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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é caracterizada por uma degeneracao progressiva dos
neurbnios dopaminérgicos da substancia negra. A degeneracdo neuronal pode
resultar da convergéncia de um conjunto de diferentes fatores patogénicos, incluindo
apoptose, excitotoxicidade, estresse oxidativo e inflamacdo. Muitos estudos
ressaltam a importancia dos acidos graxos 6mega-3 (w-3) em processos vitais, como
a manutencdo das propriedades das membranas celulares, participacdo na
transducdo de sinais e na atividade biodinamica das membranas neuronais. O
presente trabalho objetivou determinar os efeitos da suplementacdo com w-3 em
cérebro de ratos submetidos ao modelo experimental da DP induzido por 6-OHDA.
Ratos Wistar machos (200-250g) receberam w-3 (1,5 e 3mg/kg, por gavagem)
durante 28 dias. No 4°dia de tratamento foi realizada a inje¢cdo de 6-OHDA no
estriado direito (ED). O grupo sham recebeu salina. No 25° dia de tratamento foi
observado o comportamento rotacional induzido por apomorfina e no 28° dia os
animais foram sacrificados. Os resultados mostraram aumento do numero de
rotagbes induzidas por apomorfina nos animais controles (6-OHDA), quando
comparado ao grupo sham. Uma recuperacdo motora parcial foi observada nos
animais tratados com w-3, que reduziu o numero de rotacdes em torno de 40 e 75 %
(1,5 e 3,0 g/kg, respectivamente). O grupo controle apresentou um declinio de cerca
de 70 % sobre na atividade locomotora quando comparado ao grupo sham e o
tratamento com w-3, promoveu aumento na atividade exploratoria horizontal. A 6-
OHDA aumentou o conteudo de MDA no cértex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e
corpo estriado (CE) (6-OHDA: 75 %, 44 % e 104 %; respectivamente) quando
comparado com o sham. O w-3 foi capaz de reduzir a peroxidagéo lipidica em torno
de 40%. O w-3 promoveu reducdo na concentracdo de nitrito/nitrato em todas as
areas testadas. Observou uma reducédo significativa da concentracdo de dopamina
(DA) no lado ipsilateral dos controles (61 %). No entanto, nos animais tratados com
w-3 essa reducdo foi menor. Os resultados deste estudo sugerem que a
suplementacdo com w-3 reverteu as alteragdes comportamentais e neuroquimicas
da 6-OHDA, apresentando efeitos possivelmente benéficos no tratamento da DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, 6mega-3, neuroprotecao



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is characterized by a progressive degeneration
of dopaminergic neurons in the substantia nigra. The neuronal degeneration may
result from the convergence of a number of different pathogenic factors, including
apoptosis, excitotoxicity, oxidative stress and inflammation. Many studies emphasize
the importance of omega-3 (w-3) in vital processes such as maintenance of the
properties of cell membranes, participate in signal transduction and biodynamic
activity of neuronal membranes. This study aimed to determine the effects of
supplementation with w-3 in the brain of rats subjected to an experimental model of
PD induced by 6-OHDA. Male Wistar rats (200-2509) received W-3 (1.5 and 3mg/kg,
orally) for 28 days. On the 4th day of treatment was performed 6-OHDA injection into
the striatum right (SR). The sham group received saline. On the 25th day of
treatment was observed rotational behavior induced by apomorphine and by day 28
the animals were sacrificed. The results showed an increase in the number of
apomorphine-induced rotations in the control animals (6-OHDA) compared to the
sham group. A motor partial recovery was observed in animals treated with w-3,
which reduced the number of rotations around 40 and 75% (1,5 and 3,0 g / kg,
respectively). The control group showed a decline of about 70% on locomotor activity
when compared to the sham group and treatment with n-3, increased the horizontal
exploratory activity. The 6-OHDA promoted increase in MDA content in the prefrontal
cortex (PFC), hippocampus (HC) and striatum (CE) (6-OHDA: 75%, 44% and 104%,
respectively) compared to sham. The w-3 was capable of reducing the lipid
peroxidation about 40%. The w-3 caused a reduction in the concentration of nitrite /
nitrate in all areas tested. We observed a significant reduction in the concentration of
dopamine (DA) on the ipsilateral controls (61%). However, in animals treated with n-3
this reduction was minor. The results of this study suggest that supplementation with
n-3 reversed the behavioral and neurochemical changes of 6-OHDA, with effects
potentially beneficial in the treatment of PD.

Keywords: Parkinson's disease, omega-3, neuroprotection.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez em 1817 por
James Parkinson, que relacionou as caracteristicas clinicas principais do
Parkisonismo. Esses consistem em tremor de repouso, rigidez, bradicinesia-
hipocinesia, postura em flexdo, perda dos reflexos posturais e o fendmeno do
congelamento. A DP é caracterizada por uma degeneracao lenta e progressiva dos
neurénios dopaminérgicos da substancia negra. Essa destruicdo neuronal leva a
perda dos terminais dopaminérgicos do estriado e também das regiées dos ganglios
basais e cortical (MOSLEY et al., 2006).

Entre as doencas neurodegenerativas relacionadas a idade avancada a
DP é uma das mais comuns, ficando atrds somente do Mal de Alzheimer. Sua
incidéncia se eleva com o aumento da idade, com prevaléncia de 0,25% a 4,5% na
populacao acima dos 65 anos. (MAYEUX, 2003; DE LAU & BRETELER, 2006).

A origem dessa degeneracdo neuronal é desconhecida e
provavelmente envolve muitos eventos celulares e moleculares, incluindo estresse
oxidativo, acumulo de proteinas alteradas, excitotoxicidade, mecanismos pro-
apoptoticos e disfuncdo mitocondrial (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).
Recentemente tem sido sugerido que a reacdo das células da glia e o processo
inflamatoério também podem participar da cascata de eventos que levam a
degeneracgéo neuronal (MOSLEY et al., 2006).

Apesar das causas da DP ndo estarem bem determinadas, varios
estudos sugerem que as toxinas ambientais a que somos expostos, mutacdes e
alteracdes genéticas pré-existentes sdo fatores que isolados em conjunto
contribuem para o desenvolvimento da DP. (GORELL et al.,2004; HUNG et al.,
2010).

Desordens relacionadas aos nucleos da base resultam em distdrbios
cognitivos e sensoriais e sdo demonstradas em modelos experimentais da DP,
corroborando com a idéia de serem o0s nucleos da base estruturas com funcgéo
integrativa entre areas que estdo anatomicamente separadas, mas que precisam de
uma harmonia sincrénica para realizar suas fungbes, apresentando um potencial
terapéutico para restaurar os déficits de dopamina (DACUNHA et al, 2001; MIYOSHI
et al, 2002; SHIN & DIXON, 2011).
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Como é uma doenca progressiva, que afeta principalmente pessoas a
partir dos 65 anos e usualmente acarreta incapacidade severa apés 10 a 15 anos, o
impacto social e financeiro é elevado, particularmente na populacdo mais idosa. E
estimado que o custo anual mundial com medicamentos antiparkinsonianos esteja
em torno de 11 bilhdes de dolares, sendo cerca de 3 a 4 vezes mais caro para 0s
pacientes na fase avancada da doenca (BRASIL, 2006).

O tratamento atual para esta doenca esta restrito ao alivio sintomatico,
porque até o presente momento nao existem agentes capazes de inibir a
degeneracdo neuronal. Esses tratamentos levam a uma melhora inicial dramatica
enquanto a doenca progride e com o passar do tempo sua eficacia diminui bastante.
Outra limitacdo desses medicamentos consiste nos seus efeitos colaterais, como o
desenvolvimento das discinesias que acabam por impossibilitar a continuacdo do
tratamento (XU et al., 2005).

O desenvolvimento de novos tratamentos que melhoram a sintomatologia
da DP com menos efeitos colaterais sdo importantes em curto prazo, mas o
tratamento ideal seria aquele o qual se pudesse aliar a essa terapéutica
convencional drogas que impedissem a progressdo da doenca, como O0sS
neuroprotetores. Essas estratégias neuroprotetoras estdo sendo propostas a medida
que o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da DP
estdo sendo elucidados. As estratégias que podem ser consideradas para
neuroprotecdo devem ter como alvo ndo apenas receptores de neurotransmissores
(como receptores do glutamato ou da adenosina), mas também alvos
farmacoldgicos menos convencionais como receptores de fatores neurotroficos,
proteinas apoptéticas, fatores de transcricéo, radicais livres, toxinas mitocondriais e
desregulacéo proteossomal (DAWSON; DAWSON, 2003; RAVINA et al., 2003; XU et
al., 2005).

A quantidade de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (PUFAS),
aumenta bastante durante o periodo embrionario da divisdo das células neurais,
sugerindo que esses acidos realmente desempenham papel importante na
funcionalidade do cérebro. (CRAWFORD et al., 1981; INNIS, 1991).

Os acidos graxos possuem um importante papel na estrutura e funcéo

das células nervosas e constituem cerca de 40 % a 60 % do contetido estrutural do
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cérebro (GREEN E YAVIN, 1996; CRAWFORD et al., 1997; SINCLAIR et al., 1997),
onde 0s mais presentes no cérebro sdo os particularmente o &cido
eicosapentaenoico (EPA 20:5n-3) e docosaexaenoico (DHA 22:6n-3) (SALVAT et
al.,2002).

Hoje podemos enumerar diversas fungbes importantes relacionadas
AGPIs, como na composicdo das membranas celulares (HICHAMI et al., 2007,
SUMIYOSHI et al., 2008), a modulacdo da expresséo génica (MAZZA et al., 2007),
na sinalizacdo celular (FARKAS et al., 2002; McNAMARA; CARLSON, 2006), a
geracdo de segundos mensageiros e regulacdo de canais idbnicos e receptores
(FAROOQUI; HORROCKS; FAROOQUI, 2000), sintese de eicosanoides (CLARKE
et al., 2005; MAZZA et al., 2007) e no desenvolvimento neuronal (LEVANT; RADEL;
CARLSON, 2004). Tais evidéncias nos fazem acreditar em um real papel
neuroprotetor destes acidos graxos na DP.

Entretanto, existem poucos estudos relacionados com o uso dos PUFAs
Omega-3 na DP. Um estudo epidemiolégico desenvolvido por DE LAU e
colaboradores (2005) verificou que uma dieta rica em PUFAs esta diretamente

associada a uma reducéao do risco de desenvolvimento de DP.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Doencga de Parkinson

Estudos epidemiologicos demonstram que a DP encontra-se disseminada
em todas as camadas da sociedade, proporcionando graves implicagcdes sociais. E
uma desordem neurodegenerativa progressiva que atinge aproximadamente 1% da
populacdo mundial com idade acima de 55 anos. E descrita como uma desordem
motora em que 0s pacientes apresentam tremor, rigidez muscular, bradicinesia e
disturbios posturais. Além desses déficits motores podem ocorrer também
disfuncbes cognitivas e em alguns casos deméncia, provavelmente pelo fato de o
processo degenerativo ndo se limitar aos ganglios da base, afetando também outras
areas do cérebro (DEUMENS et al. 2002; BUSQUET et al. 2011).

A razdo dos pacientes portadores da DP exibirem baixos niveis de
dopamina cerebral ocorre devido a degeneracao da via dopaminérgica nigroestriatal,
que é composta de neurdnios dopaminérgicos cujos corpos celulares estéo
localizados na substancia negra pars compacta e cujos axénios e nervos terminais
sdo encontrados no corpo estriado (PRZEDBORSKI, 2005). E necessaria uma
diminuicdo substancial de cerca de 80% nos niveis de dopamina estriatal para que
0s sintomas motores se manifestem (DEUMENS et al, 2002). A neuropatologia da
DP nao esta restrita apenas a via nigroestriatal, anormalidades histolégicas podem
ser encontradas em outros grupos de células dopaminérgicas e até nao
dopaminérgicas (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

2.2 Fisiopatologia da Doenca de Parkinson

O mecanismo molecular da DP ndo é totalmente compreendido, o
acumulo desordenado das proteinas no citoplasma dos neurbnios pode ser um dos
fatores que contribuem para a morte neuronal (EMBORG, 2004). Algumas
neurotoxinas utilizadas em modelos animais de DP tém ajudado na elucidacdo do
mecanismo molecular da doenca (BOVE et al, 2005).

A perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra

leva os pacientes portadores da DP a um declinio acentuado no que se refere as
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habilidades de execucdo de tarefas motoras simples, levando-os a um quadro de
dependéncia e perda de autonomia. (EMBORG, 2004).

A segunda caracteristica patolégica mais comum na DP é a presenca de
incluses intraneurais, conhecidos como corpusculos de Lewy. Os corpusculos de
Lewy sdo agregados citoplasmaticos eosinofilicos esféricos compostos de uma
variedade de proteinas, como a a-sinucleina, parkina, ubiquitina e neurofilamentos,
que podem ser encontrados em toda regido cerebral afetada (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003).

Estudos sugerem que o mecanismo de morte neuronal na DP envolve a
ativacdo de um fator etiolégico como o acumulo da proteina a-sinucleina mutante
nos neurdnios dopaminérgicos que desencadeia uma cascata de eventos, onde
estdo relacionados varios fatores como os radicais livres, disfuncdo mitocondrial,
excitotoxicidade, inflamacéo e apoptose (PRZEDBORSKI, 2005).

Przedborski 2005, baseado em modelos neurotdxicos da DP, sugeriu que
a degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos na substancia negra nao resulta da
ativacdo de apenas um unico fato deletério, mas da convergéncia de mudltiplos
fatores patogénicos.

