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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doencga neurodegenerativa mais
comum na populacdo mundial, entretanto, seu atual tratamento resume-se a
alivios sintométicos. O 6mega-3 (w-3) sendo um acido graxo essencial no
neurodesenvolvimento, também vem apresentando efeitos benéficos na DP.
Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar se o tratamento com w-3
durante os periodos iniciais do neurodesenvolvimento proporciona um efeito
nootrépico, antidepressivo e/ou neuroprotetor em um modelo animal da DP. Para
isso, ratas foram tratadas com w-3 durante a gestacdo (150 ou 300 ou 600
mg/Kg/dia) e durante a gestacdo+lactacdo (300 mg/Kg/dia). Apos terem
completado dois meses de idade, os filhotes machos foram submetidos aos
testes de preferéncia a sacarose, reconhecimento social, reconhecimento de
objetos e campo aberto. Completando 3 meses de idade, estes animais
receberam no feixe prosencefélico medial infusdo unilateral de 6-OHDA e
posterior teste do comportamento rotatério ou infuséo bilateral de 6-OHDA e
subsequentes testes de preferéncia a sacarose, reconhecimento social e campo
aberto. Foi observado um efeito nootropico do w-3 a partir dos resultados obtidos
aos dois meses nos testes de reconhecimento social (w-3 600mg/Kg) e
reconhecimento de objetos (todos grupos w-3). Em relacdo ao modelo animal da
DP, o tratamento com w-3 (todos o0s grupos w-3) reduziu 0s prejuizos cognitivos
induzidos pela 6-OHDA, porém sem apresentar efeito antidepressivo nestes,
além de nao reduzir o numero de rotacBes contralaterais ap0s a lesao unilateral
com a 6-OHDA. Com isso, demonstramos neste trabalho um efeito nootropico e,
possivelmente neuroprotetor, da administracdo do w-3 durante o periodo da
gestacao.

Palavras chave: Omega-3. Neurodesenvolvimento. Doenca de Parkinson.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disease in the world population. However, its current treatment comes down to
symptomatic relief. The omega-3 (w-3) being an essential fatty acid for brain
development, has been showing beneficial effects in PD. Therefore, the aim of
this study was to evaluate whether treatment with w-3 during early
neurodevelopment periods provides a nootropic, antidepressant and/or
neuroprotective effect in an animal model of PD. For this, female rats were treated
with w-3 during pregnancy (150, 300, 600 mg/Kg/day) and during pregnancy +
lactation (300 mg/Kg /day). After completing two months of age the male offspring
were submitted to the tests of sucrose preference, social recognition, object
recognition and open field. Completing three months of age, the animals received
in the prosencefalic unilateral 6-OHDA infusion and subsequent test of the
rotational behavior or bilateral 6-OHDA infusion and subsequent tests of sucrose
preference, social recognition and open field. A nootropic effect of w-3 was
observed from the results obtained on the tests of social recognition (w-3 600)
and object recognition (all groups w-3). Regarding the animal model of PD, the
w-3 (all w-3 groups) showed a reduction of the cognitive deficits induced by 6-
OHDA, but without na antidepressive effect, although there was no
demonstration of neuroprotection after unilateral lesion with 6-OHDA. Thus, this
study the w-3 demonstrated an nootropic and a possible neuroprotective effect
of the w-3 administration during the pregnancy period.

Keywords: Omega-3. Neurodevelopment. Parkinson’s disease.
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1 INTRODUCAO

Os acidos graxos (AGs) da familia do 6mega-3 (w-3) sdo denominados
AGs essenciais para 0 nosso organismo, isto devido a incapacidade de
realizarmos a sua biossintese. Assim, ha a necessidade de obté-los através da
dieta. Os principais representantes da familia do (w-3) sdo o &cido
eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), os quais sao os
principais constituintes dos fosfolipidios das membranas celulares, auxiliando na
manutencao da integridade estrutural e funcional da célula. Além disso, estudos
vem demonstrando o seu efeito anti-inflamatorio, antioxidativo e em processo de
neurodesenvolvimento.

O periodo gestacional representa um dos principais e fundamentais
estagios do neurodesenvolvimento, sendo que estudos apontam que o aporte
adequado de w-3 durante esta fase é essencial. O aporte adequado de w-3 no
decorrer da gestacao é justificado pelo fato desta familia de AGs ser a mais
abundante no encéfalo, representando entre 40% a 60% do AGs presentes nos
fosfolipidios das membranas neuronais. A partir disso, estudos vem
demonstrando a capacidade da suplementagdo com o w-3 em promover
desfechos positivos quanto ao desenvolvimento cognitivo. Além disso, estudos
apontam efeitos positivos da suplementagao com o w-3 para com a doenca de
Parkinson (DP).

A DP é atualmente o principal distarbio de movimento e a segunda mais
incidente dentre as doencas neurodegenerativas, acometendo cerca de 1 a 2%
da populacdo com mais de 55 anos. Consiste em uma desordem
neurodegenerativa crbnica, progressiva e idade dependente, cuja principal
caracteristica fisiopatolégica é a degeneracdo crbnica e progressiva dos
neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc).

Embora a etiologia da DP ainda permaneca desconhecida, esta € descrita
como uma doencga multifatorial, apresentando sintomas motores e ndo motores.
Entretanto, os sintomas motores caracteristicos da DP s&o observados apoés a
perda de aproximadamente 60-80% dos neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal, dificultando assim a realiza¢do do seu diagndstico precoce.

