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EFEITO DA SUPLEMENTAQAO COM ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS DA
FAMILIA OMEGA-3 SOBRE A EXPRESSAO DE PROTEINAS NA SUBSTANCIA
CINZENTA PERIAQUIDUTAL DE RATOS WISTAR
Effect of supplementation with polyunsatured fatty acids of omega-3 family on the

expression of proteins in grey periaqueductal substance of wistar rats
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RESUMO
Os acidos graxos poliinsaturados (dmega 3) encontrados em gorduras e 6leos
naturais, sdo parte de componentes estruturais significativos em fosfolipidios de
membranas celulares, facilitam a formac&o de espinhas dendriticas e crescimento
neuronal, desempenhando assim um importante papel tanto na estrutura, quanto
nas funcdes das células. Em trabalhos anteriores, em que ratos wistar foram
suplementados com 6leo de peixe (bmega-3), observou-se um efeito antidepressivo
gue parece estar relacionado ao envolvimento do sistema serotoninérgico. A partir
desses resultados, ao investigar fases especificas de suplementacdo decidiu-se
realizar uma investigagdo mais agucada sobre duas proteinas sinapticas na
substancia cinzenta periaquedutal (SCP): A triptofano hidroxilase (TPH) e o

transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT 2). Através da técnica de

imunohistoquimica, observou-se que, na presenca do 6leo de peixe ocorre o
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aumento da densidade O6ptica para neurdnios imunorreativos para VMAT2 e a

diminuicdo dos mesmos para TPH.

Abstract

The polyunsatured fatty acids (omega 3), found in fats and nature oils, are part of
significant structural components of cell membrane phospholipids that facilitate the
formation of dendritic spines and neuronal growth, making an important role in
structure and functions of cells. In previous works, in which wistar rats were
supplemented with fish oil (omega 3), it was observed an antidepressant effect that is
related to a serotonergic effect. From these results, to investigate specific stages of
supplementation, was decided to conduct a thorough investigation on two synaptic
proteins in the periaqueductal gray matter (PAG): the tryptophan hydroxylase (TPH)
and the vesicular monoamine transporter 2 (VMAT 2). The immunohistochemistry,
technique performed in the methodology, showed that the presence of fish oil occurs

increase in VMAT2 and reduced TPH.

Descritores: acidos graxos poliinsaturados; 6leo de peixe; substancia cinzenta

periaquidutal; triptofano hidroxilase; transportador de monoamina 2.

Descriptors: polyunsaturated fatty acids omega-3; fish oil; periaqueductal gray

matter; tryptophan hydroxylase; vesicular monoamine transporter 2
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INTRODUGCAO

Os &cidos graxos poliinsaturados (dmega 3) encontrados em gorduras e 6leos
naturais, sao parte de componentes estruturais significativos em fosfolipidios de
membranas celulares. Essenciais para o crescimento normal e desenvolvimento em
mamiferos, facilitam a formacéo de espinhas dendriticas e crescimento neuronal @
Desempenham, assim, um importante papel tanto na estrutura, quanto nas funcdes

das células ¢

Presentes na membrana de neurbnios de mamiferos, eles determinam as
propriedades biofisicas das membranas neuronais “®- S&o capazes de modificar as
caracteristicas fisico-quimicas das membranas neuronais promovendo assim,
alteracoes na funcao cerebral. Por esse motivo, participam ativamente de processos
de sinalizacao celular interferindo no funcionamento de receptores, na recaptacao de

neurotransmissores e na transmissao de sinais *+®"

Em trabalhos anteriores do nosso laboratério, em que ratos wistar foram
usados como experimento, observou-se que a administracdo cronica de acidos
graxos poliinsaturados, durante a gestacdo, lactacdo e pés-lactacdo até a vida
adulta desenvolveu um efeito antidepressivo - Posteriormente, esta suplementacéo
foi realizada somente durante a gravidez e lactacao, fase critica no desenvolvimento
do sistema nervoso central e, observou-se também nesta fase um efeito

