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RESUMO

O transtorno depressivo é caracterizado por episodios de humor depressivo, perda
de interesse e prazer. Os modelos animais sédo bastante convenientes no estudo da
patofisiologia de desordens depressivas. Esse trabalho teve como objetivo a
caracterizagdo de um modelo animal de estudo para desordens depressivas pelo
viés da inflamacao, a partir de intervencdes cirurgicas de ligadura e perfuracéao cecal
(CLP), visando a intervencao terapéutica de suplementacdo com o triptofano. Para
tanto, inicialmente, realizamos os testes comportamentais de nado forcado (o qual
avalia a motivacéo), preferéncia a sacarose (avaliando a anedonia) e campo aberto
(para analise da locomocéo) no 7°, 14° e 21° dia apds a simulacdo (Sham) ou
inducdo da sepse (CLP), com o objetivo de definir o melhor periodo para a
realizacdo da suplementacdo. O grupo CLP apresentou comportamento tipo-
depressivo no 7° e no 14° dia, evidenciados através da reducdo do tempo de nado e
aumento do tempo de imobilididade comparado ao grupo controle. Através das
analises dos dados do teste de campo aberto, observamos que a cirurgia nao
interferiu na locomog¢do dos animais. Posteriormente, outro grupo de animais
recebeu a suplementacdo com triptofano (10 ou 100 mg/Kg) ou veiculo, por 7 dias
consecutivos, entre o0 7° e 0 14° dia apos o procedimento cirargico. No 14° dia, os
animais foram submetidos aos testes comportamentais mencionados anteriormente.
Nas andlises dos testes comportamentais, observamos que a suplementacdo com o
triptofano foi capaz de agravar o comportamento semelhante a depressdao em
roedores. Assim, hipotetizamos que o triptofano foi absorvido pela via de

quinurenina, ndo sendo precursor de serotonina em casos de inflamacéo crénica.

Palavras-chave: Alimentac&o; Depresséo; Aminoacido; Nutricdo; Longevidade.



ABSTRACT

Depressive disorder is characterized by episodes of depressed mood, loss of interest
and pleasure. Animal models are quite convenient in studying the pathophysiology of
depressive disorders. This work aimed to characterize a study animal model for
depressive disorders through the bias of inflammation, based on surgical
interventions of cecal ligation and perforation (CLP), aiming at the therapeutic
intervention of supplementation with tryptophan. To do so, initially, we performed
behavioral tests of forced swimming (which assesses motivation), sucrose preference
(assessing anhedonia) and open field (to analyze locomotion) on the 7th, 14th and
21st day after the simulation (Sham) or sepsis induction (CLP), with the aim of
defining the best period for supplementation. The CLP group showed a depressive-
like behavior on the 7th and 14th days, evidenced by the reduction of swimming time
and increase of immobility time compared to the control group. Through the analysis
of the data from the open field test, we observed that the surgery did not interfere
with the locomotion of the animals. Subsequently, another group of animals received
supplementation with tryptophan (10 or 100 mg/Kg) or vehicle, for 7 consecutive
days, between the 7th and 14th day after the surgical procedure. On the 14th day,
the animals were submitted to the previously mentioned behavioral tests. In the
analyzes of behavioral tests, we observed that tryptophan supplementation was able
to aggravate depression-like behavior in rodents. Thus, we hypothesized that
tryptophan was absorbed through the kynurenine pathway, not being a serotonin

precursor in cases of chronic inflammation.

Keywords: Food; Depression; Amino acid; Nutrition; Longevity.
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1 INTRODUCAO

Estudos comprovam que € comum o desenvolvimento da depressdo em
pacientes criticos, como 0s sobreviventes a sepse. A depressdo pode ser entendida
como um transtorno emocional grave, muito prevalente na atualidade. A sepse, por
sua vez, pode ser definida como uma desordem imunolégica sistémica,
desenvolvida pelo proprio paciente em resposta a microorganismos invasores.
Apesar de ser considerada uma condicao relativamente comum em Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs), a fisiopatologia da sepse ainda nédo foi totalmente
desvendada e descrita na literatura.

Uma das formas de progressdo da sepse € através do reconhecimento do
lipopolissacarideo (LPS), pelas células do sistema imunolégico do paciente,
resultando na producdo e liberacdo de diferentes moléculas proé-inflamatérias e
oxidativas. Essas moléculas por sua vez, sdo capazes de atingir o sistema nervoso
central (SNC), provocando uma tempestade de citocinas, ativando células gliais e
astrocitarias, e aumentando a permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE),
resultando entdo, na neuroinflamacdo, identificada através da expressdo de
proteinas especificas, como a proteina acida fibrilar glial (GFAP) e proteina
adaptadora ionizada de ligacdo de calcio-1 (IBA-1).

Ademais, esses mediadores inflamatérios e oxidativos também podem
interferir no metabolismo do triptofano, reduzindo por ordem, a producdo do
neurotransmissor serotonina, conhecido popularmente como o horménio da
felicidade, e ocasionando consequentemente, o surgimento de transtornos
emocionais, como a depressao. O triptofano € um nutriente pertencente ao grupo
dos aminoacidos, que pode ser obtido através da sua ingestédo alimentar, sendo esta
rica em vegetais verdes escuros, proteina animal, cereais, frutos do mar, e frutas
como banana e kiwi, ou através da suplementacéo.

Ainda neste contexto, apds a absor¢do pelo intestino, o triptofano torna-se
capaz de atravessar a BHE competindo com outros aminoacidos, como a
fenilalanina e a tirosina. O transporte livre desse nutriente através da BHE é
essencial na sintese de serotonina, e sua absorcdo € diretamente influenciada pela
sua ingestdo alimentar. Por esses motivos, a alimentagdo, bem como a

7

suplementacdo de determinados nutrientes € amplamente estudada, a fim de
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agregar novas informagdes a respeito do tratamento de diversas patologias, em
especial, a depressao.

Propiciando assim, o desenvolvimento de terapias alternativas néo
medicamentosas, sem efeitos colaterais, ndo invasivas e com um melhor custo
beneficio. Além de contribuir para a prevencao e promocao da saude fisica e mental
da populacdo, aumentando a sua longevidade. Assim, perante 0 exposto, O
desenvolvimento de pesquisas voltadas a nutrientes naturais, capazes de minimizar
a depressdo e tratar outros efeitos colaterais, como a neuroinflamacdo, é

indispensavel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SEPSE

De acordo com a Sociedade Europeia de Medicina Intensiva, a sepse é
definida como uma disfuncdo organica ameacadora a vida. Esse quadro ocorre
devido a uma resposta imunoldgica desregulada ao patdogeno causador da infeccéo.
A mesma inicia-se a partir de uma infeccdo localizada, expandindo-se
exageradamente para uma inflamacao sistémica, causando perturbacdes em todos
0s sistemas organicos (Gotts; Matthay, 2016). Contribuindo assim, para um alto
custo financeiro, adjunto a um alto indice de mortalidade (Instituto Latino Americano
de Sepse, 2019).

Mundialmente, € consenso que a sepse seja diagnosticada, a principio,
através do questionario Quick Sequential Organ Failure Assessment (qSOFA), o
qual analisa a disfuncdo orgéanica, através da analise da respiracdo, estado mental
(delirium) e pressdo arterial. Em seguida, € realizado a andlise pelo questionario
Score Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (Quadro 1), para confirmacéo
do diagnéstico, onde a sepse é evidenciada quando se obtém pelo menos dois

pontos neste questionario (Singir et al., 2016; Jordao et al., 2019).
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Quadro 1 - Escore de pontuacdo da disfuncdo organica (SOFA) utilizado para
confirmacédo do diagnéstico da sepse clinica.

ESCORE 0 1 2 3 4
Respiracédo > 400 <400 < 300 <200 <100
(mg/dL)
Plaguetas > 150 <150 <100 <50 <20
(x 103/mma3)
Bilirrubina (mg/dL) | <1,2 |12-19| 2,0-5,0 6,0-11,9 <12,0
Presséo Arterial | PAM > | PAM < | Dopamina | Dopamina<5ou | Dopamina > 15 ou
Média (mmHg) 70 70 <5 Epinef_rina.< 0,1 0u Epinef_rina_> 0,1 ou
Norepinefrina < 0,1 | Norepinefrina > 0,1
Escala de > 14 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow
Creatinina <12 1,2 - 20-3/4 35-49 >5,0
(mg/dL) ou Débito 1,9 <500 < 200
urinario

Fonte: Adaptado de Singer et al. (2016).
Nota: O quadro 1 expde os critérios utilizados para confirmagdo do diagnostico da sepse, mediante
avaliacéo da disfuncéo organica. A respiracdo é avaliada através da quantificacdo de PaCO2 e
FIO2. A coagulacéo é avaliada através da contagem de plaquetas. O perfil hepético € avaliado
através da quantificacao de bilirrubinas. O sistema cardiovascular avalia a hipotensao arterial.
O sistema neurolégico é quantificado através da Escala de Coma de Glasgow, a mesma varia
de 3 a 15, onde quanto maior a pontuagdo melhor é a fungao neurolégica. E por fim, o sistema
rena¢ é avaliado através da quantificacdo da creatinina ou do débito urinério. Abreviaturas:
PAM (pressao arterial média); PaCO2 (pressédo parcial de oxigénio); FIO2 (fracdo inspirada de
oxigénio); mg/dL (miligramas por decilitro); mms3 (milimetro cubico); mmHg (milimetros de

mercurio);

Ademais a sepse € dividida em duas fases, a primeira diz respeito a fase

hiperinflamatoria inicial, e a segunda a fase imunossupressora subsequente, onde

ocorre a disfuncdo organica. Durante a fase hiperinflamatéria, os receptores

bacterianos estimulam os macrofagos a produzirem o fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a) e as interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6), consideradas citocinas proé-inflamatorias,

causando a hiperinflamacéo inicial. Como consequéncia, essas citocinas estimulam

a sintese dos biomarcadores pré-inflamatérios como a proteina C reativa (PCR) e a

procalcitonina (PCT). Na fase imunossupressora, ha uma menor expressdo do

antigeno D de leucocito humano (HLA-DR), além da inativacdo de mondcitos (Faix,
2013; Rello et al., 2017).
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Figura 1 - Representacdo das fases hiperinflamatoria e
imunossupressora que ocorrem durante o quadro de sepse.

Fase 1: Hiperinflamacao

Disfuncao
Organica

Fase 2: Imunossupressora

Fonte: Adaptado de Faix (2013).