A partir disto, o presente estudo buscou avaliar os efeitos

comportamentais e neuroprotetores da administracéo pré-natal do w-3 em ratos,
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visando compreender a importancia do aporte nutricional com w-3 para o
neurodesenvolvimento. Somado a isso, estudos para uma melhor compreensao

da fisiopatologia da DP e a busca de potenciais tratamentos capazes de preveni-
la s&o necessarios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ACIDOS GRAXOS

Acidos graxos sdo naturalmente componentes alimentares que
desempenham importantes funcées metabdlicas, estruturais e funcionais no
nosso organismo. Estes sdo considerados uma importante fonte de energia,
principais componentes das membranas celulares e precursores de moléculas
sinalizadoras (CALDER, 2011; JONES et al., 2014). Os AGs apresentam entre
si uma estrutura basica semelhante, sendo constituidos de cadeias de
hidrocarbonetos contendo um grupo carboxila em uma extremidade da cadeia e
um grupo metila em outra extremidade. O grupo carboxila, gracas a sua elevada
reatividade, possui a capacidade de formar as ligacdes de éster com grupos
alcool (por exemplo aquelas encontradas em moléculas de colesterol e glicerol),
assim podendo originar os acilglicerdis (por exemplo o triacilglicerol e
fosfolipidios) e ésteres de colesterol (CALDER et al., 2009; CALDER, 2011).

Os AGs podem ser classificados quanto ao tamanho da sua cadeia, e
podem variar entre 2 a 30 (ou até mais) atomos de carbono e pela quantidade
de duplas ligacdes (insaturacdes) existentes (CALDER, 2009, 2011). Quanto a
presenca de insaturacfes, os AGs podem ser classificados em acidos graxos
saturados, os quais ndo possuem insaturagdes em sua cadeia, em acidos graxos
monoinsaturados (MUFAS), 0s quais possuem uma insaturacao e acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) os quais possuem duas ou mais insaturacdes
(HARDMAN, 2004; CALDER, 2009, 2011). A nomenclatura tanto de MUFAs
qguanto de PUFAs é dada pela quantidade de insaturacdes existentes e pela
identificacdo da posi¢cao da primeira insaturacao a partir do grupamento terminal
metil, denominado carbono 6mega (w). Assim esta primeira insaturagao é entao
identificada como w-Xx, onde 0 X representara o0 numero do carbono no qual
ocorre esta insaturacao. Assim por exemplo um 4cido graxo com 18 carbonos e
duas insaturacfes em sua cadeia, onde a primeira insaturacao ocorre entre 0os
carbonos numero 6 e 7 a partir do grupamento metil, assim este sendo nomeado
como 18:2 w-6 (CALDER, et al 2009) (FIGURA 1).

A partir desta classificagdo, os principais representantes da familia dos

MUFAs sédo o 6mega-7 (w-7) e 6mega-9 (w-9) e os representantes da familia
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dos PUFAs sao o 6mega- 3 (w-3) e bmega-6 (w-6) (HARDMAN, 2004; CALDER,
2009; BOUSQUET et al., 2011; CARLSON et al., 2013).

1 2 3 - S (6 7 8 9 10 18

LY N
CH,-CH,-CH, -CH - CH,-CH/=\CH - CH_ - CH{~\CH - (CH). - COOH

Acido linoléico 18: 2 (0-6)

I 2@3 4 5 6 _7 8 9 10 18
CH, - CH, - CHi=CH - CH, - CH{~{CH - CH,- CH{~\CH - (CH,), - COOH

Acido ¢-linolénico 18:3 (®-3)

FIGURA 1: Estrutura quimica dos AGs insaturados. FONTE: Adaptado de SANT’ANA, 2004.

2.1.1 Acidos graxos poliinsaturados

De maneira geral, mamiferos sdo capazes de sintetizar a maioria dos AGs
gue necessitam, com excecado dos PUFAS w-3 e w-6 (CALDER, 2011). Assim
sendo, o acido a-linolénico (ALA) (C18:3 w-3), principal precursor da familia w-3
e o0 &cido linoléico (LA) (C18:2 w-6), principal precursor da familia do w-6 séo
denominados AGs essenciais em funcdo de ndo poderem ser sintetizados
endogenamente, isto devido ao fato de ndo possuirmos a enzima delta 15 (A-15)
dessaturase, assim havendo a necessidade de obté-los a partir da dieta
(BURDGE, 2006; BOUSQUET et al.,, 2011; HULL, 2011; CALDER, 2012;
MORANIS et al., 2012; PATTERSON et al., 2012). Em razao disto, o ALA pode
ser obtido através da dieta pelo consumo de linhaga, nozes, 6leo de soja e canola
ja o LA sendo obtido principalmente a partir de 6leos vegetais como o 6leo de
soja, milho e girassol (INNIS, 2008; CALDER et al., 2009; LUCHTMAN; SONG,
2013; NESTEL et al., 2015).

Como mencionado anteriormente, em funcédo da auséncia da enzima A-
15 dessaturase, mamiferos ndo s&do capazes de sintetizar PUFAs. Em
contrapartida, tendo como substratos o ALA e LA obtidos através da dieta, as
enzimas delta-5 (A-5) dessaturase, delta-6 (A-6) dessaturase e alongase sao

capazes aumentar o numero de insaturacbes e o comprimento da cadeia
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carbdnica destes, convertendo-os endogenamente a PUFAs com maior
bioatividade, com isso, o ALA podendo ser convertido endogenamente a 4cido
eicosapentaendico (EPA) (20:5 w-3) e acido docosahexaendico (DHA) (22:6 w-
3) e 0 LA em acido araquiddnico (AA) (20:4 w-6), sendo as etapas de conversao
representadas na FIGURA 2 (INNIS, 2008, 2014; WALL et al., 2010; CALDER,
2012; PATTERSON et al., 2012). Entretanto, o fato de serem substratos das
mesmas enzimas durante esta via de conversdo faz com que exista uma
competicdo entre o ALA e o LA por esta via metabdlica (SIMOPOULOS, 1999;
NOVAK et al., 2008; CALDER, 2012).

