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RESUMO

Atividade antioxidante e neuroprotetora do acido al fa lipéico: uma nova
perspectiva para o tratamento da doenca de Parkinso n. DAYANE PESSOA DE
ARAUJO. Orientadora: Prof2 Dr2 Silvania Maria Mende s Vasconcelos. Co-
orientadora: Prof® Dr2 Lissiana Magna Vasconcelos A  guiar. Dissertacdo de
mestrado. Programa de Pds-graduacdo em Farmacologia . Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2012.

Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos do acido a-lipéico sozinho ou associado com LDOPA no modelo
animal de doenca de Parkinson induzido pela injecéo estereotaxica da neurotoxina
6-hidroxidopmina (6-OHDA) em corpo estriado de rato. Os animais (ratos Wistar
machos, 250-300g) foram tratados com &cido lipdico nas doses de 100mg/Kg ou
200mg/Kg sozinho ou associado com LDOPA na dose de 50mg/Kg 1h antes da
injecdo estereotaxica com 6-OHDA e diariamente por 14 dias apods a lesdo. O
comportamento motor foi testado através da avaliacdo rotacional induzida pela
apomorfina, da atividade exploratoria horizontal no teste de campo aberto e da
assimetria no uso das patas dianteiras no teste do cilindro. Os testes neuroquimicos
visaram avaliar o efeito antioxidante e neuroprotetor do acido a-lipdico através da
determinacdo da peroxidacgéo lipidica no TBARS, determinacdo da concentragcédo de
nitrito/nitrato e avaliacdo da atividade da catalase. O acido a-lipoico promoveu uma
diminuicdo significativa no numero de rotacdes contralaterais induzidas pela
apomorfina, bem como promoveu uma melhora do desempenho motor, aumentando
a atividade exploratéria horizontal no teste de campo aberto e a utilizagdo da pata
contralateral a lesdo produzida pela 6-OHDA no teste do cilindro. Quanto ao efeito
antioxidante, o acido a-lipéico promoveu uma reducédo da peroxidacao lipidica ao
reduzir o TBARS, reduziu a producéo de nitrito/nitrato, bem como interagiu com o
sistema antioxidante endégeno promovendo uma reducdo na atividade da enzima
catalase. Portanto, o acido a-lipbico preveniu a lesdo produzida nos neurbnios
dopaminérgicos pela 6-OHDA e pelo uso prolongado da LDOPA, demonstrando que
este antioxidante teve efeito neuroprotetor, sendo um importante alvo terapéutico

para a doenca de Parkinson.

Palavras-chaves: Doenca de Parkinson. Acido a-lipdico. LDOPA. Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Antioxidative and neuroprotective activity of alpha -lipoic acid: a new
perspective for the treatment of Parkinson's diseas e. DAYANE PESSOA DE
ARAUJO. Leader: Prof2 Dr2 Silvania Maria Mendes Vas concelos. Prof2 Dr2
Lissiana Magna Vasconcelos Aguiar. Master's thesis. Graduate Program in
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmaco logy, UFC, 2012.

This study aimed to investigate the behavioral and neurochemical effects of a-
lipoic acid alone or in combination with LDOPA in an animal model of Parkinson
Disease induced by stereotactic injection of the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6 -
OHDA) in rat striatum. The animals (male Wistar rats, 250-300g) were treated with
doses of lipoic acid or 100mg/kg 200mg/Kg alone or in combination with a dose of
50mg/Kg LDOPA 1h before stereotactic injection of 6-OHDA and daily for 14 days
after injury. Motor behavior was tested by evaluating apomorphine-induced rotational,
horizontal exploratory activity in open field test and asymmetry in the use of the
forelegs in the cylinder test. The neurochemical tests were intended to evaluate the
antioxidant and neuroprotective effect of a-lipoic acid by determining the lipid
peroxidation in the TBARS and determining the concentration of nitrite/nitrate and
evaluation of catalase activity. a-Lipoic acid promoted a significant decrease in the
number of rotations induced by apomorphine, as well as promoted an improvement
in motor performance by increasing the horizontal exploratory activity in open field
test and use the paw of the opposite side of the lesion produced by 6-OHDA in the
test cylinder. The antioxidant effect of the a-lipoic acid promoted reduction of lipid
peroxidation by reducing the TBARS reduced the production of nitrite / nitrate and
interacted with the antioxidant system promoting a reduction in endogenous catalase
activity. Therefore, a-lipoic acid prevented the damage produced in the dopaminergic
neurons by 6-OHDA and the chronic use of LDOPA, indicating that this antioxidant
had a neuroprotective effect, being an important therapeutic target for Parkinson

disease.

Keywords: Parkinson's disease. a-Lipoic acid. LDOPA. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson

A transformagdo em um novo perfil epidemiolégico em que a sociedade
esta inserida, relacionado ao envelhecimento populacional, traz aos profissionais de
saude um volume crescente de doencas crbnicas e degenerativas, que sédo afeccdes
tipicas de idades mais avancadas (PETERNELLA e MARCON, 2009).

O envelhecimento, antes considerado um fendmeno, hoje, faz parte da
realidade da maioria das sociedades. O mundo esta envelhecendo. Tanto isso é
verdade que se estima para o ano de 2050 existam cerca de dois bilhdes de
pessoas com mais de sessenta anos no mundo, a maioria delas vivendo em paises
em desenvolvimento (BRASIL, 2006).

O aumento da expectativa de vida resulta em consequéncias como
aumento da preocupacdo da manutencdo da saude do idoso, principalmente diante
de uma doenca cronica e degenerativa como a doenca de Parkinson (DP)
(PETERNELLA e MARCON, 2009).

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum em idosos
com uma prevaléncia estimada de 3.300 por 100.000 pessoas no Brasil
(WIRDEFELDT, 2011). Esta € uma doenca de distribuicdo universal atingindo todas
as classes sociais. Acomete, preferencialmente, pessoas com idade superior a 60
anos. A incidéncia tem aumentado em cerca de 1,5% em pessoas acima de 65
anos, e de 2,5%, nos acima de 85 anos de idade (BRASIL, 2006).

Segundo Wirdefeldt et al. (2011) e Baumann (2012) a prevaléncia da DP
tem sido estimada entre 167 a 5.703 casos por 100.000 pessoas com idade superior
a 60 anos. Acredita-se que até o ano 2030 o numero de individuos acometidos pela
DP seja de 8,7 a 9,7 milhdes no mundo. O quadro clinico, em geral, tem inicio entre
50 e 70 anos de idade. A doenca ndo apresenta maior incidéncia de acordo com a
raca, classe social ou sexo, apesar de alguns estudos epidemiolégicos
demonstrarem maior frequiéncia no sexo masculino (TEIVE, 2005; WIRDEFELDT,
2008). No Brasil estima-se que existam cerca de 200 mil casos de DP, sendo a
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maior parte concentrada nas regides Sudeste e Sul, responsavel por um total
estimado de 64 mil casos (BRASIL, 2006).

O gasto econdémico global com a DP é substancial e relacionando os
custos diretos e indiretos, € estimado em vinte bilhdes de dolares anuais e tende a
dobrar devido ao aumento do numero de individuos afetados (WEINTRAUB,
COMELLA e HORN, 2008).

A DP é definida como distarbio neurolégico progressivo, caracterizado
principalmente pela degeneracdo das células (neurdnios) da parte compacta da
substancia negra e do Locus coeruleus. Tal degeneracédo resulta na diminuicdo da
producdo de dopamina (DA), produzindo um conjunto de sintomas caracterizados
principalmente por distirbios motores. Seu inicio costuma ser insidioso, e
dificilmente o portador identifica 0 momento exato em que notou alguma mudanca
em si, geralmente, sdo parentes ou pessoas proximas que percebem alteracdes
sutis (TEIVE, 2005; FEKETE e JANKOVIC, 2011).

As manifestacdes clinicas da DP produzem incapacidades que levam a
reducdo da qualidade de vida do sujeito portador desta doenca. Tais sintomas sao:
presenca de tremor de repouso, rigidez muscular do tipo plastica ou cérea,
bradicinesias que se traduzem por alentecimento dos movimentos e dificuldade em
iniciar movimentos voluntarios, além de instabilidade postural por perda de reflexos
posturais, face inexpressiva, melancolia, perda de apetite, fadiga, disturbios do sono,
deméncia, perda da autoestima e ansiedade (GONCALVES, ALVAREZ e ARRUDA,
2007).

O tratamento atual restringe-se apenas no alivio dos sintomas e no
retardo da velocidade da neurodegeneracdo. Deste modo, varias intervencdes
terapéuticas vem sendo utilizadas, dentre elas podemos citar o tratamento
farmacolégico: o uso de drogas que atuam no sistema dopaminérgico,
serotonérgico, colinérgico, glutamatérgico e gabaérgico, antagonistas do receptor de
adenosina A,a, e o tratamento nao farmacolégico que envolve estimulacao cerebral
profunda no nudcleo subtalamico do portador de DP e a terapia com células tronco
(AGUIAR, 2009).

As drogas que atuam sobre o sistema dopaminérgico podem agir

diretamente aumentando as concentragcdes endogenas de DA podemos citar a
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levodopa (LDOPA), em geral utilizada juntamente com inibidores da dopa
descarboxilase de acdo periférica como a carbidopa; drogas que agem inibindo a
metabolizacdo enddgena da DA, como por exemplo, a selegilina que bloqueia a
MAO-B e drogas que agem como agonistas dos receptores dopaminérgicos D1 e

D2, tais como, bromocriptina e pergolida (AGUIAR et al., 2006).

A LDOPA, atualmente, é a droga mais eficaz contra os sintomas motores
da DP. Ela € o metabdlito precursor da DA. A LDOPA é metabolizada a 3-O-
metiLDOPA (3-OMD) e no cérebro € rapidamente descarboxilada a DA.

No inicio do tratamento com a LDOPA o portador da DP apresenta uma
melhora significativa dos sintomas, porém, com o tempo a doenca tende a progredir
levando a perda da eficiéncia e eficacia do medicamento, sendo necessario o
aumento das doses, a substituicdo ou a combinacgao terapéutica para minimizar os

efeitos causados pela doenca. (XU et al., 2005).

Com o uso prolongado da LDOPA, o individuo passa a apresentar o
fendbmeno ON/OFF que séo flutuacbes do estado clinico, caracterizado por
movimentos coreoatetoticos nas extremidades e segmento cranial, manifestando-se
no auge do efeito da LDOPA, a discinesia — ON. Por outro lado, a redugcao na dose
de LDOPA pode levar a movimentos distbnicos, na regido axial e também nas
extremidades, sendo acompanhados de dor no segmento acometido, a discinesia -
OFF (RODRIGUES e CAMPQOS, 2006; HOLLOWAY et al., 2004; JENNER, 2005).

Esses efeitos colaterais limitam o uso da LDOPA e impossibilitam a
continuacdo do tratamento. Portanto, estratégias neuroprotetoras estdo sendo
propostas a medida que o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
patogénese da DP estdo sendo elucidados, dentre elas podemos citar o acido a-
lipbico como nova proposta terapéutica complementar ao tratamento atual da DP
(ARAUJO et al. 2011).

1.2 Bases neurais da doenca de Parkinson

A partir da descoberta da presenca de DA no cérebro humano
especialmente nos nucleos da base (NB), varios estudiosos buscaram compreender
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esta relacdo com DP. Meynert em 1871 foi o primeiro a propor que uma disfuncéo
dos NB estava intimamente ligada ao desenvolvimento da DP (AGUIAR, 2009).

Os NB séo constituidos por uma complexa rede de nucleos e vias
nervosas. Eles participam no planejamento dos movimentos voluntarios, mas
também estdo envolvidos no controle das fungbes cognitivas e afetivas. O mau
funcionamento destas estruturas leva a distarbios hipocinéticos e transtornos
hipercinéticos, tais como, DP e doenca de Huntington, respectivamente
(DIETRICHS, 2008).

Os NB consistem de quatro centros subcorticais, imersos no centro
branco medular do cérebro, cujas aferéncias majoritarias provém do cértex cerebral
e emitem suas projecdes para o proprio cortex, via talamo, principalmente, para a
realizacdo do controle da motricidade (KANDEL, SCHWARTZ e JESSEL, 2003;
MONTGOMERY, 2012).