Nota: A figura 1 ilustra de maneira simplificada, o processo inflamatério e
imunossupressor que ocorre durante a sepse. Iniciado por uma infeccéo,
seguido por uma disfuncdo orgénica, e podendo gerar um desfeixo de
recuperagao ou morte.

Além disso, a sepse pode causar uma disfuncao na BHE, atingindo o SNC e
causando eventos que desregulam a funcdo neurolégica. Com a BHE
comprometida, citocinas e células inflamatérias aproveitam a oportunidade para
adentrarem no cérebro, sendo entdo liberadas por células imunes ativadas, como 0s
macréfagos e a micréglia, provocando, entre outras modificacdes, estresse
oxidativo, edema  perivascular, leucoencefalopatia e alteragbes nos
neurotransmissores (Gotts; Matthay, 2016).

Varios estudos demonstram a presenca do desenvolvimento da depressao
em pacientes sobreviventes a sepse (Zhang et al., 2020; Boede et al., 2021). Um
estudo sugeriu uma associacdo entre a atividade de células imunes, citocinas
inflamatorias e depresséo. Através da descoberta das células Th1l7, um subtipo de
célula T CD4+, que sintetiza as IL-17, IL-21 e IL-22. Os autores hipotetizaram que o
acumulo de Thl7 no cérebro pode estar relacionado com o surgimento de
comportamentos depressivos, enquanto que, a sua reducdo demonstra o contrario
(Freitas, 2017).

Além disso, observa-se que estudos conduzidos desde os anos de 1980 tém



23

evidenciado, que o aumento da atividade proé-inflamatéria de citocinas no SNC,
desempenham um papel patogénico no surgimento da depressao, correlacionando
0s niveis elevados dessas citocinas com sintomas depressivos, como humor
deprimido e anedonia (Freitas, 2017). Visto que, apesar dessa atividade inflamatoria
ser, inicialmente, um processo de defesa a danos, realizada pelas células do
sistema imune (Jung et al., 2019), posteriormente, a mesma se torna desordenada a
ponto de gerar um comprometimento cerebral, conhecido como encefalopatia
associada a sepse (Michels et al., 2019).

Assim, as citocinas sao capazes de atingir o cérebro e gerar a encefalopatia
séptica através de diversos mecanismos, como a ativacdo de Orgaos
circunventriculares, a ativacdo do nervo vago, a ativacdo de macroéfagos
perivasculares e por transportadores especificos presentes na BHE (Figura 2)
(Schedlowski; Engler; Grigoleit, 2014). Culminando, consequentemente, em um
comprometimento da BHE e na neuroinflamacéo (Sulhan et al., 2020). Facilitando,
por ordem, a presenca de agentes deletérios no cérebro, 0s quais irdo ativar as
células gliais (astrocitos e a micrdglia), e gerar um ciclo vicioso de producdo e
liberacdo de citocinas, mediadores inflamatérios e oxidativos no SNC (Danielsky et
al., 2017).
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Figura 2 - Vias de comunicacdo entre o sistema imunolégico e o
sistema nervoso central.
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Fonte: Adaptado de Schedlowski et al. (2014).

Nota: A figura 2 ilustra as vias de comunicac@o entre o cérebro e 0 sistema imune.
Abreviaturas: LPS (lipopolissacarideo); TLR (toll-like receptor); BHE (barreira
hematoencefalica).

Nesse contexto, os astrocitos exercem a funcdo de defesa imunoldgica
dentro do cérebro. Além de serem capazes de contribuir na preservacdo da
integridade da BHE (Pekny et al., 2016), participam da neurogénese e sdo capazes
de interferir no metabolismo de neurotransmissores (Verkhratsky; Nedergaard,
2018). O processo conhecido como astrogliose, se inicia logo apds uma lesdo no
SNC, fazendo com que os astricitos se transformem em moléculas nocivas,
capazes de liberar agentes inflamatérios (Pekny et al., 2016). Esse processo pode
ser observado através da expressao da proteina GFAP (Freyssin et al., 2021).

A microglia por sua vez, age como um macréfago cerebral, atuando
diretamente no sistema imunolégico inato cerebral, e protegendo 0s neurbnios
contra a neurodegeneracédo (Graykowski; Cudaback, 2021). Contudo, a ativacao da
microglia pode-se tornar deletéria ao cérebro, fazendo com que a mesma comece a

liberar moléculas inflamatérias, como a IL-6 e TNF-a e moléculas oxidativas, como
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as espeécies reativas de oxigénio (Moraes et al., 2021). Esse processo € denominado
como microgliose, e pode ser observado através do aumento da expressdo da
proteina IBA-1 (Freyssin et al., 2021).

Por fim, a literatura demonstra que a alimentacdo pode interferir nas
principais vias de inflamagcdo, como na producdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, estresse oxidativo e atividade sindptica. Posto isso, pesquisas
relacionadas a interacdo entre a alimentacdo, as emocdes e a inflamacdo séo
imprescindiveis, contribuindo com o avanco das pesquisas no campo da nutricdo e
comportamento, além de contribuir na modulacdo e entendimento das respostas

inflamatdrias (Kiecolt-Glaser, 2010).

2.2 DEPRESSAO

A depressao por sua vez, caracteriza-se por ser um transtorno mental grave,
cronico e recorrente, sendo uma das maiores causas de incapacitagédo funcional e
fisica do ser humano. Os fatores ambientais, psicoldégicos e organicos estao
diretamente associados ao desenvolvimento dessa patologia (Fleck et al., 2009;
Assumpcéo; Oliveira; Souza, 2018). A mesma é capaz de acometer uma a cada
cinco pessoas (Filatova; Shadrina; Slominsky, 2021).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os sintomas
depressivos duram no minimo duas semanas, somando-se, em alguns casos, a
sintomas de ansiedade e a falta de interesse em realizar atividades do dia a dia, que
antes eram consideradas prazerosas (anedonia). Os sintomas mais frequentes sao a
apatia, choro persistente, angustia, desinteresse, impoténcia e perda de prazer.
Além disso, a classificacdo internacional das doencas (CID-10) e o manual
diagnéstico e estatistico de transtornos mentais (DSM-V) (Quadro 2) possuem um
agrupamento de sintomas que fundamentam o diagndéstico da depresséao (Pereira et

al., 2017; Assumpcao; Oliveira; Souza, 2018).
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Quadro 2 - Critérios utilizados para diagnostico da depressédo pela DSM-V.

CRITERIOS DE ALTERACOES COMPORTAMENTAIS RELATADAS PELO

DIAGNOSTICO PROPRIO PACIENTE OU TERCEIROS
1 Humor deprimido (Adultos);
Humor irritAvel (Criancas e adolescentes);
2 Anedonia em todas, ou quase todas as atividades, na maior parte
do dia;
3 Perda ou ganho de peso involuntario (reducao de mais de 5% em

um més); ou alteracdo do apetite;
Insucesso em obter o ganho de peso esperado (Criancas);

InsGnia ou hipersonia,

Agitacao ou retardo psicomotor;

Fadiga ou perda de energia;

Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva,

Reducédo na capacidade de pensar, se concentrar, ou se decidir;

O[0 (N[O o>

Pensamentos suicidas, ideacao suicida recorrente com ou sem
um plano especifico, ou uma tentativa de suicidio;

Fonte: Adaptado de American Psychiatric Publishing (2013).
Nota: O quadro 2 demonstra a lista dos 9 critérios utilizados para avaliagcao e diagnostico da depressao
clinica, indicados pelo Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais 5 (DSM-V).

Evidéncias sugerem que a depressao pode aumentar, significativamente, o
risco de doencas crbnicas, principalmente as doencas cardiovasculares (DCV).
Comportamentos como tabagismo, alcoolismo, sedentarismo e maus habitos
alimentares sdo associados ao maior risco de sintomas depressivos (Barros et al.,
2017). No ano de 2017, estimou-se que aproximadamente de 28% da populacéo
brasileira era acometida por sintomas relacionados a depressdao, sendo mais
prevalente na populacédo idosa, afetando cerca de 300 milhdes de pessoas em todo
o mundo (World Health Organization, 2017; Almeida et al., 2021).

Ademais, esse transtorno possui inumeros fatores para o seu surgimento, e
uma das teorias mais aceitas envolve a deficiéncia de monoaminas como a
serotonina, dopamina e noradrenalina no cérebro (Sousa, 2018), conhecida como a
hipétese das monoaminas (Moretti et al., 2016). As monoaminas possuem como
funcdo a sinalizacdo cerebral na regulagdo do humor, movimentos, circulacéo,
atencado, sono, tdbnus muscular e termorregulagdo. As mesmas sao sintetizadas em
neurdnios pré-sinapticos, armazenados em vesiculas que irdo liberar essas
substancias na fenda sinaptica, ligando-se aos receptores pdés-sinapticos e
realizando a neurotransmissdo de informacdes entre os neurdnios (Joanne et al.,
2015).

E observado também, que na depress&o ocorre um aumento de marcadores
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inflamatoérios, como aumento da expressao de IL-1, IL-2 e IL-6, PCR e TNF-a. Nesse
contexto, a relacdo entre a inflamacao e a depresséo € bidirecional (Figura 3), pois
se evidencia também que pacientes com doencas inflamatorias e autoimunes
possuem maiores chances de serem acometidos por essa patologia (Dean;
Keshavan, 2017). Assim, tanto a inflamacao isolada, quanto agregada ao estresse,
podem ser consideradas como fatores de risco na origem e desenvolvimento deste

transtorno (Liu et al., 2017).

Figura 3 - RelacBes entre as vias psicologicas, dietéticas e biologicas sobre a
inflamacao.

’ /\ Respostas metabdlicas

dos alimentos;
Ativacao de NF-KB; ~
Atividade sistémica ——__—> Inflamagao
nervosa;
Estresse oxidativo;

Emocgoes
Negativas

Fonte: Adaptado de Kiecolt-Glaser (2010).
Nota: A figura 3 ilustra as relagBes bidirecionais entre as vias de alimentagdo, emocédo e
inflamacé&o, que ocorre em casos de transtornos emocionais, como a depressao.

Em 1991, levantou-se a hipétese denominada como “teoria dos
macrofagos”, afirmando que os sintomas depressivos sao causados pelo excesso de
secrecdo de citocinas pelos macréfagos durante o processo de inflamacdo. Essas
citocinas interferem negativamente em processos COmMO  heurogénese,
neurotransmissao e no metabolismo de neurotransmissores (Smith, 1991; Carabelli,
2017). Nesta mesma linha de raciocinio, temos a hipotese da inflamacdo ou
citocinas (Liu et al., 2017), contribuindo também, para a neuroinflamacao (Halaris,
2019).

