substancia sintetizada desta classe, em 1958) ndo demonstrou acdo antipsicOtica, mas
antidepressiva. A partir destes dados, novas substancias foram sendo descobertas, tais como a
amitriptilina e a nortriptilina. Estes antidepressivos bloqueiam os transportadores de
serotonina, dopamina e noradrenalina, aumentando a biodisponibilidade destes na fenda
sinaptica (AGUIAR et al., 2011).

Desenvolvidos a partir dos ADTs, o primeiro antidepressivo da classe dos
inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (ISRS) foi descoberto em 1988: a fluoxetina.
Estes sd@o mais seletivos que os antidepressivos classicos, ou seja, com menos efeitos
colaterais, e promovem a inibicao seletiva e potente da recaptacdo de serotonina. Dentro desta
classe foram desenvolvidos a sertralina, a paroxetina, a fluvoxamina e o citalopram (AGUIAR
etal., 2011).

Além dessas classes, e ainda vinculados ao proposto na teoria monoamineérgica, a
partir da década de 1980 foram desenvolvidos os antidepressivos atipicos, que ndo possuem
acdo farmacologica especifica, porém atuam principalmente como antagonistas ndo seletivos

dos receptores pré-sinapticos, possivelmente potencializando a liberagdo das aminas. Como



21

exemplo podem ser citados a venlafaxina, mirtazapina, trazodona e nefazodona (MORENO;
MORENO; SOARES, 1999).

Além dos neurotransmissores citados, outros neurotransmissores também
desempenham papel importante na depressdo maior. Um deles é o glutamato, o principal
neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central. Estudos mostram que a exposi¢do a
eventos estressores promove aumento na liberacdo de glutamato no hipocampo (JOCA;
PADOVAN; GUIMARAES, 2003). Desta forma, a modulacdo e disfuncdo do sistema
glutamatérgico parece estar envolvido na depressdo maior (JAVITT, 2004; SZASZ et al.,
2007). Neste contexto, estudos tém apontado para os receptores de glutamato ionotropicos do
tipo N-Metil-D-Aspartato (NMDA), como um fator importante na etiologia dos transtornos
psiquiatricos, tais como ansiedade e depressdo maior (KORTEKAAS et al., 2008; KRYSTAL
et al., 1999). Em adicéo, foi constatado que a cetamina (antagonista dos receptores NMDA)
leva a uma répida melhora nos sintomas depressivos, 0 que abre perspectivas para a sintese de
uma nova geracao de antidepressivos com agéo no glutamato (MURCK et al., 2009).

Mais recentemente, alguns estudos se voltaram para a via melatoninérgica. A
agomelatina, ja disponivel para comercializacdo, € o primeiro agente antidepressivo com
mecanismo de agdo ndo monoaminérgico, que atua nos receptores de melatonina (ALAMO;
LOPEZ-MUNOZ; ARMADA, 2008). A sua atividade antidepressiva estd em uma interacéo
sinérgica entre os receptores melatoninérgicos (agonista) e de serotonina 2C (antagonista)
(BODINAT et al.,, 2010). Exibe ainda alguns beneficios adicionais aos pacientes que
experimentam disfuncdo sexual ou que tenham distarbios do sono devido a depressdo maior
(ALAMO; LOPEZ-MURNOZ; ARMADA, 2008).

No entanto, apesar dos tratamentos disponiveis, o0 curso deste transtorno ainda
demonstra muita complexidade. A maioria dos individuos que sofrem de depressdo maior se
recupera dentro de um ano, porém, uma parte ndo mostra sinais de remissao, mesmo depois
de cinco anos ou mais (RICHARDS, 2011).

1.7 OMEGA-3 E DEPRESSAO MAIOR

Os éacidos graxos 6mega-3 compreendem uma familia de &cidos graxos poli-
insaturados fundamentais para o funcionamento do organismo e que ndo podem ser
sintetizados pelo mesmo, denominados &cidos graxos essenciais (POMPEIA, 2002). Os
principais acidos graxos 6émega-3 sdo o &cido alfa-linolénico (ALA), acido eicosapentaendico
(EPA) e o acido docosahexandico (DHA) (NAHAS; SHEIKH, 2011) (Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos principais acidos graxos 6mega-3.
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Fonte: Adaptado de Levant (2011, p.3).

Como esses &cidos graxos ndo podem ser sintetizados pelo organismo, eles
precisam ser obtidos através de fontes dietéticas (BODNAR; WISNER, 2005; LOGAN,
2003). Estas fontes podem ser de origem vegetal, na forma de ALA, ou a partir de algumas
espécies de peixes, na forma de EPA e DHA (NAHAS; SHEIKH, 2011).

O ALA, encontrado em linhaca, soja, canola e nozes, pode ser metabolizado em
EPA e DHA, pela acdo de enzimas alongase e dessaturase (LOGAN, 2003; MARTIN et al.,
2006) (Figura 3). No entanto, os seres humanos séo relativamente ineficientes em realizar esta
sintese (< 6% de conversao) a partir do ALA (BRENNA, 2002), dado que estas enzimas sao
influenciadas por inimeros aspectos como tabagismo, consumo de alcool, diabetes, estresse e
envelhecimento (MARTIN et al., 2006) e, portanto, 0 ALA pode nédo ser bem convertido em
algumas pessoas (FREEMAN, 2009).
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Figura 3 — Metabolismo dos acidos graxos da familia 6mega-3.
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O 6mega-3 na forma de EPA e DHA, produzidos por algumas especies de peixes,
sd0 0s mais relevantes para a saude mental e mais predominantes no cérebro (BODNAR,;
WISNER, 2005; MISCHOULON, 2009). Os peixes fornecem quantidades variaveis de
0mega-3 na forma de DHA e EPA (LOGAN, 2003). Os peixes de origem marinha, como a
sardinha e o salméo, geralmente apresentam quantidades maiores de DHA e EPA que os
peixes oriundos de aguas continentais. Isso ocorre, devido a expressiva quantidade desses
acidos graxos no fitoplancton, que prové a sua distribuicdo ao longo da cadeia alimentar
marinha (MARTIN et al., 2006).

O sistema nervoso central, depois do tecido adiposo, constitui-se no sistema que
possui a maior concentracdo de lipidios do organismo (AGRANOFF; HAJRA, 1994,
BOURRE, 2005). Dos lipidos no cérebro, formados de acidos graxos, 50% sdo poli-
insaturados e 1/3 destes sdo da familia 6mega-3 e, portanto, de origem alimentar (BOURRE,
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2005). A composicdo adequada de acidos graxos essenciais da dieta exerce efeitos benéficos
para as funcbes cerebrais, tais como memoria, aprendizado, cogni¢do e humor, podendo
melhorar substancialmente o desempenho do cerebro e se mostrando muito importante para a
manutencdo de um estado geral de satde mental (HAAG, 2003; MAZZA et al., 2007).

Os lipidios do cérebro, ricos em &cidos graxos poli-insaturados, desempenham um
papel fundamental nas propriedades fisicas das membranas neurais (FAROOQUI;
HORROCKS; FAROOQUI, 2000), influenciando muitos aspectos das fun¢des da membrana,
tais como permeabilidade, interacdes entre lipidios e entre lipidios-proteinas (FREITAS;
KIETZER, 2002). Inclusive, interacdes especificas de determinados lipidios com proteinas de
membrana podem afetar as funcbes de receptores, atividades enzimaticas, transducédo de sinal
e excitabilidade das membranas neurais (UAUY et al., 1996). Desta forma, deficiéncias
crénicas de acidos graxos essenciais provocam modificacbes na composicdo lipidica das
membranas neurais, disturbios visuais e de comportamento (ZIMMER et al., 1999).