As quatro estruturas que correspondem aos NB séo: o Striatum (Formado
pelos Nucleos Caudado e Putdamen); o Globo Palido (subdividido
morfosiologicamente em Globo Palido Medial/interno (GPi) e Globo Palido
Lateral/Externo (GPe)); a Substancia Negra (subdividida morfofisiologicamente em
Substancia Negra pars compacta (SNc) e Substancia Negra pars reticulata) e o
NUcleo Subtalamico (NST) (Figura 1) (KANDEL, SCHWARTZ e JESSEL, 2003).

O striatum recebe projecdes glutamatérgicas oriundas de todas as areas
corticais, dai partem projecfes estriatais que seguem dois caminhos distintos: a via
direta (VD) e a via indireta (VI). Com relacdo a VD, as projecbes gabaérgicas
(inibitorias) partem do striatum e seguem diretamente para o GPi que, por sua vez,
emitiria projecdes gabaérgicas (também inibitérias) se ndo houvesse sido antes
inibido pelo striatum. Uma vez inibido, o GPi ndo é capaz de inibir o Talamo que, por
sua vez emite eferéncias glutamatérgicas (excitatérias) para a porcdo motora do
cortex cerebral (MARTIN, 1999; MACHADO, 2006).

No que tange a VI, O striatum projeta-se para o0 GPe por meio de
projecOes gabaérgicas e/ou encefalinérgicas. O GPe, por sua vez, se projeta para o
NST, por uma via gabaérgica, e o NST se projeta entdo para o GPi por meio de uma
via glutamatétgica (excitatoria). Assim o GPi, estando excitado, emite projecdes
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gabaérgicas (inibitérias) para os nucleos talamicos, causando a inibicdo destes
(MARTIN, 1999; MACHADO, 2006).

Com isso, € possivel perceber que a VD facilita o movimento, sendo
considerada excitatéria. Ja a VI dificulta o movimento, sendo considerada entao
inibitéria (KANDEL, SCHWARTZ e JESSEL, 2003).

MNucleus caudatus
Thalamus
Putamen

Globus pallidus,
yire segment

Globus pallidus, -
indre segment

MNucleus subthalamicus

Substantia migra

Figura 1 - Seccéo através do cérebro mostrando o talamo e as diferentes partes dos
NB. Fonte: DIETRICHS, 2008.

A atividade cortico-estriado-taldmo-cortical € afetada pela acdo da DA a
partir das fibras dopaminérgicas nigrestriatais da substancia negra pars compacta.
Os terminais nervosos nigroestriatais localizados no corpo estriado afetam a

transmissao do sinal do cértex para o estriado (DIETRICHS, 2008).

A DA apresenta efeitos opostos nas células das VD e VI, sendo
excitatérios nas ceélulas da VD e inibitérios nas células da VI (OBESO et al., 2008).
Nesse circuito, além da DA outros neurotransmissores também possuem papel
fundamental, como o acido gama-aminobutirico (GABA), a acetilcolina (Ach), o

glutamato, a substancia P, a encefalina, entre outros (AGUIAR, 2009).

A DA age nos receptores D1 ativando a via excitatéria/VD facilitando a
transmissao da informacéao ou inibindo a via inibitoria/VI por acao nos receptores D2.

Esse mecanismo tem como finalidade a producdo dos movimentos e a inibicdo da
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atividade muscular indesejada através do cortex motor. A perda da atividade
dopaminérgica decorrente da degeneracdo neuronal presente na DP afeta a
atividade de todo o sistema, reduzindo a ativacdo das areas motoras acarretando no
surgimento da bradicinesia (Figura 2) (DIETRICHS, 2008).

Mormal Parkinsons sykdom

i Cortex -
Striatum
DJ D1
GPe |
l SMc Thal |
| STN |
b GPi/SNr & | GPi/SMNr §|

Figura 2 - Modelo mostrando as conexdes entre os ganglios basais, tdlamo e areas

de cértex motor. Fonte: DIETRICHS, 2008. Neurotransmissdo inibitéria (GABAérgica) estéo
marcadas por seta cinza, excitatdrias (glutamatérgica) seta branca. Espessura da seta é a intencéo
de representar a atividade impulso no nervo e respectivos caminhos. GPE: globo palido externo, GPI:
globo palido interno, SNC: substancia negra pars compacta, SNR: substancia negra pars reticulata,
SNT: nucleo subtalamico e Thal: talamo.

A degeneracdo neuronal presente na DP nao se restringe apenas a via
dopaminérgica, outros sistemas encontram-se alterados na evolucdo dessa
patologia, tais como: a via colinérgica, a via adrenérgica, a via serotonérgica, a via
gabaérgica e a via glutamatérgica. (JOBGES et al., 2007). Os niveis de acetilcolina
(Ach) ndo se alteram na DP, mas com a deplecdo da DA ocorre reducao do efeito
inibitério nos neurdnios do estriado ricos em Ach, levando a uma hiperatividade
relativa desses neurénios colinérgicos (Figura 3) (XU, BASTIA e SCHWARZSCHILD,
2005).
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Normal Doenca de Parkinson
ACh GABA
ACh GABA
Glu + i DA Glu
\ / ++ -
+ - \
++
Neurdnio Neurdnio
Atividade normal Atividade exacerbada

Figura 3 - O balanco entre as ac¢des estimuladoras (via glutamato-Glu e acetilcolina-
ACh) e inibitérias (GABA e DA-DA) mantendo o funcionamento normal do circuito

neuronal e as possiveis alteragdes que ocorrem na doenca de Parkinson. Fonte:
AGUIAR, 2009.

1.3 Patogénese da doenca de Parkinson

O processo neurodegenerativo da substancia negra envolvida na DP é
marcado pela deficiéncia de tirosina hidroxilase e presenca de inclusbes
intracitoplasmaticas ricas em corpos de Lewy. Esses corpusculos de Lewy séo
constituidos por diversas proteinas, dentre elas podemos citar a a-sinucleina,
parkina, ubiquitina e neurofilamentos que podem ser encontrados em varias regides
cerebrais (AGUIAR et al., 2008).

A perda neuronal dopaminérgica inicia na camada ventrolateral da
substancia negra, progredindo para as camadas medial, ventral e dorsal. Esse
padrao de perda esta relacionado a diminuicdo de transportadores de DA (PEREIRA
et al.,2007).

A origem dessa degeneracdo neuronal ainda é desconhecida e envolve
diversos fatores tais como, disfuncédo mitocondrial, estresse oxidativo, deficiéncia de
fatores neurotroéficos, acdo do sistema imune, acumulo de proteinas alteradas (o-
sinucleina), excitotoxicidade e mecanismo pré-apoptético (DAUER e
PRZEDBORSKI, 2003).
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1.4 Espécies reativas do oxigénio e estresse oxidat  ivo na doenca de Parkinson

O funcionamento normal das células promove a producdo constante de
radicais livres, principalmente sob a forma de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Apds sua producdo, esses radicais sdo removidos por substancias chamadas
antioxidantes que incluem enzimas e moléculas ndo enzimaticas (FERREIRA e
ABREU, 2007).

O estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre fatores
que promovem a formacédo de radicais livres e 0s mecanismos de defesa
antioxidante. As reacOes de oxidacdo e reducdo sao catalisadas por metais de
transicdo como o ferro, o cobre, e 0 manganés. Destes, 0 mais importante do ponto
de vista biologico € o ferro. Tem sido discutido que o estresse oxidativo pode
contribuir para o processo patogénico da morte das células nigrais na DP. Vérios
fatores poderiam estar implicados em conjunto como a excessiva formacdo de
peréxidos, com deficiéncia de glutationa (que seria a principal arma antioxidante e
protetora), a um aumento da reatividade ao ferro, levando a formacao de radicais
toxicos. Todos estes fatores podem atuar de forma isolada ou em conjunto,
provocando o aparecimento do estado de estresse oxidativo e a subsequente
neurodegeneracao na parte compacta da substancia negra do mesencéfalo (TEIVE,
2005).

Os radicais livres produzidos no organismo que se encontram em
abundéancia sdo derivados do oxigénio, sendo o superdxido, o radical presente em
quase todas as células aerébicas e € produzido durante a ativagdo dos neutrofilos,
macrofagos e eosindfilos; o radical hidroperoxila encontra-se na sua forma
protonada e é mais reativo do que o radical superéxido; o radical hidroxila € o mais
reativo nos sistemas bioldgicos; e o perdxido de hidrogénio ndo é necessariamente
um radical, pois ndo apresenta elétron desemparelhado na sua Ultima camada
eletrbnica, porém, € um metabodlito do oxigénio altamente reativo e participa da
producao dos radicais hidroxila (FERREIRA e ABREU, 2007).

O estresse oxidativo contribui para a degeneracdo dopaminérgica na DP.
As regides cerebrais ricas em catecolaminas sdo mais vulneriveis a acdo dos

radicais livres. A metabolizacdo da DA se da pela agcdo da monoaminoxidase (MAO)
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ou pela auto-oxidagdo com a producdo de peroxido de hidrogénio, esse metabolismo
pode desencadear a exacerbacdo do processo inflamatorio e o dano tecidual devido
a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (AGUIAR et al., 2008).

Um dos processos oxidativos mais amplo é aquele onde ocorre a quebra
de lipidios das membranas celulares e a formacédo de radical de peroxil. Este
processo, chamado de peroxidacdo lipidica € extremamente complexo e lesivo,
porque uma vez iniciado, pode ser propagado, ja que o radical peroxil formado pode

reiniciar o processo, que pode ocorrer indefinidamente (BARBOSA, 2006).

Os agentes antioxidantes s&o responsaveis por evitar esses danos
causados pelos radicais livres e EROs. Entre esses agentes pode citar a superéxido
dismutase (SOD), a catalase, a glutationa peroxidase (GPH-Px), a glutationa
redutase (GPH-R), estas sendo antioxidantes enzimaticos. Dentre as formas nao
enzimaticas estdo o tocoferol (vitamina E), o &acido ascérbico (vitamina C), os

carotendides, os flavondides e o 4cido a-lipéico (BARBOSA, 2006).

1.5 Mecanismo apoptotico e sua influéncia na doenca de Parkinson

O mecanismo apoptético esta diretamente relacionado a DP contribuindo
com a morte neuronal. Esse processo envolve a alteragdo na membrana
mitocondrial levando a formacdo de canais de alta conduntancia promovendo a
perda de potencial por fosforilagdo oxidativa, ha também o extravasamento de
citocromo ¢ para 0 meio intracitoplasmético, ativacdo de caspases,
transglutaminases, endonucleases e fosfatidilserina. Essa série de eventos leva a
fragmentacao e clivagem de organelas e cromatina, apos esta etapa ha formacéo de
corpusculos apoptoticos que posteriormente sdo fagocitados pelos macréfagos
(AGUIAR, 2009).

A apoptose € composta por duas vias de ativacao, a via extrinseca onde
ha a acdo da pro-caspase 8 que é recrutada pelo dominio efetor de morte que envia
o sinal de morte por meio do complexo de morte via estimulo extracelular, sendo o
ligante o fator de necrose tumoral (TFN); a via intrinseca é a outra via de ativacdo da
apoptose, essa envolve a sinalizacdo da pro-caspase 9 que ativada atua na
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permeabilidade da membrana mitocondrial promovendo a liberacdo de citocromo c

no meio intracitoplasmatico e promovendo a morte celular (AGUIAR et al., 2008).

As caspases sao proteases que estdo envolvidas no mecanismo de
apoptose. No tecido nervoso dos mamiferos existem mais de 14 tipos de caspases,
elas podem atuar na iniciagdo da apoptose, no execugao ou como mediadores da
inflamacdo. Na DP a caspase 3 € a que se encontra em maior concentracao
(WEINTRAUB, COMELLA e HORN, 2008).

1.6 Modelo animal de doenca de Parkinson induzido p  ela 6-hidroxidopamina

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) também conhecida como 2,4,5-tri-
hidroxifeniletilamina € uma neurotoxina seletiva catecolaminérgica. Essa neurotoxina
é utilizada como modelo para induzir a neurodegeneracao progressiva que ocorre na
DP (SOTO-OTERO et al., 2000).