Nesse sentido, a literatura tem evidenciado que 0s mecanismos pro-
inflamatorios podem contribuir, consideravelmente, com a fisiopatologia do

transtorno depressivo. Assim, modificacdbes nas vias de neurotrasmissao
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serotoninérgica sdo capazes de gerar efeitos negativos sobre as citocinas,
modificando seu armazenamento e liberagdo de neurotransmissores, e
indiretamente, alterando as concentracdes de alguns nutrientes, como o triptofano
(Myint; Schwarz; Muller, 2012; Muller, 2014).

Smith (1991) relatou em seu trabalho, que voluntarios que receberam
macréfagos mondcitos IL-1, desenvolveram todos 0s sintomas responsaveis pelo
diagnéstico de depressdo maior, e o interferon alfa (INF-a) foi associado as
anormalidades nas concentracdes hormonais em voluntarios com depressao. Além
disso, os macrofagos aumentaram a sintese de cortisol, hipotetizando que essas
substancias sdo um dos principais agentes causadores da depresséo.

No que diz respeito ao tratamento tradicional da depressdo, o mesmo
consiste na utilizacdo de medicamentos para o controle de seus sintomas, de uso
continuado e por tempo variavel, sendo retirado de forma adequada para se evitar
recaidas (Ibanez et al., 2014). De acordo com as diretrizes da Associacdo Médica
Brasileira, os antidepressivos séo efetivos para o tratamento agudo de depressdes
moderadas e graves, com uma taxa de resposta entre 50 a 65%, sendo mais
utilizados os antidepressivos inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina (ISRS)
e o0s triciclicos. As respostas clinicamente significativas comecam apds o uso
continuo dos medicamentos, entre 4 a 6 semanas de tratamento (Fleck et al., 2009).

Entretanto, € comum no tratamento medicamentoso, a ocorréncia de efeitos
adversos, além da resisténcia aos mesmos. Ademais, esses medicamentos ndo sao
capazes de tratar outros efeitos subjacentes, como as deficiéncias nutricionais,
neuroinflamacéo e neurodegeneracao. Nesse sentido, a utilizacdo de componentes
naturais, que possuem o potencial de modular a inflamagéo e amenizar os sintomas
depressivos, é vista como uma estratégia inovadora e essencial (Hoepner; Mcintyre;
Papakostas, 2021). Interven¢cfes nutricionais sao estratégias cada vez mais
frequentes, aumentar a ingestdo do triptofano, por exemplo, é utilizado a fim de
estudar o metabolismo, a modulacdo de vias e o tratamento de longo prazo (Goster
et al., 2020).
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2.3 TRIPTOFANO

O triptofano € um aminoacido essencial aromético (Figura 4), obtido somente
através da ingestdo dietética de alimentos vegetais e proteinas animais como
carnes, peixes, leite, ovos, cereais, frutos do mar, banana, kiwi, tomate e brécolis.
Esse amino&cido € o unico precursor da serotonina, sendo apenas 1 a 2% de sua
absorcdo sendo utilizada para a realizagcdo dessa sintese. No entanto, a mesma
também necessita de outras substancias para que ela ocorra da forma correta, como
o aporte nutricional adequado das vitaminas B3, B9, B12, magnésio e calcio
(Zanello, 2012; Lindseth; Helland; Caspers, 2015).

Este nutriente também influéncia em algumas condicdes como fadiga,
alteracdo do humor, sono e ingestdo alimentar. E ainda um precursor da vitamina
B3, estimulador da secrecdo de hormdénios, como a insulina e o horménio do
crescimento (GH) (Rossi; Tirapegui, 2004). Além disso, 0 mesmo desempenha um
mecanismo de defesa, agindo na resposta imune mediada por células, através da
ativacdo da enzima indoleamina-2,3dioxigenase (IDO-1) (Yoshida et al., 1981;
Werner et al., 1987).

Figura 4 - Estrutura quimica do triptofano.
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Fonte: Adaptado de Palego et al. (2016).
Nota: A figura 4 ilustra a geometria molecular do triptofano.

Uma vez absorvido pelo intestino, o triptofano transforma-se em 5-hidroxi-L-
triptofano, capaz de atravessar a BHE, competindo com outros aminoacidos, como a
tirosina, fenilalanina, leucina, isoleucina e valina. Em especial, a leucina, isoleucina e
a valina compdem o grupo aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs), aminoacidos
que inibem o transporte do triptofano através da BHE, reduzindo sua quantidade no

cérebro e aumentando sua quantidade no plasma (Figura 5) (Shaw; Turner; Del Mar,
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2002).

Para realizar a sintese de serotonina no SNC, sdo necessarios trés fatores:
gue exista uma quantidade adequada de triptofano total no plasma, que haja
transporte desse aminoacido livre através da BHE, e atividade da enzima triptofano
hidroxilase, sendo os dois primeiros fatores, modulados pela ingestdo dietética do
nutriente em questao (Rossi; Tirapegui, 2004).

Figura 5 - Captacao do triptofano para os tecidos e destinos metabdlicos.
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Fonte: Adaptado de Palego et al. (2016).
Nota: A figura 5 ilustra os principais meios de captagéo do triptofano em estados fisiol6gicos
ou patoldégicos.

Os marcadores pré-inflamatérios como as interleucinas, TNF-a e PCR séo
capazes de promover modificagbes no metabolismo do triptofano, diminuindo a
producdo de serotonina e ocasionando o0 surgimento de sintomas depressivos
(Almeida et al.,, 2021). A IDO-1 também possui a capacidade de interferir no
metabolismo do triptofano, direcionando-o a sintese de quinureninas (Figura 6),
reduzindo a sintese de serotonina. A ativacao dessa enzima é realizada atraves de
marcadores e citocinas pro-inflamatérias, existentes em abundéancia em individuos
com inflamacao crénica (Carabelli, 2017).

A via da quinurenina € o centro do metabolismo do triptofano em mamiferos
(Badawy, 2020). Para mais, € evidenciado que a quinurenina desempenha uma
importante funcdo em diversas situacdes, como em casos de inflamacéo, estresse

oxidativos e ativagdo imunoldgica (Sas; Szabo; Vécsei, 2018).
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Figura 6 - Representacdo do metabolismo do triptofano pela via da
quinurenina.
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Fonte: Adaptado de Zulpaite et al. (2021).
Nota: A figura 6 ilustra como o triptofano é metabolizado pela via da quinurenina.

Inicialmente o triptifano € convertido em N-formil-L-quinurenina, através da
catalizacdo de trés enzimas que usam O, molecular como substrato, possibilitando a
utilizacdo de espécies reativas de oxigénio e regulando, consequentemente, o
equilibrio redox da célula. Essas enzimas sao: triptofano-2,3-dioxigenase (TDO) e
IDO 1 ou 2 (Boros; Vécsei, 2019;Liu; Liu; Visner, 2007).O triptofano e o0s
glicocorticoides sdo os principais reguladores do TDO (Nakamura et al., 1987). Além
disso, é possivel que formas reduzidas de 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e acido 3-
hidroxiantranilico (3-HAA) atuam como inibidores, visto que agem através do
feedback negativo (Badawy; Bano, 2016). Ademais, o IDO ¢é distribuido nos tecidos,
principalmente em células imunes, e possui uma maior ligacdo com o triptofano do
que com o TDO (Badawy, 2017a). Os principais contribuintes para a atividade da
IDO séo citocinas e mediadores pro e antiinflamatérios (Boros e Vécsei, 2019).

Posteriormente, a N-formil-L-quinurenina é hidrolisada em L-quinurenina,
que é transformada em trés metabolitos com propriedades sobre o estresse

oxidativo e toxicidade organica: quinurenina aminotransferase (KAT), quinureninase
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(KYNU) e quinurenina-3-monooxigenase (KMO). Em seguida, a 3-hidroxiantranilato-
3,4-dioxigenase (3-HAO) converte o 3-HAA em 2-amino-3-carboximuconato-
semialdeido (ACMS), o qual é convertido em acido quinolinico (QUIN), utilizado para
a formacado de NAD+ e NADP+ ou transformado em &cido picolinico (PIC) conforme
citado por Boros; Vécsei (2019) e Badawy (2017b), 3-HAA e 3-HK séo geradores de
radicais livres (Okuda et al., 1998), PIC e QUIN também contribuem para o estresse
oxidativos, gerando mais radicais livres (Badawy, 2017b). Por fim, KAT pode ser
aumentada pela sobrecarga de triptofano ou quinurenina ou pela inibicdo da
atividade KMO (Bender, 1983).

Além disso, a IDO é a enzima da via triptofano-quinurenina mais pesquisada,
por atuar como um fator natural que regula as respostas imunes (Zulpaite et al.,
2021). A IDO determina os niveis e locais do triptofano e de seus metabdlitos da via
triptofano-quinurenina (Boros; Vécsei, 2019; Badawy, 2017b; Eleftheriadis et al.,
2017; Laing et al., 2019). A mesma é expressa em varias células imunes, como
mondcitos, macréfagos e microglia (Wang et al., 2015). O IFN-y € um promotor da
sintese de IDO (Mandi; Vécsei, 2012). Outros mediadores inflamatérios capazes de
aumentar a atividade da IDO incluem TNF; IL-2, IL-6, prostaglandinas e LPS (Baban
et al., 2015; Carbotti et al., 2015).

Figura 7 - Resumo da atividade da indolamina-2,3- dioxigenase.
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Fonte: Adaptado de Zulpaite et al. (2021).
Nota: A figura 7 ilustra de maneira simplificada a atividade da IDO na resposta imune.

Dessa forma, a hipotese da ativacdo da enzima IDO-1 pelas altas
concentracbes de citocinas pro-inflamatérias e sua consequente reducdo do

triptofano e da sintese de serotonina, unifica as teorias monoaminérgica e
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citocinérgica da depresséo (Vismari; Alves; Palermo-Neto, 2008). Contudo, mesmo
qgue o triptofano ndo seja sintetizado pelo organismo humano, o0 mesmo pode ser
obtido através da degradacdo de proteinas de origem cerebral ou através de
aminoacidos da circulacéo corporal (Rossi; Tirapegui, 2004).