Entre o cortex, ndcleos da base e tadlamo existe o circuito motor
extrapiramidal, que constitui uma das cinco vias que tém a funcao de processamento
de informacdes entre o cortex e os ndcleos da base (ALEXANDER & CRUTCHER,
1990). Impulsos provenientes de areas motoras sao processados pelo putamen,
estrutura que juntamente com o caudado forma o estriado. O putamen envia
informacdes motoras através de suas projecBes para o globo palido interno e
substancia negra reticulata, que sao as estruturas responsaveis por enviar projecées
inibitérias ao talamo. Os nucleos da base também compreendem o globo palido
externo e nucleo subtalamico. (Figura 1) (BARRET, 2001).
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Figura 1: Organizac&o simplificada do circuito motor extrapiramidal. SMA: Area motora suplementar;
Striatum: estriado, que é formado pelo caudado + putdmen; Thal: ndcleo motor do talamo; SN:

substancia negra; GPe: Globo Pélido externo e GPi: Globo Palido interno

SMA

Striatum

Fonte: (BARRET, 2001).

A anormalidade bioquimica fundamental encontrada na DP é o déficit na
guantidade de DA no encéfalo, atribuida a perda dos neurdnios dopaminérgicos da
via nigroestriatal. Esta via (figura 2) € composta por neurénios cujos corpos celulares
estdo localizados na substancia negra pars compacta (SNpc) e que projetam seus
axonios para o caudado-putamen, ou corpo estriado (BOVE et al., 2005). A reducéo
destes neurbnios, que normalmente contém neuromelanina, produz a
despigmentacdo da SNpc (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003) e, associado a este fato,
um dos achados fisiopatoldgicos mais frequentes na DP é a presenca de inclusdes
citoplasmaticas chamadas de corpos de Lewy.

A DP nédo causa alteracbes somente no sistema motor, alteracbes
cognitivas, deficiéncias de aprendizagem e memoria também sao detectados
(DUBOIS & PILLON, 1997), podendo também apresentar sindromes depressivas
(MAZZA, 2006). Os prejuizos, mais comumente observados, sdo constatados em
tarefas que envolvem fungBes de memoria, executiva e visuoespaciais (DUBOIS &
PILLON, 1997).

A maioria destas alteracbes se manifesta nos primeiros estagios da DP,
antes mesmo do aparecimento dos sintomas motores, onde o paciente apresenta

dificuldades relacionadas a atencdo seletiva, gerenciamento de tarefas,
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planejamento, codificacdo, entre outras relacionadas a funcdes executivas (DUBOIS
& PILLON, 1997).

Figura 2 - representacdo esquematica da via nigroestriatal normal (a) e na doenca de parkinson (b).

(c) detalhe das inclus®es citoplasmaticas (corpos de lewy)

A. Normal B. Doenca de
Parkinson
Caudado

Putamen

] Via ——

Nigroestriatal

o Corposde
/ N ®
¢ #
g 9 .\
*® g

Sinucleina Ubiquitin >

Fonte: DAUER E PRZEDORSKI (2003)

Existe uma relacdo entre o declinio cognitvo e a condi¢do
neuropatolégica do paciente com a DP, sendo os sintomas cognitivos agravados
com o transcorrer da doenca, assim como ocorre com 0s sintomas relacionados a
funcdo motora. (BRAAK et al, 2006).

Entre as funcdes dos ndcleos da base, existe o recebimento de
informagdes de diversos sentidos como a visdo, audicdo e tato, para que sejam
processadas para auxiliar no movimento. Entdo os nucleos da base integram regides
separadas anatomicamente, que devem funcionar harmonicamente. (ADAMOVICH
et al, 2001).

De acordo com o proposto acima 0s pacientes parkinsonianos exibem
dificuldade em incorporacdo das informagdes sensoriais no planejamento motor.

b

Esses pacientes demonstram dificuldades relacionadas a percepcado do espaco,
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como, por exemplo, relatam a sua dificuldade na locomogdo em ambientes
familiares, muitas vezes se chocando contra as portas e mobilias presentes no local,
também relatam dificuldade para estimar relacbes espaciais entre objetos e
demonstram alteracfes posturais como instabilidade postural e dificuldades em fazer
curvas (DAVIDSDOTTIR et al, 2005).

2.2.1 Relacao entre Doenca de Parkinson, neurotransmissdo monaminérgica e

aminoacidos.

A importancia da dopamina como 0 neurotransmissor mais envolvido no
controle motor esta diretamente associada as conseqiéncias clinicas decorrentes da
degeneracdo da via nigroestriatal, como aquelas observadas na doenca de
Parkinson: tremor, rigidez e acinesia.

O sistema dopaminérgico inerva todos os ndcleos da base, através da via
nigroestriatal e, provavelmente, exerce um importante controle modulatério dos
circuitos neuronais (vias direta e indireta). Os nucleos da base fazem parte de um
complexo circuito neuronal organizado em paralelo para integrar atividades de
diferentes regibes corticais. Além disso, 0s nucleos da base sdo intimamente
interconectados com o0 locus ceruleus (ndcleo noradrenérgico), ndcleo da rafe
(neurbnios serotonérgicos) e a formacao reticular. O chamado “circuito motor” €, na
verdade, o mais importante na fisiopatologia do movimento (OBESO et al., 2002).

As areas corticais enviam projecdes glutamatérgicas ao estriado, que é a
principal porta de entrada dos nucleos da base. O estriado envia projecdes
gabaérgicas a outros nucleos, como o globo palido e a substancia negra reticulada.
Esses nucleos modulam o talamo, que por sua vez envia projecdes glutamatérgicas
estimulatorias de volta ao cortex, facilitando com maior ou menor intensidade o inicio
do movimento (OBESO et al., 2002).

Além dos sintomas motores da doenca de Parkinson, freqientemente
ocorrem sintomas ndo-motores como as alteragdes cognitivas e de comportamento,
como a tendéncia ao isolamento, a ansiedade, distarbios do sono, fadiga e
depressao (LAUTERBACH, 2004; CHAUDHURI; NAIDU, 2008). Também séo
comuns as alteracdes sensoriais como dor, queimagdo e ardéncia na regido de
envolvimento motor e distirbios autondmicos, como sialorréia, sudorese excessiva,

pele oleosa e fria, constipacdo crbnica, reducdo do esvaziamento da bexiga,
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distarbios sexuais, hipotenséo postural, distarbios na fala, na escrita e na expressao
facial (SABATE et al., 2008).

Todas essas alteragcbes podem ter relacdo com as disfuncbes que
ocorrem principalmente devido a reducdo das concentracdes de dopamina e o
consequente desequilibrio dos outros sistemas (como o sistema colinérgico,
serotonérgico, gabaaérgico e glutamatérgico) que estdo integrados e onde a
dopamina exerce um importante papel modulatorio.

Véarios estudos comprovam que em fases avancadas da doenca de
Parkinson ocorrem mudangas em outros neurotransmissores e em outros sistemas
de neuromoduladores. A reducdo da noradrenalina esta relacionada com a
destruicdo de neurbnios noradrenérgicos e é responsavel por certos sintomas nao
motores da DP, como por exemplo, deméncia, depressdo e estados vegetativos
(FRANCIS; PERRY, 2007). Existe queda da concentracdo de serotonina (5-HT)
demonstrada em todas as regides cerebrais, embora ndo existam evidéncias de
processos degenerativos envolvidos. Ocorre também uma diminuicdo na atividade
da enzima glutamato descarboxilase, enzima responsavel pela biossintese do acido
gama-aminobutirico (GABA), que pode ser conseqiiéncia da neurodegeneracdo dos
neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal (FRANCIS; PERRY, 2007).

2.3 Tratamentos para a Doenca de Parkinson

Ainda ndo existe tratamento adequado para a DP. A terapia atual esta
restrita ao alivio dos sintomas e nenhuma droga capaz de inibir a degeneracéo
neuronal foi descoberta. Existe uma dramatica necessidade de tratamentos
neuroprotetores para as doencgas neurodegenerativas e para isso varias substancias
com agéo neuroprotetora tém sido testadas com a finalidade de inibir a progresséo
dessas doencas, incluindo a DP (BLUM et al., 2004).

Dos tratamentos realizados para a DP, nenhum possui a capacidade de
impedir o progresso da doenga, nem regenerar ou restaurar a destruicdo neuronal.
Com a elucidacao do problema do déficit da dopamina, o tratamento com levodopa
modificou drasticamente o tratamento da DP (SHIN & DIXON 2011).

O tratamento mais usado atualmente para a DP esta restrito a reposicao
da dopamina utilizando seu precursor, a L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina)

associada a um inibidor da dopa-descarboxilase (benzerazida, carbidopa).
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Inicialmente essa terapéutica se mostra bastante eficaz, mas com a continuidade do
tratamento ocorrem efeitos colaterais como nauseas vomitos e hipotensao postural
(XU et al, 2005).

O modelo de tratamento farmacologico para reducéo da sintomatologia da
DP é utilizado nos dias atuais, onde os maiores efeitos sdo no controle dos
tremores, drogas como o biperideno, orfenadrina, difenidramina, benztropina e
prociclidina, que sdo agentes anticolinérgicos, mas ndo sao eficazes em controlar
outros sintomas motores. O tratamento com levodopa é o que possui maior eficacia
no combate aos sintomas da DP, apesar de ser utilizada a mais de trés décadas,
10% dos pacientes apresentam efeitos colaterais como discinesias e flutuacoes
motoras (STOCCHI, 2003; LUCHTMAN et al, 2012).

O precursor metabdlico da dopamina é a levodopa, e junto com um
inibidor enzimatico (dopa-descaboxilase periférica), in vivo ocorre a
biotransformacédo para dopamina, compensando o déficit de dopamina no cérebro
(LANG & OBESO, 2004).

Agonistas dopaminérgicos nao seletivos, como a bromocriptina, pergolide
e apormofina séo utilizados na terapéutica das flutuacdes motoras nos casos mais
severos da DP, enquanto os agonistas seletivos como a cabergolina, lisuride,
pramipexol e ropitinol sdo utilizados de forma preventiva e nos estagios iniciais da
DP. Também em estagios precoces podem ser utilizados inibidores da enzima
monoamino oxidase B, como a selegilina e rasagilina; também possuem um efeito
neuroprotetor (MILLER, 2002; STOCCHI, 2003).

A intervencdo cirlrgica, apesar de ser menos utilizada, tem mostrado
alguma eficacia, como as técnicas da talamotomia, a estimulacdo subtalamica, a
estimulacao talamica e a palidotomia (SCHULZ & GRANT, 2000).

2.4 Doenca de Parkinson e processo inflamatério

Damier e colaboradores (1993) verificaram que a ativacdo das células
da glia e o processo inflamatério participam da cascata de eventos que levam a
degeneracédo neuronal. Muitos estudos tém constantemente relatado a presenca de
microglias ativadas na DP, corroborando com esses resultados (BANATI et al., 1998;
HIRSCH et al., 2005; AILING et al., 2012). A funcdo dessas células da glia ndo esta

completamente elucidada. Alguns astrocitos podem agir como neuroprotetores
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inativando radicais livres derivados do oxigénio e produzindo fatores neurotréficos
que protegem o0s neurdbnios dopaminérgicos contra Varios estimulos lesivos.
Entretanto microglias ativadas podem estar envolvidas nos mecanismos de lesdo
dos neurdnios dopaminérgicos (DAMIER et al., 1993; PARAIN et al., 1999; AILING
et al. 2012).

A ativagdo das microglias est4 diretamente associada com a morte dos
neurénios dopaminérgicos na DP, podendo até mesmo ser usada como marcador
biolégico para a doenca. Realmente as microglias ativadas servem como
indicadores in vivo da resposta inflamatéria e contribuem significativamente para o
processo degenerativo. Na DP as microglias proximas aos neurdnios
dopaminérgicos parecem aumentar a sua capacidade de producédo das ROS, devido
ao seu estado ativado, levando a um ciclo continuo de lesdo neuronal e ativacdo do
sistema imunoldgico no local (MOSLEY, 2006).

Entre todas as origens patogénicas, a neuroinflamacéo pode ser uma das
mais importantes na DP. A ativacdo das microgias pode produzir citocinas proé-
inflamatorias, com possivel efeito neurotoxico. Enzimas envolvidas na cascata do
acido araquidénico (AA) sdo ativadas na DP e podem ser ativadas por citocinas. A
fosfolipase citosdlica A2 (cPLA2) catalisa a liberacdo de acidos graxos
poliinsaturados 6mega-6 nas membranas dos neurénios, causando modificagdes na
liberacdo da ciclooxigenase 2 (COX-2) levando a producdo de espécie reativas
oxidantes e eicosanoides pro-inflamatérios. (LUCHTMAN et al., 2011).

Os mecanismos através dos quais as células da glia e as citocinas pro-
inflamatérias causam danos aos neurbnios dopaminérgicos da DP ainda ndo séo
totalmente compreendidos. Estudos sugerem que as citocinas pro-inflamatorias
produzidas pelas células da glia durante o processo inflamatoério participam dos
eventos envolvidos na degeneracdo neuronal na DP. Baseado nesse principio, foi
demonstrado in vitro, que o interferon vy, a interleucina -1 e o TNF-a podem induzir
a expressado da 6xido nitrico sintase indutiva (NOSI), e foi observado que os niveis
desta enzima encontram-se aumentados na substancia negra de pacientes com PD
(HIRSCH et al., 2005).