O modelo animal de DP é produzido pela injecdo estereotaxica unilateral
de 6-OHDA no corpo estriado ou na substancia negra no mesencéfalo de ratos, o
que provoca a destruicdo completa ou parcial dos neurbnios dopaminérgicos

mesencefalicos ou dos seus terminais no striatum (BLANDINI et al, 2008).

A 6-OHDA usa o0 mesmo sistema de transporte das catecolaminas para
ser levada até o neurbnio. Ela é relativamente seletiva para o0 neurdnio
dopaminérgico sendo transportada através do transportador de DA (DAT) e
acumulando-se no citosol do neurdnio induzindo a neurotoxicidade que culmina com
a destruicdo neuronal (LEHMENSIEK et al, 2006).

O mecanismo exato pelo qual a 6-OHDA produz a lesao de forma seletiva
aos neurbnios dopaminérgicos ainda ndo estd completamente elucidado. Sabe-se
que essa acao neurotdxica da 6-OHDA se da por dois mecanismos principais:
através da formacgéao de radicais livres, culminando com o estresse oxidativo ou pela
inibicdo direta do complexo | e IV da cadeia respiratéria mitocondrial (LEHMENSIEK
et al, 2006; BRANCHI et al., 2010).

A 6-OHDA pode ser produzida a partir da DA por hidroxilacdo néo
enzimatica na presenca de Fe?* e H,O,. Em condicBes fisiolégicas a 6-OHDA sofre



28

auto-oxidacdo na presenca de oxigénio molecular formando o H;O, e o0s
correspondentes p-quinona. Esse Ultimo, por sua vez, sofre uma ciclizacdo
intramolecular seguida por uma cascata de reacdes oxidativas levando a formacao
de um polimero insoltvel relacionado com a neuromelanina (SOTO-OTERO et al,
2000; DOOLEY et al, 2012).

H,O, resultante da auto-oxidacédo da 6-OHDA na presenca de ferro pode
ser convertido ao radical hidroxila pela reacdo de Fenton, que € um dos radicais
livres mais prejudiciais as células. O neurénio dopaminérgico mesencefalico por ser
rico em ferro decorrente da sua acumulagcdo por neuromelanina favorece a
seletividade pela 6-OHDA, sendo alvo potencial desta toxina (SOTO-OTERO et al,
2000).

A inibicdo direta do complexo | e IV da cadeia respiratéria mitocondrial
induzida pela 6-OHDA promove uma reducéo na producao de ATP, isso acarreta na
disfungéo na atividade da mitocondria, produzindo altera¢cées na permeabilidade da
membrana mitocondrial com consequente perda de elétrons a partir da cadeia
transportadora de elétrons, favorecendo a formacdo de mais radicais livres que por
sua vez leva a destruicdo do neurbnio dopaminérgico de forma progressiva e

irreversivel.

1.7 Acido a-lipoico e doenca de Parkinson

1.7.1 Estrutura Quimica

O &cido a-lipdéico (AL), também conhecido como acido tidctico 1,2-
ditiolano-3-pentandico é um dissulfeto de oito carbonos contendo um centro quiral e,
juntamente com a sua forma reduzida o di-hidrolipdico (DHLA), sdo componentes
naturais das membranas bioldgicas, sendo encontrados nas plantas e nos animais.
O AL possui na sua estrutura dois grupos tiol que podem ser reduzidos ou oxidados,
assim como o grupo tiol da glutationa (GSH). O AL também contém um carbono
assimétrico resultando em dois isdbmeros 6pticos o0 RAL e o SAL, sendo a forma RAL
sintetizada endogenamente. O AL exdgeno é rapidamente absorvido pelas células,
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no espaco intracelular € finalmente reduzido a DHLA com a participacdo do sistema
NADH e NADPH (SCHOTTI et al., 2007; PACKER e CADENAS, 2010).

O AL e o DHLA agem como antioxidantes naturais, atuando como co-fator
para as desidrogenases do sistema mitocondrial, sendo, portanto, a mitocondria seu
principal local de acao. Diferentemente da GSH que apenas a forma reduzida atua
como antioxidante, a forma oxidada e reduzida do AL tem acao antioxidante (VALE
et al., 2003; FERREIRA, MILITAO e FREITAS, 2009; SMITH et al., 2004) (Figura 4).

Acido lipoico

OH

S—S
Oxidized

Acido dihidrolipéico

OH

SH HS
Reduced

Figura 4. As formas oxidadas e reduzidas do &cido a-lipdico. Fonte: GORACA et al.,
2011

1.7.2 Absorcao, biodisponibilidade e metabolismo do acido a-lipoico por via

oral

O AL como relatado anteriormente é uma substancia presente
endogenamente, nas membranas biologicas, mas também pode ser adquirida de
maneira exogena atraves dos alimentos, tais como: produtos horticolas, frutos,
carnes, coracao, rins e figado (WOLLIN e JONES, 2003).

A absorcdo do AL exdgeno ocorre de maneira rdpida, esta substancia

atravessa a bicamada celular de forma dependente do pH. O transporte do AL pode
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ser inativado pelo &cido benzdico e acidos graxos de cadeia média, sugerindo que o
transportador monocarboxilatos seja o provavel transportador responsavel pela
absorcéo intestinal do AL. Em um estudo in vitro foi sugerido que o transportador
multivitaminico dependente de sddio seja responsavel pela absorcéo gastrica do AL,
bem como seu transporte para os tecidos através do plasma sanguineo
(BALAMURUGAN et al, 2005).

A biodisponibilidade do AL pode variar se ele for ingerido na forma de
acido livre ou sal. A administracao na forma de sal € mais rapidamente absorvido do

que na forma de acido livre (SHAY et al, 2009).

De acordo com a forma enantiomérica R e S, as concentracdes
plasmaticas do AL na forma R sdo maiores do que na forma S, sendo, portanto, a
forma RAL a mais indicada para fornecer suplementos orais, no entanto, SAL na
mistura racémica podem impedir a polimerizacdo do RAL e, assim, aumentar a
biodisponibilidade total (TEICHERT et al, 2000).

O AL é metabolizado rapidamente apos captacdo nos tecidos, sendo os
produtos deste metabolismo o bisnorlipoato, o tetranorlipoato, e os derivados do
beta-hidroxi-bisnorlipoato. Esses metabolitos séo rapidamente excretados na urina
(SHAY et al, 2009).

1.7.3 Acao antioxidante e neuroprotetora do acido a-lipdico

A acdo antioxidante do AL foi descrita a primeira vez como um co-fator
essencial para a conversdo de piruvato em acetil-coenzima A, um passo critico na
respiracao celular. Além da funcédo antioxidante, o AL também age como um agente
mimeético da insulina, estimulando a captacéo da glicose em muitos tipos de células
e também pode modular a sinalizagdo da insulina. Aléem dessa fungéo, o AL ativa a
prostaglandina EP2 e EP4 de receptores para estimular a producédo de moléculas de
adenosina ciclico 5° monofosfato (CAMP). Essas diversas a¢des, sugerem que o AL
possa ser terapeuticamente eficaz no tratamento de varias doencas que tem o
estresse oxidativo como mecanismo molecular envolvido, dentre elas a DP
(SALINTHONE et al, 2008).
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O AL e a sua forma reduzida, o DHLA, afeta as células e funcdes
organicas por seis vias (PACKER, 1999; SCOTTI et al, 2007):

a) Como antioxidantes, removendo os radicais de hidroxila (OH), peroxido
de hidrogénio em sua forma livre (HOCL), superoxido (O2-) e o (LOO).
Ambos quelam metais de transicdo. O DHLA regenera o ascorbato do
seu radical ascorbil, que pode regenerar o tocoferol de seu radical
tocoferil;

b) Células suplementadas com AL aumentam o seu conteudo de GSH,
talvez pela reducédo do AL a DHLA, diminui o poder de reducéo celular
(mimetizando o ataque oxidativo), e sinalizando a necessidade maior
de thiol que reduz agentes como a GSH. A reducdo do AL em DHLA
promove a reducdo da cistina em cisteina. Essa Ultima € rapidamente
transportada para o meio intracelular através do sistema de transporte
alanina/serina/cisteina (ASC). No meio intracelular a cisteina estimula a
sintese de GSH, promovendo o aumento desta enzima. O AL também
age aumentando os niveis de outros antioxidantes como, a vitamina C
e E, bem como previne a destruicdo da GSH no citoplasma e na
mitocondria;

c) Aumenta a atividade antioxidante de outras substancias endogenas e
reduz a destruicdo mitocondrial por reduzir o estresse oxidativo atraves
da remocéao das EROS;

d) O DHLA e o AL protegem proteinas. O DHLA protege proteinas pela
thiolagdo em estudos com fumantes, bloqueando reagdes lesivas como
aldeidos na fumaca. O AL bloqueia a glicacdo da albumina incubada
em altas doses de glicose, provavelmente por ligacdo aos sitios
hidrofobicos;

e) Reduz o risco de complicagbes cardiovasculares, retinopatia e
neuropatias frequientes nos portadores de diabetes;

f) O AL/DHLA regula o estado redox nas células afetando a expresséo
génica e a transcrigdo oxidativa de fatores de pro-inflamatérios como o
NFKB e o AP1.

O AL tem sido utilizado no tratamento de varias doencas por ser um

antioxidante muito eficaz, pois além de combater os radicais livres, ele promove a
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reducdo na peroxidagdo lipidica, atua como co-fator de multiplos complexos

enzimaticos e regenera os tecidos lesados (CHNG et al, 2009).

A atividade antioxidante do AL e DHLA esta diretamente relacionada a
acao destes agentes sobre o metabolismo energético mitocondrial. Sabe-se que a
disfungdo mitocondrial esta envolvida na patogénese de diversas doencas
neurodegenerativas, tais como: doenca de Alzheimer, DP e doenca de Huntington
(PACKER e CADENAS, 2011).

A perda da funcdo mitocondrial leva a reducédo do sistema da transducéo
energética. Essa disfungcdo esta relacionada aos danos oxidativos produzidos pelo
desequilibrio nas concentragbes das EROs presente nas doencas
neurodegenerativas. A perda da funcdo mitocondrial é agravada pela baixa
regulacdo citosOlica de glutarredoxina-1 (substancia que ajuda a manter a
integridade mitocondrial) (PACKER e CADENAS, 2011).

O AL age estimulando o sistema de sinalizagdo MAPK/IP3K/AKT
promovendo o aumento na expressdo de co-fatores de enzimas como a piruvato
desidrogensase e a a-cetoglutarato desidrogenase, bem como, protege essas
enzimas contra o estresse oxidativo melhorando o sistema de defesa antioxidante e
recuperando a regulacéo citosolica de glutarredoxina-1 promovendo o aumento da
biogénese mitocondrial (LIU, 2008).

Estudos sugerem que o AL produz seus efeitos através da remocédo de
radicais hidroxilas e da inibicdo da oxidacdo de lipidios e proteinas (BIST e BHATT,
2009). Devido ao seu potente efeito antioxidante, seria também capaz de evitar o
dano neuronal ocasionado pelas espécies reativas derivadas do oxigénio produzidas
durante as doencas neurodegenerativas (MACZUREK et al, 2008). Também foi
descrito uma importante acdo para esse composto antioxidante contra 0 processo
inflamatoério cerebral induzido por radicais livres (BIEWENGA, HAENEN e BAST,
2000).

Como ja descrito anteriormente o AL atua no processo inflamatério,
inibindo a migracéo de células T. Esse mecanismo de reduzir a resposta inflamatoria
nao esta totalmente esclarecido, porém, acredita-se que isso esteja relacionado a
molécula de cAMP que age como um potente inibidor da resposta imune e ativagédo

das células T. O AL age aumentando as concentracdes de cAMP, isso acarreta
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numa inibicAo da ativacdo dos linfocitos T bem como a migracdo celular, isso
acontece pela inibicdo da molécula de adesdo vascular 1 (VCAM1) e adesado
endotelial de mondécitos humanos induzida pelo AL, portanto, reduzindo a resposta
inflamatoéria (SCHILLACE et al, 2007; KUNT et al, 1999).