Manter o equilibrio entre triptofano e quinurenina € uma tarefa complexa,
visto que, diversos fatores como os ambientais, o estilo de vida e a alimentag&o
podem afetar o metabolismo do triptofano. E apesar do organismo conseguir manter
a homeostase em condi¢cdes leves, problemas de longo prazo podem ser devido a
condicdes mais agravantes. E evidenciado que a via triptofano-quinurenina €
bastante utilizada na realizacdo de estudos sobre o tratamento de distlrbios
neurodegenerativos e psiquiatricos. Mesmo sendo um desafio e necessitando de um
conhecimento mais abrangente da fisiopatologia da doenca, bem como da
suplementacao, possui potencial para intervenc¢des nutricionais inovadoras (Gostner
et al., 2020).

A alimentacédo e nutrientes especificos sdo muito estudados devido as suas
contribuicbes para o tratamento da depressdo, estabelecendo uma terapia
nutricional em individuos depressivos com o intuito de amenizar essa patologia
(Zhao et al., 2021; Businaro et al., 2021; Hoepner, Mcintyre e Papakostas, 2021).
Estudos demonstraram que pessoas adeptas a dieta do mediterraneo, por exemplo,
possuem uma relacdo inversa com 0 surgimento da depressdo, enquanto que
pessoas adeptas a dieta ocidental possuem uma maior prevaléncia dessa patologia
(Barros et al., 2017; Mamalaki et al., 2023; Godes et al., 2023).

Nesse contexto, estudos sugerem que o aumento do consumo dietético de
triptofano pode diminuir os sintomas depressivos, devido a sua atividade de sintese
de serotonina, e inversamente, a sua deficiéncia pode acarretar em diminui¢cao
desse neurotransmissor, acarretando em sintomas depressivos (Lindseth; Helland;
Caspers, 2015; Chojnacki et al., 2023). Contudo, demonstra-se que a maior parte do
triptofano dietético, cerca de 95%, € alimentada na via da quinurenina (Petters,
1991).

Neste contexto, um estudo recente analisou, durante 5 anos, mais de 3 mil
participantes, os autores concluiram que € complexa a relacdo entre a depressao e
os catabolitos do triptofano, além disso, a associacdo entre quinurenina e &cido

quinurénico com a depressao foram baixas, deixando duvidas sobre o verdadeiro



34

efeito deste suplemento (Michal et al., 2023).

Segundo Shaw, Turner e Del Mar (2002), a utilizagéo de triptofano causou
alguns efeitos colaterais como nauseas e desconfortos gastrointestinais, sendo um
nutriente de dificil utilizacdo em ensaios clinicos randomizados, trazendo efeitos
perceptiveis aos voluntarios. Estudos demonstram uma forte evidéncia da
diminuicdo dos sintomas depressivos com a utilizagdo do triptofano, embora haja
inconsisténcias acerca da dose utilizada e dos efeitos colaterais (Martinez et al.,
2014; Shabbir et al. 2013).

Além disso, um modelo experimental com ratos Wistar foi realizado para
avaliar os efeitos do triptofano, sobre o desempenho mental, em animais com
depressao desenvolvida pelo Alzheimer. Os resultados mostraram que 0 grupo com
tratamento obteve efeitos benéficos no desempenho mental se comparados ao

grupo controle (Miri et al., 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

E evidente na literatura que o triptofano possui propriedades capazes de
interferir na sintese das monoaminas, principalmente a serotonina, impactando
diretamente sobre a depressao. A depressao é uma das doencas psiquiatricas mais
prevalentes no mundo, complexa tanto no seu desenvolvimento quanto no seu
tratamento. Evidéncias sugerem que componentes da inflamacé&o em conjunto com
a deficiéncia de monoaminas, sdo determinantes para a ocorréncia desse
transtorno.

Além disso, a literatura ainda encontra-se deficiente de dados sobre o efeito
da suplementacdo com o triptofano em animais induzidos a sepse por ligacdo e
perfuracdo cecal, com a presenca de comportamentos semelhantes a depresséo.
Fazendo assim, com que este estudo seja fundamental na contribuicdo da
realizacdo de novas pesquisas, objetivando o melhor entendimento sobre a
suplementacdo desse nutriente no tratamento da depresséo.

Diante disso, busca-se entender o papel do triptofano sobre os sintomas
tipo-depressivo, em ratos Wistar induzidos a encefalopatia séptica e contribuir
consequentemente, para a evolucdo do tratamento da depressdo em humanos,

culminando na promocéo da saude e longevidade.



36

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo com triptofano, em ratos Wistar adultos,

acometidos por sintomas semelhantes a depressédo, induzidos por encefalopatia

associada a sepse.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os seguintes critérios:

a)

b)

o efeito da sepse sobre as alteracbes comportamentais de forma
temporal (7, 14 e 21 dias), sobre os testes comportamentais de
preferéncia a sacarose, campo aberto e nado for¢ado;

o efeito da suplementacdo com triptofano, nas doses de 10 e 100
mg/kg, i.p. durante 7 dias consecutivos, sobre as alteracdes
comportamentais em animais sobreviventes a simulacao ou inducéo da
sepse ha 14 dias, sobre os testes de preferéncia a sacarose, campo

aberto e nado forgado.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica para
Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL), sobre o
namero de protocolo 32/2022. Ademais, 0s protocolos apresentados seguem as
normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA).

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar adultos (6 sem), com
peso aproximado de 200 g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas, MG. Em relacéo as condicdes de vida, foi oferecido livremente agua e ragao
peletizada normoproteica, os animais foram mantidos a uma temperatura de 23 *
2°C, com as luzes acesas as 07h00min, em fotoperiodo de 12h e ambientados por
10 dias antes do inicio dos procedimentos experimentais.

Inicialmente, o nUmero de animais utilizado para a caracteriza¢do do estudo
foi de 60 animais, divididos em 6 grupos. Posteriormente, para avaliar o efeito da
suplementacdo com triptofano utilizamos mais 60 animais divididos em 6 grupos. No
entanto, conforme descrito por Oliveri e colaboradores (2018), o modelo de CLP
possui um alto indice de mortalidade, por esse motivo, necessitamos de um

adicional de 20% do nimero utilizado, totalizando assim 144 animais.
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5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5.3.1 Avaliagdo temporal das alteragdes comportamentais em animais

sobreviventes a simulacdo ou inducéo da sepse

Com o objetivo de identificar o melhor periodo para o inicio e duracéo da
suplementacdo com o triptofano, realizamos uma avaliagdo temporal sobre os testes
comportamentais. Para tanto, utilizamos inicialmente, 60 animais divididos em 6
grupos (n=10) (Quadro 3), separados igualmente em animais submetidos a inducao
(CLP) ou simulacdo (Sham) da sepse. Estes animais foram submetidos aos testes
comportamentais de preferéncia a sacarose, campo aberto e nado forcado no 7°, 14°
e 21° dia ap06s o procedimento cirdrgico (Figura 8), e ndo foram suplementados com
o triptofano.

Figura 8 - Representacdo do protocolo de avaliacdo temporal, sobre as alteracdes
comportamentais nos testes realizados em animais submetidos a
simulacédo ou inducéo da encefalopatia séptica.

Protocolo 1 - Avaliacao comportamental sobre os testes de campo aberto e nado
forcado no 7°, 14° e 21° dia ap6s a cirurgia de simulagao ou indug¢ao da sepse

7°, 14° ou 21°
dia %
1° dia 2° dia / E
Preferéncia a
Sacarose

L ~#= %

Cirurgia: Nado Forgado
CLP ou Sham Tramadol \ .

Campo Aberto

Fonte: Autor (2023).

Nota: A figura 8 ilustra o protocolo de avaliagdo da curva temporal. Os animais foram submetidos a
cirurgia (Sham ou CLP), no primeiro dia apés a ambientacdo. No segundo dia, foi administrado
tramadol para analgesia. Em seguida, os testes comportamentais foram realizados no 7°, 14° e
no 21° dia ap6s a cirurgia. Abreviaturas: Sham (simulado); CLP (cirurgia de ligacédo cecal).
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Quadro 3 - Representacao dos grupos e numero experimental da avaliagdo da curva

temporal.
GRUPOS ANIMAIS DIA NUMERO DE ANIMAIS POR GRUPO
1 Sham 7 10
2 CLP 7 10
3 Sham 14 10
4 CLP 14 10
5 Sham 21 10
6 CLP 21 10

Fonte: Autor (2023).

5.3.2 Avaliacdao do efeito da suplementacdo com triptofano sobre o

comportamento semelhante a depressdo em roedores induzidos a

sepse.

O triptofano foi apresentado na forma de po, suspenso em salina estéril e

administrado via gavagem nas doses de 10 ou 100 mg/Kg. Para esta etapa,

utilizamos mais 60 animais divididos em 6 grupos (n=10) (Quadro 4).

Com o composto suspenso, a administracdo se deu da seguinte forma:

veiculo ou triptofano (10 ou 100 mg/Kg), durante o periodo de 7 dias consecutivos,

previamente analisado pelo protocolo anterior, € definido como entre o 7° e 0 14° dia

apos o procedimento cirdrgico. No ultimo dia de administracdo, os animais foram

expostos aos testes comportamentais de preferéncia a sacarose, campo aberto e

nado forcado (Figura

9).
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Figura 9 - llustracdo do protocolo da influéncia da suplementacédo com o triptofano,
sobre o comportamento semelhante a depresséo, em animais submetidos
a simulacao ou inducéo da sepse.

Protocolo 2 - Efeito da suplementacdao com triptofano sobre o comportamento
semelhante a depressdo em ratos sobreviventes a simulagdo ou indu¢do da sepse

1° dia 2° dia Entre o /

Preferéncia a

7° e 14° dia Sacarose
24h
BE Snd e
7 dias consecutivos 2 o
e, e ek

-

Campo Aberto

Fonte: Autor (2023).

Nota: Apd@s a avaliagdo temporal, administramos a suplementagéo com o triptofano, realizada durante
7 dias consecutivos, conforme o periodo mais conveniente, observado previamente na analise
de dados do protocolo anterior.

Quadro 4 - llustracdo dos grupos experimentais, entre 0s animais submetidos a
suplementacao com triptofano ou veiculo.

PROCEDIMENTO TRATAMENTO NUMERO DE ANIMAIS POR
CIRURGICO REALIZADO GRUPO
Sham Veiculo 10
CLP Veiculo 10
Sham Triptofano 10 mg/Kg 10
CLP Triptofano 10 mg/Kg 10
Sham Triptofano 100 mg/Kg 10
CLP Triptofano 100 mg/Kg 10

Fonte: Autor (2023).