n-6 fatty acids n-3 acids
Linoleic acid ce-linclenic acid
182 n-B 183 n3

u 4  [DeltaB-desaturase —_— l

¥ -linoleic acid Stearidonic acid
183 n-6 184 n-3
u +————— Elongase _— l
Dihomo-y-linoleic acid Eicosatetrasncic acid
20:3 n-6 204 n-3
u - DeltaS-desaturase —_— 1
________________ A R e o erh Ty Sea e e B e e P |
1 Arachidonic acid ! : Eicosapentaenoic acid !
20:4 n6 - [ 20:5 n3 ;
u «————— Elongase ———————» l
Docosatetraenaic acid Docosapentasnaic acid
224 n-6 225 n3
u «—— Elongase —— 1
Tetracosatetraenoic acid Tetracosapentaenoic acid
24.4 n-6 24:5 -3
u - Delta5-desaturase - l
Teiracosapentasnoic acid Teiracosahexasnoic acid
245 n-6 246 n-3
u -+ p-oxidation - l

Docosapentaenoic acid Docosahexaenoic acid -
225n-6 22:6 n3 '

FIGURA 2: Reacgbes de dessaturase e alongase dos AGs precursores LA e ALA para a producdo
dos demais membros das familias do w-6 e w-3. FONTE: Adaptado de WALL et al., 2010.

Os principais representantes das familias w-3, EPA e DHA também
podem ser obtidos diretamente atraveés da alimentag&o, onde as suas principais
fontes sdo os peixes de aguas frias tais como a sardinha, salméo, cavala, atum
(HULL, 2011; IAGHER et al., 2013; ROGERS et al., 2013).
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Tanto o EPA quanto o DHA séo requeridos pelo organismo devido ao seu
importante papel como principais constituintes dos fosfolipidios das membranas
celulares (principalmente o DHA), auxiliando na manutencdo da integridade
estrutural e funcional da célula (AL-GUBORY, 2012; GOMEZ-PINILLA; TYAGI,
2013; LUCHTMAN; SONG, 2013; HAAST,; KILIAAN, 2014; DENIS et al., 2015).
Dentre os efeitos destes PUFAs, a partir da sua insercdo nas membranas
celulares se destacam a capacidade de alterar a fluidez da membrana (CALDER
et al., 2009; BOUSQUET et al., 2011; ROGERS et al., 2013), a modificacao da
expressado e da atividade de receptores na membrana celular (CALDER et al.,
2009; BOUSQUET et al., 2011), bem como a modificacdo dos mecanismos de
transducéo de sinalizadores intracelulares, resultando em alterac6es na ativacao
de fatores de transcricdo e modificacées na expressdo génica (CALDER et al.,
2009; CALDER, 2012).

Entretanto, a partir da revolugéo agricola houve uma grande mudanc¢a no
comportamento alimentar mundial, ocasionado por um aumento na producéo e
consumo de graos e seus derivados, gorduras saturadas, gorduras trans, acucar
e alimentos industrializados, somado a uma redugdo no consumo de certos
alimentos como vegetais de folhas verdes e peixes, culminando isto em um
desequilibrio dietético em relacdo ao consumo de PUFAs w-6/w-3, cujos valores
recomendaveis se situariam entre 1-4:1, passando a haver um consumo na
proporcédo de 10-20:1 (SIMOPOULOS, 1999, 2008; BORSONELO; GALDURO?Z,
2008; NOVAK et al., 2008; QUINN et al., 2012; CARLSON et al., 2013; JONES
et al., 2014; JANSSEN; KILIAAN, 2014).

Um maior consumo de PUFAs da familia w-6 caracteristico da dieta
ocidental, leva a um aumento expressivo nhas concentracfes de AA
(SIMOPOULOS, 1999; CALDER, 2009). Este, além de ser um importante
componente estrutural das membranas celulares, € precursor de uma ampla
gama de mediadores pro-inflamatorios, tais como prostaglandinas (PGs),
tromboxanos (TXs) e leucotrienos (LTs), assim podendo potencializar processos
inflamatorios e predispor ou agravar muitas doencas inflamatérias (WALL et al.,
2010; LIN et al., 2010; BOUSQUET et al., 2011; DENIS et al., 2015).

PUFAs w-6 e w-3 podem ser ambos metabolizados por duas vias para a
geracao de eicosanoides, nas quais a partir da sua liberacéo dos fosfolipidios de

membrana pela acdo da enzima fosfolipase A2 podem ser metabolizados pela
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enzima cicloxigenase (COX) gerando PGs e TXs e pela enzima lipoxigenase
gerando LTs (CALDER, 2009, 2010; KONES, 2010; MARAI; MASSALHA, 2014).

Entretanto, os eicosanoides derivados dos PUFAs w-6 e w-3 possuem
acao fisiologica distinta, onde os eicosandides derivados do AA (PGs e TXs da
série 2 e LTs da série 4) possuem um potente efeito pro-inflamatério, em
contrapartida, eicosanoides derivados do EPA e DHA (PGs e TXs da série 3 e
LTs da série 5) possuem um efeito pro-inflamatério menos potente (CALDER,
2010, 2012; WALL et al., 2010; LUCHTMAN; SONG, 2013; SOFI et al., 2013;
JONES et al., 2014). Além disso, os PUFAs w-3 podem atuar inibindo
competitivamente a sintese de eicosandides derivados do AA por reduzir a
disponibilidade do AA na membrana celular, podendo também inibir a atividade
da enzima COX (HULL, 2011; JONES et al., 2014).

Além disso, conjuntamente o DHA e EPA podem estimular, via producao
dos mediadores lipidicos resolvinas e protectinas, um importante efeito anti-
inflamatorio, devido a capacidade destes mediadores em facilitar a resolucao da
resposta inflamatéria (SEKI et al., 2009; CALDER, 2010; CARLSON et al., 2013).
De acordo com o seu precursor, estes mediadores podem ser classificados em
resolvinas de série E a partir do precursor EPA e em resolvinas de série D a
partir do DHA, sendo que as protectinas sdo formadas somente a partir do DHA
(CALDER, 2012; CARLSON et al., 2013).