A composicdo das membranas biolégicas pode ser alterada por fatores
nutricionais, ambientais e xenobiodticos (FREITAS; KIETZER, 2002). As maiores
modificacdes nas concentracbes de DHA no cérebro sdo obtidas com dietas deficientes em
O0mega-3 durante a gestacdo (SANDERS; MISTRY; NAISMITH, 1984), nos primeiros
estagios do desenvolvimento pré-natal (NOUVELOT et al., 1983) e em varias geracdes
submetidas a dieta deficiente em 0mega-3 (SALEM, 1989). A amamentacdo ocasiona
diminuicdo significativa nas concentracdes plasmaticas de DHA maternas (HOLMAN;
JOHNSON; OGBURN, 1991) e essa deplecdo de DHA pode estar relacionada com a
depressdo que acomete algumas mulheres apés o parto (GITLIN; PASNAU, 1989).

Embora algumas evidéncias sugerem que as deficiéncias de &cidos graxos podem
estar relacionadas com a ingestdo dietética reduzida de émega-3 (EDWARDS et al., 1998;
HIBBELN, 1998), estas associa¢des ndo sdo completamente compreendidas. Por exemplo,
um certo numero de processos de dessaturacdo enzimaticos e alongamento sdo necessarios
para os acidos graxos de cadeia mais longa serem metabolizados e ha a possibilidade que em
individuos vulneraveis a transtornos afetivos algum defeito na dessaturagdo enzimética e no
alongamento prejudiguem o nivel ideal de acidos graxos no soro ou no cérebro. Além disso, 0
aumento da producdo de radicais livres, relacionado a fatores comportamentais associados a
transtornos de humor, como tabagismo, consumo de alcool, ma qualidade do sono e falta de
exercicio fisico, poderia reduzir a disponibilidade de acidos graxos poli-insaturados, apesar de
adequados padrbes dietéticos (CONKLIN et al., 2010). Dessa forma, embora ndo seja

possivel excluir a possibilidade de que a depressao maior em si provoca alteracdes na ingestéo
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ou nas concentragdes de 6mega-3, é mais provavel que baixas concentraces de 6mega-3,
causadas por metabolismo anormal ou ingestdo reduzida, contribuem para a suscetibilidade a
depressdo maior (SONTROP; CAMPBELL, 2006).

Diante dos fatos, foi proposto que o aumento da prevaléncia de depressdo maior
nos ultimos cinquenta anos poderia estar relacionado a mudangas no comportamento
alimentar, particularmente envolvendo uma redugdo do consumo de alimentos ricos em
0mega-3 (BOURRE, 2005) e, em consequéncia, alguns estudos sugerem que uma maior
ingestdo de 6mega-3 pode levar a diminuicdo do risco de transtornos depressivos (LI et al.,
2011; TANSKANEN et al., 2001). Desta forma, se o 0mega-3 desempenha um papel
importante nos transtornos depressivos, entdo seria esperado que nos paises em que as pessoas
consomem maiores quantidades desses acidos graxos (principalmente através da ingestdo de
peixes) haveria uma menor prevaléncia de depressdo maior. Tal hipotese é confirmada por
alguns estudos populacionais que vinculam alto consumo de peixe com uma baixa incidéncia
de transtornos mentais, e que essa menor taxa de incidéncia tem se mostrado associada a
ingestdo de 6mega-3 (LI et al., 2011; TANSKANEN et al., 2001).

No mesmo sentido, ha diversas linhas de evidéncia que indicam uma associacao
entre 0 6mega-3 e a depressdo maior: em seis estudos de caso-controle, as analises de lipidios
no sangue revelaram baixas concentra¢fes de d6mega-3 em casos de depressdao maior, quando
comparados com controles ndo-deprimidos (EDWARDS et al., 1998; FRASURE-SMITH,;
LESPERANCE; JULIEN, 2004; MAES et al., 1996; MAES et al., 1999; PEET et al., 1998;
TIEMEIER et al., 2003) e, em dois estudos de coorte, as mulheres com depressdo pos-parto
tiveram menores concentracdes de 6mega-3 em relagdo as mulheres ndo-deprimidas (DE
VRIESE; CHRISTOPHE; MAES, 2003; OTTO; DE GROOT; HORNSTRA, 2003).

Os resultados de ensaios clinicos randomizados e cegos sobre depressao maior e
suplementacdo com ©Omega-3 mostraram resultados contraditorios: alguns estudos
encontraram um efeito antidepressivo aparente, com diferenca estatisticamente significativa
entre 0S grupos que receberam O6mega-3 e 0s que receberam placebo, demonstrando o
beneficio do émega-3 como tratamento adjuvante para a depressdao maior (GERTSIK et al.,
2012; JAZAYERI et al.,, 2008; MISCHOULON et al., 2008; NEMETS et al., 2006;
NEMETS; STAHL; BELMAKER, 2002; PEET; HORROBIN, 2002; SU et al., 2003),
enquanto outros estudos apresentaram resultados negativos, ndo observando diferencas
significantes entre os grupos (MARANGELL et al., 2003; ROGERS et al., 2008; SILVERS et
al., 2005).
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Estudos avaliaram o efeito antidepressivo do dmega-3 (em doses variando de
1g/dia a 4 g/dia durante 4 a 12 semanas) em pacientes com tratamento em curso utilizando
antidepressivos e observaram beneficios significativos nesta adicdo em comparacdo com 0
placebo (MISCHOULON et al., 2008; NEMETS; STAHL; BELMAKER, 2002; PEET;
HORROBIN, 2002; SU et al.,, 2003). Nemets, Stahl e Belmaker (2002) relataram que
beneficios altamente significativos j& foram verificados na terceira semana de tratamento.
Além disso, estes estudos mostraram que o 6mega-3 pode ser eficaz para a depressdo
inclusive em doses mais baixas como de 1 g/dia (MISCHOULON et al., 2008; PEET;
HORROBIN, 2002).

Nemets e colaboradores (2006) conduziram um estudo randomizado e duplo-cego
com criancas entre 6 e 12 anos que avaliou os efeitos do dmega-3 sobre a depressao infantil.
Os resultados mostraram efeitos significativos do émega-3 sobre o0s sintomas depressivos,
sugerindo que os acidos graxos 0mega-3 também podem ter beneficios terapéuticos na
depressao infantil.

Jazayeri e colaboradores (2008) compararam os efeitos terapéuticos do EPA,
fluoxetina e uma combinacdo dos dois em pacientes com diagnéstico de depressdo maior e
observaram que o EPA e a fluoxetina tiveram efeitos terapéuticos iguais no tratamento da
depressdo maior e que a combinacdo foi superior a qualquer um deles sozinho. Um estudo
mais recente, conduzido por Gertsik e colaboradores (2012) explorou a eficécia da terapia de
combinacdo do citalopram com 6mega-3 comparado com citalopram associado a placebo no
tratamento inicial de individuos com depressdo maior e verificou que a terapia combinada foi
mais eficaz do que a monoterapia na diminui¢do dos sinais e sintomas de depressdo. Estes
estudos mostram que pode ser uma vantagem combinar dmega-3 com um ISRS no tratamento
de individuos com depressdo maior, além de reforgcar o conceito de que esta combinagdo é
uma estratégia benéfica e segura.