5.4 SUPLEMENTO E DROGAS UTILIZADOS

a) DL-Triptofano (Aldrich, Brasil) administracdo via gavagem (p.o),
durante 7 dias consecutivos;

b) salina estéril 0,9% (Isofarma) administrada para diluir o triptofano;

c) tribromoetanol (TBE) (Sigma, Brasil) administracdo via intraperitoneal

(i.p.);
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d) tramadol (Distribuidora de Produtos Farmacéuticos Valle Med Ltda)
administracao via subcutanea (s.c.);

e) alcoois 70% e Clorexidina 0,2% (Isofarma) utilizados durante a
assepsia,;

f)  pentabidtico (Ford Dodge Saude Animal LTDA) administracdo via

intramuscular (i.m.).

5.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.5.1 Inducé&o da sepse por ligagédo e perfuracao cecal

Foi realizada a inducédo da sepse por CLP com o objetivo de ocasionar
sintomas semelhantes a depressdo nos animais. O procedimento cirdrgico ocorreu
da seguinte forma: inicialmente os animais foram anestesiados com Tribromoetanol
(TBE) administrado intraperitonealmente na dose de 150 mg/Kg e receberam em
seguida por via subcutanea 12,5 mg/kg de tramadol. Em condi¢Bes assépticas, foi
realizada uma laparotomia mediana de aproximadamente 2 cm com o intuito de
expor o ceco e o intestino adjacente, sendo o ceco ligado com uma sutura de seda
de 3 cm na sua base (Figura 10), localizado abaixo da valvula ileocecal, perfurado
duas vezes com uma agulha de calibre 18. Apdés isso, o ceco foi espremido de forma
delicada para extrair uma pequena quantidade de fezes através dessa perfuracao, e
posteriormente foi devolvido a cavidade peritoneal seguido de suturacdo da
laparotomia com fio de seda (Rittirsch et al., 2009).

ApOs a cirurgia, 0os animais receberam uma dose de solu¢ao de pentabidtico
(24.000 UI/Kg) via intramuscular. No dia seguinte, 24 h apdés a cirurgia, foi
administrada outra dose de tramadol. Além disso, 0os animais que passaram pela
inducéo da sepse (Sham), também tiveram o ceco exposto e retornado ao abdémen,
conforme descrito acima, porém, nesses animais nao foram realizados os
procedimentos de ligadura e perfuracdo cecal. Todos os procedimentos foram
realizados pelo mesmo pesquisador, a fim de reduzir as chances de variabilidade

dentre os diferentes experimentos (Oliveri et al., 2018).
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Figura 10 — llustracdo da cirurgia de inducdo de ligacdo e
perfuracao cecal.

Ligaduré

Fonte: Adaptado de Ercan et al. (2015).

Nota: A figura 10 representa o procedimento de CLP, utilizado para induzir
0s animais a encefalopatia séptica. Abreviaturas: CLP (cirurgia de
ligacdo e perfuracdo cecal).

5.5.2 Suplementacdo com triptofano

Os animais foram divididos em dois grupos: grupo controle e grupo
intervencdo. O triptofano foi administrado na forma de DL-triptofano no grupo
intervencao, nas doses de 10 ou 100 mg/Kg, dissolvidos em solucéo salina 0,9%,
durante 7 dias consecutivos, entre o 7° e 0 14° dia apo0s a simulacao ou inducéo da
sepse (Miri et al., 2017).

5.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

5.6.1 Preferéncia a Sacarose

O referido teste é utilizado para avaliar o comportamento de anedonia,
comum em transtornos depressivos (Scheggi; Montis; Gambarana, 2018). Para

tanto, os animais passaram por quatro dias de treinamento, sendo ofertada uma
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solucdo de sacarose a 10% e uma solugédo de agua pura, durante 2 h, com acesso
irrestrito & ragdo. Apos esse periodo de treino, os animais tiveram acesso as duas
solucbes previamente pesadas, sendo que, ao término das 2 h, a quantidade
ingerida foi verificada, identificando a diferenca de peso entre as garrafas (Serchov
et al., 2016).

5.6.2 Nado Forgado

Utilizamos este teste para verificar sintomas de depressdao em roedores. O
mesmo foi realizado utilizando um aparato cilindrico transparente de 24 cm de
didmetro por 60 cm de altura, contendo 35 cm de agua a 24°C + 1°C (Padovan;
Guimarées, 2004). Esse volume hidrico permite ao animal nadar ou boiar sem
encostar as patas ou a cauda no fundo do aparato (Figura 11). Os animais foram
colocados para nadar durante 15 min no dia anterior ao teste, e no dia do teste
foram filmados durante 5 min para analise posterior (Detke; Rickels; Lucki, 1995). Na

analise, foram observados os seguintes parametros:

a) Imobilidade (tempo que o animal flutua no aparato, sem demonstrar
movimentos);

b) Nado (quando o animal se movimenta e realiza rotacdes no aparato);

c) Escalada (quando o animal escala as paredes ou tenta escapar do

aparato).
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Figura 11 — Demonstracdo do aparato utilizado para realizacdo do teste de
nado forcado para avaliacdo do comportamento tipo-
depressivo.

Fonte: Autor (2023).
Nota: A figura 11 demonstra a realizacéo do teste de nado for¢ado, utilizado para avaliar o
comportamento semelhante a depressao em roedores.

5.6.3 Campo Aberto

Esse teste foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais
(Valle, 1970). Os mesmos foram colocados individualmente no centro de uma arena
quadrada de acrilico, de fundo preto, com diametro de 60 cm e paredes com 50 cm
de altura (Figura 12), sendo filmados durante 20 min para andlise posterior. Antes de
cada sessdo, o aparato foi limpo com solugdo de etanol a 5%, e a andlise foi
realizada pelo software Ethovision XT versao 9.0 (Wilconson et al.,, 2007; Toyama,
2012).
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Figura 12 - Arena utilizada no teste de campo aberto para avaliacdo
da locomogéo dos animais submetidos a simulagédo ou
inducdo da sepse.

Fonte: Autor (2023).

Nota: A figura 12 demonstra a arena utilizada no teste de campo aberto. Para a
realizagdo do mesmo, os ratos foram colocados no centro desta arena e
filmados por 20 min, para analise posterior.

5.7 ANALISES ESTATISTICAS

Analisamos os dados expressos como média * erro padrdao da média (EPM),
com o auxilio do software GraphPad® versédo 8.0. Foi utilizado o teste T-Student
para comparar o efeito da simulagéo ou inducéo da encefalopatia associada a sepse
perante as alteracdes comportamentais, entre os animais Sham e CLP submetidos a
curva temporal.

A andlise de variancia de duas vias (ANOVA), com o pos-teste de Tukey, foi
utilizada para comparacéao do efeito da suplementacao (veiculo ou triptofano) sobre
as alteracdes nos testes comportamentais, em ratos expostos a simulagdo ou
inducéo da encefalopatia séptica. Por fim, o nivel de significAncia considerado foi de

p menor que 0,5 (p<0.05).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO EFEITO DA SEPSE DURANTE A CURVA TEMPORAL SOBRE
OS TESTES COMPORTAMENTAIS REALIZADOS

6.1.1 Preferéncia a Sacarose

A seguir, é apresentado o grafico 2, o qual demonstra a avaliacdo
comportamental dos dados obtidos no teste de preferéncia a sacarose, realizado no
7°, 14° e 21° dia (Graficos 1-A, 1-B e 1-C, respectivamente) apds o procedimento
cirirgico de simulacdo ou inducdo da sepse, através da cirurgia de ligadura e
perfuracdo cecal, com o intuito de avaliar a presenca de anedonia entre os animais.

Mediante a avaliacdo dos dados, comparando os grupos Sham ao CLP, ndo
foi constatada significancia estatistica em nenhum dos grupos e periodos analisados
(p>0.05). Em seguida, estdo expostos os dados referentes as andlises estatisticas

realizadas (Tabela 1 e 2), referentes ao teste mencionado.

Grafico 1 - Avaliacdo dos animais sobre o comportamento tipo-depressivo,
submetidos ao teste de preferéncia a sacarose em 7, 14 e 21 dias
apos a cirurgia de simulacdo ou inducdo da encefalopatia séptica.

A B C
7 Dias 14 Dias 21 Dias

E 100 E 100 E 100
~—" N~ ~— T
) ) )
0 0 %)
o o o
g 904 g 90 g 904
© © ©
0 (99} 0
“«S « T
© © ©
‘s 804 'S 80- ‘s 804
C c c
@ @ @
Q2 Q2 Q2
o o o
o 70- o 70- o 70-

Sham CLP Sham CLP Sham CLP

Fonte: Autor (2023).

Nota: Observa-se em A a ingestdo de sacarose (ml) entre os animais testados no 7° dia, em B
referente aos animais testados no 14° dia e em C referentes aos animais testados no 21° dia
ap6s a simulacdo ou inducdo da sepse. Estatistica: Teste T (n=10). p>0.05 em todas as
comparacoes efetuadas.
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Tabela 1 - Andlise do teste t ndo pareado sobre o teste de preferéncia a sacarose,
realizado durante a curva temporal, entre animais submetidos a
simulacdo ou inducéo da sepse, para avaliacdo da anedonia.

ParAmetros | 7 dias | 14 dias | 21 dias
Volume ingerido t=0.2935,df =18 t=1.186,df=19 t=0.1073,df=19
(ml) P =0.7725 P = 0.2503 P = 0.9156

Fonte: Autores (2023).

Tabela 2 - Andlise da média (m) e erro padrdo da média (EPM) sobre o teste de
preferéncia a sacarose, realizado durante a curva temporal.

Parametros | 7 dias \ 14 dias \ 21 dias

Sham m = 96.78 m = 97.60 m = 96.34
EPM =0.4710 EPM = 0.3455 EPM =0.8107

CLP m = 96.59 m = 95.57 m = 96.48
EPM = 0.4539 EPM = 1.757 EPM =0.9746

Fonte: Autor (2023).

6.1.2 Nado Forcado

A seguir, é apresentado o grafico 2, o qual demonstra a performance
comportamental encontrada durante a avaliagdo do teste de nado for¢ado, realizado
durante a curva temporal, em animais expostos a simulacédo ou inducdo da sepse,
para avaliacdo da motivacdo dos mesmos. E possivel observar em A, B e C dados
pertinentes ao tempo de nado, em D, E e F dados referentes ao tempo de
imobilidade e em G, H e | dados inerentes ao tempo de escalada. Entre os animais
testados no 7°, 14° e 21° dia, respectivamente, apds o procedimento cirdrgico.
Posteriormente, sdo apresentadas as andlises estatisticas dos referidos dados
(Tabela 3 e 4).