Resolvinas e protectinas tem uma importante funcdo na protecéao celular
e tecidual contra processos inflamatorios por apresentarem papel anti-
inflamatoério e imunomodulatério (CALDER et al., 2009; CALDER, 2010, 2011).
A neuroprotectina D1 (NPD1) por exemplo, tem apresentado importante funcao
na regulacdo da manutencéao funcional e da sobrevivéncia das células cerebrais,
envolvendo vias de regulacao neurotréficas, anti-apoptoéticas e anti-inflamatérias
(LUKIW; BAZAN 2008).

A familia de PUFAs de interesse para este trabalho é a do w-3, haja vista
que muitos beneficios em relagdo ao seu consumo vém sendo observados em
diversas doencas, tais como o cancer (HARDMAN, 2004; YANG et al., 2013;
JING et al., 2014), na prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares
(CALDER, 2010; PATTERSON et al., 2012; DINICOLANTONIO et al., 2014;
ZERBI et al., 2014; KRIS-ETHERTON; FLEMING, 2015; NESTEL et al., 2015),
diabetes (PEREZ-ECHARRI et al., 2009), esquizofrenia (REDDY et al., 2011) e
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depressdo (HORROCKS; FAROOQUI, 2004; FERRAZ et al., 2008; ORR et al.,
2013; ARBABI et al., 2014).

2.1.2 Omega-3 e os periodos iniciais do desenvolvimento

O periodo gestacional corresponde a fase de maior desenvolvimento
cerebral, a qual comporta uma ampla gama de processos altamente
orquestrados que iniciam-se com a proliferacdo das células neuronais e gliais,
seguidos pelo processo de migragdo e sequente formacdo das sinapses e
mielinizacdo (GUESNET; ALESSANDRI, 2011; BERNARDI et al., 2012; INNIS,
2014; KNUESEL et al., 2014). As rapidas e sequentes alteragcbes no
desenvolvimento anatémico e funcional do cérebro correspondem a um intervalo
critico onde qualquer subita alteracdo pode ocasionar importantes modificacfes
no desenvolvimento cerebral (ANDERSEN, 2003; KNUESEL et al.,, 2014).
Sucedendo-se o periodo gestacional, a lactacdo e os subsequentes primeiros
anos de vida também compreendem importantes estagios do
neurodesenvolvimento, nos quais ocorre uma significativa expansao anatomica
e funcional do cérebro em funcdo do crescente aumento na quantidade de
células gliais, do crescimento dendritico e mielinizacdo nos neurbnios
(JANSSEN; KILIAAN, 2014).

A vista disso, € concebido que um suprimento adequado de nutrientes é
necessario para um desenvolvimento neuronal adequado, sendo que uma
privacdo nutricional pode afetar diretamente 0s processos de neurogénese e
sinaptogénese (GREEN et al., 1999; GEORGIEFF, 2007; INNIS, 2014).
Nutrientes podem alterar ndo somente a neuroanatomia, mas podem levar a
modificacdes neuroquimicas e neurofisiologicas, resultando em alteragdes na
funcdo neuronal (GEORGIEFF, 2007; INNIS, 2008; KUPERSTEIN et al., 2008;
WITTE et al., 2013). Em relacao a isto, € descrito que o consumo adequado de
AGs € necessario para 0 aporte energético, para a sintese, funcionamento e
protecdo das membranas neuronais, sendo estes considerados fundamentais
para um desenvolvimento neuroldgico ideal (INNIS, 2014; KHAIRE et al., 2015).

A composicéo tecidual de AGs é alterada no decorrer do desenvolvimento
cerebral, sendo que a maior concentracdo de PUFAs esta localizada nos

fosfolipidios de membrana, principalmente da fosfatidiletanolamina e na
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fosfatidilserina (JOARDAR et al., 2006; NOVAK et al., 2008; BOUSQUET et al.,
2011). No periodo gestacional hd a necessidade de um suprimento adequado de
PUFAs para que haja um desenvolvimento neural apropriado (LUCHTMAN;
SONG, 2013; JANSSEN; KILIAAN, 2014). Sendo o terceiro trimestre de
gestacdo considerado como o0 maior e mais importante periodo de acumulo
destes PUFAs nas membranas neuronais, principalmente de PUFAs w-3
(GUESNET; ALESSANDRI, 2011; LUCHTMAN; SONG, 2013; REES et al., 2014;
JANSSEN; KILIAAN, 2014).

A importancia de um aporte adequado de PUFAs w-3 no decorrer da
gestacdo é justificada pelo fato do DHA ser um dos AGs mais abundantes no
cérebro e na retina (LATOUR et al., 2013; INNIS, 2014; ZARROUK et al., 2015).
A sua importancia € enfatizada pelo fato que cerca de 50-60% do peso seco do
cérebro é representado por lipidios, dentre estes os PUFAs w-3 sdo a sua
maioria, representando 40% a 60% do AGs presentes nos fosfolipidios das
membranas neuronais (KONES, 2010; ECKERT et al., 2013; LETONDOR et al.,
2014).

O aporte de w-3, principalmente de DHA durante o terceiro trimestre de
gestacdo é considerado fundamental, pois o terceiro trimestre corresponde a um
periodo onde o cérebro atinge o seu pico de desenvolvimento, abrangendo
elevadas taxas de neurogénese e maturacdo neuronal (MCNAMARA;
CARLSON, 2006; DUTTAROQY, 2009; REES et al., 2014), assim o DHA atuaria
modulando estes processos (MCNAMARA; CARLSON, 2006). Existem ainda
evidéncias que este acumulo de DHA prossegue durante o periodo pés-natal
(MCNAMARA; CARLSON, 2006; KOLETZKO et al., 2007; INNIS, 2014).

Entretanto, a presenca das enzimas dessaturases e alongase é baixa nos
fetos, com isso, durante o periodo pré-natal o feto possui uma capacidade
reduzida de produzir as quantidade necessérias de DHA para suprir a demanda
existente (KOLETZKO et al., 2007; CUNNINGHAM; MCDERMOTT, 2009; KRIS-
ETHERTON; FLEMING, 2015). Por conseguinte, a principal fonte de obtencao
de PUFAs durante o periodo gestacional € provida através do transporte destes
via placenta (LARQUE et al., 2011) e durante o periodo pds-natal através da
amamentacao (GUESNET; ALESSANDRI, 2011; LAPILLONNE et al., 2013).