Em um estudo recente, Kiecolt-Glaser et al. (2011) verificaram que o
consumo de PUFAs 6mega-3 influenciou na reducdo da ansiedade e inflamagéo em

adultos jovens.
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2.5 Doencga de Parkinson e morte neuronal

Um desafio importante na pesquisa da DP é entender os mecanismos
fisiopatoldgicos que levam a morte dos neurénios dopaminérgicos da substancia
negra. A perda neuronal € gradual e a possibilidade de interromper o processo €&
algo bastante valioso como opcao de tratamento, além disso, existem evidéncias
que a disfuncdo mitocondrial (principalmente na membrana mitocondrial) e o dano
oxidativo sédo fatores que contribuem para a morte neuronal na DP (MEREDITH et
al., 2009; OZLEM et al. 2011). Estudos post mortem revelaram uma redugédo da
atividade do complexo | mitocondrial em cerca de 30 a 40% em pacientes portadores
de DP (SCHAPIRA, 1993).

A funcdo mitocondrial preservada é imprescindivel para a manutencao de
guantidades adequadas de adenosina trifosfato (ATP) para os processos celulares
basicos. A perda de ATP compromete, dentre outras atividades, o funcionamento
das bombas ibnicas, aumentando a formacao de espécies reativas do oxigénio e
reduzindo o potencial da membrana plasmatica, que por sua vez reduz o limiar de
ativacdo dos receptores NMDA do glutamato, aumentando a vulnerabilidade dos
neurbnios aos efeitos excitotoxicos desse neurotransmissor (MEREDITH et al.,
2009).

A excitotoxicidade aguda mediada pelo glutamato pode provocar morte
celular por necrose (DIRNAGL et al., 1999). No entanto, a exacerbagdo da
sinalizacao glutamatérgica pode levar a morte celular programada, como ocorre na
apoptose ou autofagia, estas ocorrem mais tardiamente quando o dano mitocondrial
ja esta mais intenso e ha um comprometimento maior da permeabilidade da
membrana mitocondrial elevando as concentracdes de célcio no citoplasma
(MEREDITH et al., 2009).

O termo apoptose é derivado do grego com o significado “ser descartado”,
em analogia as pétalas de uma flor quando desprendidas. Este processo mostra-se
eficaz e necessario para a manutencao das populacdes celulares. (LEIST, 2001).

As deficiéncias nos processos de apoptose sdo responsaveis pela
proliferacdo de células tumorais, e a exarcebacado destes mecanismos apoptoéticos
podem estar envolvidos em varias condicdes patologicas como as doencas auto-
imunes, as doencgas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Esclerose
Amiotrofica Lateral (ALS), Esclerose Multipla dentre muitas outras (DONG et al.,
2009).
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O mecanismo celular da apoptose € marcado por alteracdes na
permeabilidade da membrana mitocondrial onde ha formacéo de um canal de alta
condutancia com perca do potencial para fosforilacdo oxidativa; ha extravasamento
de citocromo c para 0 meio intracitoplasmatico; ativacdo de uma série de
substancias serino-proteases como as caspases, transglutaminases, endonucleases
e fosfatidilserina / trombospondina. O processo implica na fragmentacdo da
cromatina e das organelas com posterior clivagem das mesmas. Os corpusculos
apoptoéticos formados sédo fagocitados por macrofagos, que reconhecem suas
sinalizacdes (DAMIANI, 2004).

O estresse celular também pode levar a perda da integridade das
membranas mitocondriais, provocando sua despolarizacdo. Além disso, os radicais
livres liberados pela mitocéndria funcionam como importantes moléculas de
sinalizacdo que contribuem para o aumento da inflamacdo e da apoptose, por
exemplo, quando o edema mitocondrial culmina com a liberagdo do citocromo c e
ativacdo das caspases (PIRIER et al., 2005; REED, 2011).

Um dos principais modelos experimentais da DP é aquele induzido por
injecao intraestriatal de 6-OHDA, que mimetiza alguns aspectos fisiopatoldgicos da
doenca em animais. Os mecanismos de morte celular induzida por 6-OHDA podem
ser explicados de trés maneiras: geracao de espécies reativas do oxigénio (ROS)
por auto-oxidacao intra ou extracelular, formacédo de peréxido de hidrogénio induzido
pela monoamino oxidase e inibicdo direta da cadeia respiratoria mitocondrial
(TANAKA et al., 2006). Muitos trabalhos na literatura tém sugerido que a excessiva
geracdo de espécies reativas do oxigénio produzida por 6-OHDA provoca estresse
oxidativo que lesiona as células e induz morte celular por apoptose (TAKATA et al.,
2005; HANROTT et al., 2006).

2.6 Espécies reativas do oxigénio e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas formadas a partir de
transferéncias de elétrons, podem reagir e formar uma outra série de espécies
reativas, como as espécies reativas do oxigénio (ROS) e se ndo neutralizadas
podem levar ao estresse oxidativo, exacerbar a inflamagédo e o dano tecidual
(MOSLEY et al., 2006).
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Essas espécies quimicas sdo abundantes na natureza, produzidas
normalmente no metabolismo celular e encontradas no meio ambiente, facilmente
formadas com exposicdo excessiva a luz solar, poluicdo, alcool, inseticidas,
radiacdo, exercicio intenso, etc. Existem enzimas antioxidantes protetoras e
mecanismos que neutralizam os radicais livres, como a superdxido dismutase
(SOD), a catalase, a glutationa, glutationa peroxidase e redutase, a vitamina E, a
vitamina C, e outras substancias capazes de inativar ou reduzir a formacédo dos
radicais livres (MOSLEY et al., 2006).

Vérios estudos ja comprovaram que as ROS podem ser causa ou
consequéncia de doengas humanas associadas ao estresse oxidativo. Por isso,
antioxidantes naturais e sintéticos tém sido recomendados para o alivio dos sinais e
sintomas destas doencas e, mesmo, para bloquear sua evolucdo (NAKAMURA,;
LIPTON, 2009; REED et al. 2011).

3 0S ACIDOS GRAXOS (Lipidios)

A palavra lipidio possui origem do grego “lipos”, que significa gordura.
Lipides sdo compostos indispensaveis para fungbes organicas bioquimicas,
estruturais e regulatorias. Os lipidios sdo moléculas organicas, constituidas por
grupos de AG, acidos carboxilicos com longas cadeias nédo ramificadas, formadas
por inimeros pares de atomos de carbono unidos por ligacdes simples ou duplas,
podendo ou n&o possuir insaturacdes (CURI, 2002).

Os lipidios fazem parte da composicdo da membrana celular e
influenciam, modificando a resposta imune e o0s processos inflamatérios. Séo
moléculas bastante energéticas, fornecendo nove quilocalorias (kcal) por grama
oxidada pelo processo da beta oxidagdo mitocondrial. Os AG s&o encontrados nas
membranas ou como triglicerideos (Figura 3), que sdo compostos de uma molécula

de glicerol esterificado a trés moléculas de AG (CURI, 2002).
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Figura 3: Equacdo e formula quimica estrutural dos triglicerideos, glicerol e &cidos

graxos.
Gliceral Acidos graxos Triglicerideos
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Fonte: (CURI, 2002)

3.1 Os acidos graxos essenciais

Os &cidos graxos possuem cadeias carbonadas e séo classificados de
acordo com o comprimento desta cadeia e se possuem ou nao de ligacdes duplas
entre carbonos. Sado denominados de saturados quando ndo existem ligacdes
duplas e de insaturados quando possuem uma ou mais ligagcdes duplas em sua
cadeia. No grupo dos &cidos graxo insaturados existem 0s monoinsaturados, que
apresentam apenas uma ligacdo dupla entre carbonos na cadeia, e 0s
polinsaturados que tém mais que uma ligacdo dupla na cadeia carbonada. As
caracteristicas fisicas dos acidos graxos e dos compostos em que estao presentes,
sdo determinadas pelo comprimento e pelo grau de insaturacdo da sua cadeia
carbonada (MCKEE & MCKEE, 1999).

Os PUFAs insaturados existem como isomeros cis ou trans (MCKEE, &
MCKEE, 1999), e as ligacbes duplas em cis promovem uma certa curvatura em sua
cadeia (HAGG, 2001), e essa curvatura ndo permite um agrupamento compacto dos
constituintes da cadeia, como se verifica nos saturados. Esta particularidade
concede a acidos gordos com o mesmo comprimento de cadeia pontos de fuséo
diferentes. Desta forma, os acidos gordos insaturados apresentam menor ponto de
fusdo que os saturados, sendo que a temperatura ambiente (25°C) os saturados se
apresentem sob consisténcia cerosa e os insaturados em estado liquido (MCKEE, &
MCKEE, 1999).
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3.2 Fontes alimentares e Biodisponilidade dos Acidos Graxos

Podemos encontrar AG essenciais tanto de origem animal quanto em
vegetais, sendo o EPA e DHA encontrados em abundancia em gorduras de peixes
marinhos como cavala, sardinha e arenque. Os de origem vegetal, como o linoléico,
presente no milho, girassol, acafrdo, enquanto o linolénico pode ser encontrado na
soja e na semente de linhaca. (MELANSON et al., 2005).

O processo de preparo, coccao e pré-preparo de alimentos com émega-3
afetam diretamente sua biodisponibilidade e a concentracdo deste nutriente na
composicao do alimento. Peixes selvagens possuem um maior teor de 6mega-3 do
gue os criados em cativeiro. Para nao sofrer peroxidacédo lipidica, o 6mega-3
presente na linhaca, necessita que a mesma seja triturada e armazenada em um
recipiente hermeticamente fechado, livre da luz e consumida no maximo em 72hs.
Sendo os PUFAs de origem animal apresentam maior estabilidade & peroxidacao
lipidica do que os de origem vegetal (CAMPIOLI et al. 2012).0s hébitos alimentares
da dieta ocidental induzem a um baixo consumo deste nutriente, que em médio ou
longo prazo, pode ser extremamente prejudicial ao organismo (MELANSON et al.,
2005; CAMPIOLI et al. 2012).

3.3 Necessidades de acidos graxos

De acordo com a recomendacao da Associagcdo Americana do Coracao
(American Heart Association) (Quadro 1), para um individuo saudavel, 30% (ou
menos) do total de energia consumida devera ser proveniente da gordura da
dieta, na seguinte proporcdo (KRIS-ETHERTON et al., 2003):

- 20 - 23% de AG poliinsaturados e monoinsaturados

- < 10% de AG saturados (para portadores de doengas coronarianas, <
7%)

- < 300 mg colesterol ao dia

Por possuir uma cadeia carbbnica de 14 a 22 atomos do tipo

poliinsaturado com a primeira insaturagdo no carbono trés a partir do radical metil o

Omega-3 recebe essa classificagdo. Epidemiologicamente, os esquimés possuem
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uma baixa incidéncia de doencas cardiovasculares, relacionada a dieta, composta
principalmente de salmao, atum e truta, todos ricos em 6mega-3, que estimulou o
interesse no estudo deste grupo de lipideos. Além disso, também apresentaram
diminuicdo dos niveis de colesterol total, triglicerideos e consequente aumento dos
niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) (SANDERS et al., 1997; NAKAMURA
et al., 1999)

Quadrol: recomendacdo de lipidios da Associacdo Americana do Coracdo (American Heart

Association)

Faixa etaria Lipidios Omega-6 Omega-3
Bebé
0-6 meses 31g 44q 0.5
7-12 meses 30qg 460 0.5
Prematuro
Nascimento-7° dia 0,5-3,6g/kg de peso
7* dia-saida da UTI corporeo
Até 1 ano apods saida da UTl | 4,56,8g/kg de peso

corporeo

4 4-7 3g/kg de peso

corporeo
Crianga
1-3 anos 30-40% do VCT* 7q 07qg
4-10 anos 25-35% do VCT*
4-8 anos 10 g 09qg
Gravidas
Até 50 anos 13 g 14 ¢
Lactantes
Até 50 anos 13 g 1349
Adulto
11-18 anos 25-35% do VCT*
19-65 anos 20-35% do VCT*
9-13 anos (homem/mulher) 12/10 g 12100
14-18 anos (homem/mulher) 16/11 g 16/M11g
19-50 anos(homem/mulher) 17112 g 16/M11g
> 50 anos(homem/mulher) 14/11 g 16/1.1¢g
Idoso
> 65 anos 20-35% do VCT 14/11 g 1,6/11qg

Fonte: (KRIS-ETHERTON et al., 2003).

*Considera-se o VCT (valor caldrico total) pela férmula de Harris e Benedict; para idosos, considerar
uma reducéo das necessidades energéticas (2 a 4% por década) em funcéo do declinio da atividade
fisica e da massa corporal metabolicamente ativa.
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3.4 Os Acidos graxos 6mega-3 e efeito cardioprotetor

Juntamente com baixa incidéncia de doencas cardiovasculares nos
esquimés, também foi identificada uma baixa incidéncia de doencas inflamatorias e
autoimunes, como diabetes tipo |, esclerose multipla e asma. J& em comparacao
com a dieta dos paises industrializados, que é rica em AGPI do tipo 6mega-6 (com
grande consumo de gordura saturada e 6leos vegetais) e reduzida em AGPI do tipo
Omega-3 (com reduzido consumo de peixes), verifica-se maior propor¢ao de AGPI
Omega-6 sobre os Omega-3 na composicdo das membranas celulares desses
individuos (SANDERS et al. 1997; CALDER et al. 2002; TEHRANY et al. 2012).
As dietas ocidentais possuem uma propor¢cao 6mega-6/6mega-3 perto de
10 a 20:1. O aumento do consumo de AGPI dmega-3 na dieta ira resultar na
substituicdo parcial dos AGPI 6mega-6 na membrana celular dos eritrocitos,
plaquetas, linfécitos, mondcitos, células endoteliais e hepatdcitos, para citar alguns
exemplos, que corrobora em um efeito protetor em condi¢des inflamatérias e
autoimunes como artrite reumatdide e doenca inflamatéria intestinal, que sé&o
atribuidas a acéo inibitéria na producéo de eicosandides e citocinas pré-inflamatorias
(SANDERS et al. 1997).