Entretanto, nem todos os dados s&o consistentes em termos de beneficios
significativos do 6mega-3 na depressdo maior. Marangell et al. (2003) e Rogers et al. (2008)
realizaram ensaios clinicos duplo-cegos randomizados e controlados avaliando os efeitos da
suplementacdo com dmega-3 como monoterapia no tratamento de pacientes deprimidos e ndo
encontraram efeitos benéficos ou prejudiciais do dmega-3. Além deste, um ensaio clinico
randomizado conduzido por Silvers e colaboradores (2005) utilizando o émega-3 como um
tratamento adjuvante também ndo mostrou diferenca significativa quando comparado ao

placebo. No entanto, neste ultimo estudo foi relatado que o humor melhorou
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significativamente em ambos o0s grupos nas primeiras 2 semanas do estudo e esta melhoria foi
mantida.

Além disso, o 6mega-3 pode ser um tratamento adjuvante importante para
mulheres no periodo da gestacdo e pds-parto, conhecida como depressao perinatal, devido ao
esgotamento materno de 6mega-3 durante a gravidez e o risco de exposi¢do a medicacdo
antidepressiva nesta populacdo (DELIGIANNIDIS; FREEMAN, 2010; FREEMAN, 2006).
Neste sentido, em um estudo de coorte, Golding e colaboradores (2009) relataram que niveis
mais elevados de consumo de dmega-3 durante a gravidez foram associados com menor
incidéncia de sintomas depressivos no periodo da gestacdo e durante todo o ano pds-parto.
Freeman e colaboradores publicaram em 2006 dois ensaios clinicos que demonstraram o
potencial antidepressivo do dmega-3 no tratamento da depressdo perinatal. No primeiro
estudo (FREEMAN et al., 2006a) foi avaliada a eficacia do dmega-3 para a depressdo pos-
parto e o segundo estudo (FREEMAN et al., 2006b) avaliou o dmega-3 no tratamento da
depressdo durante a gravidez. A suplementagdo com dmega-3 foi bem tolerada em ambos os
estudos, assim como apresentou beneficios estatisticamente significativos.

No entanto, resultados contraditorios também foram observados em trabalhos que
consideraram 0 Omega-3 para 0 tratamento da depressdo perinatal. Llorente et al. (2003)
avaliaram mulheres saudaveis que receberam DHA ou placebo durante quatro meses, com
inicio apds o parto e ndo encontraram nenhuma diferenca nos escores de depressdo entre 0s
grupos. Além deste, Marangell e colaboradores (2004) relataram que a suplementacdo com
6leo de peixe com inicio entre 34 e 36 semanas de gravidez, ndo impediu, como monoterapia,
a ocorréncia de depressao pos-parto em mulheres com histéria prévia de depressao no periodo
poOs-parto em gestacdes anteriores.

Estudos mais recentes também mostraram que o 6émega-3 pode ser uma boa
alternativa para o tratamento de sintomas depressivos em idosos (RONDANELLI et al., 2010;
TAJALIZADEKHOOB et al., 2011). Em um ensaio clinico controlado com placebo
conduzido por Rondanelli et al. (2010), onde 46 idosas receberam 2,5 g/dia de 6mega-3 ou
placebo por 8 semanas, a suplementacdo com 6mega-3 se mostrou eficaz na melhoria dos
sintomas depressivos e qualidade de vida. Outro ensaio clinico controlado com placebo
realizado por Tajalizadekhoob et al. (2011) avaliou a suplementacdo de 1 g/dia de dleo de
peixe contendo EPA e DHA ou placebo em 66 idosos durante 6 meses, sendo que 4
participantes do grupo Oleo de peixe e 7 do grupo placebo estavam usando farmacos
antidepressivos (triciclicos ou ISRS). Neste estudo, o tratamento com 6mega-3 também foi
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clinicamente mais eficaz no tratamento da depresséo leve a moderada, em comparacdo com o
placebo.

Ainda, um recente corpo de evidéncias tem mostrado uma relativa deficiéncia de
acidos graxos da membrana periférica em pessoas com transtornos afetivos, como depressédo
unipolar e bipolar. Estudo de Conklin et al. (2010) investigou a variacao dos acidos graxos no
tecido cerebral humano pds-morte (cértex cingulado anterior) de acordo com a presenca de
depressdo maior no momento da morte e observou que, comparado com o grupo controle, 0
grupo deprimido revelou concentracdes significativamente mais baixas de numerosos acidos
graxos saturados e poli-insaturados, incluindo o 6mega-3 e 0 6mega-6. Esta descoberta é
compativel com a proposta de que as concentragbes de acidos graxos do tecido cerebral
podem ser um fator importante que influencia a sintomatologia psiquiatrica. McNamara et al.
(2007) também realizaram analises pos-morte de acidos graxos no tecido cerebral e
demostraram da mesma forma uma diminuigdo dos niveis de 6mega-3 no cortex orbito-frontal
de pacientes com depressao maior.

Considerando o exposto, é biologicamente plausivel que o édmega-3 tenha efeitos
antidepressivos. Varios mecanismos de acdo podem explicar como os dois acidos graxos
Odmega-3 encontrados no 6leo de peixe (EPA e DHA) podem ter efeitos antidepressivos em
seres humanos (LAKHAN; VIEIRA, 2008; SONTROP; CAMPBELL, 2006). Os mecanismos
propostos envolvem: membranas celulares (KIDD, 2007; SUOMINEN-TAIPALE et al.,
2010), resposta anti-inflamatdria e neurotransmissores (LAKHAN; VIEIRA, 2008).

As evidéncias apresentadas em revisdo realizada por Kidd (2007) sugerem que a
base fundamental para a aplicacdo de DHA e EPA na salde € a sua presenca nas membranas
celulares. Modificacbes na composicdo dos acidos graxos das membranas neurais podem ser
obtidas através da suplementacdo com dietas que incluem 6leos de peixes marinhos (ricos em
0mega-3) (FREITAS; KIETZER, 2002). Suominen-Taipale e colaboradores (2010) também
mostraram estudos que sugerem que um papel importante do 6mega-3 na depressdao maior
seria mudancgas na estrutura e funcdo da membrana neuronal. Aumentar a insaturagao permite
uma maior fluidez e uma cooperagdo mais versatil entre os lipidios da membrana e as
proteinas imersas neste meio. Este principio sugere que ter niveis adequados de DHA e EPA
em sistemas de membrana € crucial para a sobrevivéncia, crescimento, renovacao e inumeras
funcdes de células humanas (KIDD, 2007).

Um segundo mecanismo é suportado pelo fato da depressdo maior ser
acompanhada por uma resposta inflamatodria do sistema imune, com o0 aumento da secrecdo de
citocinas inflamatorias e eicosanoides (MAES; SMITH; SCHARPE, 1995; SONG et al.,
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1998). Os &cidos graxos poli-insaturados exercem efeitos importantes nas vias inflamatdrias:
0 &cido araquidénico (acido graxo essencial da familia dos 6mega-6) é o principal precursor
da série pro-inflamatdria dos eicosanodides (MAES et al., 1996), enquanto que o 6mega-3
derivado do 6leo de peixe reduz a producdo desses eicosandides, atuando como anti-
inflamatério (CALDER, 2001; SIMOPOULOS, 2002).