antidepressivo ® Analise comportamental dos animais suplementados correlaciona
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o efeito antidepressivo do 6leo de peixe a alteracéo do sistema serotoninérgico (°). O
sistema serotoninérgico estd extremamente relacionado com as funcbes afetivas,
cognitivas e psiquiatricas. A depressao, por exemplo, tem sido correlacionada a
niveis plasmaticos diminuidos de serotonina *®- Em modelos animais de depresséo
0s hiveis deste neurotransmissor encontram-se diminuidos em estruturas envolvidas

na neurobiologia da depressdo como o hipocampo

Também, sabe-se que drogas antidepressivas aumentam a neurotransmissao
serotoninérgica. Como conseqiéncia, a depresséo tem sido associada a diminuicéo
dos niveis de serotonina ™ Como a depressdo e a ansiedade freqiientemente
ocorrem no mesmo paciente é dificil conciliar que a hipdtese de niveis baixos de
serotonina na depressdo e a hipotese de excesso de serotonina na ansiedade,
principalmente porque antidepressivos melhoram muitos tipos de patologias de
ansiedade, incluindo panico, desordem obsessiva compulsiva e desordens

generalizadas de ansiedade 2

Segundo Deakin e Graeff, existem diferentes vias serotoninérgicas implicadas
na ansiedade e depressao. Especificamente, a via que se projeta do nucleo dorsal
da rafe para a substancia cinzenta periaquedutal. Segundo este modelo tedrico a
serotonina exerceria um papel ansiogénico, aumentando o0 comportamento de

punicéo em roedores @9,

Considerando os efeitos antidepressivos apresentados pelo éleo de peixe na
literatura descrita anteriormente, este trabalho objetivou investigar o efeito do 6leo

de peixe em uma estrutura cerebral envolvida com ansiedade. Para tanto,
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resolvemos estudar o efeito do 6leo de peixe sobre duas proteinas sinapticas: A
triptofano hidroxilase (TPH) e o transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT 2)

na substancia cinzenta periaqueduta (SCP).

A triptofano hidroxilase (TPH), € uma enzima que converte triptofano em 5-
hidroxitriptofano, e € sintetizada nos corpos celulares dos neurénios serotoninérgicos
no sistema nervoso central ® Sendo assim, a sua funcao é catalisar a hidroxilacdo
do triptofano em 5-hidroxitriptofano, que em seguida é decarboxilado, formando a
serotonina. Alem disso, a TPH é quem limita as taxas de serotonina no cérebro, por
este motivo seu gene vem sendo estudado nas investigacoes de bases bioldgicas de

transtornos psiquiatricos. %

A segunda proteina em estudo, é o transportador vesicular de monoaminas 2,
responsavel por uma funcédo central na fisiologia celular. Ele € quem faz o acumulo
de neurotransmissores monoaminas em vesiculas sinapticas e tem sido implicado na
sintese e armazenamento de histamina *”- Além disso, 0 VMAT-2 é de extrema
importancia, pois facilita a captacdo de catecolaminas e serotonina em vesiculas
sinapticas e, logo, € um regulador essencial da funcdo neuronal monoaminérgica e o

responsavel pelo transporte vesicular da noradrenalina, serotonina e histamina ®®

METODOLOGIA
Todos o0s experimentos contidos nesta pesquisa seguiram as normas do
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Biolégicas da

Universidade Federal do Parana (UFPR) protocolo aprovado sob o nimero 400.
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Foram utilizadas 30 ratas Wistar, obtidas no biotério do Setor de Ciéncias
Biolégicas da UFPR, de aproximadamente 10 semanas de vida, como matriz para
obtencdo de ratos wistar machos. Elas foram divididas em dois grupos: grupo
suplementacdo com 6leo de peixe (OP) e grupo controle (C). As ratas do grupo OP
receberam diariamente, via oral, uma mistura de 6leo de peixe composta de 12% de
acido docosahexaentico (DHA), 18% de acido eicosapentaendico (EPA) e
antioxidante tocoferol, administrada, via oral, com pipeta automatica de volume
ajustavel. O 6leo de peixe foi cedido pelo Herbarium Laboratério Botanico Ltda. Ja o
grupo C recebeu somente agua, via oral, administrada com pipeta automatica de
volume ajustavel. O periodo de suplementacdo compreendeu uma fase de
adaptacdo a suplementacdo, de 15 dias antes do acasalamento, e estendeu-se
durante a gestacdo e lactacdo, até os 21 dias de vida dos filhotes. Para o
acasalamento, os machos foram colocados com as fémeas em gaiolas, na
proporcao de 1 para 3, onde ficaram oito dias. Apds o nascimento, foram separados
os filhotes machos para a formacéo do grupo OP e do grupo C, que permaneceram
com as respectivas maes, durante o periodo de lactacdo, até os 21 dias de vida.
Apods 21 dias, ocorreu o desmame e os filhotes foram alojados em gaiolas, de
acordo com o grupo, onde passaram a receber somente racdo e agua ad libitum até
os 90 dias. ApOs esse periodo, os animais foram ortotanasiados para a realizacéo
da andlise por imunohistoquimica.