3.4.1 Influéncia dos Acidos Graxos Omega-3 nos processos inflamatorios

Pelo menos trés mecanismos antiinflamatérios sdo influenciados pelos
AG dmega-3. A ativacdo dos PPARs (receptores de ativacdo de proliferacdo de
peroxissomas), que exercem efeitos antiinflamatérios, a supressao da ativacdo de
genes relacionados ao processo inflamatério e por ultimo a modulacdo da
composicdo da membrana celular cujo mecanismo sera abordado a posteriori
(CALDER, 2002; 2012).

Vérias evidéncias sugerem que os PUFAs w-3 e w-6 podem agir como
ligantes dos receptores de ativacdo de proliferacdo de peroxissomas (PPARSs) e
entdo modular varios genes pro e anti-inflamatérios. De fato, o tdo apreciado efeito
antidislipémico da suplementacdo com 0Oleo de peixe pode, pelo menos em parte,
ser explicado pela agdo dos PUFAs w-3 ou seus metabdlitos como agonistas PPAR
(HUWILER & PFEILSCHIFTER, 2009).
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Estudos epidemiolégicos sugerem uma relacdo entre o consumo de peixe
e a reducdo da mortalidade por doencas cardiovasculares. Além disso, PUFAs
Omega 3 tem sido estudados em outras condi¢cdes e revelaram-se benéficos em
varias outras doencas, como na artrite reumatoide, asma, colite, aterosclerose,
doencas neurodegenerativas, e também na reducéo do risco de desenvolvimento de
certos tipos de cancer (HUWILER & PFEILSCHIFTER, 2009).

Uma possivel explicagcdo para esse efeito anti-inflamatorio e anti-
tumorigénico é que o aumento do consumo de EPA e DHA de 6leo de peixe resulta
em uma maior incorporacdo desses PUFAs nos fosfolipidios. Consequentemente
eles também substituem o &cido araquidénico como substrato para a COX
(ciclooxigenase) e LO (lipoxigenase), levando a uma reducéo na formacao de PGE,,
TXA,, LTB4 € LTE4, € aumentando a geracao de outros lipidios menos ativos como
os leucotrienos LTBs, LTCs, LTDs e LTEs e prostandides incluindo PGE3 e TXAg3
(BAGGA et al., 2003).

Os PUFAs w-3, através da alteracdo da composicdo lipidica da
membrana, também podem afetar diretamente as fun¢des das células imunoldgicas,
incluindo a atividade fagocitica dos macréfagos, sinalizagcéo e proliferacédo de células
T, e a apresentacdo do antigeno mediada pelas células dentriticas, além disso,
podem também modular a transcricdo de genes proé-inflamatérios e genes
promotores de crescimento (CALDER, 2008; HUWILER & PFEILSCHIFTER, 2009).

A inflamacdo é atualmente reconhecida como um fator central na
patogénese de varias doencas prevalentes na civilizagdo moderna, como cancer,
aterosclerose, diabetes, asma e também varias desordens neuropatoldégicas como
doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson (BOUSQUET et al., 2011).

Westphal et al. 2011 observaram uma possivel relagdo entre o
decréscimo de eicosanoides pré-inflamatérios com influéncia no surgimento de
doencas cardiacas e a ingestao de PUFAs dmega-3.

Tem sido postulado que varias moléculas lipidicas controlam esses
mecanismos inflamatérios e que algumas delas podem representar alvos

importantes com possibilidade de serem usadas na terapéutica.
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3.5 Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e Doenca de Parkinson

Existem varios fatores importantes envolvidos nha geracdo e
manutencdo do processo neurodegenerativo, drogas que interferem nesses
processos e reduzem a morte neuronal, ou seja, funcionam como neuroprotetores,
estdo sendo alvo de muitas pesquisas, pois ndo existem tratamentos farmacolégicos
eficientes disponiveis para muitas doencas neurodegenerativas como a esclerose
lateral amiotréfica, a doenga de Huntington, a doenca de Alzheimer e a DP (BLUM et
al., 2004; DELATTRE).

Os mamiferos ndo possuem as enzimas dessaturases especificamente
responsaveis por adicionar uma insaturacdo antes do nono carbono a partir da
extremidade distal. A delta-9 e delta -15 dessaturases sdo as enzimas necessarias
para essa reacao. Elas transformam o &cido oléico (18:1 édmega-9) em acido
linoléico (18:2 dmega-6) e &cido linolénico (18:3 6mega-3), ambos considerados
PUFAs essenciais (AGE) (Esquema 1). Os Acidos Graxos Essenciais (AGE) n&o sdo
produzidos pela espécie humana, tendo que ser adquiridas a partir da alimentagéo
diaria (MARTIN, 2006) .

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) sao considerados essenciais
porque os mamiferos ndo sdo capazes de sintetiza-lo, e, portanto esses PUFAs
devem ser fornecidos ao organismo através da dieta (YOUDIM et al.,, 2000;
LAURITZEN et al., 2001). Os PUFAs da familia do 6mega-3 séo oriundos de peixes
e algumas plantas e sdo representados principalmente pelo 4cido eicosapentaendico
(EPA) e acido docosahexaendico (DHA), encontrados em altas concentracfes na
membrana de fotoreceptores e nas células nervosas (BAZAN, 2005; CALON; COLE,
2007; MAZZA et al., 2007).

Muitos estudos ressaltam a importancia destes acidos graxos em
processos vitais, como a manutencdo das propriedades da bicamada lipidica das
membranas celulares, acdo anti-apoptética e antiinflamatoria, participacdo na
transducdo de sinais e na atividade biodindmica das membranas neuronais,
regulacdo de canais ibnicos e receptores e na transcricdo génica (BOURRE et al.,
1989; CLANDININ, 1999; YOUDIM et al., 2000; BOWEN; JUMP, 2002; CALON et
al., 2004; LEVANT et al., 2004; BAZAN, 2005).
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Esquema 1: ReacgGes de formacgédo de eicosanoides a partir dos acidos graxos 6mega-6 e 6mega-3.

Séries omega-6 Séries 6mega-3
acido linol éico acido alfa-linolénico
C18:2 dmega-6 C18:3 dmega-3
7 deltas- ‘\ '
¥ Q&fsaturasf!/ l
acido gama- " cido estearidénico
||nolen|‘co [C18:4 6mega-3
C18:3 dmega-6 /_______
elongase \
-— —_—
oy
8 ___¥ N Y
= acido dinomogama- C20:4 6mega-3
§ T 44— linoléico
3 2 C20:3 6mega-6
i o -
" deltas-
2 ¥ WSalumse v o m
v acido araquiddnico — EPA %’. a8
5§ 4— C2045mega-b C20:5 dmega-3 . §
83 — 8
W w a
l ‘ elongase
\__ ¥
DHA B DHA
C22:4 dmega-6 C22:5 Gmega-3
7 delta-d-
q_.—.
v Qj}_ssammse vy
DHA — DHA
C22:5 Gmega-6 C22:6 mega-3

EPA = acido eicosapentaendico
DHA = acido docosahexaenoico

Fonte: (MARTIN, 2006).

Os PUFAs 6mega-3 estéo diretamente relacionados com funcéo neuronal
e existe um grande interesse em se demonstrar qual o papel exercido por estes
acidos graxos em neuropatologias como a doenca de Alzheimer, a esquizofrenia, a
isquemia e epilepsia, esclerose multipla e depressdo (LAURITZEN et al., 2001,
BLONDEAU et al., 2002; CALON et al., 2004; WEINSTOCK-GUTTMAN et al., 2005;
McNAMARA; CARLSON, 2006; ROSS, 2007; DA SILVA et al., 2008).

Entretanto, existem poucos estudos relacionados com o uso dos PUFAs
Omega-3 na doenca de Parkinson. Um estudo epidemioldgico desenvolvido por DE
LAU et al. (2005) verificou que uma dieta rica em PUFAs esta diretamente

associada a uma reducgao do risco de desenvolvimento de doenca de Parkinson.
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Samadi et al. (2006) demonstraram que a administracdo de DHA (100
mg/kg) promoveu uma reducdo em cerca de 40% da discinesia induzida por
levodopa em um modelo de DP em primatas. Os autores propuseram que este efeito
do DHA pode ser explicado pela ativacdo de receptores nucleares que operam como
fatores de transcrigao.

Os efeitos dos acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) em doencas
neuroldgicas como a doenca de Alzheimer, a DP, e a esclerose multipla podem estar
relacionados a sua capacidade de inibir varios mecanismos que induzem a leséo
neuronal, incluindo a reducdo da apoptose e da neuroinflamacdo, essas
caracteristicas indicam que os &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) possuem um
grande potencial clinico para serem usados em varias doencas neurodegenerativas,
inclusive combinada com outras terapéuticas farmacoldgicas (DELATTRE et al.,
2010).

A adicdo de PUFAs na dieta influencia diretamente em processos
biolégicos importantes devido a alteracdes estruturais e funcional na membrana
fosfolipidica, influenciando na producdo de mediadores inflamatérios como os
eicosanoides. A funcdo imune e inflamatéria pode ser regulada por AG 6mega-3 e
oméga-6 que sdo precursores de eicosandides. Derivativos dos AGE, como o
dihomogamalinolénico e o araquidénico, do tipo ©Omega-6, e o0 &cido
eicosapentaendico (EPA), da série 6mega-3, sao de importancia impar, por serem
precursores de mediadores lipidicos envolvidos em muitas fungcdes metabolicas
fisiolégicas (Esquema 1) (SIMOPOULOS, 2002; CALDER, 2003)

Entre os AG de cadeia longa, os que mais incorporam as membranas
celulares sdo: os 6mega-3 (acido eicosapentandico (EPA) e o docosahexandico
(DHA)) o acido araquidbnico (bmega-6) e o acido oleico (omega-9), todos em ordem
de decrescente de concentracdo na membrana, tendo efeitos na estabilidade e
fluidez da membrana. Os AGE sdo os que mais sofrem peroxidagdo lipidica por
possuirem mais insauracfes e, sd0 mais instaveis que os AG monoinsaturados
(AGMI) 6mega-9 ou saturados. Os AGPI dmega-3 sdo oxidados mais rapidamente
que os PUFAs Omega-6 e sdo mais susceptiveis a peroxidacdo lipidica
(ANDERSSON et al., 2002).

A importancia da atividade dos PUFAs 6mega-3 no sistema nervoso
central e em diferentes patologias tem sido destacada em muitas pesquisas em
animais e humanos (CALON; COLE, 2007; MAZZA et al., 2007; DA SILVA et al.,
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2008). Alguns autores referem que no envelhecimento, bem como em doencas
neurodegenerativas como a DP e doenca de Alzheimer, ha uma reducdo desses
PUFAs nas membranas dos neurdnios (YOUDIM et al., 2000).

A maioria dos estudos com PUFAs destacam o DHA, o acido graxo com
maior prevaléncia no sistema nervoso central, como sendo o responséavel pelo fator
bioativo na acdo protetora em neuropatologias. O DHA € encontrado principalmente
em membranas sinaptossomais, vesiculas sinapticas e cones de crescimento e
exerce um importante papel na membrana das células nervosas (BAZAN, 2005;
SAMADI et al., 2006; CALON; COLE, 2007).

Devido ao largo espectro de atividade dos PUFAs w-3, é possivel que
eles possam intervir em varios niveis no processo de degeneracdo neuronal
observados na DP. Além do seu papel na fluidez das membranas, a liberacdo de
PUFAs w-3 dentro das células pode ativar mecanismos de acado relacionados a
fatores neurotroficos e reducdo do estresse oxidativo, da apoptose e da inflamacgéo
(BOUSQUET et al., 2011).

Os efeitos modulatérios dos PUFAs w-3 sobre o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e fator neurotrofico derivado das células da glia (GDNF)
tem atraido bastante atencdo devido ao importante papel desses fatores
neurotréficos na regeneracdo neuronal. Rao e colaboradores (2007) verificaram que
em ratos com deficiéncia de PUFAs w-3 havia uma reducdo na expressado de BDNF
através de uma via dependente de p38 MAPK. A supra-regulacdo de BDNF e do seu
receptor tem sido identificada como um mecanismo potencial de agcédo subjacente ao
efeito benéfico dos PUFAs w-3 observados em camundondos tratados com MPTP
(BOUSQUET et al., 2009).

Desde que foi observada uma reducédo dos niveis de BDNF no cérebro de
pacientes com DP post-mortem, a administracdo de PUFAs w-3 passou a ser uma
estratégia atrativa na tentativa de estimular a producdo de BDNF no cérebro, uma
vez que esses fatores neurotréficos sdo incapazes de atravessar a barreira
hematoencefalica (BOUSQUET et al., 2011).

As propriedades antioxidantes dos PUFAs w-3 tém sido atribuidas a sua
capacidade de modular a atividade da glutationa redutase, uma enzima antioxidante,
bem como reduzir a quantidade de proteinas oxidadas, o dano ao DNA e as

espécies reativas do oxigénio (BAZAN, 2005).
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Foi demonstrado que o DHA e o seu derivado, a neuroprotectina-1,
promovem aumento da expressao de proteinas anti-apoptoéticas como BCL-2 E BCL-
XL, enquanto reduz a expressao de proteinas pré-apoptoticas, como o BAX, BID e
BAD, todas envolvidas nos processos de apoptose observados no cérebro de
pacientes portadores da doenca de Parkinson Além disso, os PUFAs w-3 parecem
exercer seus efeitos anti-apoptoéticos pelo menos em parte, através da modulacao
das caspases (BAZAN, 2005; ALVES DA COSTA & CHECLER, 2011).