Apés a avaliacdo dos dados, foi possivel observar a presenca do
comportamento semelhante a depressao entre os animais testados no 7° e no 14°
dia apds a cirurgia de ligagédo e perfuragdo cecal, sendo possivel observar reducdes
significativas entre os tempos de nado e aumento nos tempos de imobilidade,
comparando os animais do grupo CLP aos animais do grupo Sham. Em relacdo aos
animais do grupo testado no 7° dia, observa-se reducao significativa no tempo de
nado (*p<0.05, Grafico 2-A) e aumento no tempo de imobilidade (**p<0.01, Gréfico
2-D) entre o grupo CLP, comparado ao grupo Sham. Sugerindo ent&o, a presenca

de comportamentos semelhantes a depressdo entre esses animais, observada
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através de uma reducdo significativa da motivagdo dos animais do grupo CLP.

Em seguida, observando os resultados do grupo submetido a simula¢do ou
inducdo da sepse e testado apds 14 dias, foi observado uma reducédo no tempo de
nado (***p<0.001, Gréafico 2-B) além de um aumento significativo no tempo de
imobilidade (**p<0.01, Grafico 2-E), comparando os animais dos grupos Sham aos
grupos CLP. Demonstrando assim, que o comportamento semelhante a depressao
encontrado entre os animais testados no 7° dia, permaneceu entre 0s animais
testados no 14° dia apd6s o procedimento cirargico. Em razdo destes achados, o
periodo entre o 7° e 0 14° dia apds a cirurgia, ficou definido como o periodo mais
conveniente para a realizagcédo da suplementagcédo com o TRP.

Posteriormente, entre 0os animais submetidos a simulacdo ou inducdo da
encefalopatia séptica e testados no 21° dia apés a cirurgia, foi possivel observar um
aumento significativamente estatistico no tempo de nado (*p<0.05, Grafico 2-C)
entre os animais do grupo CLP comparado aos animais do grupo Sham.
Demonstrando assim, que os animais do grupo CLP ja haviam se recuperado
completamente dos efeitos induzidos pela cirurgia, melhorando a sua motivacéo e
consequentemente, o comportamento semelhante a depressdo observado através
da analise do teste de nado forcado. Por fim, os demais graficos ndo demonstraram

diferencas estatisticas (p>0.05).
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Grafico 2 - Avaliagcdo sobre o comportamento do tipo-depressivo, em animais
sobreviventes a simulacdo ou inducdo da sepse, submetidos ao teste
comportamental de nado forcado de forma temporal.
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Fonte: Autor (2023).

Nota: Observa-se em A, B e C o tempo de nado (s), em D, E e F o tempo de imobilidade (s) e em G,
H e | o tempo de escalada (s), entre os animais submetidos a curva temporal, testados
respectivamente no 7°, 14° e 21° dias. Estatistica: Teste T (n=10). Entre os animais testados no
7° dia: *p<0.05 entre o tempo de nado e *p<0.01 entre o tempo de imobilidade, representando
aumento no tempo de imobilidade no grupo CLP comparado ao grupo Sham. Entre os animais
testados no 14° dia: **p<0.001 entre o tempo de nado e **p<0.01 entre o tempo de
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imobilidade, comparando o grupo CLP aos animais do grupo Sham. Entre os animais testados
no 21° dia: *p<0.05 entre o tempo de nado, apresentando reducdo no grupo Sham comparado
ao grupo CLP.

Tabela 3 - Andlise do teste t ndo pareado, entre os animais submetidos as analises
da curva temporal em 7, 14 e 21 dias ap0s a cirurgia de indugdo ou
simulacdo da sepse, e expostos ao teste de nado forcado.

Parametros Nado Imobilidade Escalada
| ]

Tempo (S) t=2.773,df =20 t=3.316, df = 20 t=2.009, df = 20
(7 dias) P =0.0117 P =0.0034 P =0.0582

Tempo (S) t=3.963,df =19 t=3.876,df =19 t=0.4795, df = 20
(14 dias) P = 0.0008 P =0.0010 P =0.6368

Tempo (S) t=2.272,df =18 t=1.075,df =18 t=1.418,df =20
(21 dias) P =0.0356 P =0.2967 P=0.1716

Fonte: Autor (2023).

Tabela 4 - Analise da média e erro padrdo da média sobre o teste de nado forcado,
realizado durante a curva temporal.

Parametros | 7 dias | 14 dias | 21 dias
Tempo de Nado (s) m = 224.1 m = 242.3 m = 228.1
Sham EPM = 8.46 EPM = 7.05 EPM =5.12
Tempo de Nado (s) m=174.8 m = 205.9 m=242.1
CLP EPM = 15.75 EPM = 5.95 EPM = 3.43

Tempo de Imobilidade m = 53.17 m = 31.79 m = 46.51
(s) Sham EPM = 7.59 EPM = 4.68 EPM = 5.06
Tempo de m =119.7 m =71.04 m = 39.73
Imobilidade (s) CLP EPM = 18.56 EPM = 8.65 EPM = 3.78
Tempo de Escalada m = 22.40 m = 25.30 m = 23.13
(s) Sham EPM = 4.39 EPM = 3.32 EPM = 3.90
Tempo de Escalada m = 12.09 m = 23.04 m = 16.49
(s) Sham EPM = 2.64 EPM = 3.35 EPM = 2.59

Fonte: Autor (2023).
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6.1.3 Campo Aberto

A seguir, o grafico 3 demonstra a avaliacdo comportamental demonstrada
entre os animais submetidos a simulacdo ou inducdo da encefalopatia séptica, e
testados de forma temporal (7, 14 e 21 dias), pelo teste de campo aberto, com o
objetivo de realizar uma avaliacdo da locomocéo desses animais. Observou-se em
A, C e E, dados referentes a distancia percorrida (m), e em B, D e F dados inerentes
ao tempo de imobilidade (s), em animais testados no 7° 14° e 21° dia
respectivamente. A andlise estatistica dos dados se encontra descrita
posteriormente (Tabelas 5 e 6).

Ap6s a avaliagdo dos dados, ndo foi encontrada diferenca estatistica
significativa (p>0.05) nas comparacfes entre os grupos Sham aos grupos CLP,
guanto aos parametros de distancia percorrida (Gréaficos 3-A, 3-C e 3-E) e tempo de
imobilidade (Graficos 3-B, 3-D e 3-F) em nenhum dos grupos e periodos testados.
Entretanto, analisando a duracéo total do teste (20 min), foi encontrada diferenca
estatistica (****p<0.0001), entre o periodo final de 15 a 20 min comparados ao
periodo inicial de 0 a 5 min, nos parametros de reducéo da distancia percorrida e no

aumento do tempo de imobilidade.
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Gréfico 3 - Avaliacdo dos animais sobreviventes a sepse, expostos ao teste de
campo aberto de forma temporal, em 7, 14 e 21 dias ap0s a cirurgia de
ligacdo e perfuracéo cecal.

Distancia percorrida (m) Distancia percorrida (m)

Distancia percorrida (m)

A
7 Dias
3000
-
2000+
1000
0 1 1 1
0-5 5-10 10-15
C
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3000
2000
1000+ I
0 1 1 1 1
0-5 5-10 10-15
E
21 Dias

3000+
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0 T
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T
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I —r
T T
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Tempo de imobilidade (s)

Tempo de imobilidade (s)
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200
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150 B CLP
100+
-
50 II II
0 T T T T
0-5 5-10 10-15 15-20
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200
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150+ mm CLP
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0-5 5-10 10-15 15-20
F
21 Dias
200
Sham
150 mm CLP
.
1004
.
50 i I
0 T T T T
0-5 5-10 10-15 15-20

Fonte: Autor (2023).
Nota: Em A temos a distancia percorrida (m), e em B o tempo de imobilidade (s) relativa aos animais
da curva temporal, testados ap6s o procedimento cirlrgico de simulacdo ou inducédo da sepse.
Estatistica: Teste T (n=10). ***p<0.0001 comparados ao grupo controle, entre os tempos (0-5,
5-10, 10-15, 15-20), entre todos os grupos e periodos.
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Tabela 5 - Analise da variancia de duas vias, observada no teste de campo aberto,
realizado de forma temporal, durante o periodo de 20 minutos, em

animais sobreviventes a sepse.

Parametros Interacdo Tempo CLP
|
Distancia F (3,80) = 0.1358 F (3,80) =47.83 F (1,80) = 2.401
percorrida P =0.9384 P <0.0001 P =0.1252
(7 dias)
Tempo de F (3,80) = 0.9267 F (3,80) = 62.31 F (1,80) = 2.628
imobilidade P =0.4318 P <0.0001 P =0.1089
(7 dias)
Distancia F (3,80) = 0.8068 F (3,80) = 65.46 F (1,80) = 4.357
percorrida P =0.4938 P <0.0001 P =0.0400
(14 dias)
Tempo de F (3,80) =0.3340 F (3,80) =72.76 F (1,80) =0.7297
imobilidade P =0.8008 P <0.0001 P =0.3955
(14 dias)
Distancia F (3,80) = 0.8068 F (3,80) = 65.46 F (1,80) = 4.357
percorrida P =0.4938 P <0.0001 P =0.0400
(21 dias)
Tempo de F (3,80) =0.3340 F (3,80) =72.76 F (1,80) =0.7297
imobilidade P =0.8008 P <0.0001 P =0.3955
(21 dias)

Fonte: Autor (2023).

Tabela 6 - Analise da média e erro padrdo da média sobre o teste de campo aberto,
realizado durante a curva temporal.

Parametros \ 7 dias \ 14 dias \ 21 dias
Distancia Percorrida m = 2043 m = 1659 m = 1659
(s) Sham EPM = 2925 EPM = 259.7 EPM = 259.7
Distancia Percorrida m = 1912 m = 1801 m = 1801
(s) CLP EPM = 293.8 EPM = 295.2 EPM = 295.2
Tempo de Imobilidade m = 89.28 m =110 m =110
(s) Sham EPM =18.9 EPM =25.3 EPM =25.2
Tempo de m = 97.95 m =105 m = 105
Imobilidade (s) CLP EPM =23.4 EPM =24.3 EPM =24.3

Fonte: Autor (2023).
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6.2 AVALIACAO DO EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM TRIPTOFANO SOBRE
AS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS EM ANIMAIS INDUZIDOS A SEPSE

6.2.1 Preferéncia a Sacarose

A sequir, é apresentado o gréafico 2, o qual demonstra a avaliacdo dos dados
referentes ao teste de preferéncia a sacarose, realizado no 14° dia ap0s a cirurgia de
CLP, em animais previamente suplementados com veiculo ou TRP nas doses de 10
ou 100 mg/Kg respectivamente (Grafico 4) entre o 7° e o 14° dia ap0s a cirurgia de
simulacédo ou inducéo da encefalopatia séptica.