O acesso do feto a estes PUFAs ocorre gracas a presenca de uma classe

especifica de proteinas transportadoras presentes na placenta, as FABPpm
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(plasma membrane fatty acid-binding protein), as quais sédo responsaveis pelo
transporte destes PUFAs a partir da circulagdo sanguinea materna (CAMPBELL
et al., 1996; CUNNINGHAM; MCDERMOTT, 2009). Entretanto, as quantidades
de w-3 a serem disponibilizadas ao feto dependera em grande parte do consumo
materno de w-3 em sua dieta (INNIS, 2008; REES et al., 2014). Assim,
conscientes da importancia destes periodos para o neurodesenvolvimento, tal
como do importante papel desempenhado pelos PUFAs w-3 nestes periodos,
inumeros estudos buscaram avaliar os possiveis efeitos da manipulacdo das
concentragbes de w-3 para com o neurodesenvolvimento (BHATIA et al., 2011;
ROY et al., 2012; LAPILLONNE et al., 2013; WILLATTS et al., 2013; REES et
al., 2014; PUDELL et al., 2014; SHERRY et al., 2015).

Estudos utilizando modelos de dietas deficientes em w-3 demonstram
uma intima relacdo destas com efeitos adversos ao desenvolvimento neural,
desencadeando alteracbes morfolégicas e bioguimicas (KODAS et al., 2002;
INNIS, 2008; YAVIN et al., 2009), tais como a reducdo nos niveis do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) (BHATIA et al, 2011), maior
suscetibilidade ao estresse oxidativo (ROY et al., 2012) e maior propensdo a
desordens psiquiatricas na idade adulta (BHATIA et al., 2011). Algumas destas
alteracbes podem ser irreversiveis, como demostrado por Kodas et al. (2002),
onde a deficiéncia (grave) de w-3 levou a alteracdes bioquimicas na transmisséo
dopaminérgica, as quais nao foram revertidas com posteriores suplementacdes.

Bertrand et al. (2006) em seu estudo mostraram que uma dieta deficiente
em w-3 durante o periodo pré-natal levou a uma significativa reducéo nos niveis
cerebrais de DHA e subsequente aumento nos niveis de AA, isto culminando em
uma da reducdo da neurogénese e alteracdes morfoldégicas no hipocampo e
cortex cerebral.

Em contrapartida, a suplementacao pré-natal com w-3 tem apresentado
desfechos positivos para com o desenvolvimento neuroldgico (COLUCCIA et al.,
2009; LAPILLONNE et al., 2013; SHERRY et al.,, 2015). Estudos tanto em
humanos quanto em modelos animais demonstram que o consumo de w-3
durante as fases iniciais do neurodesenvolvimento pode resultar em um melhor
desenvolvimento cognitivo quanto a memdaria e aprendizado (HIBBELN; DAVIS,
2007; CAO et al., 2009; WILLATTS et al., 2013; REES et al., 2014; JANSSEN et
al., 2015), melhor desenvolvimento visual (AGOSTONI, 2010; CAMPOY et al.,
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2012) e motor (COLUCCIA et al., 2009; JANSSEN et al., 2015), efeito anti-
oxidativo (FENG et al., 2012), efeitos positivos na prevencdo do nascimento
prematuro e do baixo peso apdés o nascimento (CAMPQOY et al., 2012;
FEREIDOONI; JENABI, 2014) e sob desordens psiquiatricas como a depressao
(FERRAZ et al., 2008) e ansiedade (BHATIA et al., 2011; PUDELL et al., 2014).

Em relacéo a isto, Pudell et al. (2014) mostraram que a suplementacao
com Oleo de peixe durante os periodos pré e pdés-natal foi capaz atenuar o
surgimento dos comportamentos de depresséao, ansiedade e disfuncéo cognitiva
na idade adulta em um modelo animal de bulbectomia olfatéria. Previamente,
Ferraz et al. (2008) ja haviam demostrado a capacidade da suplementacdo com
o 6leo de peixe durante as fases iniciais do neurodesenvolvimento em prevenir
o surgimento da depressao na idade adulta. A manutencdo de varios efeitos
positivos do w-3 desde os periodos iniciais até a idade adulta previamente
demonstrada é de extrema valia (FERRAZ et al., 2008; COLUCCIA et al., 2009;
BHATIA et al., 2011; WILLATTS et al., 2013), assim reforcando a importancia do

seu aporte adequado.

2.1.3 Omega-3 e memoria

Tal como descrito previamente, o consumo de w-3 tem sido relacionado
a efeitos positivos sobre a memoéria e ao aprendizado pela modulacdo de vias
que englobam o seu efeito antioxidativo, estimulo a neurogénese hipocampal, e
modulacao de vias de sinalizacdo (HASHIMOTO et al., 2013).

Uma das possiveis vias pelas quais o w-3 poderia estar relacionado ao
melhor desenvolvimento da memdéria e do aprendizado seria através da
modulagdo sob os niveis de neurotrofinas, principalmente sobre o BDNF
(CUNHA et al., 2010; HASHIMOTO et al., 2013; LUCHTMAN; SONG, 2013). O
BDNF, desempenha um importante papel no desenvolvimento, manutencéo,
sobrevivéncia e plasticidade neuronal (MIYAZAWA et al., 2010; BHATIA et al.,
2011; GOMEZ-PINILLA, 2011).

Além disso, sendo que o hipocampo e o coértex cerebral representam
importantes estruturas cerebrais relacionadas com os processos de memoria
(KUPERSTEIN et al., 2005; YETIMLER et al., 2012; HASHIMOTO et al., 2013),

evidéncias apontam que a suplementagdo com o w-3 durante a gestacao pode
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modular os niveis de BDNF tanto no hipocampo quanto no cértex cerebral
(SABLE et al., 2013).