Outro papel importante do AL relatado por alguns estudos € a sua
capacidade em alterar as concentragbes das monoaminas em todo o cérebro.
Essas alteracdes ndo sao totalmente elucidadas, sabe-se apenas que o AL aumenta
as concentracdes de noradrenalina e DA através da estimulacao da liberacdo e/ou
sintese ou reducdo na taxa de metabolizacdo destas monoaminas, bem como altera
as concentragbes de acetilcolina por aumentar a atividade da acetilcolinesterase
(CHNG et al, 2009). Foi observada também uma reducéo dos niveis de serotonina
no hipocampo de ratos tratados com o AL (FERREIRA, MILITAO e FREITAS, 2009;
BIST e BHATT, 2009).

Em um estudo realizado com o AL para avaliar sua acado sobre a
disfuncéo cognitiva relacionada ao envelhecimento, foi observado que este favorecia
a liberacdo do glutamato, este mecanismo se dava pela estimulacdo do influxo de
calcio levando a contracdo da vesicula singptica e exocitose do glutamato. O estudo
demonstrou que o AL exercia um papel fundamental na melhora da fungao cognitiva
(WANG e CHEN, 2007).

O uso do AL como coadjuvante para o tratamento da DP vem sendo
relatado na literatura, onde foi demonstrado que a acéo antioxidante e a capacidade
de melhorar o sistema de defesa contra o0 estresse oxidativo por aumentar os niveis
de GSH, bem como aumentar a atividade da glutationa peroxidase (GPx) e a
glutationa-s-transferase  (GST) duas importantes enzimas desintoxicantes,
favoreciam o retardo na progressdo da degeneracdo neuronal e regeneracdo do
tecido lesado, sendo, portanto, uma nova perspectiva para o tratamento desta
patologia (BILSKA et al, 2007).

Proteger o sistema nervoso central contra 0 dano oxidativo pode ser uma
abordagem terapéutica atil. Assim, o AL pode possuir um papel modulador no
tratamento de doencas neurodegenerativas como a DP uma vez que este composto
interrompe 0 estresse oxidativo em ambas as suas formas oxidadas e reduzidas
(FERREIRA, MILITAO e FREITAS, 2009).
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Apesar de extensas pesquisas, ainda ndo ha nenhum tratamento
definitivo para a DP levando cada vez mais pesquisadores em todo o mundo a
buscar novas terapias capazes de retardar ou idealmente parar a neurodegeneracao
dos neurdnios dopaminérgicos. A associacao de farmacos para o tratamento da DP
sera importante para reduzir as doses e os efeitos adversos provocados pela
ingestao destes medicamentos, proporcionando uma melhora na qualidade de vida e

funcionalidade dos pacientes.

Considerando que a prevaléncia e os gastos econdmicos relacionados
aos custos diretos e indiretos da DP vem crescendo vertiginosamente. Assim como,
gue o acido alfa-lipdico é capaz de atuar em diversos mecanismos patogénicos da
doenca como no combate do estresse oxidativo e reducdo da resposta
neuroinflamatoria. Bem como a falta de estudos mais aprofundados acerca do

mecanismo de acdo desta droga, justifica-se a relevancia deste estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar os efeitos comportamentais e neuroquimicos do acido a-lipéico
sozinho ou associado com LDOPA no modelo animal de doenga de Parkinson
induzido pela injecdo estereotaxica da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em

corpo estriado de rato.

2.2 Especificos

- Verificar os efeitos do acido a-lipdico sozinho ou associado a LDOPA sobre o
comportamento rotacional induzido pela administracao intraperitoneal de apomorfina

no modelo de doenca de Parkinson;

- Verificar os efeitos do acido a-lipdico sozinho ou associado a LDOPA sobre o
desempenho motor no teste de campo aberto e no teste de assimetria no uso do

membro anterior (teste do cilindro);

- Determinar os efeitos bioquimicos do acido a-lipdico sozinho ou associado a
LDOPA sobre a concentracdo de TBARS, nitrito, e catalase em corpos estriado,
cortex pré-frontal e hipocampo de ratos submetidos a injecdo estereotaxica de 6-
OHDA,;

- Estudar os possiveis mecanismos envolvidos nas suas a¢0es farmacologicas;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 8 ratos machos por grupo, totalizando 49 animais (Rattus
novergicus , linhagem Wistar), com peso variando entre 250-300g, provenientes do
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os animais
foram mantidos em caixas de prolipropileno com no maximo seis animais, a
temperatura meédia de 24 + 2T em ciclos de alternan cia claro/escuro de 12 horas,
recebendo racdo padréo e agua a vontade. O protocolo experimental foi aprovado
pelo de Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC sob o protocolo n°
72/10

3.2 Drogas e reagentes

TABELA 1 - Drogas e regentes utilizados durante os procedimentos experimentais.

Drogas/Reagentes Procedéncia
Acido a-lipéico Sigma, ® U.S.A.
6-OHDA Sigma, ® U.S.A.
LDOPA + cabidopa (250mg/25mg) Teuto ®, Brasil.
Acido Cloridrico. Vetec®, Brasil.
Acido ditio bis-2-nitrobenzéico Sigma, ® U.S.A.

® .
Acido etilenodiaminotetracético sal dissodico Reagen”, Brasil.

®, .
Acido fosférico Vetec™ Brasil.

Acido tricloroacético (TCA) Vetec®, Brasil.
Albumina sérica bovina Sigma®, U.S.A
Apomorfina Tocris®, U.S.A
Xilazina (10mg/kg) Virbac® Brasil
Coomassie Blue G250 Sigma®, U.S.A
Ketamina (50mg/Kg) Virbac® Brasil

Nitro Blue Tetrazolium (NBT) Sigma®, U.S.A.
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Drogas/Reagentes

Procedéncia

Fosfato de potassio monobasico
Fosfato de sédio dibasico

Hidroxido de sodio

Perdxido de hidrogénio (30%)

N-acetil cisteina

N-(1-naphthyl) ethil —enedimine ( NEED)
Sulfanilamide

Acido Tiobarbiturico

Trisma base

Carboximetilcelulose

Reagen®, Brasil.
Reagen®, Brasil
Vetec®, Brasil.

Vetec®, Brasil.

Unido quimica®, Brasil.
Sigma, ® U.S.A.
Sigma, ® U.S.A.
Sigma, ® U.S.A.

USB®, U.S.A.

Vetec®, Brasil.

3.3 Injecédo estereotaxica unilateral com 6-OHDA

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de xilazina
(10mg/kg) e ketamina (80 mg/kg) sendo entdo submetidos a tricotomia da regiao
superior da cabeca e posteriormente fixados ao aparelho estereotaxico onde
receberam injecao estereotaxica unilateral de 6 OHDA (duas inje¢fes de 1ul de uma
solu¢éo de 6-OHDA dissolvida em salina 0,9% contendo 0,2% de acido ascorbico)
na dose de 12 ug/ul dentro do corpo estriado direito (AP 0,9/1,4; ML 3,8; DV 3,3 a
partir do bregma) de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON,
1986), usando uma seringa de Hamilton de 5ul. A seringa foi deixada no local de
aplicacdo por 5 minutos para assegurar que 0 seu conteudo tenha sido injetado
corretamente (KIM et al, 1998). Logo apdés a cirurgia estereotatica, a incisao cirdrgica
foi suturada com fio de sutura nailon 3.0, o animal foi colocado na caixa de
polipropileno sob luz vermelha para manutencdo da temperatura corporea até que o

animal retornasse da anestesia.
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3.4 Procedimento Experimental

3.4.1 Protocolo 1 - Tratamento com Acido  a-Lipoico Sozinho

O &cido a-lipoico foi utilizado por gavagem nas doses 100 ou 200 mg/kg e
administrado uma hora antes da injecdo estereotaxica de 6-OHDA e por 14 dias

apos a mesma. O veiculo utilizado foi agua destilada e celulose a 5% (Quadro 1).

3.4.2 Protocolo 2 — Tratamento com Acido  a-Lipoico + LDOPA

Os animais foram tratados com &cido a-lipdico em associagdo com
LDOPA (LA 100 ou 200mg/kg e LDOPA 50 mg/kg gavagem) uma hora antes da
injecao estereotaxica de 6- OHDA e por 14 dias apos a mesma. O veiculo foi agua
destilada para diluir a LDOPA e agua destilada e celulose 5% para a diluicdo do

acido a-lipéico (Quadro 2).

3.4.3 Protocolo 3 — Tratamento com LDOPA

Os animais foram tratados por gavagem com LDOPA na dose 50 mg/kg
uma hora antes da injecao estereotaxica de 6- OHDA e por 14 dias ap0s a mesma.

O veiculo foi agua destilada (Quadro 3).

Duas semanas apo0s a lesdo os animais foram submetidos aos testes
comportamentais (rotacional com apomorfina, campo aberto e cilindro), e no dia

seguinte (24 horas depois) foram sacrificados, decapitados com guilhotina, os
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cérebros foram retirados para isolar o corpo estriado, que foram armazenados a —

70°C para uso posterior.

Quadro 1- Protocolo de tratamento com acido a-lipbico

GRUPOS Droga Doses Via de Tempo de tto.
(mg/kg) adm. (dias)

1 - Controle Agua destilada+celulose 5% - Gavagem 14

2 - 6-OHDA Agua destilada+celulose 5% - Gavagem 14

3-LA 100 14d Acido a-lipdico 100 Gavagem 14

4 — LA 200 14d Acido a-lipdico 200 Gavagem 14

Quadro 2 - Protocolo de tratamento com acido a-lipéico + LDOPA

GRUPOS Droga Doses Via de Tempo de

(mg/kg) adm. tto. (dias)

1 - Controle Agua destilada+celulose 5% - Gavagem 14

2 - 6-OHDA Agua destilada+celulose 5% - Gavagem 14

5- LA 100 + LDOPA Acido a-lipéico + LDOPA 100 /50 Gavagem 14

7- LA 200 + LDOPA  Acido a-lipdico + LDOPA 200/50 Gavagem 14

Quadro 3 - Protocolo de tratamento com LDOPA

GRUPOS Droga Doses Via de Tempo de tto.
(mg/kg) adm. (dias)

1 - Controle Agua destilada+celulose 5% - Gavagem 14

2 - 6-OHDA Agua destilada+celulose 5% - Gavagem 14

3- LDOPA LDOPA 50 Gavagem 14
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3.5 Testes comportamentais

3.5.1 Teste rotacional com apomorfina

Os animais foram submetidos ao teste rotacional duas semanas apos a
les&o estriatal com 6-OHDA. O comportamento rotacional foi determinado através do
monitoramento das rotagdes induzidas pela apomorfina (3mg/kg, i.p., que induz um
comportamento rotacional na dire¢cdo contraria a lesdo) sendo o numero de rotacdes

completas em volta do proprio eixo observado durante 60 minutos (KIM et al, 1998).

3.5.2 Teste do campo aberto

Os ratos foram colocados em um campo aberto, com area de 50 x 50 cm
e em ambiente iluminado por uma luz vermelha. Este campo € confeccionado em
acrilico com fundo preto, dividida em seis quadrantes iguais. Os animais foram
previamente habituados durante 1 minuto ao campo aberto e, posteriormente,
submetidos ao teste que foi realizado em uma sala livre de sons. Este teste avalia a
movimentagdo espontanea dos animais (nUmero de cruzamentos, com as quatro
patas, entre as divisdes do campo), numero de autolimpeza (“grooming”) e o numero
de levantamento com duas patas (“rearing”). O observador coloca os animais na
arena e registra o numero de travessias de um quadrante para outro durante 6
minutos (1 minuto de habituacdo) (JORGENSEN et. al., 1994).

3.5.3 Teste do cilindro

O teste do cilindro visa avaliar a assimetria no uso dos membros

anteriores na atividade exploratéria vertical (rearing). Para tanto os animais foram
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colocados no interior de um cilindro de 20 cm de diametro e 40 cm de altura. Cada
animal foi avaliado individualmente durante 5 minutos. Foi contado o nimero de
contatos na parede do cilindro com a pata direita, esquerda e ambas as patas
simultaneamente. Os resultados foram dados em percentual, sendo o calculo feito
da seguinte forma: a soma total de contatos na parede do cilindro com a pata direita,
esquerda e ambas as patas totalizava 100%, com base nisso, calcula-se o valor
percentual para cada achado (SCHALLERT et al., 2000).