Estudos em animais demonstram claramente que a ingestdo oral de
PUFAs O0mega-3 pode alterar as concentracdes cerebrais de DHA e, portanto
modificar fungbes cerebrais. Isto pode sugerir que PUFAs 6mega-3 poderiam ser
utiizados como uma ferramenta nutricional ou farmacéutica em desordens
neuroldgicas como a doenca de Alzheimer e a DP. Os PUFAs 6mega-3 sdo capazes
de modificar o processo inflamatorio, de ativar diferentes vias de sinalizagéo celular
e possuem propriedades antioxidantes e anti-apoptoticas, essas acdes estdo
relacionadas com possiveis efeitos neuroprotetores, portanto esses acidos graxos
parecem ter um grande potencial para serem utilizados na clinica.

Ainda existe a possibilidade da associacdo dos PUFAs Odmega-3 com
outras substancias farmacoldgicas ja conhecidas (CALON; COLE, 2007). Contudo,
muitos estudos sdo necessarios para avaliar o papel dos PUFAs 6mega-3 e elucidar
seus efeitos na inibicdo da progressao da DP e no seu tratamento crbnico, o que

justifica a importancia desse trabalho.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar os efeitos dos PUFAs dmega-3 (Proepa®) utilizando um
modelo animal da DP produzido pela injecdo estereotaxica da neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) em corpo estriado de rato e determinar seus efeitos

sobre a neurodegeneracao envolvida na fisiopatologia dessa doenca.

4.2 Especificos

» Verificar as alteraces comportamentais dos animais submetidos
a leséo intraestriatal com 6-OHDA e tratados com suplementacdo diaria de
PUFAs 6mega-3 (Proepa®);

» Avaliar o0 estresse oxidativo determinando o indice de
peroxidacdo lipidica (TBARS), e a producdo de nitrito/nitrato no corpo
estriado, hipocampo e cortex pré-frontal dos animais tratados com
suplementacao diaria de PUFAs 6mega-3 (Proepa®).

» Analisar as alteracdes dos neurotransmissores envolvidos no
processo neurodegenerativo da DP, através da determinacdo nas
concentracbes das monoaminas: noradrenalina (NE), dopamina (DA), 5-
hidroxitriptamina (5-HT) e seus metabdlitos no corpo estriado dos animais
tratados com suplementacao diaria de PUFAs dmega-3 (Proepa®);

» Analisar as alteracdes dos neurotransmissores envolvidos no
processo neurodegenerativo da DP, através da determinacdo das
concentracfes dos aminoacidos GABA, glutamato, aspartato, glicina e taurina
no corpo estriado dos animais tratados com suplementacédo diaria de PUFAs
omega-3 (Proepa®);

» Verificar o efeito dos PUFAs 6mega-3 (Proepa®) sobre o perfil

lipidico dos animais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar, machos, com peso variando entre 200-
300g provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com
no maximo 6 animais, a temperatura média de 24 + 2°C em ciclos de alternancia

claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padréo e agua a vontade.
5.2 Aspectos éticos

O protocolo experimental serd encaminhado ao Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da UFC e os experimentos realizados de acordo com as

normas internacionais de uso de animais em experimentacao.

5.3 Tratamento dos animais

Os animais dos grupos 3 e 4 receberam dieta suplementar com PUFAs
omega-3 (Proepa® - ACHE, contendo 171mg/g de EPA e 114 mg/g de DHA) nas
doses de 1,5 e 3 g/kg, via oral, por gavagem diariamente durante vinte e oito dias,
enguanto os animais dos grupos 1 (sham) e 2 (6-OHDA) receberam solugao salina
(0,9%) nas mesmas condicdes. (Quadro 2). No quarto dia de tratamento os animais
foram submetidos a lesé@o nigroestriatal unilateral com injecdo estereotaxica de 6-
OHDA, e vinte e cinco dias ap6s o inicio do tratamento, os animais foram
submetidos ao teste rotacional com um agonista dopaminérgico, a apomorfina

(3mg/kg, i.p.). ( Esquema 2).



Quadro 2 — Protocolo de Tratamento Experimental
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GRUPOS Tratamento Dose |Viadeadm. |Duracdo do tto.
(g/kg) (dias)

1- Falso operado (sham) | Salina (controle -) - VO 28

2- Controle (6-OHDA) Salina (controle +) - VO 28

3- PUFA N-3 (2) Proepa® 15 VO 28

4- PUFAN-3 (4) Proepa® 3 VO 28

Esquema 2: cronograma esquematico do tratamento, cirurgia estereotaxica, testes comportamentais

e sacrificio dos animais tratados com 6mega-3.

1 2 25° a8*
dia dia dia dia
Inicio do
tratamento
Cirurgia M
g?tct;r_legtzxcl)%a Teste rotacional
_ com apomorfina e
salina(SHAM) teste de campo

5.4 Injecao estereotaxica unilateral com 6-OHDA

aberto

v

Sacrificio dos
animais

Existem hoje na literatura diversos modelos experimentais para o estudo
da DP (BELLISSIMO et al, 2005). Entre estes modelos o da 6-OHDA (6-

hidroxidopamina) € um dos mais utilizados por induzir a destruicdo de neurbnios

dopaminérgicos da via nigroestriatal, reproduzindo aspectos fisiopatolégicos e
farmacoldgicos da DP (DEUMENS et al, 2002).

A neurotoxina 6-OHDA possui sua estrutura molecular similar a estrutura

das catecolaminas (Figura 4), onde € captada pelos neurdnios catecolaminérgicos,

pelos mesmos transportadores das catecolaminas para o interior do neurdnio,
simulando um neurotransmissor. (SCHWARTING & HUSTON, 1996).
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Figura 4: Semelhanca entre as estruturas das catecolaminas e da 6-OHDA

7 T T H OH H
I
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6-OHDA DOPAMINE NORADRENALINE

Fonte: (BELLISSIMO et al, 2005).

E necessario o uso de um antioxidante (acido ascérbico a 0,2%) junto a 6-
OHDA, pois a mesma € rapidamente oxidada, e é importante que a neurotoxina
chegue intacta ao interior do neurdnio para que sua oxida¢ao s6 ocorra no interior do
mesmo, ocasionando a producdo de compostos neurotoxicos, como radicais livres,
levando & danos nas proteinas, membrana e DNA (BOVE et al, 2005).

A administracdo de 6-OHDA diretamente nos ndcleos da base € capaz de
destruir, de forma seletiva, os neurbnios catecolaminérgicos, ocasionando a
diminuicdo de diversos neurotransmissores, inclusive a dopamina, nos locais
administrados (SWARTING & HUSTON, 1996).

Nesse modelo ocorre uma destruicdo imediata e quase completa dos
neurdbnios dopaminérgicos da substancia negra, resultando em uma deple¢do dos
niveis de dopamina no estriado ipsilateral (mesmo lado) a injecdo. As mudancas
unilaterais na via nigroestriatal causadas pela injecdo de 6-OHDA levam a uma
assimetria funcional a qual é quantificada utilizando-se um teste rotacional (Figuras 5
e 6) induzido por agonistas dopaminérgicos diretos (apomorfina) ou indiretos
(anfetamina) (DEUMENS et al., 2002).
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Figura 5: demonstracdo do local da injecdo estereotaxica e sentidos da rotacdo ipsilateral e

contralateral.

Rotacao

IPSILATERAL

Fonte: do autor.

Figura 6: animal durante teste rotacional (em rotacdo contralateral a leséo estriatal).

N

Fonte: do autor

Local da Injecédo
Estereotaxica

Rotacéo
CONTRALATERAL

Os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg, i.p.) e com

xilasina (5 mg/kg, i.p.). Apbés a anestesia foi verificado se o animal apresentava



43

reflexos dolorosos, a cabeca do animal foi fixada no aparelho esterotaxico
(INSIGHT, Ribeirdo Preto) através de duas barras de fixagdo inseridas nos meatos
auditivos externo do animal e uma barra de fixacao nos incisivos (Figura 7).

Logo apos, foi realizada a tricotomia e assepsia da regido superior da
cabeca. Apés a incisdo da pele com uma tesoura cirdrgica, foi feita a remocao do
tecido subcuténeo e do periodsteo, expondo o bregma e o lambda.

AplOs a marcacdo das coordenadas antero-posterior (A-P) e médio-
lateral (M-L), foram perfurados 3 orificios laterais no lado direito do cranio com broca
elétrica e receberam uma aplicacdo em cada orificio com injecdo estereotaxica
unilateral de 6-OHDA (injecdes de 2ul de uma solucdo de 6-OHDA dissolvido em
salina 0,9% contendo 0,2% de acido ascorbico em uma concentragdo final de 12 ug
/ul) dentro do corpo estriado direito (A-P 0,9/1,4; M-L 3,8; D-V 3,3 a partir do
bregma), de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON 1986),
usando uma seringa Hamilton de 5 pl . A seringa foi deixada no local de aplicagéo
por 2 minutos para assegurar que o seu conteudo tenha sido injetado corretamente

e depois ela sera retirada cuidadosamente (Figura 8) (KIM et al, 1998).

Figura 7: fixacdo do animal no aparelho esterotaxico.

Fonte: do autor.
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Figura 8: injecao estereotéxica.

Fonte: do autor.

5.5 Estudo comportamental

5.5.1 Teste rotacional

Os animais foram submetidos ao teste rotacional vinte e cinco dias
ap6s o inicio do tratamento com 6mega-3. O comportamento rotacional foi
determinado através do monitoramento das rota¢des induzidas por apomorfina (3
mg/kg, i.p.), que induz um comportamento rotacional na dire¢cdo contréria a lesdo
(lado contralateral) e o numero de rotacfes completas em volta do proprio eixo foi
observada durante 60 minutos (KIM et al, 1998).

5.5.2 Teste de campo aberto

Este teste foi baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e
ratificado por Archer (1973), e permite uma avaliagcdo da atividade estimulante ou
depressora de um dado composto. Os animais foram colocados, 60 minutos apés o
tratamento, em um campo-aberto confeccionado de madeira, o chdo € branco,
impermeavel e divido em 25 quadrantes de 20 x 20 cm cada, totalizando uma

superficie de 100 x 100 cm. Em volta de cada lado do quadrado ha uma parede de
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50 cm de altura. O ambiente do teste possui uma iluminagdo vermelha, para
uniformizar as cores do campo visual do animal. O inicio do teste se da quando o
rato é colocado no centro do campo aberto, e a partir deste momento comeca a
contagem do tempo estabelecido: 5 minutos, sendo avaliados a atividade
exploratdria dos animais verificando o numero de cruzamentos entre os quadrantes,
0 numero total do levantar para explorar o ambiente (“rearing), 0 nimero de auto-
limpeza (“‘grooming”), o numero de bolos fecais e 0 tempo em que 0s animais

permaneceram parados (Figura 9).

Figura 9: animal em teste de campo aberto.

Fonte: do autor.
5.6 Determinacdo do indice de peroxidacdo lipidica e producéo de nitrito
No vigésimo oitavo dia de tratamento, os animais foram sacrificados e as

areas cerebrais (corpo estriado esquerdo e direito, hipocampo e cortex frontal) foram
retiradas e analisadas.
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5.6.1 Determinacao da peroxidacdao lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacado em corpo estriado de ratos foi medido atraves
da determinacdo das concentracdes de substancias reativas do acido tiobarbitdrico
(TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990), seguindo o protocolo a
sequir.

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% em solucéo
de cloreto de potéassio (KCl) 1,15 %. Um volume de 0,25 mL do homogeneizado foi
misturado a 1 mL de solugéo de acido tricloroacético a 10% e acrescido de 1 mL de
solucdo de &cido tiobarbittrico 0,6%. Apds a agitacao, essa mistura foi mantida em
um banho de agua fervente (95-100°C) por 15 min., adicionado o n-butanol (2:1 v/v),
a seguir resfriada em banho de gelo por alguns minutos e posteriormente
centrifugada (800xg, 5 min). O contetdo de TBARS foi determinado em
espectrofotometro a 535 nm. Os resultados foram expressos em micromol de
malonildialdeido (MDA) por mg de proteina.

5.6.2 Determinacao do contetdo de nitrito e nitrato

5.6.2.1 Preparacéo da Curva Padrao

Foram pesados 7mg de NaNO; e dissolvidos em 10 mL de &gua destilada
(estoque-10mM) e feitas as diluicdbes em série (10 e 20x), ficando 1mM, 100uM,
10uM, 5uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM, 0,312uM. Foi realizada uma equagéo da reta
para o calculo das concentra¢des do teste (GREEN et al., 1981).

Foram preparados homogenatos da éarea cerebral a 10% (w/v) em
solucéo de cloreto de potassio (KCI) 1,15 %. Apds a centrifugacdo (800xg, 10 min)
0os sobrenadantes foram coletados e a producdo de NO determinada através da
reacao de Griess. Uma aliquota de 100 pl do sobrenadante foi incubada com 100 pl
do reagente de Griess [sulfanilamida 1 % em H3PO, 1 %/N-(-1-naphthyl)-
ethylenediamine 0,1 %/ H3PO, 1 % / diluido em agua (1:1:1:1)] a temperatura
ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 550nm.
A concentragdo de nitrito (UM) foi determinada a partir de uma curva padrao de
NaNO:..
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5.6.3 Determinacao da concentracdo de monoaminas e seus metabolitos com HPLC

Os niveis cerebrais de monoaminas foram estudados em homogenatos a
10% preparados em tampéao fosfato de sédio (150mM; pH 7,4).