Através da avaliacdo dos dados, observa-se auséncia de significancia
estatistica entre os grupos Sham e CLP, entre todos os tipos de suplementacéo
realizados (p>0.05). Posteriormente, estdo descritos os dados referentes as analises

realizadas, em relacéo ao referido teste (Tabelas 7 e 8).

Grafico 4 - Avaliacdo dos animais sobre o comportamento semelhante a depressao,
submetidos ao teste de preferéncia a sacarose 14 apds a cirurgia de
simulacado ou inducéo da sepse.
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Fonte: Autor (2023).

Nota: E possivel observar a ingestdo de sacarose (ml) entre os animais suplementados
respectivamente com veiculo, TRP na dose de 10 mg/Kg e TRP na dose de 100 mg/Kg, entre
0s animais testados em 14 dias ap6s a simulagéo ou inducao da sepse. Estatistica: ANOVA =
2 vias, com poés-teste de Tukey (n=10). p>0.05 em todas as comparacgdes.

Tabela 7 - Andlise do teste t ndo pareado sobre o teste de preferéncia a sacarose,
realizado em 14 dias ap0s a simulacdo ou inducdo da sepse para
avaliacdo do comportamento de anedonia.

Parametros | Interacdo \ CLP | Tratamento
Volume ingerido  F (2,60) = 0.4134  F (1,60) = 1.311 _ F (2,60) = 2.523
(ml) P =0.6633 P =0.2568 P =0.0887

Fonte: Autor (2023).
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Tabela 8 - Analise da média e erro padrédo da média sobre o teste de preferéncia a
sacarose, realizado 14 dias apo6s a simulagdo ou inducéo da sepse.

Parametros | Veiculo \ 10mgTRP | 100 mg TRP
Sham m = 96.17 m = 94.46 m = 94.04
EPM = 0.806 EPM=1.777 EPM =1.516
CLP m =96.31 m=91.77 m = 92.02
EPM =0.758 EPM = 1.694 EPM = 2523

Fonte: Autor (2023).

6.2.2 Nado Forgado

A seguir, o grafico 5 permite-nos avaliar o desempenho comportamental
encontrado na avaliacdo do teste de nado forcado, realizado 14 dias apés a inducao
ou simulacado da sepse, em animais Sham e CLP suplementados com veiculo, TRP
nas doses de 10 ou 100 mg/Kg, durante 7 dias consecutivos, entre o 7° e 0 14° dia
apos a encefalopatia séptica. Em seguida, sdo apresentados os dados das analises
efetuadas (Tabelas 9 e 10).

Em A temos os dados referentes ao tempo de nada, em B sdo expostos 0s
dados referentes ao tempo de imobilidade e em C dados referentes ao tempo de
escalada. Analisando os dados, ndo observamos significAncia estatistica em
nenhum dos parametros analisados, na comparacédo dos grupos Sham aos grupos
CLP. Hipotetizamos assim, que o TRP né&o foi capaz de reverter o comportamento

semelhante a depresséo nos animais, causado pela cirurgia de CLP.
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Grafico 5 - Avaliacdo dos animais induzidos a encefalopatia séptica, submetidos ao
teste de nado forgcado, entre os animais dos grupos veiculo e

suplementados com 10 e 100 mg/Kg de triptofano.
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Fonte: Autor (2023).

Nota: E possivel observarmos em A o tempo de nado (s), em B o tempo de imobilidade (s) e em C o
tempo de escalada (s) entre os animais testados em 14 dias apds a simulacéo ou inducdo da
sepse. Estatistica: ANOVA = 2 vias, com pés-teste de Tukey (n=10). P>0.05 entre os animais

do grupo CLP comparado ao grupo Sham, em todos os parametros.

Tabela 9 - Analise da variancia de duas vias no teste de nado forcado, entre os
animais dos grupos veiculo e suplementados com 10 ou 100 mg/Kg de
Triptofano.

Parametros

Interacao

CLP

Tratamento

|
Tempo de Nado
(s)

Tempo de
Imobilidade (s)

Tempo de
Escalada (s)

F (2,60) = 4.687
P =0.0128

F (2,60) = 4.582
P =0.0141

F (2,10) = 0.5762

P =0.5651

F (1,60) = 31.30
P < 0.0001

F (1,60) = 25.85
P < 0.0001

F (1,60) = 2.737
P =0.1033

F (2,60) = 1.133
P =0.3288

F (2,60) = 1.773
P =0.1787

F (2,60) = 1.173
P = 0.3163

Fonte: Autor (2023).
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Tabela 10 - Analise da média e erro padrdo da média sobre o teste de nado for¢ado,
realizado 14 dias ap6s a simulagdo ou inducéo da sepse.

Parametros \ Veiculo 10 mg TRP | 100 mg TRP
Tempo de Nado (s) m=197.1 m = 168.7 m = 215.7
Sham EPM = 13.91 EPM = 20.07 EPM = 7.08
Tempo de Nado (s) m =132.4 m = 94.70 m = 87.45
CLP EPM = 21.88 EPM = 11.47 EPM = 30.93
Tempo de Imobilidade m =79.17 m = 101.7 m = 50.20
(s) Sham EPM = 15.19 EPM = 21.70 EPM = 8.24
Tempo de m = 136.2 m = 189.4 m =176.9
Imobilidade (s) CLP EPM = 24.15 EPM = 15.49 EPM =11.22
Tempo de Escalada m = 22.55 m = 29.61 m = 37.76
(s) Sham EPM = 4.75 EPM = 6.06 EPM = 8.59
Tempo de Escalada m = 32.57 m = 15.90 m = 35.63
(s) Sham EPM = 4.04 EPM = 5.30 EPM =7.34

Fonte: Autor (2023).

6.2.3 Campo Aberto

A seguir o gréfico 6 demonstra a analise dos dados referentes ao teste de
campo aberto, realizado no 14° dia ap6s a cirurgia de simulacdo ou inducdo da
encefalopatia séptica pela cirurgia de CLP, durante o periodo de 20 minutos,
especificados em intervalos de 5 em 5 minutos. Assim como os dados observados
na avaliacdo da curva temporal, ndo houve diferenca estatistica entre os dados
(p>0.05) entre as comparacgdes dos grupos Sham e CLP, referentes aos parametros
de distancia percorrida (Gréaficos 6-A, 6-C e 6-E) e tempo de imobilidade (Graficos 6-
B, 6-D e 6-F). A andlise estatistica dos achados se encontra descrita posteriormente
(Tabelas 11 e 12).

Por fim, observando os dados dos parametros de distancia percorrida e
tempo de imobilidade, em especial a duracdo total do teste (20 min), observa-se
significancia estatistica (p<0.0001) em relacdo a reducdo da distancia percorrida e,
ao contrario, no aumento do tempo de imobilidade, comparando os periodos iniciais
com os periodos finais do teste, entre os animais dos grupos Sham e CLP, em todos

0S grupos e periodos testados. Esse achado sugere que os animais apresentaram-
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se mais motivados no inicio do teste, explorando mais o aparato. Essa motivacao
diminui com o passar dos minutos, devido ao fato do animal habituar ao ambiente,

fazendo com que ele perca o interesse em continuar explorando constantemente.

Grafico 6 - Avaliacdo comportamental dos animais submetidos a encefalopatia
séptica, submetidos ao teste de campo aberto, entre 0s grupos
suplementados com veiculo, 10 e 100 mg/kg de triptofano.
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Fonte: Autor (2023).

Nota: Em A temos a distancia percorrida (m) e em B o tempo de imobilidade (s). Estatistica: ANOVA =
2 vias, com pos-teste de Tukey (n=10). ****p<0.0001 sobre os intervalos de tempo (0-5, 5-10,
10-15, 15-20), entre todos os grupos e parametros analisados.
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Tabela 11 - Analise da variancia de duas vias no teste comportamental de campo
aberto, entre os animais dos grupos veiculo e suplementados com

(100 mg/Kg)

Tempo de
imobilidade
(100 mg/Kg)

F (3,80) = 0.8008
P = 0.4970

F (3,80) = 70.08
P < 0.0001

triptofano.
Parametros Interacdo Tempo CLP
|

Distancia F (3,80) = 1.428 F (3,80) = 34.28 F (1,80) = 3.629
percorrida P =0.2407 P <0.0001 P =0.0604

(Veiculo)

Tempo de F (3,80) =0.0724 F (3,80) = 36.40 F (1,80)=1.101
imobilidade P =0.9746 P <0.0001 P =0.2971

(Veiculo)

Distancia F (3,80) = 0.5483 F (3,80) = 48.21 F (1,80) = 0.9312
percorrida P =0.6508 P <0.0001 P =0.3375
(10 mg/Kg)

Tempo de F (3,80) =0.8971 F (3,80) = 62.22 F (1,80) =1.765
imobilidade P =0.4465 P <0.0001 P =0.1877
(10 mg/Kg)

Distancia F (3,80) = 0.3958 F (3,80) = 43.93 F (1,80) = 6.393
percorrida P =0.7563 P <0.0001 P =0.0134

F (1,80) = 7.754
P = 0.0067

Fonte: Autor (2023).

Tabela 12 - Andlise da média e erro padrdo da média sobre o teste campo aberto,
realizado apos 14 dias da cirurgia de indugéo ou simulagéo da sepse.

Parametros | Veiculo 10mgTRP | 100 mg TRP
Distancia Percorrida m=1751 m = 1855 m = 1854
(s) Sham EPM = 204.1 EPM = 224.3 EPM = 205.6
Distancia Percorrida m=1912 m=1797 m = 1997
(s) CLP EPM = 293.8 EPM = 195.3 EPM = 171.0
Tempo de Imobilidade m=101.4 m =94.12 m =91.10
(s) Sham EPM = 17.29 EPM=17.11 EPM = 15.78
Tempo de m = 95.32 m =88.74 m = 81.25
Imobilidade (s) CLP EPM =17.91 EPM = 15.00 EPM = 13.94

Fonte: Autor (2023).
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7 DISCUSSAO

Mediante os fatos apresentados, no presente estudo optou-se por induzir o
comportamento semelhante a depressdo em ratos Wistar machos, através do
procedimento cirdargico de ligacéo e perfuracdo cecal, o qual representa um modelo
experimental muito simples, bastante explorado e consolidade em pesquisas
comportamentais (Yang et al., 2019; Xu et al., 2020).