A acdo do BDNF esta diretamente relacionada com modulacdo da
plasticidade sinaptica, atuando na plasticidade relacionada tanto com a long term
potenciation (LTP) quanto com a long term depression (LTD) (CUNHA et al.,
2010). O BDNF pode promover a ativacdao do seu, trkB (receptor tropomyosin
kinase), o qual através da sua via de sinalizacdo que envolve a MAP kinase
(mitogen activated protein kinases) e o PI-3 (fosfatidilinisitol) leva a subsequente
ativacdo do CREB (CAMP response element binding protein), o qual tem sido
descrito como um mediador chave na sobrevivéncia celular via regulagédo da
transcricdo génica (PATAPOUTIAN; REICHARDT, 2001; CUNHA et al., 2010).

Esta relagao entre a suplementagdo com w-3 durante os periodos iniciais
do desenvolvimento resultando em maior biodisponibilidade de DHA e sequente
incorporacdo deste nos fosfolipidios de membrana levaria a modulacdo dos
niveis de BDNF, modulacdo na morfologia neuronal e plasticidade sinaptica,
podendo resultar em melhor desenvolvimento e manutencdo de processos de
memodéria e aprendizado, havendo também implicacdes positivas na prevencao
do desenvolvimento de desordens cognitivas na idade adulta (SU, 2010; BHATIA
et al., 2011; SABLE et al., 2012; WILLATTS et al., 2013).

2.1.4 Omega-3 e a doenca de Parkinson

Sendo a deplecdo nos niveis estriatais de dopamina (DA) uma
caracteristica intimamente relacionada com a incidéncia dos sintomas da doenca
de Parkinson (DP), a capacidade existente de manutencéo dos niveis de DA pelo
w-3 é consistente com uma acao neuroprotetora relevante (BOUSQUET et al.,
2008).

Estudos epidemioldgicos e post-mortem focados na relagéo entre o w-3 e
a DP sao limitados, entretanto, existem crescentes evidéncias de uma intima
relacdo entre os habitos alimentares e a incidéncia da doengca (BOUSQUET et
al., 2011; KAMEL et al., 2014). Dados epidemiol6gicos sugerem que a ingestao
de w-3 na dieta pode reduzir o risco de desenvolvimento da DP, onde o baixo
consumo de w-3 pode ser um fator de risco modificavel para o surgimento de

doencas neurodegenerativas (BOUSQUET et al., 2011). Somado ao fato que a
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DP per se pode alterar os niveis de w-3 no encéfalo (BOUSQUET et al., 2011).
A relacao entre o consumo de w-3 e a DP pode ser reforcada pela capacidade
deste em promover alteracbes em elementos chaves da transmissao
dopaminérgica (BOUSQUET et al., 2011), existindo também a possibilidade do
w-3 ter impacto direto sobre a proteina a-sinucleina (BOUSQUET et al., 2008) e
a capacidade deste em diminuir a ativacao da micréglia (JI et al., 2012).

Dado o grande espectro de acfes mediadas pelo w-3, é plausivel que
este desempenhe um papel benéfico nos diferentes niveis de degeneracao
neural observados na DP, pois além da sua capacidade de influenciar a fluidez
da membrana celular, o w-3 pode exercer importante papel para com a
sobrevivéncia neuronal por promover a modulacdo do estresse oxidativo,
apoptose, inflamacao e da producdo de fatores neurotréficos (como o BDNF,
descrito acima) (BOUSQUET et al., 2011; ORR et al., 2013; LEE et al., 2015).

Os efeitos benéficos da suplementacdo com o w-3 tem sido demonstrados
a partir do uso de diferentes modelos animais da DP, tais como os modelos
utiizando a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP) (BOUSQUET et al., 2008; DELATTRE et al., 2010;
HACIOGLU et al.,, 2012; LUCHTMAN et al., 2012). Hacioglu et al. (2012)
demonstraram que o pré-tratamento com 0 w-3 em um modelo animal da DP
resultou em protecédo aos neurdnios dopaminérgicos contra a lesdo induzida pelo
MPTP. Ja Delattre et al. (2010) demonstraram que a administracdo cronica de
w-3 resultou em reducdo dos sintomas de discinesia, diminuiu a peroxidacéo
lipidica e promoveu um aumento do turnover da DA, representando uma maior
adaptacdo dos neurbnios dopaminérgicos remanescentes a lesdo com a
neurotoxina 6-OHDA.

2.2 DOENCA DE PARKINSON

A DP foi descrita pela primeira vez em 1817, onde o0 médico inglés James
Parkinson em sua publicagao intitulada “An essay on the shaking palsy” relatou
0 caso de quatros pacientes que apresentavam sintomas motores semelhantes
como tremor de repouso, rigidez muscular, lentiddo dos movimentos e

instabilidade postural, os quais ele denominou inicialmente como “paralisia
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agitante” (BETARBET et al., 2002; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; MENEZES
e TEIVE, 2003).

A introducdo do termo doenca de Parkinson na literatura médica foi
sugerida pelo neurologista francés Jean-Martin Charcot no inicio do século XX,
em homenagem a descricdo classica de James Parkinson. Entretanto, enquanto
James Parkinson se ateve aos sintomas motores, Charcot relatou a presenca de
alteracdes cognitivas e comportamentais as quais ndo eram até entao
consideradas (MENEZES e TEIVE, 2003; LEES et al., 2009).

2.2.1 Epidemiologia

A DP é caracterizada como uma desordem neurodegenerativa cronica,
progressiva e idade dependente, sendo ela o principal distirbio de movimento e
a segunda mais incidente dentre as doencas neurodegenerativas, atras apenas
da doenca de Alzheimer (BOUSQUET et al.,, 2011; TROEUNG et al., 2013;
JANSSEN; KILIAAN, 2014; KNUESEL et al., 2014).