Para a determinacdo de neurotransmissores (DA, NE, 5-HT) e metabdlitos
(DOPAC, HVA, 5HIAA) foi utilizado um equipamento de HPLC da Shimadzu, modelo
LCD-6A com deteccdo amperométrica. Para a separacdo dos compostos foi utilizada
uma coluna de fase reversa (Shim-Pack CLC-ODS, 25cm). A fase movel foi
preparada com &cido citrico monohidratado 150mM, octil sulfato de sédio 67mM,
tetrahidrofurano 2%, acetonitrila 45, preparados em agua deionizada. O pH da fase
movel foi ajustado para 3,0, utilizando-se NaOH 10 mM. A quantificacdo dos picos

obtidos foi realizada com o auxilio de uma curva-padrao.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre o0s
resultados obtidos nos diferentes grupos foi utilizado o teste t-Student (comparacao
entre duas meédias) ou andlise de variancia seguida do teste de Tukey (post hoc). As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05. Os

valores foram expressos como Média £ EPM.
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7 RESULTADOS

7.1 Determinacdo dos efeitos do dmega 3 no comportamento rotacional

induzido por apomorfina em ratos submetidos ao modelo da 6-OHDA

Trés semanas apds a injecdo intraestriatal de 6-OHDA foi administrada
apomofina (3 mg/kg, i.p.) e o0s animais exibiram comportamento rotacional na
direcéo oposta ao lado da lesdo (rotacéo contralatertal). Um aumento significativo no
namero de rotacdes induzidas por apomorfina foi observado nos animais controles
lesionados com 6-OHDA, quando comparado ao grupo falso operado (sham)
(226,9£28,8 vs. 0,2+0.1 rotacdes/h; [F (3, 51)=20,78; p<0.001)).

Uma recuperagcdo motora parcial foi observada nos animais lesionados
com 6-OHDA e tratados com émega 3, que reduziu significativamente o numero de
rotagOes induzidas por apomorfina em torno de 40 e 75 % (nas doses de 1,5 e 3,0
g/kg, i.p., respectivamente), quando comparados com 0 grupo controle lesionado
com 6-OHDA (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Determinacdo dos efeitos do émega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 g/kg, v.o. diariamente

durante 28 dias) no comportamento rotacional induzido por apomorfina (3 mg/kg, i.p.) durante 60 min,

em ratos com lesdo estriatal por 6-OHDA.

300+

N
o
?

|_\
o
2

RotacOes/hora

Nota: Os resultados s@o expressos como média £+ EPM do numero de experimentos (6-8). Foram
usados o teste ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs falso operado, b vs controle (6-OHDA) e ¢

vs 6mega 3 1,5 respectivamente, com p<0,05.
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7.2 Andlise do comportamento locomotor no teste do campo aberto em ratos
com leséao estriatal por 6-OHDA, tratados com 6mega 3

A andlise estatistica indicou diferencas significativas no parametro
locomotor no teste de campo aberto. O grupo lesionado com a 6-OHDA apresentou
um declinio de cerca de 70 % sobre na atividade locomotora quando comparado ao
grupo falso operado (Falso operado: 25,2+2,6; 6-OHDA Controle: 6,7+1,2).

O tratamento com 6mega 3 nas duas doses, promoveu um aumento na
atividade exploratéria horizontal em torno de 66 e 195 % (6mega 3 1,5 e 3,0 g/kg,
v.0., durante 28 dias, respectivamente), quando comparados com o grupo controle
lesionado com 6-OHDA [F (3, 30)=17,98; p<0,001] (Grafico 2).



52

Gréfico 2 - Determinacao do efeito do 6mega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 g/kg, v.o. diariamente durante

28 dias) no numero de cruzamentos no teste de campo aberto, em ratos com lesdo estriatal por 6-

OHDA,

30+

Atividade locomotora

Nota: Os resultados s@o expressos como média £+ EPM do numero de experimentos (6-8). Foram
usados o teste ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs falso operado, b vs controle (6-OHDA) e ¢

vs 6mega 3 1,5 respectivamente, com p<0,05.
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Na avaliagdo da atividade exploratéria vertical (“rearing “) os resultados
mostraram que o0s animais do grupo falso operado apresentaram uma maior
frequéncia de rearing quando comparado ao grupo 6-OHDA controle (Falso operado:
12,1+1,6; 6-OHDA Controle: 4,0+0,6). Com relacdo aos grupos tratados com émega
3 houve um aumento em cerca de 37 e 137% nas doses de 1,5 e 3,0 g/kg, v.o.,
respectivamente, quando comparados ao grupo 6-OHDA controle [F (3, 26)=14,9;
p<0,001] (Gréafico 3).

Houve uma reducdo em 75 % do grooming nos animais do grupo 6-
OHDA controle em relagdo aos animais do grupo falso operado (Falso operado:
5,3%0,4; 6-OHDA Controle: 1,3+0,3). Com relagcé&o aos grupos tratados com émega 3
houve um aumento em cerca de 75 e 15% nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, v.o.,
respectivamente, quando comparados ao grupo 6-OHDA controle [F (3, 30)=19,1;
p<0,001] (Grafico 3).
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Gréfico 3 - Determinacao do efeito do 6mega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 g/kg, v.o. diariamente durante
28 dias) no numero de grooming no teste de campo aberto, em ratos com lesdo estriatal por 6-OHDA.

8-

(@)
1

Grooming

Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do ndmero de experimentos (6-8). Foram
usados o teste ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs falso operado, b vs controle (6-OHDA) e ¢

vs 6mega 3 1,5 respectivamente, com p<0,05.



55

7.3 Determinacdo dos efeitos do 6mega 3 sobre a peroxidacdo lipidica em
ratos submetidos a injecéo intraestriatal com 6-OHDA

A peroxidacdo lipidica foi avaliada através da determinacdo de
substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) com a finalidade de demonstrar
a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA e os efeitos do 6mega 3 sobre o estresse

oxidativo.

As figuras 06, 07 e 08 mostram os efeitos da administragcdo crbnica do
Omega 3 nas doses de 1,5 g/Kg e 3,0 g/Kg sobre o conteddo de MDA no cértex pré-

frontal (CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE), respectivamente.

Os resultados mostraram que a exposicdo das células do CPF, HC e CE a
6-OHDA (6ug/ul) causou um aumento no contetdo de MDA de (6-OHDA: 75 %, 44%
e 104 %; respectivamente) quando comparado com o grupo controle, demonstrando
gue o estresse oxidativo tem um papel importante no mecanismo de lesédo induzida
pela 6-OHDA (Falso operado CPF, HC, CE: 508,7+£33,5; 529,0+23,4; 326,3+35,5; 6-
OHDA controle: 892+55,9; 763,9+33,9, 666,7+25,7; respectivamente) (Grafico 4,
Gréfico 5 e Grafico 6)

No CPF os grupos lesionados e tratados com émega 3 1,5 (833,2+28,7)
ou 6mega 3 3,0 (1011+45,6) ndo apresentaram diferenca nos niveis de TBARS
quando comparado com o grupo 6-OHDA controle (892+55,9) [F(3,23)=25,74;
p<0,001] (Grafico 4).

O 6mega 3 foi capaz de reduzir a peroxidagéo lipidica no HC em 47%,
somente na dose de 3,0 g/Kg e no CE houve reducédo de 17 % e 44 % nas doses de
1,5 g/Kg e 3,0 g/Kg, respectivamente, quando comparado ao grupo 6-OHDA controle
[HC — F(3,23)=48,99;p<0,0001; CE- F(3,27)=31,22;p<0,0001] (Gréfico 5 e Grafico 6).
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Gréfico 4 - Efeito do dGmega 3 sobre a peroxidagao lipidica no cortex pré-frontal de ratos submetidos

ao pré-tratamento com 6-OHDA.
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Nota: Os valores representam a média + E.P.M das quantidades de TBARS expressos em MDA/g de
tecido. Foram utilizados 6-8 animais por grupo; p<0,001 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). a vs
falso operado, b vs 6-OHDA controle, ¢ vs 6-OHDA+W3 1,5.
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Gréfico 5 - Efeito do 6mega 3 sobre a peroxidacao lipidica no hipocampo de ratos submetidos ao pré-

tratamento com 6-OHDA.
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Nota: Os valores representam a

média £ E.P.M das quantidades de TBARS expressos em MDA/g de

tecido. Foram utilizados 6-8 animais por grupo; p<0,001 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). a vs
falso operado, b vs 6-OHDA controle, ¢ vs 6-OHDA+W3 1,5.
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Gréfico 6- Efeito do 6mega 3 sobre a peroxidagao lipidica no corpo estriado de ratos submetidos ao

pré-tratamento com 6-OHDA.
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Nota: Os valores representam a média = E.P.M das quantidades de TBARS expressos em MDA/g de
tecido. Foram utilizados 6-8 animais por grupo; p<0,001 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). a vs
falso operado, b vs 6-OHDA controle, ¢ vs 6-OHDA+W3 1,5.
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7.4 Efeitos do 6mega 3 sobre a producéo de nitrito/nitrato em ratos submetidos

ao pré-tratamento com 6-OHDA

A concentracdo de nitrito/nitrato em condicdes fisiolégicas é baixa,
entretanto, quando ha estresse oxidativo esse valor se eleva muito acima do normal.
Isso é 0 que acontece em células expostas a 6-OHDA como mostram o0s resultados
do CPF, HC e CE que apresentaram um aumento de 185 %, 158,7 % e 532 %,
respectivamente (Falso operado: 4,1+0,55; 3,97+0,67; 1,89+0,26; 6-OHDA:
11,7+0,68; 10,27+0,56; 11,96+1,2, respectivamente) (Tabela 1).

O tratamento com 0mega 3 na dose de 1,5 g/kg, v.0. promoveu uma
reducdo na concentracao de nitrito/nitrato em todas as areas testadas, no cortex pré-
frontal houve reducdo de 28 %, no hipocampo de 30 % e no corpo estriado de 57,7
%, quando comparados ao grupo 6-OHDA controle de cada é&rea cerebral

correspondente.

Tabela 1 - Efeitos do dmega 3 sobre a producgdo de nitrito/nitrato em ratos submetidos ao pré-

tratamento com 6-OHDA

Grupos Hipocampo Cortex Corpo estriado
frontal
Falso operado 3,97+0,60 4,1+0,55 1,89+0,26

6-OHDA Controle 10,2+0,562 11,7+0,68° 11,96+1,2°

Omega 31,5 7,13+0,47%°  8,440,77*"  5,06+0,59 2"

Fonte: primaria.

Nota: O 6mega 3 (1,5 e 3,0 g/kg, v.0.) foi administrado durante 28 dias. Os controles
foram tratados com salina 0,9%. No 28° dia, apds a realizacdo dos testes comportamentais, 0s
animais foram sacrificados e o corpo estriado utilizado para determinacdo da concentracdo de
nitrito/nitrato (umol/g de tecido). Os resultados sao expressos como média + EPM do namero de

experimentos (7-8). a vs Falso operado, com p<0,05 (ANOVA e teste de Tukey como teste post hoc).
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7.5 Determinacdo das concentragcfes de dopamina (DA) e seus metabdlitos
(DOPAC E HVA), Noradrenalina (NA), Serotonina (5-HT) e seu metabdlito (5-
HIAA) no corpo estriado de ratos com leséo por 6-OHDA, tratados com omega
3.

A injecdo de 6-OHDA produz dano oxidativo que resulta em destruigao
neuronal, como indicado pela reducdo das concentracbes das monoaminas e dos
seus metabdlitos no lado ipsilateral (35-60 %), quando comparado com o lado
contralateral dos animais controles. Nenhuma diferenca foi observada nos lados
contralaterais entre grupos falso operado, controle lesionado com 6-OHDA e dos
animais lesionados com 6-OHDA e tratados com émega 3.

Foi observada uma reducao significativa da concentracdo de dopamina
(DA) no lado ipsilateral dos controles (61 %). No entanto, nos animais tratados com
Omega 3 nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, essa reducdo foi de 24 e 26 %,
respectivamente [F (3,29)=23,02; p<0,0001] (Grafico 7), indicando uma recuperacao
significativa. O mesmo ocorreu com 0 seu metabdlito, DOPAC, que teve uma
reducdo de 35 % no grupo controle, e em torno de 6 e 0,3 % nos grupos tratados
com O0mega 3, nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, respectivamente [F (3,28)=3,98;
p<0,01]. Além disso, a concentracdo de HVA também diminuiu em torno de 43 %
nos controles, e cerca de 23 % no grupo lesionado e tratado com émega 3 na dose
de 1,5 e no grupo tratado com dmega 3 na dose de 3,0 foi verificado um aumento de
28 % nos niveis de HVA quando comparados ao grupo falso operado (F (3,
27)=10,70; p<0,0001) (Grafico 7).

Foi observada uma reducdo da concentracdo de noradrenalina (NA) no
lado ipsilateral dos animais controles (34 %), no grupo tratado com 6mega 3, na
dose de 1,5 n&o foi observada nenhuma reducdo e no grupo tratado com émega 3,
na dose de 3,0 mg/kg, uma reducdo de aproximadamente 20 % [F (3,29)=3,62;
p<0,05], como mostrado na (Gréfico 8).

A concentracdo de serotonina (5-HT) reduziu em cerca de 60 % nos
grupos controles (6-OHDA) no lado ipsilateral quando comparado ao grupo falso
operado. Por outro lado, no grupo tratado com 6mega 3, na dose de 1,5 mg/kg foi
verificado um aumento de 15 % e, no grupo tratado com 6mega 3, na dose de 3,0
mg/kg foi observada uma reducéo de 10% em comparacao ao grupo falso operado
[F (3, 23)=10,01; p<0,001]. A concentracéo de 5HIAA reduziu em cerca de 50 % nos
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grupos controles (lesionados com 6-OHDA) no lado ipsilateral quando comparado ao
grupo falso operado. Por outro lado, no grupo tratado com dmega 3, na dose de 1,5
mg/kg foi verificado um aumento de 35 % e, no grupo tratado com 6mega 3, na dose
de 3,0 mg/kg foi observada uma reducdo de 23 % [F (3, 24)=10,10; p<0,001]
(Grafico 8). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre o grupo falso
operado (nos lados ipsilateral e contralateral) e o lado contralateral dos ratos

lesionados com 6-OHDA (controle).