3.6 Dissecacéao da area cerebral

Os animais foram decapitados com uma guilhotina (Harvard, USA), os
encéfalos retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio numa placa de
Petri com gelo, 24 horas ap0s o teste rotacional.

Em seguida, o corpo estriado (caudado, putamen e globo palido), o cérex
pré-frontal e o hipocampo foram isolados das estruturas circunjacentes por
divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo apos o rebatimento lateral do

cortex.

Terminada a dissecacdo, cada area foi colocada em papel de aluminio,
sob gelo, pesada e armazenada a -20 T para uso pos terior (BURKE, 1987).

3.7 Determinacao da peroxidacao lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais foi medido através da
determinacdo dos niveis de substancias reativas do acido tiobarbitirico (TBARS),
conforme o método de Draper e Hadley (1990), seguindo o protocolo a sequir.
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Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% em solucao
de cloreto de potéassio (KCI) 1,15 %. 0,25 mL do homogeneizado foi misturado a 1
mL de solucéo de acido tricloroacético a 10% e acrescido de 1 mL de solucéo de
acido tiobarbiturico 0,6%. Apds a agitacdo, essa mistura foi mantida em um banho
de agua fervente (95-100C) 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 conteudo de TBARS foi determinado em espectrofotdbmetro a 535
nm. Os resultados foram expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg

de proteina.

3.8 Determinacao do conteudo de nitrito

3.8.1 Preparacéao da curva padréo:

Foram pesados 7mg de NaNO; e dissolvidos em 10 mL de agua destilada
(estoque-10mM) foi feita as diluicbes em série (10 e 20x), ficando 1mM, 100uM,
10puM, 5uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM, 0,312uM. Foi feta uma equacao da reta para

o célculo das concentracdes do teste (GREEN et al. 1982).

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em
solucdo de cloreto de potassio (KCI) 1,15 %. Apds a centrifugacdo (800xg, 10 min)
0s sobrenadantes sdo 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 é medida em espectrofotdmetro a 550nm. A

concentracéo de nitrito (uM) € determinada a partir de uma curva padrao de NaNO..
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3.9 Determinagéo da concentragao de catalase

A atividade da catalase foi medida pelo método que usa peréxido de
hidrogénio para produzir H,O e O, (Maehly & Chance, 1954). Imediatamente apos o
esvaziamento das &reas do cérebro, um meio de reacdo, que € composta de 9 ml de
agua oxigenada diluida em agua destilada (1 / 1000) em 0,5 mL de Tris-HCI 1M 5
mM EDTA e 0,5 mL de agua destilada, foi preparado. A amostra (20 ml), apés
centrifugacéo a 10.000 xg por 5 min, foi adicionado 980 ml do meio de reacdo. Apos
1 min, a absorbancia inicial foi gravada e ao final foi lido ap6s 6 min. O comprimento
de onda utilizado foi 230 nm. A curva padréo foi feita utilizando catalase purificada
(Sigma, MO, E.U.A) em condicOes idénticas a prova. As proteinas foram

determinadas pelo método de Lowry et al. (1951).

4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da meédia
(E.P.M). Para comparacdo multipla dos parametros foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA). O nivel de significancia entre os grupos seréa determinado pelo
teste de Tukey. Em todas as analises, considerar-se-a estatisticamente significante

valores de p< 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Determinacdo do comportamento rotacional induzi do pela administracao
intraperitoneal de apomorfina em ratos submetidos a 0 pré-tratamento com 6-

OHDA e tratados com acido a-lipdico sozinho ou associado a LDOPA.

O teste de rotacdo induzido por drogas ja estd bem estabelecido para
avaliar o déficit de DA apoés a lesao produzida por neurotoxinas como a 6-OHDA. A
apomorfina induziu um aumento significativo no nimero de rotacdes contralaterais a
leséo no grupo pré-tratado com 6-OHDA (controle positivo) sem tratamento posterior
guando comparado ao grupo controle (Falso operado/controle: 0,00+0,00; 6-OHDA:
429,5+26,27 rotacbes/h) (Figura 05).

Os grupos lesionados com 6-OHDA e tratados uma hora apdés com AL
100 (95,67+17,51 rotacdes/h) ou AL 200 (89,33+14,15 rota¢des/h) reduziram o
namero de rotacdes contralaterais a lesdo quando comparado ao grupo da 6-OHDA
e ao grupo da LDOPA (6-OHDA: 429,5+26,27; 6-OHDA+LDOPA: 545,2+44,32
rotacdes/h) (Figura 05).

Nos grupos lesionados com a 6-OHDA e tratados uma hora apds com as
associacdes de acido a-lipdico e LDOPA, o acido a-lipdico, em ambas as doses (6-
OHDA+AL100+LDOPA: 61,17+3,54 rotagcbes/h) ou (6-OHDA+AL200+LDOPA:
53,33+8,45 rotacbes/h) foi capaz de reverter o0 aumento das rotacdes contralaterais
induzidas pela apomorfina quando comparados ao grupo da 6-OHDA e ao grupo da
LDOPA sozinho (6-OHDA: 429,5+26,27; 6-OHDA+LDOPA: 545,2+44,32 rotacdes/h;
F(6,40)=109,8; p<0,0001).
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ROTACAO CONTRALATERAL/60 min

Figura 05 - Determinagdo do comportamento rotaciona | induzido pela
apomorfina (Img/Kg, i.p) por 60 min, em ratos subme tidos ao pré-tratamento
com 6-OHDA e tratados com acido a-lipéico nas doses de 100 ou 200mg/Kg
sozinho ou em associagao com a LDOPA (50mg/Kg). Os valores sao expressos
como média + E.P.M do numero de observa¢bes. Foram utilizados 8 animais por
grupo. Foram usados os testes ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs controle,
b vs 6-OHDA, c vs 6-OHDA+LDOPA com p<0,0001.
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5.2 Andlise dos efeitos do acido a-lipéico sozinho ou associado com a LDOPA
no comportamento locomotor do teste de campo aberto em ratos submetidos

ao pré-tratamento com 6-OHDA.

Os resultados indicaram diferencas significativas no parametro locomotor
no teste de campo aberto. O grupo pré-tratado com a 6-OHDA apresentou uma
diminuicdo da atividade locomotora quando comparado ao grupo controle (Falso
operado/controle: 24+1,21; 6-OHDA: 3,16+0,16) (Figura 06).

Os animais lesionados com 6-OHDA e posteriormente tratados com o AL
100 (13,33£1,35) ou AL 200 (16,67+1,05) ou LDOPA (9,16+1,04) ou com as
associacbes de AL e LDOPA (6-OHDA+AL100+LDOPA: 13,13+1,72; 6-
OHDA+AL200+LDOPA: 9,66+1,43) apresentaram um aumento na atividade
locomotora quando comparado ao grupo da 6-OHDA sozinho (3,16+0,16)(Figura 06).

Quando comparados o0s grupos lesionados e tratados com AL (6-
OHDA+AL) ao grupo lesionado e tratado com LDOPA (6-OHDA+LDOPA), somente 0
AL200 (6-OHDA+ALZ200: 16,67+1,05) foi capaz de aumentar a atividade locomotora
em relacdo ao grupo da LDOPA (6-OHDA+LDOPA: 9,16+1,04).

Nas associagOes de AL e LDOPA, o grupo lesionado e tratado com a
dose de 200mg/Kg (6-OHDA+AL200+LDOPA: 9,66+1,43) apresentou um menor
namero de cruzamentos nos quadrantes no teste de campo aberto quando
comparado ao grupo do AL 200 sozinho (6-OHDA+AL200: 16,67+1,05)
[F(6,41)=28,38; p<0,0001] (Figura 06).

Na avaliacdo da atividade exploratéria vertical (rearing) os resultados
mostraram que 0 grupo pré-tratado com 6-OHDA sem tratamento posterior
apresentou uma reducédo na frequéncia de rearing quando comparado ao grupo
controle (Falso operado/controle: 14,17+0,65; 6-OHDA: 3,83+0,4).

Com relacéo aos grupos lesionados com 6-OHDA e tratados com LDOPA
ou AL sozinhos ou com as associa¢cdes de AL e LDOPA, apenas o grupo do AL 200
(6-OHDA+AL200: 14,5+0,42) e LDOPA (6-OHDA+LDOPA: 9,83+0,83) apresentaram
um aumento no namero de rearing quando comparado ao grupo pré-tratado com 6-
OHDA sem tratamento posterior (6-OHDA: 3,83+0,4) (Figura 07).

O grupo tratado com AL 200 (6-OHDA+AL200: 14,5+0,42) aumentou o
namero de rearing em relacdo ao grupo da LDOPA (6-OHDA+LDOPA: 9,83+0,83).
Contudo, os grupos tratados com AL 100 (6-OHDA+AL100: 5,66+0,84) e as
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associacbes de AL e LDOPA em ambas as doses (6-OHDA+AL100+LDOPA:
4,5+0,71; 6-OHDA+AL200+LDOPA: 5+0,63) reduziram o rearing quando comparado
ao grupo da LDOPA (6-OHDA+LDOPA: 9,83+0,83) [F(6,41)=48,02; p<0,0001].

O numero de grooming no teste do campo aberto foi menor no grupo da
6-OHDA e no grupo da LDOPA (6-OHDA+LDOPA) em comparagao ao controle
(Falso operado/controle: 5,5+0,34; 6-OHDA: 2+0,25; 6-OHDA+LDOPA: 2,331£0,21).
Os grupos lesionados com 6-OHDA e tratados com AL 100 (6-OHDA+AL100:
4,5+0,34) e em ambas as associacdes (6-OHDA+AL100+LDOPA: 4,3310,42; 6-
OHDA+AL200+LDOPA: 7,83+0,16) apresentaram um aumento no nuamero de
grooming quando comparado ao grupo pré-tratado com 6-OHDA ou LDOPA (6-
OHDA: 240,25; 6-OHDA+LDOPA: 2,33+0,21) (Figura 08).

Com relacdo aos grupos lesionados e tratados com AL, o AL 200 (6-
OHDA+AL200: 1,16%0,16) apresentou uma diminuicdo do grooming quando
comparado ao controle e AL 100 (6-OHDA+AL100: 4,5t£0,34; Falso
operado/controle: 5,5+0,34). J4 os grupos lesionados e tratados com as associados
de AL e LDOPA, a dose de 200mg/Kg (6-OHDA+AL200+LDOPA: 7,83%£0,16) teve
um aumento do grooming quando comparado aos grupos, controle (Falso
operado/controle: 5,5+0,34), 6-OHDA (2+0,25) do AL 200 (6-OHDA+ALZ200:
1,164£0,16) e com a associacao de AL100 (6-OHDA+AL100+LDOPA: 4,33+0,42)
[F(6,41)=64,81; p<0,0001].
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N° DE CRUZAMENTOS
NOS QUADRANTES

Figura 06 - Determinacdo do efeito do acido  a-lipdico sozinho ou associado a
LDOPA no numero de cruzamento no teste de campo abe rto em animais pré-
tratados com 6-OHDA. Os valores sao expressos como média = E.P.M do numero
de observagdes. Foram utilizados 8 animais por grupo. Foram usados os testes
ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-
OHDA+LDOPA, d vs 6-OHDA+AL100, e vs 6-OHDA+AL 200 com p<0,0001.
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Figura 07 - Determinacédo do efeito do 4cido  a-lipdico sozinho ou associado a
LDOPA no numero de rearing no teste de campo aberto em animais pre-
tratados com 6-OHDA. Os valores sao expressos como média + E.P.M do numero
de observacdes. Foram utilizados 8 animais por grupo. Foram usados os testes
ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-
OHDA+LDOPA, d vs 6-OHDA+AL100, e vs 6-OHDA+AL200 com p<0,0001.
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Figura 08 - Determinacao do efeito do acido  a-lipdico sozinho ou associado a
LDOPA no numero de grooming no teste de campo abert 0 em animais preé-
tratados com 6-OHDA. Os valores sdo expressos como média + E.P.M do numero
de observagdes. Foram utilizados 8 animais por grupo. Foram usados os testes
ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-
OHDA+LDOPA, d vs 6-OHDA+AL100, e vs 6-OHDA+AL200 com p<0,0001.
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5.3 Determinagéo do efeito do acido a-lipéico sozinho ou associado a LDOPA
no teste do cilindro em ratos submetidos ao pré-tra tamento com 6-OHDA.