A DP acomete cerca de 0,3% da populacdo mundial (KONES, 2010). Ja
na populacdo idosa, a DP apresenta um aumento exponencial da sua
prevaléncia em pacientes com idades entre 65 e 90 anos, ocorrendo a0 menos
em 1 a 2% da populagcdo com mais de 55 anos (BETARBET et al., 2002;
CICCHETTI et al., 2009; BOUSQUET et al.,, 2011; KAWAJIRI et al., 2011).
Manifestacbes da DP em faixas etarias mais jovens ocorrem raramente, estas
sob grande influéncia genética, constituindo a forma familiar da doenca (HALD;
LOTHARIUS, 2005; SCHRAG; SCHOTT, 2006).

Em funcdo do crescente envelhecimento da populacdo mundial, a
prevaléncia da DP tende a aumentar nas proximas décadas. Assim, a demanda
de cuidados e gastos com esta patologia tende a aumentar drasticamente em
um futuro préximo (KONES, 2010; KAWAJIRI et al., 2011).

2.2.2. Fisiopatologia

A degeneracao cronica e progressiva dos neurbnios dopaminérgicos da

SNpc e consequente reducdo nos niveis estriatais de DA configuram-se como a
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principal caracteristica fisiopatologica da DP (HUNTER et al., 2007; HE;
NAKAYAMA, 2009; PARNETTI et al., 2013) (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Representa¢do da neurodegeneracdo da via nigroestriatal em pacientes com a
DP. FONTE: Adaptado de DAUER e PRZEDORSKI (2003).

A DA é sintetizada a partir do amino acido tirosina em duas etapas
enzimaticas. Primeiramente, a tirosina & convertida a L-3,4-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA) pela enzima tirosina hidroxilase (TH), esta sendo a enzima limitante
no processo de biossintese. Em seguida, a L-DOPA é convertida a DA pela acdo
da enzima L-DOPA descarboxilase (HERMANSON et al., 2003; Jl et al., 2012).

A substéancia nigra possui este nome devido a elevada concentracao de
neurdbnios dopaminérgicos, nos quais além da produgédo de DA pode ocorrer a
auto-oxidacdo desta, gerando a neuromelanina e por consequéncia a
pigmentacéo escura caracteristica (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; MENEZES;
TEIVE, 2003; HALD; LOTHARIUS, 2005). Sendo que a degeneragao neuronal
decorrente da DP leva a despigmentacéo da SNpc (DAUER; PRZEDBORSKI,

29



2003). Os neurbnios dopaminérgicos na SNpc estdo distribuidos em duas
principais regides, a regido rostro-dorso-medial e a regido caudo-ventro-lateral.
Na DP a perda neuronal ocorre primeiramente na porcéo lateral da SNpc,
seguida da degeneracdo na porcao medial desta (FERRER et al., 2011;
PASSOS et al., 2012).

A SNpc e a area tegmentar ventral sdo os dois centros de eferéncia
dopaminérgica, sendo estas vias eferentes representadas pela via nigroestriatal,
mesolimbica, mesocortical, e tuberoinfundibular (KEHAGIA et al., 2010;
FERRER et al., 2011; YU; CHEN, 2011; CALABRESI et al., 2014).

A via nigroestriatal € de extrema importdncia para a regulagdo dos
ganglios da base, esta sendo potentemente afetada pela neurodegeneracéo
caracteristica da DP (FRISINA et al., 2009; HEMMERLE et al., 2012; PARNETTI
etal., 2013). Os ganglios da base constituem um grupo de estruturas subcorticais
compostas pelo corpo estriado (formado pelos nacleos caudado e putamen), o
globo palido (interno e externo), a substancia nigra (pars compacta e reticulada)
e 0 nucleo subtalamico, os quais desempenham um importante papel na
modulacdo dos movimentos voluntarios, memoria e aprendizado (OBESO et al.,
2000; THOMAS; BEAL, 2011; CALABRESI et al., 2014). Durante o curso da DP,
em funcdo da reducédo nos niveis estriatais de DA, ha um prejuizo na via de
sinalizacao cortico-basal-talamica mediada pelos ganglios da base, resultando
em prejuizos no controle da atividade motora voluntéria, caracteristica comum
na DP (THOMAS; BEAL, 2011; GALATI et al., 2015).

Em paralelo a degeneracéo nigroestriatal, outras vias dopaminérgicas
podem ser prejudicadas no decorrer da DP, tais como a vias de sinalizacdo
mesocortical, mesolimbica (CICCHETTI et al.,, 2009; FERRER et al., 2011;
HANAGASI et al.,, 2011). Além disso, em pacientes com a DP o processo
neurodegenerativo ndo € exclusivo das projecdes dopaminérgicas, havendo
conjuntamente prejuizos a vias de sinalizac&o serotoninérgicas, noradrenérgicas
e colinérgicas (BROOKS, 2008; KEHAGIA et al., 2010; FERRER et al., 2011).
Com isso, a extensao da neurodegeneracdo a vias extra-nigroestriatais e vias
nao dopaminérgicas fundamenta a complexidade dos sintomas apresentados na
DP ( LUCHTMAN et al., 2012).
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2.2.3 Etiologia

Embora a etiologia da DP ainda permaneca desconhecida, estudos
clinicos, post mortem, e modelos in vivo e in vitro vem servindo de auxilio para
uma melhor compreensdo da sua fisiopatologia (CICCHETTI et al., 2009;
HEMMERLE et al.,, 2012; LIU et al., 2014). A partir destes estudos pode-se
evidenciar a DP como uma patologia multifatorial (BARLOW et al., 2007;
ECKERT et al., 2013), onde os processos patologicos da neuroinflamacao,
disfuncdo mitocondrial, excitotoxicidade, fatores ambientais e genéticos séo
referenciados como o0s possiveis causadores dos efeitos deletérios que
acometem os neurénios dopaminérgicos (HUNTER et al., 2007; FERRER et al.,
2011; THOMAS; BEAL, 2011; COLLINS et al., 2012; TSAI et al., 2014).