62

Gréfico 7 - Determinacdo das concentracfes de DA e seus metabdlitos (DOPAC e HVA) em corpo
estriado de ratos com lesdo induzida por 6-OHDA, e tratados com émega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0

mg/kg, v.o. diariamente durante 28 dias)
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Nota: Os resultados séo expressos como média £ EPM do numero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA) e ¢ vs W 3 1,5, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e Teste de
Tukey post hoc).
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Gréfico 8- Determinagdo das concentracoes de NA e 5-HT e seu metabolito (5-HIAA) em corpo
estriado de ratos com leséo induzida por 6-OHDA, e tratados com édmega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0

mg/kg, v.o. diariamente durante 28 dias)
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Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do nimero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA) e c vs W3 1,5, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e Teste de
Tukey post hoc).
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7.6 Determinacdo das concentracdes dos aminoacidos aspartato (ASP),
glutamato (GLU), glicina (GLI), taurina (TAU) e GABA no corpo estriado de

ratos com lesdo por 6-OHDA, tratados com omega 3.

Os Gréficos 9, 10, 11, 12 e 13 mostram que a lesdo estriatal por 6-OHDA
reduziu a concentracdo de aspartato (1,63 + 0,2 umol/g de tecido) e aumentou as
concentragcbes de glutamato (12,3 + 1,3 pmol/g de tecido), glicina (8,97 + 0,37
pmol/g de tecido), taurina (8,86 + 1,0 umol/g de tecido) e GABA (25,58 + 1,77 umol/g
de tecido) quando comparado com o grupo falso operado (ASP: 4,9 + 0,4; GLU: 0,46
+0,02; GLI: 4,6 + 0,27; TAU: 5,36 + 0,3; GABA: 5,52 + 0,6 ymol/g de tecido).

O tratamento com O0mega 3 na dose de 1,5 g/kg promoveu uma
recuperacdo dos niveis de aspartato para concentragdes muito proximas daquelas
encontradas no grupo falso operado, o aumento do conteudo de aspartato foi de 187
% quando comparado ao grupo 6-OHDA controle (6-OHDA+W3 1,5: 4,69 + 0,42
pmol/g de tecido) [F (3, 29)=29,93; p<0,001] (Grafico 9).

O tratamento com 6mega 3 na dose de 3,0 g/kg ndo alterou a reducéo do
conteudo de aspartato induzido por 6-OHDA, quando comparado ao grupo controle,
lesionado com 6-OHDA e tratado com salina 0,9 %. (6-OHDA+W3 3,0: 1,34 + 0,25
pmol/g de tecido) (Gréfico 9).

O Grafico 10 mostra que a neurotoxina 6-OHDA promoveu um aumento
de quase 30 vezes na concentracao de glutamato quando comparado ao grupo falso
operado e que o tratamento com dmega 3 nas doses de 1,5 e 3,0 g/kg, reduziu as
alteracdes nos conteudos de glutamato provocadas pela 6-OHDA, causando uma
reducdo desses niveis de 61 % e 92 %, respectivamente (Falso operado: 0,46 +
0,02; 6-OHDA Controle: 12,37 + 1,32; 6-OHDA+W3 1,5: 4,8 + 0,45; 6-OHDA+W3
3,0: 0,95 + 0,14 pymol/g de tecido) [F (3, 28)=60,69; p<0,001].

Com relacéo as concentracdes de glicina, o grafico 11 mostra que nos
animais do grupo controle (6-OHDA) houve um aumento na concentracao de glicina
em torno de 95 % quando comparado ao grupo Falso operado (Falso operado: 4,6 +
0,27; 6-OHDA Controle: 8,97 + 0,37) e que o tratamento com 6mega 3 na dose de
1,5 g/kg ndo promoveu nenhuma alteracdo significativa nos niveis de glicina, ja o

tratamento com a maior dose (3,0 g/kg) foi capaz de reduzir as alteragbes nos
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contelidos de glicina provocadas pela 6-OHDA, promovendo uma recuperacao para
niveis préoximos daqueles observados nos animais do grupo Falso operado (6-
OHDA+W3 1,5: 8,42 + 0,43; 6-OHDA+W3 3,0: 3,95 + 0,21 umol/g de tecido) [F (3,
25)=61,20; p<0,0001].

Um resultado semelhante foi observado com relacdo ao aminoacido
taurina, como mostra a Grafico 12. Nos animais do grupo 6-OHDA Controle foi
verificado um aumento na concentracdo de taurina em torno de 65 % quando
comparado ao grupo Falso operado (Falso operado: 5,36 + 0,3; 6-OHDA Controle:
8,86 + 1,0). O tratamento com 6mega 3 na dose de 1,5 g/kg ndo promoveu nenhuma
alteracdo significativa nos niveis de taurina, ja o tratamento com a maior dose (3,0
g/kg) foi capaz de reduzir as altera¢des nos conteudos de taurina provocadas pela 6-
OHDA, promovendo uma recuperagdo para hiveis proximos daqueles observados
nos animais do grupo Falso operado (6-OHDA+W3 1,5: 7,33 + 0,84; 6-OHDA+W3
3,0: 5,58 + 0,56 pmol/g de tecido) [F (3, 26)=5,06; p<0,01].

O Grafico 13 mostra que a neurotoxina 6-OHDA promoveu um aumento
de quase 5 vezes na concentracdo de GABA quando comparado ao grupo Falso
operado e que o tratamento com dmega 3 nas doses de 1,5 e 3,0 g/kg, reduziu as
alteracdes nos conteldos de GABA provocadas pela 6-OHDA, causando uma
reducdo desses niveis em 47 % e 78 %, respectivamente (Falso operado: 5,52 +
0,66; 6-OHDA Controle: 25,58 + 1,77; 6-OHDA+W3 1,5: 13,44 + 1,19; 6-OHDA+W3
3,0: 5,6 + 0,44 pmol/g de tecido) [F (3, 30)=66,04; p<0,0001].

Esses resultados indicam uma recuperacao parcial, mas significativa, dos

efeitos da neurotoxina apds tratamento com dmega 3.
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Gréfico 9 - Determinagdo da concentracdo de Aspartato em corpo estriado de ratos com lesdo
induzida por 6-OHDA, e tratados com émega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, v.o. diariamente

durante 28 dias)

[ep}
]

IN
[]

N
1

Aspartato
(umol/g de tecido)

Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do nimero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA) e c vs 6-OHDA+W3 1,5, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e
Teste de Tukey post hoc).
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Gréfico 10 - Determinagdo da concentracdo de Glutamato em corpo estriado de ratos com leséo
induzida por 6-OHDA, e tratados com émega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, v.o. diariamente

durante 28 dias)
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Nota: Os resultados sdo expressos como média + EPM do nimero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA) e ¢ vs 6-OHDA+W3 1,5, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e
Teste de Tukey post hoc).
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Gréfico 11 - Determinacéo da concentracéo de Glicina em corpo estriado de ratos com leséo induzida
por 6-OHDA, e tratados com 6mega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, v.o. diariamente durante 28

dias)

Glicina
(umol/g de tecido)

Nota: Os resultados sé@o expressos como média + EPM do nimero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA) e ¢ vs 6-OHDA+W3 1,5, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e

Teste de Tukey post hoc).
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Gréfico 12 - Determinagcdo da concentragdo de Taurina em corpo estriado de ratos com lesdo
induzida por 6-OHDA, e tratados com émega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, v.o. diariamente

durante 28 dias)
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Nota: Os resultados sé@o expressos como média + EPM do numero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA) e ¢ vs 6-OHDA+W3 1,5, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e
Teste de Tukey post hoc).
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Gréfico 13 - Determinagcado da concentragdo de Taurina em corpo estriado de ratos com leséo
induzida por 6-OHDA, e tratados com émega 3 (nas doses de 1,5 e 3,0 mg/kg, v.o. diariamente

durante 28 dias)
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Nota: Os resultados sé@o expressos como média + EPM do numero de experimentos (6-8). a vs Falso
operado, b vs Controle (6-OHDA) e ¢ vs 6-OHDA+W3 1,5, respectivamente, com p<0,05 (ANOVA e
Teste de Tukey post hoc).



71

8 DISCUSSAO

A doenca de Parkinson € a segunda doenca degenerativa mais comum
depois da deméncia de Alzheimer e é considerada uma importante causa de
incapacidade crbénica na populagdo acima dos 55 anos de idade. Essa doenca é
caracterizada por uma degeneracao progressiva dos neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra pars compacta (SNpc), e em menor extensdo da area tegumentar
ventral (VTA), que causa uma intensa reducdo na concentracdo de dopamina no
estriado (DELATTRE et al., 2010; BOUSQUET et al., 2011).

As manifestagbes motoras da doenga de Parkinson ocorrem devido ao
processo de degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais que leva a
uma reducdo da modulacdo da dopamina estriatal e consegientemente, a
alteracdes motoras, como a hipocinesia (CALABRESI et al., 2007). A rigidez e o
tremor envolvem distirbios neuroquimicos mais complexos de outros
neurotransmissores (particularmente acetilcolina, noradrenalina, serotonina e
GABA), bem como dopamina (OLANOW et al., 1996).

A etiologia da doenca de Parkinson ainda ndo estd completamente
esclarecida, mas sabe-se que a degeneracdo neuronal pode resultar da
convergéncia de um conjunto de diferentes fatores patogénicos, incluindo disturbios
na homeostase do calcio, apoptose, excitotoxicidade, estresse oxidativo e
inflamacéo (ESPOSITO et al., 2007).

Embora ainda n&do exista um tratamento efetivo que seja capaz de
restaurar o numero de neurdnios dopaminérgicos estriatais, o tratamento com um
precursor dopaminérgico L-DOPA é considerado como sendo a droga mais eficaz no
controle dos sintomas da doenca de Parkinson, mas ele apresenta muitos efeitos
colaterais, particularmente a discinesia que limitam bastante o seu uso (SAMADI et
al., 2006).

Samadi et al. (2006) demonstraram que a administracdo de DHA (100
mg/kg) promoveu uma reducdo em cerca de 40% da discinesia induzida por
levodopa em um modelo de doenca de Parkinson em primatas. Os autores
propuseram que este efeito do DHA pode ser explicado pela ativagao de receptores

nucleares que operam como fatores de transcrigéo.
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Bousquet et al. (2008) realizaram um estudo utilizando o modelo animal
de doenca de Parkinson induzido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridino (MPTP)
em camundongos e demonstraram que os PUFAs 6mega-3 foram capazes de
proteger os neurdnios contra a neurotoxicidade causada pelo MPTP.

A leséo nigroestriatal unilateral induzida por 6-OHDA (6-hidroxidopamina)
tem sido largamente usada como um modelo animal da doenca de Parkinson. Nesse
modelo ocorre uma destruicdo imediata e quase completa dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra, resultando em uma deplecdo dos niveis de
dopamina no estriado ipsilateral a injecdo. As mudangas unilaterais na via
nigroestriatal causadas pela injecdo de 6-OHDA levam a uma assimetria funcional a
qual € quantificada utilizando-se um teste rotacional induzido por agonistas
dopaminérgicos diretos (apomorfina) ou indiretos (anfetamina) (DEUMENS et al.,
2002).

O presente trabalho mostrou que a injecao unilateral com 6-OHDA no
estriado produziu rotacdes induzidas por apomorfina, corroborando com os dados da
literatura descritos no paragrafo anterior. Esse efeito provavelmente envolve
supersensibilidade dos receptores dopaminérgicos causada pela perda dos
terminais dopaminérgicos, resultando em uma significativa reducéo da concentracdo
de dopamina no estriado lesionado com 6-OHDA (JOGHATAIE et al., 2004).

Os resultados mostrados neste trabalho demonstraram que a
suplementacdo com 6mega 3 nas doses de 1,5 e 3,0 g/kg promoveu uma
recuperacdo parcial no déficit motor representado pela redu¢do do comportamento
rotacional induzido pela apomorfina apresentado pelos animais com lesdo estriatal
por 6-OHDA. Essa reducdo pode ser atribuida aos efeitos benéficos do dmega 3,
atenuando a degeneracao estriatal.

Esses resultados estdo de acordo com os estudos realizados por Delattre
et al. (2010) que demonstraram uma marcante reducdo no comportamento
rotacional de animais que receberam suplementacdo de PUFAs (provenientes de
Oleo de peixe) e posteriormente foram submetidos a inje¢do estereotéxica de 6-
OHDA. Esses pesquisadores sugeriram que o 6mega 3 pode reduzir o déficit motor
através da estimulagédo do turnover dopaminérgico nos terminais remanescentes do
estriado lesionado, como foi determinado pelo aumento da taxa de conversdo
DOPAC/DA e HVA/DA verificado por eles.
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O teste do campo aberto tem como objetivo estudar a agdo do sistema
dopaminérgico, serotonérgico e noradrenérgico no comportamento emocional e
exploratorio através da exploracédo horizontal (locomocéo), vertical (rearing) e auto-
limpeza (grooming). E um teste muito utilizado como ferramenta na avaliacio de
substancias com acao sobre esses sistemas de neurotransmissao que provoguem
alteragcbes motoras (bradicinesia ou hiperlocomog¢édo) e emocionais (ansiedade)
(GHIDINI, 2006).

O dmega 3 promoveu uma melhora da funcdo motora dos animais néo so
demonstrada pela reducdo do comportamento rotacional induzido por apomorfina,
mas também na atividade exploratéria horizontal e vertical observada no teste do
campo aberto. Esse efeito pode estar relacionado com a sua atividade antioxidante,
gue culminou com a protecdo dos neurdnios dopaminérgicos contra a acao lesiva
dos radicais livres produzidos pela auto-oxidacdo da 6-OHDA e reducdo da morte
neuronal com consequente reducdo da hipersensibilizacdo dos receptores
dopaminérgicos e recuperacdo dos niveis de dopamina, levando assim, a essa
recuperagado motora.