Inicialmente, os animais foram anestesiados (200mg/kg tiopental sodico) e
perfundidos transcardiacamente solucdo tampdo fosfato 1M contendo heparina

(Iml/l), seguida de solucdo de para formaldeido a 4% em 0,1M de tamp&o fosfato,
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pH 7,4. ApGs a perfusdo, os encéfalos foram removidos, pés-fixados na mesma
solucdo fixadora a temperatura ambiente durante 2 horas e entdo foram
crioprotegidos por imersdo em solucédo de sacarose 30% diluida em solugcédo tampéo
fosfato e acondicionadas a 4 °C. Secg¢bes coronais (30 pm) foram obtidas por um
criostato (Leitz, Digital 1702) e coletadas em solucdo anti-freezing. Apdés 24 horas,
iniciou-se a imunohistoquimica por imersao (FREE-FLOATING). Depois de retirados
da geladeira, lavou-se 3 trés vezes os cortes em PBS 0,1M. Em seguida, bloqueou-
se com peroxidase enddgena por 10 minutos. Lavou-se uma vez em PBS 0,1M.
Bloqueou-se com Blocking buffer (PBS + Triton + soro de cabra) por trinta minutos.
Incubou-se o anticorpo primario (Rabbit VMAT2 e Sheep TPH- CHEMICON
INTERNACIONAL) por 12 horas. No dia seguinte, lavou-se com PBS 0,1M. Incubou-
se 0 anticorpo secundario (Biotinylated Anti-rabbit e Anti-sheep) diluido 1:200 em
Blocking buffer. Lavou-se com PBS 0,1M. Adicionou-se o complexo ABC (Complexo
Avidina-Biotina-Peroxidase) e incubou-se por duas horas. Lavou-se em PBS 0,1M.
Incubou-se com Kit DAB (Diaminobenzidina). Lavou-se com PBS 0,1M. Em seguida
os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e deixados para secagem
durante 48 horas. Apoés secagem as laminas foram desidratadas em alcool (50% -
70% - 100%) e diafanizadas em xilol. Por fim, foram cobertas com Entellan e
laminulas. As fotos das laminas foram tiradas através de microscopio em aumento
de 10X e 40X. Na SCP a densidade Optica foi avaliada semi-quantitativamente por

densitometria através do software Image Pro Express.
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Os resultados foram expressos como média = Erro Padrdo da Média e
submetidos ao teste “t” de Student. Diferengas entre os grupos foram consideradas

estatisticamente significantes para p < 0,05.
RESULTADOS

Na figura 1 encontramos os resultados relativos a expresséao da TPH na SCP.
Podemos observar que os animais suplementados com 6leo de peixe apresentaram
menor densidade Optica dos neurdnios imunorreativos a TPH quando comparados

ao grupo controle (t=3.803; teste t de Student; P<0.005).

Legenda: DMSCP: dorsomedial da SCP; DVSCP: dorsoventral da SCP; L: Lateral; VLSCP:
ventrolateral da SCP; InC: nucleo intersticial de Cajal; Aq: Aqueduto.

A figura 2 expressa os resultados referentes a expressao da VMAT2 na SCP.
Os animais suplementados com 0Oleo de peixe apresentaram maior densidade Optica
dos neurdnios imunorreativos a VMAT2 quando comparados ao grupo controle

(t=396.13; teste t de Student; P<0.0001).