O 6mega-3 também pode modular o metabolismo de neurotransmissores e as
funcBes sinapticas (FREITAS; KIETZER, 2002). O émega-3 tem um papel importante na
sintese, degradacdo, liberacdo e recaptacdo de neurotransmissores (BODNAR; WISNER,
2005; HAAG, 2003). Altas concentragcbes de DHA aumentam a fluidez da membrana e
melhoram a sensibilidade do receptor de serotonina (MAZZA et al., 2007). Delion e
colaboradores (1996) observaram concentrac@es reduzidas de dopamina e menor densidade de
receptores serotoninérgicos 5-HT2, bem como reducdo em receptores dopaminérgicos D2 em
ratos deficientes de DHA. Além disso, em ratos submetidos a lesdo cerebral traumatica, a
suplementacdo dietética de DHA aumentou a recuperacdo e a producdo de BDNF (WU;
YING; GOMEZ-PINILLA, 2004).

1.8 MODELO ANIMAL DE DEPRESSAO

Numerosos modelos animais de depressao foram desenvolvidos e frequentemente
envolvem a andlise de efeitos estressores (ANISMAN; MATHESON, 2005). Muitos deles
tém recebido atencdo consideravel e cada um contribui para a compreensdo de aspectos
especificos do transtorno (ANISMAN; MATHESON, 2005).

Entre os modelos de depressdo existentes encontra-se 0 modelo de ECM. Este
modelo animal, proposto previamente por Willner et al. (1987), consiste em expor ratos,
sequencialmente, a uma variedade de estressores distintos e imprevisiveis, por um periodo de
semanas, com o intuito de induzir a um estado depressivo caracterizado por anormalidades
comportamentais, como um menor consumo de sacarose (alimento doce), postulado por
refletir anedonia (perda de interesse ou prazer) em animais, que se assemelha a uma das
caracteristicas mais proeminentes na depressdo maior (AURIACOMBE; RENERIC; MOAL,
1997; WILLNER et al., 1987).

Este modelo animal apresenta validade: (i) aparente (ou de face), visto que reflete
alguns sintomas observados em episddios depressivos que podem ser examinados em animais
(com foco principal na anedonia) (D'AQUILA; NEWTON; WILLNER, 1997); (ii) preditiva,

pois 0 modelo é sensivel farmacologicamente a uma variedade de tratamentos com
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antidepressivos, que sdo eficazes na reversdo da anedonia apés o ECM (PAPP; MORYL,;
WILLNER, 1996), e; (iii) de construto, ao reproduzir alguns aspectos fisiopatoldgicos da
doenca (VALVASSORI; ARENT; QUEVEDO, 2011). Além disso, este modelo animal tem
como vantagem o fato de mimetizar situacdes estressoras de modo naturalistico, visto que em
humanos estas situacdes exercem um papel relevante no desencadeamento da depressao
(NESTLER et al., 2002).

Os estressores da vida contribuem de alguma forma para a depressdo, de modo
gue eventos adversos conferem estados negativos de humor em pessoas normais (SHELTON,
2007). Neste contexto, os modelos animais de depressédo baseados no estresse, representam
uma aproximacao do que ocorre em humanos, uma vez que dados clinicos apontam para um
importante papel de experiéncias estressantes no desenvolvimento, expressdo e exacerbacdo
deste transtorno (GAMARO et al., 2003; WILLNER, 1997; WILLNER et al., 1987). Além
disso, em modelos de estresse, a anedonia foi sugerida por Willner (1997) como um marcador

chave, visto que reflete a falta de prazer essencial para o diagndstico de depresséo.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da eficacia dos antidepressivos disponiveis, a maioria dos pacientes
deprimidos ndo atinge a remissdo completa dos sintomas (RAKOFSKY; HOLTZHEIMER,;
NEMEROFF, 2009), o que indica que h& muito espaco para melhorias no tratamento e
prevencdo da depressdo maior. Logo, entender a neurobiologia deste transtorno tem ajudado
0s pesquisadores a descobrir uma serie de novos alvos para terapias antidepressivas
(RAKOFSKY; HOLTZHEIMER; NEMEROFF, 2009).

Continua-se a investigar os fatores envolvidos na persisténcia da depresséo maior,
particularmente aqueles relacionados ao estilo de vida e, foi sugerido que aspectos
nutricionais podem influenciar no seu desenvolvimento. Entre eles, uma dieta rica em dmega-
3 foi associada com um risco reduzido de depressdao maior (KAMPHUIS et al., 2006),
enquanto que a sua deficiéncia esta associada com distarbios depressivos (HIBBELN, 2007).
Desta forma, a ma qualidade da dieta pode ser um fator de risco modificavel para a depresséo
maior, o que justifica uma maior atencdo aos fatores nutricionais em salde mental, haja vista
que as intervencdes nutricionais geralmente sdo de baixo custo, seguras, faceis de administrar,
e na maioria das vezes, bem aceitas pelos pacientes (BODNAR; WISNER, 2005).

Diante dos fatos, com o aumento da necessidade de novos tratamentos, Varios
estudos pre-clinicos e clinicos tém demonstrado efeitos benéficos do 6mega-3 no tratamento
da depressdo maior e outros transtornos psiquiatricos (GERTSIK et al., 2012; NEMETS;
STAHL; BELMAKER, 2002; PEET; HORROBIN, 2002; QUINTANA et al., 2010; SILVA
et al., 2008). Assim, o0 dmega-3 parece ser uma boa op¢do como agente adicional na lista de
tratamentos para os transtornos de humor (YOUNG; MARTIN, 2003), expandindo as opg¢des
de tratamento disponiveis para depressdo maior (DELIGIANNIDIS; FREEMAN, 2010).

Considerando entdo a elevada prevaléncia da depressdo maior, que sua exata
fisiopatologia ndo esta claramente entendida, e que por este motivo ndo se tem uma terapia
totalmente eficaz, e que 0 uso de dmega-3 pode ser uma boa proposta para o tratamento deste
transtorno, mais estudos se mostram necessarios. Desta forma, este trabalho mostra-se
relevante, visto que trard uma maior compreensdo dos fatores bioquimicos envolvidos na
depressdo maior, bem como ird avaliar os efeitos do Omega-3 nestes mecanismos,
possibilitando maiores esclarecimentos sobre os efeitos antidepressivos desta substancia, o
gue poderd proporcionar uma nova estratégia terapéutica para 0s pacientes que nao

respondem aos tratamentos existentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito do édmega-3 sobre pardmetros comportamentais e bioquimicos em ratos

submetidos ao modelo de estresse cronico moderado (ECM).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do dmega-3 sobre o peso corporal de ratos submetidos ao modelo de ECM.

- Avaliar o efeito do 6mega-3 sobre o comportamento aneddnico de ratos submetidos ao
modelo de ECM.

- Avaliar o efeito do 6mega-3 sobre a atividade do complexo | e do complexo IV da cadeia
respiratéria mitocondrial em estruturas cerebrais (cerebelo e coOrtex posterior) de ratos
submetidos ao modelo de ECM.

- Avaliar o efeito do 6mega-3 sobre peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas em
estruturas cerebrais (cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo, estriado e cortex posterior) de
ratos submetidos ao modelo ECM.
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4 ETAPAS METODOLOGICAS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental utilizando modelo animal de depresséo.

4.2 AMOSTRA

Estudos prévios (LUCCA et al., 2009a; REZIN et al., 2008) permitem a confianga
em um tamanho amostral de 10 animais por grupo, visto que para testes comportamentais o
nimero de animais permite diminuir o viés de amostragem, totalizando 40 animais para o
procedimento experimental. Este nimero por grupo foi estimado para uma diferenca de até
20% nos parametros a serem analisados entre 0s grupos, com uma variancia de no maximo

10% entre as médias, para um erro alfa de 0,05 e um poder de 80%.