O teste do cilindro é utilizado como ferramenta de avaliacdo da atividade
motora fina, através do percentual de vezes com que o animal durante atividade
exploratoria vertical (rearing), toca a parede do cilindro com as patas dianteiras
[ipsilateral a lesdo (IP), contralateral a lesdo (CP) e ambas as patas simultaneas
(2P)]. No grupo controle o animal tocou mais vezes a parede do cilindro com ambas
as patas simultaneamente (Falso operado/controle 1P:10,2%; CP:7,5%; 2P: 82,3%).
Com relacdo ao grupo da 6-OHDA, somente a pata IP tocou a parede do cilindro (6-
OHDA IP: 100%, CP: 0,0%, 2P: 0,0%) (Tabela 02).

O percentual de toques com as duas patas simultdneas na parede do
cilindro aumentou nos animais tratados com o &cido a-lipéico (6-OHDA+AL100:
21,9%; 6-OHDA+AL200: 15%) e na associacdo de AL100 e LDOPA (6-
OHDA+AL100+LDOPA: 52,8%) quando comparado com os grupos da 6-OHDA ou
LDOPA sozinhos (6-OHDA: 0,0%; 6-OHDA+LDOPA: 4%) [F(6,41)=181,7; p<0,0001]
(Tabela 02).

Os animais tratados com o acido a-lipdico nas doses individuais de 100
ou 200mg/Kg (6-OHDA+AL100: 16,2%; 6-OHDA+AL200: 18,3%) e as associacoes
de acido a-lipoico e LDOPA (6-OHDA+AL100+LDOPA: 34,2%; 6-
OHDA+AL200+LDOPA: 17,2%) em ambas as doses apresentaram uma melhora
significativa do teste de avaliagcdo da atividade motora fina, uma vez que, 0os animais
tocaram mais vezes a parede do cilindro com a pata contralateral a lesdo quando
comparado ao grupo da 6-OHDA ou LDOPA sozinhos (6-OHDA: 0,0%; 6-
OHDA+LDOPA: 4,59%)(Tabela 02).

O grupo tratado com a associacdo de AL100 e LDOPA (6-
OHDA+AL100+LDOPA: 31,3%) aumentou a utilizacdo da pata contralateral a lesao
em relacdo ao grupo do AL100 sozinho e a associacdo de AL200 e LDOPA (6-
OHDA+AL100: 16,2%; 6-OHDA+AL200+LDOPA: 17,2%) [F(6,41)=15,98; p<0,0001].
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Tabela 02 - Avaliacao dos efeitos do acido a-lipéico sozinho ou associado a LDOPA

no teste do cilindro em ratos submetidos ao pré-tratamento com 6-OHDA

Ambas as patas

Grupo Pata contralateral Pata ipsilateral a
a lesédo lesdo

Falso operado/controle 7,5% 10,2% 82,3%
6-OHDA 0,0% 100%? 0,0%?
6-OHDA+LDOPA 4,59% 91,41%° 4 %?
6-OHDA+AL100 16,2%%° 61,9%%° 21,9%%°
6-OHDA+AL200 18,3%%° 66,7%° 15,0%%>
6-OHDA+AL100+LDOPA 31,3%"" 15,9%" 52,8%°"
6-OHDA+AL200+LDOPA 17,2% 82,8%* 0,0%°

Os valores sé@o expressos como percentual do nimero de observacdes. Foram utilizados 8 animais
por grupo. Foram usados os testes ANOVA e Tukey como teste post hoc. a vs controle, b vs 6-OHDA,
¢ vs 6-OHDA+LDOPA, d vs 6-OHDA+AL100, e vs 6-OHDA+AL200, f vs 6-OHDA+AL100+LDOPA
com p<0,0001. AL100 (acido a-lipéico 100mg/Kg), AL200 (acido a-lipdico 200mg/Kg), LDOPA

(50mg/Kg).
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5.4 Determinacdo dos efeitos do acido  a-lipdico sozinho ou associado a
LDOPA sobre a peroxidacao lipidica em ratos submeti  dos ao pré-tratamento
com 6-OHDA.

A peroxidacdo lipidica foi avaliada através da determinacdo de
substancias reativas ao cido tiobarbiturico (TBARS) com a finalidade de demonstrar
a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA e os efeitos do acido a-lipéico sozinho ou
em associacdo com LDOPA sobre o estresse oxidativo.

As figuras 09, 10 e 11 mostram os efeitos da administragdo crbénica do
acido a-lipéico (100mg/Kg e 200mg/Kg) sozinho ou em associacdo com a LDOPA
(50mg/Kg) sobre o conteudo de MDA no cértex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e
corpo estriado (CE), respectivamente.

Os resultados mostraram que a exposicéo das células do CPF, HC e CE a
6-OHDA (234+£12,46, 161,6+10,01, 127,6+7,15, respectivamente) e a LDOPA (6-
OHDA+LDOPA: 210,8£2,60, 216,949,41, 186+5,87, respectivamente) causaram um
aumento no conteudo de MDA quando comparado com o grupo controle (Falso
operado/controle:  142,6+5,17, 79,05+9,79, 70,1948,38, respectivamente)
demonstrando que o estresse oxidativo tem um papel importante no mecanismo de
lesdo induzida pela 6-OHDA (Figura 09, 10,11).

No CPF os grupos lesionados e tratados com AL 100 (6-OHDA+AL100:
109,8+£7,94) ou AL 200 (6-OHDA+AL200: 70,92+4,29) apresentaram uma reducao
significativa nos niveis de TBARS quando comparado com o grupo pré-tratado com
6-OHDA (234+12,46) e em relacdo ao grupo da LDOPA (6-OHDA+LDOPA:
210,8+2,60) sozinho. O AL 200 apresentou uma melhor resposta na diminuicdo da
peroxidacao lipidica em relacdo ao AL 100 (Figura 09).

Ao comparar 0s grupos lesionados e tratados com as associacdes de
acido a-lipéico e LDOPA (6-OHDA+AL+LDOPA) ao grupo da 6-OHDA (234+12,46)
ou LDOPA (6-OHDA+LDOPA: 210,8£2,60) sozinhos, apenas a dose de 200mg/Kg
(6-OHDA+AL200+LDOPA: 120,9+10,18) foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica
no teste do TBARS (Figura 09).

Os grupos tratados com acido a-lipéico (6-OHDA+AL100: 109,8+7,94; 6-
OHDA+AL200: 70,92+4,29) obtiveram melhores respostas na diminuicdo do

estresse oxidativo quando comparado aos grupos das associacbes (6-
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OHDA+AL100+LDOPA: 208,6+11,87; 6-OHDA+AL200+LDOPA: 120,9+10,18)
[F(6,41)=51,24; p<0,0001] (Figura 09).

No HC e CE quando comparado o grupo da LDOPA (6-OHDA+LDOPA:
216,949,41; 186+5,87, respectivamente) ao grupo da 6-OHDA (6-OHDA:
161,6+10,01; 127,6+7,15, respectivamente), observou-se que a LDOPA foi capaz de
promover um aumento significativo nos niveis de MDA no teste de TBARS.

O acido a-lipéico 100 ou 200mg/Kg reduziu a peroxidacéao lipidica no HC
(6-OHDA+AL100: 86,0649,19; 6-OHDA+AL200: 52,38+3,54) ou CE (6-
OHDA+AL100: 70,18%3,33; 6-OHDA+AL200: 54,15+7,06) quando comparado ao
grupo da 6-OHDA (HC: 161,6+10,01; CE: 127,6+7,15) ou LDOPA (6-OHDA+LDOPA:
216,949,41; 186+5,87; respectivamente) (Figura 10, 11).

Efeitos semelhantes foram observados nas associa¢cfes de acido a-lipdico
e LDOPA no HC (6-OHDA+AL100+LDOPA: 83,99+10,44; 6-OHDA+AL200+LDOPA:
113,4+9,34) ou CE (6-OHDA+AL100+LDOPA: 78,20+5,95; 6-
OHDA+AL200+LDOPA: 56,82+4,59) quando comparadas com o grupo da 6-OHDA
(HC: 161,6+10,01; CE: 127,6+7,15) ou LDOPA (6-OHDA+LDOPA: 216,949,41;
186+5,87, respectivamente) [HC: F(6,41)=39,42; p<0,0001] ou [CE: F(6,41)=59,31,
p<0,0001] (Figura 10,11).
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(umol MDA/g de tecido)

Figura 09 - Efeito do acido a-lipdico sozinho ou associado com LDOPA sobre a
peroxidacdo lipidica no cértex pré-frontal de ratos submetidos ao pré-
tratamento com 6-OHDA. Os valores representam a média + E.P.M das
guantidades de TBARS expressos em MDA/g de tecido. 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), acido a-lipdico (AL). Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001
(ANOVA e Teste de Tukey post hoc). a vs controle, b vs 6-OHDA, c vs 6-
OHDA+LDOPA, d vs 6-OHDA+AL100, e vs 6-OHDA+AL200.
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Figura 10 - Efeito do acido a-lipdico sozinho ou associado com LDOPA sobre a
peroxidacao lipidica no hipocampo de ratos submetid 0S ao pré-tratamento
com 6-OHDA. Os valores representam a média + E.P.M das quantidades de TBARS
expressos em MDA/g de tecido. 6-hidroxidopamina (6-OHDA), acido a-lipdico (AL).
Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001 (ANOVA e Teste de Tukey post
hoc). a vs controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-OHDA+LDOPA, e vs 6-OHDA+AL200.
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Figura 11 - Efeito do acido a-lipdico sozinho ou associado com LDOPA sobre a
peroxidacao lipidica no corpo estriado de ratos sub metidos ao pré-tratamento
com 6-OHDA. Os valores representam a média + E.P.M das quantidades de TBARS
expressos em MDA/g de tecido. 6-hidroxidopamina (6-OHDA), &cido a-lipoico (AL).
Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001 (ANOVA e Teste de Tukey post
hoc). a vs controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-OHDA+LDOPA.
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5.5 Efeitos do acido a-lipdico sozinho ou em associacdo com LDOPA sobre a
producdo de nitrito/nitrato em ratos submetidos ao pré-tratamento com 6-
OHDA.

Os resultados mostraram que as concentracdes de nitrito/nitrato no grupo
da 6-OHDA aumentaram no CPF (2,44+0,12), HC (2,31+0,13) ou CE (2,55+0,11)
quando comparado ao grupo controle (Falso operado/controle: 0,90+0,1; 0,90+0,1;
0,64+0,02, respectivamente) (Figura 12, 13, 14).

O grupo da LDOPA (6-OHDA+LDOPA: 1,42+0,15), AL 100 (6-
OHDA+AL100: 1,64#0,12) e associacdo de &cido a-lipéico 100 (6-
OHDA+AL100+LDOPA: 1,48%0,08) apresentaram um aumento nas concentracdes
de nitrito/nitrato quando comparado ao controle no CPF (Falso operado/controle:
0,9040,1) (Figura 12, 13).