Legenda: DMSCP: dorsomedial da SCP; DVSCP: dorsoventral da SCP; L: Lateral; VLSCP:
ventrolateral da SCP; InC: nucleo intersticial de Cajal; Ag: Aqueduto.

DISCUSSAO

A importancia da incorporacdo dos acidos graxos poliinsaturados nas
membranas neuronais é amplamente divulgada, pois 0s seus inUmeros beneficios

tém chamado a atencdo dos estudiosos por atuarem beneficamente na atividade
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encefalica e em diferentes neuropatias, como a doenca de Alzheimer, depressao e

esquizofrenia %

Como ja comentado anteriormente, em trabalhos em que a suplementacao foi
realizada durante a gravidez e lactacdo de ratos, obteve-se um efeito antidepressivo
em diferentes janelas temporais. Em nosso trabalho, a fase compreendida entre
gestacdo e lactacdo foi eleita como janela temporal para a realizacdo da
suplementacdo com oOleo de peixe. Esta fase representa um momento crucial para o
desenvolvimento do sistema nervoso central. Logo, a incorporacdo do 6mega-3
nesse periodo interfere diretamente no desenvolvimento cerebral influenciando as
funcdes fisiolégicas, incluindo a visdo, cognicdo e promovendo a maturacéo

sensorial e neuronal & 20

Através de estudos prévios realizados em nosso laboratorio o efeito
antidepressivo provocado pelo 6leo de peixe envolve a participacdo do sistema
serotoninérgico. Também observamos em ratos submetidos a estresse crénico o
efeito do Oleo de peixe revertendo o comportamento ansiogénico desencadeado
pelo estresse no teste do labirinto em cruz elevado (dados submetidos a publicacéo
na revista Behavioral Brain Research). A luz do conjunto destes resultados
objetivamos, neste trabalho estudar o papel da suplementacdo com 6leo de peixe,

rico em acidos graxos da familia 6mega-3 sobre o sistema serotoninérgico na SCP.

Segundo Graeff, na SCP a serotonina estd relacionada a emissdo de
comportamento tipo ansiogénico. Portanto, no trabalho realizado anteriormente,

guando observamos aumento na permanéncia do animal nos bracos fechados do
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labirinto em cruz elevado (comportamento ansiogénico), induzido pelo estresse de
imobilidade, é possivel que este comportamento reflita um efeito da serotonina na

scp ®

No trabalho atual observamos diminuicdo da densidade 6ptica de TPH (um
precursor serotoninérgico) em neurdnios imunorreativos na SCP em ratos
suplementados com 6leo de peixe. Portanto, a partir dos resultados deste trabalho, é
possivel sugerir que o 0leo de peixe diminui a sintese de serotonina na SCP levando
o0 animal a apresentar um comportamento de baixa ansiedade. Esta diminuicdo de
serotonina pode estar associada a reversdao do comportamento ansiogénico em

animais que foram estressados e receberam 6leo de peixe concomitantemente.

JA4 no VMAT2, que é o responsavel pelo transporte vesicular da
noradrenalina, serotonina e histamina até as vesiculas sinapticas, o 0leo de peixe
expressou um aumento dessa proteina. Como ele ndo € um transportador
especifico, ndo podemos saber a quem esse aumento esta direcionado, logo poderia
refletir um aumento de noradrenalina vesicular. No entanto, ndo podemos descartar
a possibilidade deste transportador tentar aumentar a captacdo vesicular de
serotonina, uma vez que esta esta em concentracdo diminuida em funcao sintese
diminuida. Para confirmacdo ou ndo destas hipGteses estudos posteriores como

dosagem de serotonina e seus metabdlitos nessa area cerebral serdo necessarios.
CONCLUSAO

1- A fase na qual ocorreu a suplementagdo mostrou-se extremamente adequada
para o estudo atual,
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2- O 6leo de peixe diminuiu de forma eficaz o precursor da serotonina na SCP.
Tal resultado pode expressar um efeito ansiolitico do éleo de peixe frente a

periodos de estresse;

3- O Oleo de peixe aumentou a expressao de VMAT2 na SCP. Novos estudos
serdo necessarios para a devida interpretacdo destes dados a nivel

comportamental.
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