4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 40 ratos machos, pertencentes a linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), com idade entre 2 e 3 meses, pesando entre 200 e 300g, procedentes do Biotério
da Universidade do Sul de Santa Catarina, campus Tubardo. Os animais foram alojados em
grupos de cinco por caixa, sendo identificados através de marcacdes na cauda. O ambiente
dispunha de ar condicionado, que manteve a temperatura a 22+1°C e sistema de iluminagéo
que garantia 12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro.

4.4 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina e aprovado sob nimero de
protocolo 11.038.5.05.1V. A utilizacdo dos animais seguiu os Principios de Cuidados de
Animais de Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude

dos Estados Unidos da América, NIH, publicacdo nimero 80-23, revisada em 1996).
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4.5 LOCAL DE REALIZACAO

O procedimento experimental foi realizado no Laboratorio de Fisiopatologia

Clinica e Experimental da Unisul, Tubarao (SC), Bloco da Saude.

4.6 MODELO EXPERIMENTAL

O modelo de ECM foi desenvolvido segundo adaptacbes feitas por Gamaro e
colaboradores (2003). Os animais foram divididos em grupo controle (n=20) e grupo
estressado (n=20). O grupo controle permaneceu em suas caixas durante os 40 dias de
experimento, sem a aplicacdo do modelo e com minima manipulacdo. Foi aplicado o modelo
de ECM por um periodo de 40 dias para o grupo estressado. Os estressores utilizados e o
tempo de aplicagcdo em cada dia estdo listados no Quadro 1. Os estressores foram aplicados

em horarios distintos todos os dias para minimizar a previsibilidade.

Quadro 1 — Estressores utilizados no experimento.

Dia Estressor utilizado Duracéo
1 Privacdo de dgua 24h

2 Privacdo de comida 24h

3 Isolamento 24h

4 Isolamento 24h

5 Isolamento 24 h

6 Luz estroboscopica 3h

7 Nado forcado 10 min
8 Contengéo 1h

9 Privacéo de comida 24 h
10 Nenhum estressor -

11 Nenhum estressor -

12 Privacéo de agua 24 h
13 Contencéo + frio 2h

14 Luz estroboscopica 2,5h
15 Privacdo de comida 24 h
16 Isolamento 24 h
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17 Isolamento 24 h
18 Isolamento 24 h
19 Nado forcado 15 min
20 Privacdo de 4gua 24 h
21 Privacdo de comida 24 h
22 Contencéo 3h

23 Isolamento 24 h
24 Isolamento 24 h
25 Luz estroboscopica 2h

26 Contencéo + frio 15h
27 Nado forgado 10 min
28 Luz estroboscopica 3,5h
29 Nenhum estressor -

30 Privacéo de comida 24 h
31 Contencdo 3h

32 Luz estroboscopica 2h

33 Privacdo de 4gua 24 h
34 Contencdo + frio 2h

35 Nado forcado 15 min
36 Isolamento 24 h
37 Isolamento 24 h
38 Nenhum estressor -

39 Luz estroboscopica 3h

40 Nado forgado 10 min

Fonte: Adaptado de Gamaro et al. (2003, p.108).

4.7 TRATAMENTO COM OMEGA-3

Apos 40 dias de aplicacdo do modelo de ECM, os animais foram divididos em

quatro grupos de 10 animais cada: (1) Controle + Salina; (2) Controle + Omega-3; (3)

Estressado + Salina; (4) Estressado + Omega-3. O tratamento com dmega-3 foi administrado

(500mg/kg) via oral (com agulha de gavagem para ratos), uma vez ao dia, durante 7 dias. A

dose de 6mega-3 baseou-se em estudo prévio realizado por Lakhwani e colaboradores (2007).
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Apos 60 minutos da administracdo do dmega-3, foi realizado o teste comportamental (teste de
anedonia).

4.8 TESTE DE ANEDONIA

Ap6s 40 dias de aplicacdo do modelo de ECM, o consumo de alimento doce foi
aferido para verificar anedonia nos 40 animais. Os animais foram colocados dentro de uma
caixa iluminada retangular (40 cm x 15 cm x 20 cm) com uma lateral de vidro e demais
paredes laterais feitas de madeira. Dez Froot Loops® (Kellogg’s® - cereal de trigo, milho e
acucar) foram colocados na caixa. Os animais foram submetidos a cinco ensaios de 3 minutos
cada, um por dia, para familiarizarem-se com este alimento (ELY, 1997). Depois de serem
habituados, os animais foram expostos a duas sessdes de teste (Figura 4), de 5 minutos cada,
quando o numero de cereais ingeridos foi mensurado. O protocolo foi estabelecido para que
qguando o animal comer parte do Froot Loops® (1/3 ou 1/4), esta fracdo foi considerada. Estas
duas sessoes de teste foram feitas com os animais submetidos a jejum (durante um periodo de
22h antes do teste comportamental). Estas analises foram feitas a partir de privacdo de
alimento, que é utilizado em tarefas de comportamento como um estimulo motivador (KATZ,
1982).

Figura 4 — Linha do tempo do experimento

Estresse cronico moderado (ECM) Tratamento com 6mega-3

1 40 41 42 43 44 45 46 47 dias

\ Y ) \_Y_

Habituacdo dos animais  Teste de anedlonia

com Froot Loops®

Eutanasia dos animais

Fonte: Elaboragdo da autora, 2013.

4.9 MEDIDAS DO PESO CORPORAL

Durante o experimento os animais tiveram livre acesso a agua e comida padrao,
exceto o grupo estressado durante o periodo que o estressor aplicado foi privacdo de agua ou
comida. O peso corporal foi medido em gramas no 1° dia e no 47° dia de experimento.
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4.10 PREPARACAO DO TECIDO E HOMOGENEIZADO

Os animais foram mortos por decapitacao, o cerebro foi rapidamente removido e o
cortex pré-frontal, estriado, hipocampo, cOrtex posterior e cerebelo, separados. As estruturas
cerebrais foram homogeneizadas. O homogeneizado foi centrifugado a 800 X g por 10 min e
0 sobrenadante foi armazenado a -70°C para posterior determinacdo da quantidade de
proteinas e analise da atividade dos complexos | e IV. As proteinas foram determinadas pelo

método de Lowry et al.(1951), e a albumina sérica bovina foi utilizada como padréo.
4.11 ANALISES BIOQUIMICAS
4.11.1 Atividade das enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial
4.11.1.1 Atividade do complexo |

A atividade da NADH desidrogenase foi avaliada pelo método descrito por
Cassina e Radi (1996) pela taxa de NADH-dependente da reducéo do ferricianeto a 420 nm e
os resultados expressos em [nmol/min x mg proteina].
4.11.1.2 Atividade do complexo IV

A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com Rustin e
colaboradores (1994), e calculada pela diminui¢do da absorbancia causada pela oxidacéo do
citocromo c¢ reduzido, medido em 550 nm e expresso em [nmol/min X mg proteina].
4.11.2 Parametros de estresse oxidativo
4.11.2.1 Dano oxidativo em lipidios (TBARS)

Foi baseado na reacdo do malondialdeido por incubacdo com o acido

tiobarbitirico (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990) e os resultados expressos em

malondialdeido equivalente (nmol/mg proteina).
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4.11.2.2 Dano oxidativo em proteinas

Foi avaliado através da reacdo dos grupos carbonila em proteinas oxidadas com
dinitrofenil-hidrazina (REZNICK; PACKER, 1994) e os resultados expressos em proteina

carbonilada (nmol/mg proteina).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do programa estatistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS). Os dados do teste comportamental e bioquimicos
foram avaliados pela anéalise de variancia de uma via (ANOVA), seguidos pelo post hoc de

Tukey. A significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DE ANEDONIA

Nossos resultados mostraram que os animais submetidos ao ECM comeram
menos Froot Loops® quando comparados com o grupo controle, o que caracteriza anedonia.
Ainda, observamos que a administracdo de dmega-3 ndo alterou a ingestdo de alimento doce
no grupo controle, bem como néo foi capaz de reverter a anedonia apresentada em ratos
submetidos ao ECM (Figura 5).