Dentre a variedade de testes comportamentais padronizados para a
realizacdo dessa analise comportamental, foram selecionados os testes de
preferéncia a sacarose (Zhou et al., 2020; Wang et al., 2020), com o objetivo de
avaliar o comportamento semelhante a anedonia (Scheggi, Montis e Gambarana,
2018), e o teste de natacdo forcada, para avaliagdo da motivacdo dos animais
(Kraeuter, Guest e Sarnyai, 2019).

No que se refere ao teste de preferéncia a sacarose, no presente estudo
nossos achados ndo demonstraram diferencas significativamente estatisticas entre a
ingestao de sacarose, comparando os animais do grupo Sham aos animais do grupo
CLP, seja nos testes realizados durante a curva temporal, bem como na avaliacao
apos a suplementacao com o triptofano. Outros estudos também encontraram dados
semelhantes, visto que 0s animais ndo apresentaram anedonia perante a realizacéo
e avaliacdo do teste de preferéncia a sacarose (Katz, 1982; Hata et al., 1995; Harris
et al., 1997).

Strekalova e colaboradores (2004) corroboram com 0s nossos achados. Os
autores realizaram um estudo para analisar o comportamento anedénico em
camundongos, com comportamentos semelhantes a depressao, induzidos pelo
estresse cronico. Durante o periodo de 4 semanas 0s autores submeteram os
animais ao estresse de contencédo (colocando-os dentro de um tubo de plastico,
durante o periodo de 2 h, em uma sala escura) e ao estresse de suspensao da
cauda (pendurando-os durante 6 min, a noite). Os dados demonstraram que apenas
64% dos animais apresentaram preferéncia a sacarose.

Em contrapartida, diversos estudos que realizaram o referido teste de
preferéncia a sacarose, com metodologias muito semelhantes, com animais fémeas
e/ou machos, encontraram diferencas significativamente estatisticas nas analises
dos dados, evidenciando a presenca de anedonia nos animais testados (He et al.,
2020; Goshen et al., 2008; Zhou et al., 2011). Assim, hipotetizamos que o presente
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estudo, poderia ter tido um resultado semelhante, caso tivesse sido realizado com
uma amostra maior.

Além disso, no que se refere as analises do teste de nado forcado, conforme
demonstrado nos achados da presente pesquisa, em relacdo a curva temporal,
demonstramos que houve a presenca do comportamento semelhante a depressao
nos animais do grupo CLP, testados no 7° e no 14° dia ap0s a cirurgia. Visto que,
encontramos uma reducdo significativa no tempo de nado, além de um aumento
significativo no tempo de imobilidade, entre os animais do grupo CLP comparados
aos animais grupo Sham.

Barichello e colaboradores (2007) encontraram dados semelhantes. Os
autores objetivaram avaliar alteragcdes comportamentais, através da realizacdo do
teste de nado forcado, em animais sobreviventes a encefalopatia séptica induzida
por CLP. O referido teste foi realizado 10 dias apds o procedimento cirdrgico. Os
autores puderam observar entre os animais do grupo CLP, um aumento no tempo de
imobilidade entre os animais induzidos a sepse, comparado ao grupo Sham.
Sugerindo assim, a presenca de comportamentos semelhantes a depressao entre
esses animais. Além disso, a literatura é carente de estudos que avaliam o potencial
de testes comportamentais de forma temporal e sem a realizdo de tratamentos
prévio.

Ainda sobre as analises do teste de nado forcado, entre os animais que
foram previamente suplementados com o triptofano, e testados no 14° dia apés a
cirurgia de CLP ou Sham, para inducdo ou simulacdo da encefalopatia associada a
sepse, ndo encontramos diferencas estatisticas significativas em nenhuma das
comparacoes efetuadas entre os animais dos grupos CLP e Sham, em nenhuma das
duas doses administradas.

Ao contrario dos nossos achados, Wang e colaboradores (2022),
evidenciaram uma melhora do comportamento tipo-depressivo, induzido pelo
estresse moderado imprevisivel crénico, em camundongos expostos a uma dieta
rica em triptofano. Segundo os autores, a suplementacdo com este nutriente foi
capaz de melhorar a neuroinflamacdo, bem como o metabolismo energético
mitocondrial no cérebro dos animais testados.

Outro estudo realizado por Shipelin e sua equipe (2021), objetivaram
analisar a possibilidade de modular a inflamagcao gerada pela obesidade em ratos
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Wistar, através da oferta de uma dieta excessiva em triptofano e tirosina, durante 64
dias. Os autores observaram que o triptofano foi capaz de aumentar o
comportamento semelhante a ansiedade, enquanto isso, no presente estudo
observamos um aumento no comportamento semelhante a depressédo. Além disso,
0s autores puderam concluir que os dados analidados, demonstraram um efeito
antiinflamatdrio mais pronunciado da tirosina em relacédo ao triptofano.

Stelt e sua equipe (2004) tiveram como objetivo analisar os efeitos
neuroquimicos e comportamentais das variacdes dietéticas da suplementacdo de
triptofano em ratos. Os animais receberam doses baixas, moderadas e altas desse
nutriente. Os autores evidenciaram que a disponibilidade de serotonina liberada e o
efeito de inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina dependem da
disponibilidade nutricional do triptofano. Além disso, a disponibilidade deste nutriente
influéncia no comportamento de maneira semelhante a administracéo de inibidores
seletivos da recaptacédo da serotonina. Hipotetizando que os fatores nutricionais tém
efeitos comportamentais e neuroquimicos, relevantes para o tratamento da
depressao.

No presente estudo, podemos observar que houve um agravamento no
comportamento semelhante & depressdo, em ratos Wistar machos induzidos a
encefalopatia séptica pela cirurgia de CLP e porteriormente suplementados com o
triptofano. Hipotetizamos assim, que o triptofano foi absorvido pela via da
quinurenina. Estudos recentes evidenciam que a desregulacdo da via triptofano-
quinurenina esta relacionada a inflamacao, acarretando no desenvolvimento do TDM
(Dewulf et al., 2022).

Em relagdo a via metabodlica do triptofano-quinurenina, sabe-se que a
mesma degrada mais de 90% do TRP no organismo, sendo a IDO-1, a principal
enzima, a qual é ativada no ambiente inflamatério. Em consequéncia, uma série de
metabolitos dessa via sdo neurologicamente ativos, como 0 acido quinerunico e o
acido quinolinico. Além disso, sugere-se que suas repercussfes negativas ocorram
devido a relacdo intestino-cérebro desregulada, em conjunto com fatores
psicossociais. E quanto mais importante for a resposta imune, maior sera o impacto
no metabolismo da quinurenina (Chen et al., 2021; Lovelace et al, 2017; Cervenka,
Agudelo; Ruas, 2017; Wang et al., 2023; Sales et al., 2023).

Esse mecanismo pode ser explicado, devido a superativacdo de IDO-1 em
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todo o corpo e no cérebro em decorréncia da inflamacé&o crénica, que aumenta a
taxa metabdlica de quinurenina, gerando um excesso de acido quinolinico e pouco
acido cinerunico no cérebro. Essa neurotoxicidade do acido quinolinico modula
negativamente células gliais e neurénios, resultando entdo, na depressao induzida
por inflamacé&o. Fato este, que pode explicar o agravamento do comportamento tipo-
depressivo encontrado na presente pesquisa. Evidéncias preliminares para esta via
foram encontradas em animais experimentais (Busse et al., 2015) e em pacientes
com doenga intestinal inflamatoria (Nikolaus et al., 2017).

Por fim, sobre o teste comportamental de campo aberto, o mesmo
representa um dos testes bastante utilizados em pesquisas experimentais. Este
teste € baseado na avaliacdo da atividade exploratoria a novos ambientes. No
presente estudo, as analises do referido teste ndo demonstraram significancia
estatistica em nenhum dos grupos e periodos analisados, demonstrando que o
procedimento cirdrgico utilizado para mimitizar a encefalopatia séptica, ndo foi capaz
de gerar prejuidos na locomocéo dos animais testados.

De acordo com Comim e demais pesquisadores (2017), o fato de néo haver
significancia estatistica nas andalises dos dados do teste de campo aberto,
demonstra que nao houve alteragdo na locomocgéao entre os animais testados. Assim,
através das andlises dos dados obtidos a partir do mesmo, hipotetizamos que o
procedimento cirargico ndo foi capaz de gerar prejuizos na locomoc¢ao de nenhum
dos animais e grupos testados.

O estudo realizado por Assis e sua equipe (2018), corrobora com o0s
resultados da presente pesquisa. Os autores avaliaram de forma temporal (em 7 e
em 14 dias), alteracdes comportamentais em roedores machos submetidos a CLP.
Assim como na presente pesquisa, 0s autores nao obtiveram interferéncia na
locomocéo observada através do teste de campo aberto. Outros estudos também
colaboram com esses achados, demonstrando normalidades nas analises do
referido teste (Ji et al., 2017; Spencer-Segal et al., 2020; Wang et al., 2020).

Por fim, é comprovado que, uma alimentacdo adequada em nutrientes
contribui para a saude. Contudo, ainda faz-se necessario, estudos que possam
colaborar na elaboracédo de dietoterapias eficientes na melhora da saude mental, e
gue sejam benéficas a saude como um todo, contribuindo para a longevidade do

individuo que necessita do tratamento (Wickramasinghe et al., 2020; Foscolou et al.,
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2021). Através dos dados expostos no presente trabalho, observamos que a CLP foi
capaz de gerar um quadro semelhante a depressdo entre os animais testados,
entretanto, apds a suplementacdo com o triptofano, houve um agravamento desse

quadro.
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8 CONCLUSAO

A encefalopatia associada a sepse induzida pela cirurgia de ligadura e
perfuracdo cecal foi capaz de desenvolver sintomas semelhantes & depressédo nos
roedores, aumentando seu tempo de imobilidade no teste de nado forcado. A
suplementacdo com o triptofano foi capaz de agravar esse quadro. Assim,
hipotetizamos que o triptofano foi absorvido pela via de quinurenina, através da
interferéncia da IDO-1 durante o processo inflamatério ativado pelas células do

sistema imune.
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