Nas trés areas cerebrais os niveis de nitrito/nitrato foram reduzidos nos
animais lesionados e pré-tratados com LDOPA [CPF (6-OHDA+LDOPA: 1,42+0,15);
HC (6-OHDA+LDOPA: 1,46+0,10), CE (6-OHDA+LDOPA: 1,09+0,03)], AL 100 [CPF
(6-OHDA+AL100: 1,6+0,12), HC (6-OHDA+AL100: 1,19+0,09), CE (6-OHDA+AL100:
1,5740,16)], AL200 [CPF (6-OHDA+AL200: 1,38+0,08), HC (6-OHDA+ALZ200:
1,69+0,1), CE (6-OHDA+AL200: 1,53+0,08)] e associacoes |[CPF (6-
OHDA+AL100+LDOPA: 1,48+0,08), HC (6-OHDA+AL100+LDOPA: 1,47+0,06), CE
(6-OHDA+AL100+LDOPA: 1,3440,12); CPF (6-OHDA+AL200+LDOPA: 1,23+0,03),
HC (6-OHDA+AL200+LDOPA: 1,24+0,1), CE (6-OHDA+AL200+LDOPA: 1,42+0,11)]
guando comparado ao grupo da 6-OHDA [CPF (2,44+0,12), HC (2,22+,011),
CE(2,5840,12)] [CPF: F(6,42)=19,94; p<0,0001], [HC: F(6,43)=19,31; p<0,0001], [CE
F(6,45)=34,33; p<0,0001] (Figura 12,13,14).
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Figura 12 - Efeito do acido a-lipdico sozinho ou associado com LDOPA sobre a
concentracdo de nitrito/nitrato no cortex pré-front al de ratos submetidos ao
pré-tratamento com 6-OHDA. Os valores representam a média + E.P.M das
guantidades de nitrito/nitrato expressos em pumol/g de tecido. 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), acido a-lipéico (AL). Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001
(ANOVA e Teste de Tukey post hoc).a vs controle, b vs 6-OHDA.
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Figura 13 - Efeito do acido a-lipdico sozinho ou associado com LDOPA sobre a
concentracdo de nitrito/nitrato no hipocampo de rat 0S submetidos ao pré-
tratamento com 6-OHDA. Os valores representam a meéedia + E.P.M das
quantidades de nitrito/nitrato expressos em pumol/g de tecido. 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), acido a-lipéico (AL). Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001
(ANOVA e Teste de Tukey post hoc). a vs controle, b vs 6-OHDA, d vs 6-
OHDA+AL100.



61

CE

NITRITO/NITRATO
(umol/g de tecido)

Figura 14 - Efeito do acido a-lipoico sozinho ou associado com LDOPA sobre a
concentracéo de nitrito/nitrato no corpo estriado d e ratos submetidos ao pré-
tratamento com 6-OHDA . Os valores representam a média + E.P.M das
guantidades de nitrito/nitrato expressos em pumol/g de tecido. 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), acido a-lipdico (AL). Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001

(ANOVA e Teste de Tukey post hoc). a vs controle, b vs 6-OHDA
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5.6 Avaliacdo do efeito do acido a-lipoico na atividade da enzima catalase em
ratos submetidos ao pré-tratamento com 6-OHDA

Quanto a determinacédo da atividade da catalase no CPF, HC e CE foi
identificado um aumento significativo em todas as areas quando comparado 0 grupo
da 6-OHDA (CPF: 2865+173,2; HC: 1890+100,4; CE: 2961+148,4) com o controle
(CPF: 480,8+43,89; HC: 890,3+114,5; CE: 478,1+19,33) (Figura 15, 16, 17).

Nos grupos tratados com o acido a-lipéico 100 (6-OHDA+AL100) ou 200
(6-OHDA+AL200) houve uma reducao na atividade da catalase em comparagédo com
0 grupo da 6-OHDA no CPF (6-OHDA: 2865+173,2; 6-OHDA+AL100: 1463+183,6;
6-OHDA+AL200: 663,9+89,38), HC (6-OHDA: 1890+100,4; 6-OHDA+AL100:
641,7+73,29; 6-OHDA+AL200: 686,8+61,38) ou CE (6-OHDA: 2961+148,4; 6-
OHDA+AL100: 410,4+22,62; 6-OHDA+AL200: 436,9+75,09) (Figura 15, 16, 17).

Nas associa¢fes do acido a-lipéico com LDOPA (6-OHDA+AL+LDOPA),
ambas as doses reduziram a atividade da catalase no CPF (6-OHDA: 2865+173,2;
6-OHDA+AL100+LDOPA: 1429+38,8; 6-OHDA+AL200+LDOPA: 1297+51,89), HC
(6-OHDA: 1890+100,4; 6-OHDA+AL100+LDOPA: 1268+98,49; 6-
OHDA+AL200+LDOPA: 844,6+48) ou CE (6-OHDA: 2961+148,4; 6-
OHDA+AL100+LDOPA: 903,1+£138,4; 6-OHDA+AL200+LDOPA: 585,5t48,41) em
relacdo ao grupo da 6-OHDA nessas areas (Figura 15, 16, 17).

No HC e CE, a associagcdo do &acido a-lipoico com LDOPA (6-
OHDA+AL200+LDOPA: 844,6+48; 585,5+48,41, respectivamente) reduziu a
atividade da catalase quando comparada com o grupo da LDOPA sozinho,
mostrando que o acido a-lipdico reduziu o estresse oxidativo, resultando em uma
menor necessidade de ativacdo dessa enzima [CPF: [F(6,41)=34,12; p<0,0001],
[HC:F(6,41)=21,53; p<0,0001], [CE: F(6,41)=94,93; p<0,0001] (Figura 17).
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Figura 15 - Efeitos do acido a-lipéico sozinho ou associado com LDOPA sobre

a atividade da catalase no cortex pré-frontal de ra tos submetidos ao pré-
tratamento com 6-OHDA . Os valores representam a média = E.P.M da atividade
enzimatica expressa em puM/min/pg de tecido. 6-hidroxidopamina (6-OHDA), acido a-
lipéico (AL). Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001 (ANOVA e Teste de
Tukey post hoc). a vs controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-OHDA+LDOPA, d vs 6-
OHDA+AL100, e vs 6-OHDA+ AL200.



64

HC

4000+

30004

N
o
o
e

(UM/min/ug de proteina)
)
S

ATIVIDADE DA CATALASE

Figura 16 - Efeitos do acido a-lipéico sozinho ou associado com LDOPA sobre

a atividade da catalase no hipocampo de ratos subme tidos ao pré-tratamento
com 6-OHDA. Os valores representam a média + E.P.M da atividade enzimatica
expressa em puM/min/ug de tecido. 6-hidroxidopamina (6-OHDA), acido a-lipdico
(AL). Foram utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001 (ANOVA e Teste de Tukey
post hoc). a vs controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-OHD+LDOPA, d vs 6-OHDA+AL100.
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Figura 17 - Efeitos do acido a-lipdico sozinho ou associado com LDOPA sobre a
atividade da catalase no corpo estriado de ratos submetidos ao pré-tratamento com
6-OHDA. Os valores representam a meédia £ E.P.M da atividade enzimatica expressa
em uM/min/ug de tecido. 6-hidroxidopamina (6-OHDA), acido a-lipéico (AL). Foram
utilizados 8 animais por grupo; p<0,0001 (ANOVA e Teste de Tukey post hoc). a vs
controle, b vs 6-OHDA, ¢ vs 6-OHDA+ LDOPA.
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6 DISCUSSAO

Os antioxidantes vem sendo utilizados como ferramenta de combate as
doencas neurodegenerativas, uma vez que, 0 estresse oxidativo € um dos
mecanismos envolvidos na patogénese de véarias doencas do SNC. O acido o-
lipéico, enquanto antioxidante, vem sendo investigado como nova alternativa
terapéutica para doencas como: doenca de Alzheimeir, depresséo, isquemia, DP
entre outras (SALAZAR, 2000; FUJITA et al.,2008; ROSINIA et al., 2011; CONELL
etal., 2012; MYTHRI e BHARATH, 2012; ALBARRACIN et al.,2012)

O presente estudo analisou os efeitos do acido a-lipdico no modelo de
Parkinson induzido pela injecdo unilateral no estriado (hemisfério direito) com 6-
OHDA. Essa neurotoxina promove destruicdo nigroestriatal, resultando na
diminuicdo dos niveis de DA e seus metabdlitos nessa via, sendo responsével por
grande parte dos disturbios motores presentes na DP (PALLARES et al, 2007;
BLANDINI et al, 2008; AGUIAR, 2009; AHMAD et al., 2012).

Os resultados mostraram que a 6-OHDA produziu um aumento nho nimero
de rotagbes (contralaterais a lesédo) induzidas pela apomorfina. Isso se deve,
provavelmente, a hipersensibilizacdo e o aumento no numero de receptores
dopaminérgicos no lado contrario a lesdo, decorrente da perda dos terminais
dopaminérgicos no estriado lesionado com 6-OHDA (AGUIAR, 2009).

Lesbes do sistema nigroestriatal, decorrentes da auto-oxidacdo da 6-
OHDA, estéo diretamente relacionadas ao aumento da estimulacdo dopaminérgica
via adenililciclase no receptor D1 (AGUIAR, 2009). O modelo animal de DP, induzido
por essa neurotoxina, apresenta alteracdes comportamentais no tratamento com
agonistas dos receptores D1 decorrentes da up-regulation desses receptores como
mecanismo compensatério para a perda dos neurdnios dopaminérgicos provocados
pela 6-OHDA (LAZZARETTI, 2001).

Os resultados demonstraram que o acido a-lipdico reverteu parcialmente
o comprometimento motor produzido pela 6-OHDA ao promover uma reducao
significativa no comportamento rotacional induzido pela administracdo de
apomorfina, bem como ao aumentar a atividade locomotora no teste de campo
aberto. Esse efeito pode estar relacionado a atividade antioxidante do acido a-lipéico

que, possivelmente, promoveu a reducdo no processo de hipersensibilizacdo dos
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receptores dopaminérgicos resultando na diminuicdo de rotacdes induzidas pela
apomorfina (DOOLEY et al., 2012).

No trabalho realizado por Zaitone e colaboradores (2012) no modelo
animal de DP induzido por rotenona, o &cido a-lipéico apresentou resultados
similares aos encontrados neste estudo, o acido a-lipdico foi capaz de aumentar o
namero de cruzamentos na exploracdo horizontal em relacdo ao grupo pré-tratado
com 6-OHDA sem tratamento posterior. Isso comprova a melhora no desempenho
motor no teste de campo aberto produzido pelo acido a-lipoico.

O teste de campo aberto tem como objetivo estudar a acdo do sistema
dopaminérgico, serotonérgico e noradrenérgico no comportamento emocional e
exploratorio através da exploragdo horizontal (locomogé&o), vertical (rearing) e auto-
limpeza (grooming). Sendo muito utilizado como ferramenta de avaliagdo da agao de
substancias que podem atuar sobre esses sistemas de neurotransmissao
promovendo alteragbes motoras (bradicinesia ou hiperlocomog¢do) e emocionais
(ansiedade) (GHIDINI, 2006).

Ainda com relacdo ao teste de campo aberto os resultados mostraram
que 0s animais pré-tratados com 6-OHDA sem tratamento posterior apresentaram
um numero de grooming menor do que 0s animais controle e os animais tratados
com acido a-lipoico.

O comportamento de auto-limpeza tem como finalidade investigar os
niveis de ansiedade do animal submetido ao teste de campo aberto. Entretanto,
esse pode aumentar quando o animal estad tranquilo ou ansioso de modo que
apresenta uma curva em U invertido com relacdo ao grau de ansiedade. Assim, n&o
pode ser usado como parametro isolado para a determinacdo do estado de
ansiedade (LAUREANO, 2010).

O teste do cilindro é utilizado como ferramenta de avaliacdo da atividade
motora fina (SCHALLERT et al., 2000). No presente estudo, os animais saudaveis
utilizaram as duas patas de forma simultaneas para tocar a parede do cilindro,
engquanto que, 0s animais pré-tratados com 6-OHDA tocaram a parede do cilindro
apenas com o membro ipsilateral a leséo.

Resultado semelhante foi relatado no trabalho desenvolvido por Jouve et
al. (2010), no qual estudaram o efeito anti-parkinsoniano da estimulacéo cerebral
profunda no modelo de DP induzido pela 6-OHDA. Nesse estudo o grupo controle

apresentou uma maior utilizacdo das patas de forma simultanea para tocar a parede
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do cilindro, enquanto que, o grupo pré-tratado com 6-OHDA apresentou uma
reducao significativa na utilizacdo das duas patas simultaneamente.

Esta pesquisa mostrou que o acido a-lipoico foi capaz de promover uma
melhora da funcé&o motora fina, uma vez que, os animais pré-tratados com 6-OHDA
e receberam o acido a-lipéico tocaram mais vezes a parede do cilindro com a pata
contralateral a lesdo quando comparado ao grupo pré-tratado com 6-OHDA sem
tratamento posterior.