Figura 5 — Teste de anedonia por consumo de alimento doce apds o ECM.
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Legenda: Os valores sdo expressos como a média + Desvio padrédo (n = 10).
*Diferente do grupo controle + salina. p < 0,05 (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
Fonte: Elaboragdo da autora, 2013.

5.2 PESO CORPORAL

Observamos em nossos resultados que os animais do grupo controle ganharam
peso significativo durante o experimento, bem como 0s animais do grupo controle que
receberam 6mega-3. No entanto, os animais submetidos ao ECM nao tiveram ganho de peso
significativo durante o experimento, porém o tratamento com ©Omega-3 reverteu este

parametro (Figura 6).
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Figura 6 — Peso corporal antes e depois do ECM.
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Legenda: Os valores séo expressos como a média + Desvio padréo (n = 10).
*Diferente do grupo controle + salina. p < 0,05 (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
Fonte: Elabora¢do da autora, 2013.

5.3 ATIVIDADE DAS ENZIMAS DA CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Nossos resultados mostraram que a atividade do complexo | (Figura 7) e IV
(Figura 8) da cadeia respiratoria mitocondrial foi inibida no cerebelo e cortex posterior dos
animais submetidos ao modelo de ECM. Porém o tratamento com dmega-3 reverteu a inibicdo
da atividade do complexo | e IV no cértex posterior, bem como do complexo IV no cerebelo.
No entanto, a inibicdo da atividade do complexo | apresentada no cerebelo n&o foi revertida
pelo 6mega-3.



Figura 7 — Atividade do complexo | em cérebro de ratos submetidos ao ECM
e tratados com 0mega-3.
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Legenda: Os valores séo expressos como a média + Desvio padréo (n = 10).
*Diferente do grupo controle + salina. p < 0,05 (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
Fonte: Elabora¢do da autora, 2013.

Figura 8 — Atividade do complexo IV em cérebro de ratos submetidos ao ECM

e tratados com 6mega-3.
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Legenda: Os valores sdo expressos como a média + Desvio padrédo (n = 10).
*Diferente do grupo controle + salina. p < 0,05 (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
Fonte: Elaboragdo da autora, 2013.
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5.4 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Na analise de TBARS e carbonil nés observamos que nos animais submetidos ao
ECM houve aumento significativo nos nives de peroxidacao lipidica (Figura 9) no cerebelo e
estriado, bem como houve aumento significativo nos niveis de carbonilacdo de proteinas
(Figura 10) no cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e cortex posterior. O tratamento dos
animais com 6mega-3 foi capaz de reverter tanto o dano oxidativo a lipidios quanto o dano

oxidativo a proteinas.

Figura 9 — Peroxidagdo lipidica (TBARS) em cérebro de ratos submetidos ao

ECM e tratados com dmega-3.
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Legenda: Os valores sdo expressos como a média + Desvio padréo (n = 10).
*Diferente do grupo controle + salina. p < 0,05 (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
Fonte: Elaboragdo da autora, 2013.
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Figura 10 — Carbonilagdo de proteinas em cérebro de ratos submetidos ao ECM e
tratados com 0mega-3.
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Legenda: Os valores sdo expressos como a média + Desvio padrédo (n = 10).
*Diferente do grupo controle + salina. p < 0,05 (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
Fonte: Elaboragdo da autora, 2013.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho nds observamos que os animais submetidos ao modelo de
ECM apresentaram comportamento tipo anedénico, ndo ganharam peso corporal significante
durante o experimento, bem como tiveram inibicdo da atividade dos complexos | e IV da
cadeia respiratoria mitocondrial, aumento nos niveis de peroxidacéo lipidica e de carbonilagdo
de proteinas em estruturas cerebrais. Além disso, observamos que o tratamento com 6mega-3
reverteu o parametro de peso corporal, levando a um ganho de peso corporal significativo nos
animais estressados, reverteu a inibicdo da atividade do complexo | no cortex posterior e a
inibicdo da atividade do complexo IV no cortex posterior e no cerebelo, bem como reverteu o
aumento da peroxidacado lipidica e da carbonilacdo de proteinas. Entretanto, a anedonia nédo
foi revertida pelo 6mega-3, nem a atividade do complexo | no cerebelo.

Nos modelos animais de estresse cronico, desenvolvidos inicialmente por Katz
(1981) e posteriormente refinados por Willner et al. (1987), um estado aneddnico € induzido
pela aplicacdo repetida de estressores durante um determinado periodo de tempo. O modelo
de ECM consegue replicar uma parte dos sintomas da depressdao (WILLNER, 1997) e o
principal sintoma observado € a reducdo do consumo de sacarose, um sintoma postulado por
refletir anedonia (WILLNER et al., 1987), um dos principais sintomas de depressao, tal como
definido no DSM-IV (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000).

Diversos estudos relataram reducdo no consumo de alimento doce em ratos ap0s
estresse cronico, além da ocorréncia de inibicdo da sensibilidade de recompensa,
caracterizando assim a anedonia nos animais (WILLNER et al., 1987; GAMARO et al., 2003;
GRONLI et al, 2004; BEKRIS et al., 2005; REZIN et al., 2008; LUCCA et al., 2009a,b). A
anedonia € sugerida por Willner (1997) como um marcador chave em modelos de estresse
crbnico, visto que este sintoma reflete a falta de prazer essencial para o diagndstico de
depressdo. Os dados comportamentais observados em nosso estudo confirmam e expandem o0s
estudos prévios, pois 0s ratos submetidos ao ECM consumiram menos Froot Loops® que 0s
animais do grupo controle durante o Teste de Anedonia e, portanto, demonstraram
comportamento anedbnico. O tratamento com émega-3 ndo alterou a ingestdo de alimento
doce no grupo controle, bem como néo foi capaz de reverter a anedonia apresentada em ratos
submetidos ao ECM. Uma explicacdo possivel é que talvez o 6mega-3 ndo atue nesta via, ou
seja, ndo influencie neste sintoma. Outra possibilidade pode ser explicada pelo fato de que
pacientes que receberam suplementacdo com cépsulas de 6leo de peixe relataram alguns

efeitos como perturbagdes gastrointestinais e sabor de peixe, o que ocorreu com doses
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elevadas (acima de 5 g/dia). Nas doses mais tipicas de 1 g/dia estes efeitos adversos sdo
menos comuns (MISCHOULON, 2009). Desta forma, é possivel que os animais que
receberam o 6mega-3 tenha sentido algum efeito semelhante, o que pode ter influenciado no
consumo de alimento doce.