O presente estudo mostrou que a injecado unilateral com 6-OHDA no
estriado causou uma diminuicdo significativa nos concentracdo de noradrenalina
(NE), dopamina (DA), DOPAC e HVA no lado ipsilateral quando comparados ao
grupo falso operado. Também foi observada uma reducdo na concentracdo de
serotonina (5-HT) e do seu metabdlito, 5-HIAA. Esses resultados sdo consistentes
com outros estudos que descrevem as alteracdes bioquimicas no estriado lesionado
com 6-OHDA (ICHITANI et al., 1994).

Muitos trabalhos (LUTHMAN et al., 1994; MOLINA-HOLGADO et al.,
1993) na literatura verificaram uma diminuicdo significativa nas concentracdes de 5-
HT e 5-HIAA em estriado de ratos apds lesdo com 6-OHDA.

O presente trabalho est4 de acordo com os resultados obtidos por
Karstaedt et al. (1994). Estes pesquisadores mostraram que seis semanas apoés a
lesdo com 6-OHDA, as concentragbes de 5-HT e 5-HIAA diminuiram
significativamente em corpo estriado de ratos. Segundo estes autores, a perda da
inervacdo dopaminérgica no estriado leva a um aumento do “turnover" da 5-HT e

uma deplecdo completa da 5-HT no corpo estriado.
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No presente estudo, a demonstracdo de que o tratamento com émega 3
pode atenuar os déficits motores induzidos por apomorfina sugere aumento nos
concentracdo de dopamina no estriado lesionado e consequente reducdo da
supersensibilidade do receptor. Esses resultados foram comprovados pela dosagem
das concentracdes de dopamina e seus metabdlitos que foram parcialmente
recuperados no lado ipsilateral dos grupos tratados com dmega 3 e lesionados com
6-OHDA.

Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento com émega 3 em
ratos lesionados com 6-OHDA reverteu significativamente a redugcdo das
concentracbes estriatais das monoaminas (NE, DA e 5-HT), assim como dos
conteudos dos seus metabdlitos (DOPAC, HVA e 5-HIAA), indicando um potencial
benéfico do 6mega 3 na doenca de Parkinson.

Varios estudos j& demonstraram a ocorréncia de alteracdes em outros
neurotransmissores decorrentes da degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos
estriatais na doenca de Parkinson. Entre elas a reducdo da concentracdo de
serotonina no corpo estriado e na substancia negra (BERNHEIMER et al., 1961), a
reducdo do conteludo de noradrenalina na substancia negra, nucleo accumbens,
hipotalamico e regides limbicas (SHANNAK, 1994), mudancas na atividade da
enzima &cido glutdmico descarboxilase, responsavel pela sintese do GABA, na
substéancia negra e no corpo estriado (KISH et al., 1986, 1987; HORNYKIEWICZ,
1998) e reducdo na densidade de receptores GABA na substancia negra e no
hipocampo (HATZIPETROS; YAMAMOTO, 2006).

Uma das mudancas celulares caracteristicas na doenca de Parkinson é a
hiperativacdo da transmissdo glutamatérgica corticoestriatal e, indiretamente, no
ndcleo subtalamico. Muitos estudos em diferentes modelos experimentais da doenca
de Parkinson mostraram que a normalizacdo da transmissédo glutamatérgica pode
ser util na melhoria dos sintomas motores (BRADLEY et al., 2000; GREENAMYRE,
2001; PLATT, 2007). No modelo experimental da doenca de Parkinson obtido com
lesdo unilateral na substancia negra com a neurotoxina 6-OHDA, ocorre um
aumento significativo da atividade glutamatérgica corticoestriatal e também
alteracdes dos receptores glutamatérgicos dessa regido (BLANDINI et al., 1996;
GREENAMYRE, 2001; GUBELLINI et al., 2002; AGUIAR et al., 2008).
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No presente trabalho, os resultados das dosagens de glicina, taurina,
GABA e glutamato mostraram um aumento das concentracdes desses aminoacidos
apos lesdo com 6-OHDA e uma reducado dos niveis de aspartato, corroborando com
os dados da literatura que apontam a existéncia de um desequilibrio em outros
neurotransmissores apés desnervacdo dopaminérgica.

Assim como foi observado que o tratamento com Omega 3 produziu
bloqueio dos efeitos da 6-OHDA nos niveis das monoaminas, o0 presente trabalho
também observou o bloqueio da liberacdo de GABA e glutamato no lado ipsilateral
do estriado de ratos lesionados com 6-OHDA apds o tratamento com 6mega 3.

Este trabalho estd de acordo com estudos anteriores (PERRY et al.,
1983) que mostraram uma elevacao significativa nos niveis de GABA no putamem
de pacientes com doenca de Parkinson. Esses autores também dosaram o contetudo
de GABA em ambos os lados do estriado de ratos lesionados unilateralmente com 6-
OHDA, e observaram que o conteudo de GABA estava significativamente elevado
no estriado ipsilateral.

Embora o glutamato desempenhe um importante papel na plasticidade do
sistema nervoso central, a atividade excessiva do sistema glutamatérgico é
altamente toxica e a toxicidade do glutamato pode contribuir para os danos
neuronais observados em varias doencas agudas e crénicas do SNC (SHELDON et
al., 2007; MOREIRA et al., 2010).

O tratamento com dmega 3 reduziu o aumento dos niveis de glutamato
induzido por 6-OHDA de maneira dose-dependente, onde a maior dose (3,0 g/kg)
produziu o melhor efeito, com recuperacdo do conteudo de glutamato para niveis
préximos aos dos animais falso operados.

Essa reversdo dos efeitos da neurotoxina 6-OHDA se estendeu para os
demais aminoacidos neurotransmissores onde a maior dose (3,0 g/kg) apresentou
também os melhores efeitos. Essa recuperacdo dos conteudos dos aminoacidos
para niveis mais proximos daqueles observados nos animais falso operados
demonstra mais uma vez um possivel efeito neuroprotetor do 6mega 3, que foi
capaz de reverter a toxicidade da 6-OHDA.

Embora a etiologia da doenca de Parkinson permaneca desconhecida,
uma série de evidéncias sugere que um desequilibrio do metabolismo energético e
fatores que levam a um aumento do estresse oxidativo podem estar envolvidos.

Dentre eles a disfungcdo mitocondrial, a peroxidacao lipidica, o aumento do acumulo
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de ferro livre, e 0 aumento da atividade da superoxido dismutase (LEVY et al., 2009;
RAO, 2009).

Estudos anteriores mostraram que a 6-OHDA é transportada para dentro
dos neurdnios dopaminérgicos onde € oxidada produzindo perdoxido de hidrogénio,
superéxido e radicais hidroxil (BLUM et al., 2001; BOVE et al, 2005). A
administracdo de 6-OHDA resulta na formacdo de espécies reativas do oxigénio
(ROS), e produz uma potente inibicdo dos complexos | e IV da cadeia transportadora
de elétrons mitocondrial, in vitro (MAZZIO et al., 2004; MILLER et al., 2008).

Kumar et al. (1995) mostraram que ratos com lesao estriatal por 6-OHDA
apresentaram um aumento de cerca de 40 % nas concentragéo de malonildialdeido,
indicando altos indices de peroxidacado lipidica. Esses efeitos foram associados a
reducdo dos conteudos de GSH, SOD e GSH-Px (glutationa peroxidase), juntos
esses fatores podem levar ao aumento da geracao de radicais livres.

Gomez-Lazaro et al. (2008), demonstraram que alteracfes mitocondriais
estdo associadas com o efeito citotoxico da 6-OHDA, que promove 0 aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial e leva a liberacdo do citocromo c. Esses
autores observaram que a proteina quinase ativada por mitbgeno (MAPK) p38, que
esta envolvida com mecanismos de morte celular, foi ativada durante a apoptose
induzida por 6-OHDA, e que o tratamento com um inibidor da MAPK p38 bloqueou
muitos eventos neurotoxicos induzidos por 6-OHDA.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a 6-OHDA
promoveu aumento dos conteados de MDA em todas as areas cerebrais estudadas,
assim como aumento dos niveis de nitrito/nitrato, comprovando o aumento do
estresse oxidativo. O tratamento com 6mega 3 na maior dose reduziu 0s niveis de
MDA promovendo diminuicdo da peroxidacéao lipidica e protecado contra o estresse
oxidativo. Foi observada também uma reducdo dos niveis de nitrito/nitrato nos
grupos tratados com 6mega 3 na dose de 1,5 g/kg.

Recentemente, Delattre et al. (2010), avaliaram os efeitos da
suplementacdo crbnica de PUFAs 6mega-3 no modelo de doenca de Parkinson
induzido pela injecdo estereotaxica de 6-OHDA e verificaram uma redugdo da
peroxidacdo lipidica provocada pela 6-OHDA e um aumento do turnover de
dopamina estriatal sugerindo que os PUFAs dmega-3 provavelmente melhorariam a

atividade dos neurbdnios remanescentes.
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Alguns estudos demonstraram possiveis efeitos neuroprotetores do DHA,
e um dos primeiros mecanismos propostos para esse efeito € a sua atividade
antioxidante in vivo. Existem evidéncias de que o DHA eleva a atividade da enzima
glutationa redutase, reduz o acumulo de proteinas oxidadas, a peroxidacao lipidica,
as espécies reativas do oxigénio e a ativacdo das caspases (HASHIMOTO et al.,
2002; CALON et al., 2004; BAZAN, 2005).

Os efeitos benéficos dos PUFAs 6mega-3, em sua maioria, tem sido
atribuidos a sua capacidade de reduzir o processo inflamatério e/ou a morte celular
por apoptose, ambos intimamente relacionados com a degeneracao neuronal.

Dietas ricas em &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) resultam em
reducdo dos niveis de acido araquidénico nas células, reduzindo assim a producéo
de eicosandides pro-inflamatorios, como a PGE, (BOUSQUET et al., 2008).

Os PUFAs n-3 promovem mudancas na composicao lipidica da
membrana celular, podendo afetar diretamente as funcdes das células do sistema
imunologico, incluindo a atividade fagocitica dos macréfagos, a sinalizacdo e
proliferacdo das células T e a apresentacdo do antigeno pelas células dendriticas.
Além disso, os PUFAs n-3 podem modular a transcricdo génica de genes pro-
inflamatorios e promotores de crescimento, reduzir a expressao de interleucina-8 (IL-
8) e das moléculas de adeséo intracelulares (ICAM) (DELATTRE et al., 2010).

Os efeitos dos acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) em doencas
neurolégicas como a doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson, e a esclerose
multipla podem estar relacionados a sua capacidade de inibir varios mecanismos
que induzem a lesdo neuronal, incluindo a reducdo da apoptose e da
neuroinflamacéo, essas caracteristicas indicam que os acidos graxos poliinsaturados
(PUFAs) possuem um grande potencial clinico para serem usados em varias
doencas neurodegenerativas, inclusive combinada com outras terapéuticas
farmacoldgicas (DELATTRE et al., 2010). Muitos estudos experimentais ainda séo
necessarios para determinar melhor seu mecanismo de acdo no metabolismo

cerebral e seu potencial beneficio na terapia celular e molecular.
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9. CONCLUSAO

que:

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu concluir

A injecado intraestriatal de 6-OHDA causou destruicdo celular e déficit motor
evidenciado pelo comportamento rotacional induzido pela apomorfina. O
tratamento com dmega 3 promoveu uma reducdo do numero de rotacdes de
maneira dose-dependente. A suplementacdo com émega 3 promoveu uma
recuperagéo da leséo, provavelmente devido ao aumento das concentragdes
de dopamina no estriado lesionado e a reducdo da supersensibilidade do

receptor dopaminérgico.

O tratamento com édmega 3 nas duas doses, também promoveu aumento na
atividade exploratéria horizontal e vertical (rearing) no teste do campo aberto
guando comparados com o0 grupo controle lesionado com 6-OHDA,

comprovando a recuperacédo motora.

A exposicdo das células do CPF, HC e CE a 6-OHDA causou um aumento no
contetdo de MDA e nitrito/nitrato, demonstrando que o estresse oxidativo tem

um papel importante no mecanismo de leséo induzida pela 6-OHDA.

As concentragBes de nitrito/nitrato e a geracdo de peroxidagdo lipidica
apresentaram uma reducdo no corpo estriado dos animais tratados com

omega 3, mostrando um possivel efeito antioxidante desse composto.

As concentracdes das monoaminas e dos seus metabdlitos diminuiram
significativamente (60%) no estriado lesionado dos animais controle (6-
OHDA) e essas concentracfes foram parcialmente recuperadas nos animais

lesionados e tratados com 6mega 3.

» A reducdo da concentracdo de dopamina devido a destruicdo dos neurénios

dopaminérgicos estriatais causou desequilibrio em outros sistemas como 0s
sistemas gabaérgico e glutamatérgico. Como foi observado, a 6-OHDA

promoveu aumento significativo das concentracées de GABA e glutamato.
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Houve também aumento das concentragfes de glicina e taurina e uma

reducdo dos niveis de aspartato.

» Os contetdos de GABA e glutamato foram reduzidos apés tratamento com
omega 3. Além disso, o 6mega 3 promoveu reducdo das concentracdes de
glicina e taurina, bem como a elevacdo dos niveis de aspartato. A
recuperacdo das concentracdes desses aminoacidos sugere que o 6mega 3

pode restabelecer o equilibrio entre esses neurotransmissores.
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