A lesdo unilateral provocada pela 6-OHDA promove um déficit crénico na
funcdo sensodrio-motora, somatossensorial e utilizagdo do membro contralateral,
gerando uma assimetria na utilizacdo das patas dianteiras no teste do cilindro, o que
implica em maior utilizacdo do membro ipsilateral a lesdo. A utilizacdo maxima e
exclusiva do membro ipsilateral indica uma deplecdo dos niveis de DA na via
nigroestriatal (SCHALLERT et al., 2000).

A origem da neurodegeneracdo que acomete a DP ainda ndo estd bem
elucidada, entretanto, sabe-se que alguns eventos estdo envolvidos no
desenvolvimento desta patologia, dentre eles, o estresse oxidativo. Evidéncias
sugerem que a disfuncdo mitocondrial, o acimulo de Fe ?*, a peroxidacao lipidica e
a falha do sistema antioxidante facam parte deste processo.

Esse estudo investigou o possivel efeito neuroprotetor do acido a-lipéico
no modelo de DP induzido pela 6-OHDA. O acido a-lipéico € um agente antioxidante
e atua na reducao do processo oxidativo e da peroxidacao lipidica.

A literatura mostra que a 6-OHDA produz lesao seletiva dos neurdnios
catecolaminérgicos por dois mecanismos principais, através da formacao de radicais
livres e pela inibicdo direta do complexo | e IV da cadeia transportadores de elétrons
mitocondrial (BLUM et al, 2001; LEHMENSIEK et al, 2006; MILLER et al., 2008).

A inibicdo direta da 6-OHDA sobre a cadeia transportadora de elétrons
culmina com a diminuicdo do aporte de ATP, acarretando severa disfuncdo
mitocondrial. Tal disfuncéo promove alteracées na permeabilidade na membrana da
mitocondria com consequente perda de elétrons, esses por sua vez, contribuem
diretamente para a formacdo de radicais livres nos neurdnios dopaminérgicos
levando a destruicdo dos mesmos de forma progressiva e irreversivel (ZHANG et al,
2011).

O sistema nervoso € mais sensivel a acdo nociva dos radicais livres do

gue outros tecidos do nosso organismo, uma vez que o metabolismo do cérebro é
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extremamente alto o que favorece a formagédo constante de espécies reativas do
oxigénio e nitrogénio, além do sistema de defesa antioxidante ndo ser tao eficiente
na remocdo destes agentes, favorecendo, assim, a neurodegeneracdo (FERREIRA
e ABREU, 2007).

Nesta pesquisa a 6-OHDA promoveu um aumento dos niveis de MDA no
teste de TBARS indicando que houve peroxidacao lipidica no corpo estriado. Outro
resultado interessante é que a leséo oxidativa néo ficou restrita apenas a esta area
cerebral, mas também acometeu coértex pré-frontal e hipocampo. Isso demonstra
que a destruicdo progressiva produzida pela 6-OHDA né&o esta restrita somente aos
neurdnios da via nigroestriatal.

Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com outras
pesquisas, evidenciando que, a 6-OHDA apresenta efeitos deletérios sobre varias
regides do cérebro, tais como, cortex pré-frontal, cerebelo e hipocampo, sendo este
altimo o primeiro a sofrer os efeitos da 6-OHDA na inducdo do processo oxidativo,
mesmo antes do surgimento do comprometimento motor decorrente da perda da
regulacéo pela via nigroestriatal (FERRO, 2007; MATSUMOTO et al., 2011; ZHANG
et al., 2011)

O acido a-lipdico apresentou um possivel efeito neuroprotetor, uma vez
que este foi capaz de reduzir de forma significativa a peroxidagéo lipidica no teste de
TBARS no corpo estriado, bem como no cértex pré-frontal e hipocampo. Resultados
similares foram observados no trabalho de Zaitone et al. (2012) utilizando o modelo
da rotenona. O acido a-lipdico também reduziu os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico, atuando, assim, como agente protetor.

A peroxidacao lipidica € o processo mais amplo de lesdo oxidativa
promovendo a quebra dos lipidios da membrana celular e a formacédo do radical
peroxil. Uma vez iniciado o evento, este se propaga induzindo uma destruicao
celular em cadeia. (BARBOSA et al., 2006).

Ainda com relacdo a peroxidacdo lipidica o tratamento com a LDOPA
promoveu um aumento significativo dos niveis de MDA quando comparado ao grupo
pré-tratado com 6-OHDA. Esse achado sugere que a LDOPA tem efeito proé-
oxidante, favorecendo a formacdo de radicais livres, o que culmina com a
progressdo da neurodegeneracdo. A associacdo do acido a-lipdico com a LDOPA
reverteu esse efeito da LDOPA e mais uma vez, fica evidente o possivel efeito

neuroprotetor deste antioxidante.
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Stefano et al (2006) mostraram que a utilizagdo combinada de acido a-
lipéico e LDOPA melhorava a fungdo motora de ratos no teste de campo aberto,
bem como, promovia uma reducao significativa do estresse oxidativo ao reduzir a
formacdo dos radicais livres e melhorar o sistema de defensa antioxidante
enddogeno.

A LDOPA é o tratamento padrdo para controlar a disfuncdo motora
presente na DP. Entretanto, o uso crbnico desta droga pode trazer prejuizos
severos, tais como, o0 surgimento de discinesias e agravamento da
neurodegeneracao dos terminais dopaminérgicos. Esse mecanismo esta relacionado
ao aumento extracelular de DA decorrente da metabolizagdo da LDOPA, bem como,
da atividade reduzida do transportador dessa catecolamina (DAT). O acumulo desse
neurotransmissor promove uma hiperexcitacdo dos receptores D1, bem como,
alteracbes na expressao destes receptores estando envolvido diretamente no
agravamento motor (LIPSKI et al.,2011).

Estudos mostram que a LDOPA, bem como seus metabdlitos, promovem
estresse oxidativo (LIPSKI et al.,2011; PEDROSA e SILVA, 2002). Esse mecanismo
esta diretamente relacionado ao fato de a LDOPA provocar diminui¢cdo da atividade
do complexo | da cadeia mitocondrial em ratos como demonstrado na pesquisa de
Przedborski e colaboradores (1993).

A LDOPA sofre auto-oxidacdo promovendo a formacdo de espécies
reativas do oxigénio na presenca do Fe ** pela reacdo de Fenton, dentre as mais
produzidas estdo, H,O,, OH’, &nion superdxido entre outros. Além de aumentar a
producdo desses radicais livres a LDOPA age reduzindo a atividade das enzimas
antioxidantes catalase, glutationa peroxidade (GPx), superéxido dismutase (SOD).
Esse desequilibrio entre a producdo e eliminacdo dos radicais culmina com o
estresse oxidativo, favorecendo, assim a progressdo da doenca (MINELLI et al,
2010).

O éacido a-lipdico é considerado um dos mais potentes sistemas de defesa
enddgeno no combate a formacdo de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio,
além de o mesmo promover a renovacdo de outros agentes antioxidantes como,
vitamina E, C, A, coenzima Q10 e GSH reduzida, bem como, atuar como quelante
de metais (SANTOS et al.,2010).

Outro fator importante que classifica o acido a-lipdico como antioxidante

universal € o fato de o mesmo atuar tanto no meio aquoso quanto no meio
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gorduroso, uma vez que o0 mesmo € anfipatico, podendo, assim, promover o seu
efeito antioxidante no citosol, na membrana plasmatica, no plasma e nas
lipoproteinas (YING et al., 2010).

O DHLA é a forma reduzida do acido a-lipéico e ele € que interage
predominantemente com as espécies reativas do oxigénio, mas a forma oxidada do
acido a-lipdico também pode inativar os radicais livres. O LA é encontrado
naturalmente na mitocéndria ligado a subunidade E2 atuando como co-fator para a
enzima piruvato desidrogensase e para a-cetoglutarato desidrogenase. Além disso,
a acao benéfica do LA pode resultar em sua capacidade para reduzir o dinucle6tido
de nicotinamida adenina fosfato oxidase (NADPH) e melhorar a expressdo de
enzimas antioxidantes (GORACA et al., 2011).

Ainda com relacdo a acdo antioxidante do acido a-lipdico os resultados
mostraram que esse agente foi capaz de promover uma diminuicdo nas
concentragdes de nitrito e nitrato no cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado
dos ratos submetidos a leséo pela 6-OHDA.

Bilska et al (2007) também demonstraram que o acido a-lipéico foi capaz
de reduzir a produgéo do 6xido nitrico e S-nitrosotiol no cortex pré-frontal e estriado
de ratos submetidos ao modelo da reserpina. Assim, o LA pode ter um potencial
valor terapéutico na DP.

O o6xido nitrico (NO) é um gas sintetizado a partir do amicéacido L-
arginina em uma reacéo catalisada pela enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS). Esse
gas tem um papel importante nos processos fisioldgicos, entretanto, na presenca do
anion superoxido o 6xido nitrico € convertido num potente radical livre, 0 peroxinitrito
€ um agente extremamente nocivo as células (OLIVEIRA, 2011)

Outro importante radical livre presente no modelo de DP induzido com 6-
OHDA é o H,0, Essa neurotoxina sofre auto-oxidacdo na presenca de oxigénio
molecular levando a formacdo deste agente lesivo (SOTO-OTERO et al, 2000;
MILLER et al, 2009).

O H,0; resultante da auto-oxidacdo da 6-OHDA na presenca de ferro
pode ser convertido ao radical hidroxila pela reagdo de Fenton, que é um dos
radicais livres mais prejudiciais as células. Os neurdnios dopaminérgicos
mesencefalicos por serem ricos em ferro decorrente da sua acumulacdo por
neuromelanina favorece a atracao/seletividade pela 6-OHDA, sendo alvo potencial
desta toxina (SOTO-OTERO et al, 2000).
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O acido a-lipdico é capaz de reduzir a formacdo do H,O, como mostra
essa pesquisa, uma vez que os grupos tratados com este antioxidante reduziram a
atividade da catalase, enzima responsavel por remover este radical livre, em
comparacao ao grupo pré-tratado com 6-OHDA sem tratamento.

O oxigénio livre leva a formacdo do anion superoxido que é dismutado
cataliticamente pela acdo da SOD em H,0,, esse por sua vez é metabolizado pela
catalase e GPx em agua e oxigénio. Essas enzimas tem como principal funcéo evitar
a conversdo destes radicais no radical —OH, que € um dos mais lesivos, assim,
como o peroxinitrito (CHORILLI et al., 2007).

Como antioxidante o acido a-lipdico trabalha removendo os radicais de
hidroxila, peroxido de hidrogénio em sua forma livre, superéxido e o peroxinitrito.
Devido a esse potente efeito o acido a-lipdico, seria também capaz de evitar lesao
neuronal ocasionado pelas espécies reativas derivadas do oxigénio produzidas
durante as doencas neurodegenerativas (MACZUREK et al., 2008). Também foi
descrito uma importante acdo para esse composto antioxidante na reducdo do
processo inflamatorio cerebral induzido por radicais livres (BIEWENGA, HAENEN e
BAST, 2000).

A acdo anti-inflamatéria do acido a-lipdico e do DHLA se da pela
regulacdo o estado redox nas células afetando a expresséo génica e a transcrigdo
oxidativamente induzida de fatores pro-inflamatorios como o NFKB e o AP1
(GORACA et al., 2011).

Outra importante atividade do acido a-lipdico e da sua forma reduzida, o
DHLA é a sua atuagdo como quelante de metais como o ferro, 0 cobre o manganés
e 0 zinco. Estes metais podem causar lesGes oxidativas por favorecerem a formacéo
de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio. Bush et al. (2002) descobriu que o
DHLA promoveu a quelacdo do ferro e do cobre no cérebro, apresentando um efeito
neuroprotetor sobre a doencga de Alzheimer ao diminuir as lesGes provocadas pelos
radicais livres.

De fato, o acido a-lipéico mostrou-se capaz de reduzir as lesdes
associadas a injecédo intracerebral da 6-OHDA. A diminuicdo na formacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, a diminui¢cdo na atividade da catalase e

a reducédo na producao do nitrito explica a agéo protetora dessa droga.
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7. CONCLUSAO

O acido a-lipdico apresentou uma acéo protetora contra a lesdo induzida
pela 6-OHDA avaliadas através dos testes comportamentais e no estresse oxidativo,
sugerindo a sua possivel utilizagcdo como co-adjuvante no tratamento da doenga de

Parkinson.
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