Observando que a exposicdo a situacOes de estresse pode influenciar no
comportamento alimentar, estudos demonstraram que a exposi¢do cronica a estressores pode
alterar o peso corporal dos ratos, fazendo com que 0s mesmos ganhem menos peso quando
comparados ao grupo ndo exposto a estresse (GAMARO et al., 2003; BEKRIS et al., 2005;
REZIN et al., 2008; LUCCA et al., 2009a,b). Além disso, outros estudos relataram que ratos
expostos ao modelo de ECM apresentam perda ou auséncia de ganho ponderal mesmo quando
a privacdo de comida é retirada do protocolo de estresse (HAGAN; HATCHER, 1997
MATTHEWS; MATTHEWS; FORBES; REID, 1995), mostrando que a alteracdo do peso é
resultado do estresse em geral e ndo unicamente pela privacdo temporaria de comida
(VOLLMAYR; HENN, 2003; WILLNER et al., 1996). Desta forma, nossos resultados estéo
de acordo com estudos anteriores, uma vez que 0s animais do grupo estressado ndo ganharam
peso corporal significativo, enquanto que os animais do grupo controle ganharam peso
corporal significativo durante o experimento. Entretanto, o tratamento com 6mega-3 reverteu
este parametro, pois 0s animais submetidos ao ECM e tratados com Omega-3 também
apresentaram ganho de peso significativo ao término do experimento.

Considerando que ainda ha muito espaco para melhorias no tratamento da
depressdo maior, haja vista que grande parte dos pacientes deprimidos nao atinge a remissdo
completa dos sintomas (RAKOFSKY; HOLTZHEIMER; NEMEROFF, 2009), muitos
pesquisadores ainda estudam novos alvos para terapias antidepressivas e, entre estes, diversos
estudos mostraram efeitos antidepressivos do 6mega-3 (GERTSIK et al., 2012; JAZAYERI et
al., 2008; MISCHOULON et al., 2008; NEMETS et al., 2006; NEMETS; STAHL,;
BELMAKER, 2002; PEET; HORROBIN, 2002; SU et al., 2003). No entanto, 0s mecanismos
pelos quais o Omega-3 poderia demonstrar efeitos antidepressivos ainda ndo estdo
completamente elucidados. Por este motivo, neste trabalho os animais foram expostos ao
ECM e tratados com dmega-3.

Nossos resultados mostraram que os ratos submetidos ao ECM apresentaram
inibicdo na atividade dos complexos | e IV da cadeia respiratoria mitocondrial. Diversos
estudos mostram que a diminui¢do no funcionamento da cadeia de transporte de elétrons esta
envolvida com a patogénese de muitos transtornos psiquiatricos (FATTAL et al., 2006;
HORN; BARRIENTOS, 2008; REZIN et al., 2008; REZIN et al., 2009; SHAO et al., 2008).
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Madrigal et al. (2001) mostraram uma inibicdo nos complexos I-111 e 1I-1ll da cadeia
respiratéria mitocondrial em cérebro de ratos ap0s estresse cronico (imobilizacdo por 6 horas
durante 21 dias). Rezin et al. (2008) também mostraram inibicdo dos complexos I, 11-111 e IV
da cadeia respiratéria mitocondrial apds estresse crénico moderado (ECM). Avaliamos
somente os complexos | e IV pelo motivo de o complexo | representar a principal entrada de
elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial e do complexo IV ser o catalisador final da cadeia
respiratoria mitocondrial. Além disso, neste trabalho foram avaliadas as atividades das
enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial apenas no cértex posterior e no cerebelo pelo
motivo de estudo prévio realizado por Rezin e colaboradores (2008) ja ter demonstrado que
ndo ha alteracdo estatisticamente significativa nas demais estruturas cerebrais ap6s ECM.
Nossos achados também demonstraram que o 6mega-3 reverte a inibicdo da atividade do
complexo | no cortex posterior e a inibi¢do da atividade do complexo 1V no cértex posterior e
no cerebelo. Contudo, o dmega-3 ndo reverteu a inibicdo da atividade do complexo | no
cerebelo no presente estudo.

Neste contexto, estudos mostram que a inibicdo de complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial, que gera uma diminuicdo na atividade desta cadeia, causa um
aumento na producdo de ERO (ADAM-VIZI, 2005; NAVARRO; BOVERIS, 2007). Além
disso, foi demonstrado que a exposicao a situagdes de estresse pode aumentar a producéo de
ERO (FONTELLA et al., 2005; VASCONCELLOS et al., 2006). Em situacdes nas quais ha
excesso de producdo de radicais livres, que excede a capacidade das defesas antioxidantes, o
estresse oxidativo pode levar a degradacdo da membrana, disfuncdo celular, dano ao DNA e
apoptose (HALLIWELL, 2006). Além da membrana que envolve a célula, as membranas das
organelas intracelulares, tais como mitocondria, reticulo endoplasmatico, nucleo, entre outros,
apresentam uma estrutura bilipidica e uma variedade de proteinas e acucares, e, portanto,
também podem ser alvo do ataque de ERO e ERN (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
VASCONCELLOS et al., 2007).

As mitocondrias ndo sdo somente fonte de energia, mas tambem fonte e destino de
oxidantes (MAZZA et al., 2007). O excesso de ERO pode causar um déficit no genoma
mitocondrial levando a um prejuizo na fosforilagdo oxidativa, comprometendo a capacidade
da mitocondria de atender as demandas de energia celular e podendo levar a producéo de mais
ERO (GRUNO et al., 2008; MAZZA et al., 2007). No entanto, ainda nao esta claro se o dano
oxidativo induzido pelo estresse é causa ou consequéncia da disfuncdo mitocondrial
(BOEKEMA; BRAUN, 2007; MADRIGAL et al., 2001).
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Embora a exata etiologia da depressdo ndo esteja ainda esclarecida, é possivel que
0 estresse oxidativo desempenhe um papel importante neste transtorno. As ERO em excesso
podem danificar quase todas as moléculas presentes em células, as quais incluem os neurdnios
(TAPIA-SAAVEDRA, 2005). As membranas neuronais, ricas em &cidos graxos poli-
insaturados, sdo muito propensas a peroxidacdo lipidica (MAZZA et al., 2007). A
peroxidacao lipidica é causada pelo ataque de uma espécie reativa, que abstrai um atomo de
hidrogénio de um grupo metileno alilico, normalmente, de um &cido graxo poli-insaturado,
deixando um elétron desemparelhado no carbono. Todas estas modificacbes oxidativas
causam mudancas nas propriedades fisicas e quimicas das membranas, alterando sua fluidez e
permeabilidade, com expansdo do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas da
célula e das organelas, com consequente morte celular (VASCONCELLOS et al., 2007).

Um grande numero de doencas neuroldgicas e transtornos psiquiatricos tais como
a doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica, deméncia, esquizofrenia e perturbacGes
afetivas apresentam um aumento na producdo de ERO (SAYRE et al., 2005; SCHMIDT;
KRIEG; VEDDER, 2005;). Estudo de Liu et al. (1996) mostrou aumento da peroxidacéao
lipidica no cortex cerebral, cerebelo, hipocampo e mesencéfalo, bem como aumento da
oxidagdo de proteinas no cortex, hipotadlamo, estriado e bulbo em ratos submetidos a um
protocolo de estresse por imobilizacdo. Madrigal et al. (2001) mostraram deplecdo da
glutationa e aumento da peroxidacdo lipidica em cérebro de ratos apds estresse cronico por 21
dias. No mesmo ano, Bilici e colaboradores (2001) conduziram um estudo com pacientes
deprimidos e mostraram que estes apresentaram niveis mais elevados de peroxidacéo lipidica
no plasma quando comparados a individuos saudaveis. Um estudo transversal conduzido por
Tsuboi e colaboradores (2004) avaliou 66 mulheres com sintomas depressivos e também
demonstrou aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica. Fontella et al. (2005) utilizaram um
modelo animal de depressdo baseado no estresse causado pela restricdo repetida (1 hora/dia
durante 40 dias) e observaram um aumento nos niveis de TBARS no hipocampo dos ratos
estressados. Lucca et al. (2009a,b) também mostraram aumento da peroxidacdo lipidica,
carbonilacdo de proteina, producdo de superoxido e inibicdo da atividade da superdxido
dismutase em cérebro de ratos submetidos ao ECM. Nossos resultados estdo de acordo com
outros estudos, pois identificamos aumento da peroxidacéo lipidica no cerebelo e no estriado
e aumento da carbonilacdo de proteinas no cortex pré-frontal, no hipocampo, no estriado e no
cortex posterior de ratos submetidos ao modelo de ECM.

Nossos dados reforcam os estudos que colocam que o estresse oxidativo em

estruturas cerebrais de ratos esta envolvido na fisiopatologia da depressdo. Estudos de
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neuroimagem que avaliaram as estruturas cerebrais identificaram anormalidades regionais em
individuos com transtornos de humor (KONARSKI et al., 2008; LEE et al., 2008). No
entanto, ainda ndo podemos explicar porque determinadas estruturas cerebrais sdo mais
afetadas pelo ECM.

Nossa pesquisa também demonstrou que a administracdo de 6mega-3 reverteu o
aumento da peroxidacdo lipidica e da carbonilagdo de proteinas em cérebro de ratos
submetidos ao modelo de ECM. Os &cidos graxos poli-insaturados 6mega-3 estdo entre 0s
principais determinantes das propriedades biofisicas das membranas neuronais e Ssao
fundamentais, tanto para a constituicdo quanto para o bom funcionamento do sistema nervoso
central. Portanto, o dano oxidativo a estas moléculas pode desregular vias de
neurotransmissdao envolvidas na fisiopatologia da depressdo maior (TAPIA-SAAVEDRA,
2005). A producdo de ERO em excesso pode levar a deficiéncias de DHA no cérebro devido a
maior peroxidacédo lipidica (MAZZA et al., 2007). Neste sentido, varios estudos mostraram
que h&d um esgotamento de Omega-3 em pacientes com depressdo maior, e que a
suplementacdo com estes acidos graxos pode reverter alguns sintomas nos pacientes
deprimidos (FRASURE-SMITH; LESPERANCE; JULIEN, 2004; NEMETS; STAHL;
BELMAKER, 2002; PURI et al., 2001; TIEMEIER et al., 2003). Esta deficiéncia de 6mega-3
nestes pacientes pode ser em decorréncia do estresse oxidativo, que pode causar a
peroxidacao lipidica e, como consequéncia, reduzir as concentracdes de acidos graxos 6mega-
3 (TAPIA-SAAVEDRA, 2005).

Em uma revisao realizada por Yavin, Brand e Green (2002) o DHA é apresentado
como um alvo molecular para a formacéo de peroxidos lipidicos, visto que por estar presente
em grande quantidade no tecido nervoso € particularmente vulneravel ao estresse oxidativo.
No entanto, esta revisdo relata que apesar de o DHA ser um alvo para a peroxidag&o lipidica,
devido ao seu alto grau de insaturagdo, alguns resultados experimentais indicam nenhuma
mudanca ou diminuigdo da peroxidacéo lipidica mesmo quando o tecido cerebral é fornecido
ou enriquecido com DHA. Desta forma, estes autores propuseram um papel neuroprotetor do
DHA. Algumas outras pesquisas que estudaram doengas neurodegenativas também sugeriram
que o DHA possui agdo neuroprotetora e que 0 mecanismo esté relacionado a uma redugéo do
estresse oxidativo e, portanto, inferem que o DHA possui atividade antioxidante (BAZAN,
2005; CALON; COLE, 2007; CALON et al., 2004; HASHIMOTO et al., 2002; WU; YING;
GOMEZ-PINILLA, 2004; YAVIN; BRAND; GREEN, 2002).

Dois estudos que utilizaram modelo animal de doenca de Alzheimer mostraram

que o DHA suprimiu o aumento de peroxidos de lipidios e os niveis de ERO no cortex
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cerebral e hipocampo de ratos, sugerindo um aumento da defesa antioxidante (HASHIMOTO
et al., 2002, HASHIMOTO et al., 2005). No mesmo sentido, outros estudos que avaliaram o
DHA em modelo animal de doenca de Alzheimer e lesdo cerebral traumatica em ratos
mostraram que o DHA promoveu uma diminuicdo na acumulacdo de proteinas oxidadas
(CALON et al., 2004; WU; YING; GOMEZ-PINILLA, 2004).

Neste contexto, Mori e colaboradores (2000) estudaram o efeito dos &cidos graxos
0mega-3 sobre 0 estresse oxidativo em humanos avaliando a peroxidacdo lipidica pela analise
da excrecdo urinaria de F2-isoprostanos e demonstraram que 0s &cidos graxos 6mega-3
reduziram o estresse oxidativo in vivo em seres humanos. Além deste, um estudo que avaliou
peroxidacgdo lipidica e marcadores inflamatorios em individuos diabéticos tipo 2 demonstrou
qgue o EPA e DHA reduziu o estresse oxidativo in vivo sem alterar os marcadores de
inflamacéo nestes pacientes (MORI et al., 2003).

Portanto, diante dos resultados obtidos neste trabalho e evidéncias da literatura,
pode-se sugerir que 0 ECM induz inibicdo da cadeia respiratoria mitocondrial (complexos | e
IV) provavelmente por estresse oxidativo, uma vez que marcadores de dano oxidativo, como
peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas sdo observados, e que o dmega-3 reverte tal
efeito. E provavel que o 6mega-3 reverta tais alteracdes devido a sua capacidade antioxidante,
ja sugerida em outras pesquisas, visto que o 6mega-3 reduz a peroxidacdo lipidica e a
carbonilacdo de proteinas. Um mecanismo possivel é o fato de que o 6mega-3 suplementado
pode tornar-se alvo das ERO, servindo para estabiliza-las e poupando desta forma lipidios e
proteinas endogenas, bem como possiveis danos a cadeia respiratoria mitocondrial causados
por estas espécies reativas. Dessa forma, nossos resultados corroboram os estudos que
mostram que a depressdo maior esta associada a disfuncdo mitocondrial e a estresse oxidativo,
e revelam que a suplementacdo de dmega-3 pode reverter algumas destas alteracdes, apoiando
estudos que indicam que esta substancia apresenta grande potencial para auxiliar no

tratamento da depressédo maior.
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7 CONCLUSAO

A partir dos nossos resultados pode-se concluir que o ECM promove anedonia nos
animais, o que € observado por uma reducdo do consumo de alimento doce quando
comparados ao grupo controle e nédo altera o peso corporal (enquanto que observa-se ganho de
peso no grupo controle ap6s o término do experimento). Além disso, o ECM diminui a
atividade dos complexos | e IV da cadeia respiratéria mitocondrial, bem como promove
aumento na peroxidacdo lipidica e na carbonilacdo de proteinas em estruturas cerebrais. O
tratamento com Omega-3 ndo reverte a anedonia, reverte as alteracbes do peso corporal,
parcialmente do complexo I, do complexo IV, reduz o aumento da peroxidacao lipidica e
também reduz o aumento da carbonilacdo de proteinas em algumas regides do cérebro de

ratos submetidos a ECM, provavelmente por uma acao antioxidante.
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