As caracterizacdes patologicas da DP que permitem o seu diagndstico
sdo decorrentes da existéncia da degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos
da SNpc e da presenca de agregados proteicos denominados corpusculos de
Lewy (LB) (BROOKS, 2008; KAWAJIRI et al., 2011). Os LB sao considerados os
marcadores patolégicos da DP, estes apresentando a nivel estrutural inclusées
eosinofilicas citoplasmaticas de origem proteica, compostas principalmente
pelas proteinas a-sinucleina, parkina e ubiquitina (FERRER et al., 2011;
KAWAJIRI et al., 2011; PARNETTI et al., 2013).

A influéncia de fatores genéticos na DP é decorrente da existéncia de
alteracdes na expressdao de genes codificantes das proteinas a-sinucleina,
parkina, tau e PINK1, os quais podem desempenhar um papel crucial na
patogénese da DP (THOMAS; BEAL, 2011; KAWAJIRI et al., 2011). Isto devido
a capacidade destas proteinas em promover a formacdo dos LB levando a
quadros de disfuncdo mitocondrial e aumento do estresse oxidativo, alteracdes
na dinamica do citoesqueleto celular, entre outros (MATSUDA et al., 2010;
FERRER et al., 2011; PARNETTI et al., 2013). Porém, somente 5% a 10% dos
casos da DP possuem alguma influéncia genética direta, esta classificada como
a forma familiar da doencga, sendo assim evidente o envolvimento de outros
fatores no desenvolvimento da forma esporadica da DP (HALD; LOTHARIUS,
2005; MATSUDA et al., 2010).

Fatores ambientais também constituem-se como uma das possiveis

causas da DP, haja vista as elevadas taxas de incidéncia da DP em populacdes

31



que residem ou trabalham em regides com alta exposicdo a compostos
comumente utilizados na agricultura como pesticidas e herbicidas (KAMEL et al.,
2007, 2014; HANCOCK et al., 2008; RHODES et al., 2013).

Estudos clinicos, post mortem e em modelos animais tém evidenciado o
papel da neuroinflamacgédo na DP, enfatizando o possivel papel da inflamacéao
cronica como promotora da degeneracdo progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos (TANSEY; GOLDBERG, 2010; FERRARI; TARELLI, 2011,
DOORN et al., 2012; TRISTAO et al., 2014). O processo neuroinflamatério na
DP é potentemente modulado pela ativacao da microglia (COLLINS et al., 2012;
TRISTAO et al., 2014). A microglia é composta por células fagocitarias que
comandam as defesas imunes inatas no ceérebro, agindo como células
scavengers durante processos inflamatérios, infeccao, isquemia e degeneragao
(KONES, 2010). A SNpc é uma das regides cerebrais com uma das maiores
concentracdes cerebrais da microglia (JENNER; OLANOW, 1996). Processos
inflamatorios podem alterar a conformacao da microglia, passando esta de um
estado de “repouso” a um estado “ativo” (KONES, 2010; FERRARI; TARELLI,
2011). Entretanto, a ativacdo demasiada da microglia resultante de processos
inflamatorios crénicos leva a uma upregulation na expressdo de citocinas proé-
inflamatoérias como o fator de necrose tumoral-a (TNF- a), interleucina 1B e
interleucina 6, dos niveis de Oxido nitrico, das enzimas 6xido nitrico sintetase
induzivel, e ciclooxigenase 2 (COX-2), contribuindo assim para um aumento do
processo neurodegenerativo (KONES, 2010; FERRARI; TARELLI, 2011). O
aumento da ativacdo da micréglia na DP néo se restringe a SNpc, havendo
também niveis elevados da sua ativacdo no cortex, nacleos da base, hipocampo
e bulbo olfatério (IMAMURA et al., 2003; DOORN et al., 2012).

Somado a isto, Hunter et al. (2007), descrevem a partir da analise de
mitocondrias provenientes do estriado evidéncias de dano oxidativo aos
componentes mitocondriais, sugerindo entdo que a mitocéndria pode ser um dos
alvos do estresse oxidativo mediado pela microglia. Assim € proposto que
disfungcdo mitocondrial também desempenhe um importante papel na etiologia
da DP (HUNTER et al., 2007; ECKERT et al., 2013). Isto justificado por esta ser
a organela responsavel pela maior parte da producdo de adenosina trifosfato
(ATP), assim a ocorréncia de disfuncfes nos complexos da cadeia mitocondrial

resultaria em degeneracdo neuronal como resultante da diminuicdo da
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quantidade de ATP produzido (CHEN; LE, 2006; ECKERT et al., 2013; GRENIER
et al., 2014). Os danos causados pelo aumento do estresse oxidativo também
podem ser decorrentes da disfuncdo mitocondrial (HUNTER et al., 2007;
ECKERT et al., 2013), sendo possivel observar sérios danos a proteinas, lipidios
e aos acidos nucléicos em fungdo do aumento nos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ROS), culminando em um quadro de disfuncéo celular (JONES et
al., 2012).

Ferrer et al., (2011) propdem que o estresse oxidativo € um quadro
patologico existente desde as fases iniciais da DP, ocorrendo com precedéncia
a formacdo do LBs na SNpc. Isto em parte pode ser explicado pela certa
vulnerabilidade dos neurdnios dopaminérgicos ao estresse oxidativo, haja visto
gue a propria metabolizacdo da DA pode gerar ROS, e a sua auto-oxidagcao gera
a dopamina-quinona, molécula que possui capacidade reativa (LOTHARIUS;
BRUNDIN, 2002; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Portanto, € proposto que uma combinacdo de processos inflamatorios,
estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial levaria a formac&o de uma espécie
de ciclo, culminando na degeneracao progressiva dos heurdnios dopaminérgicos
(HUNTER et al., 2007).

2.2.4 Sintomas

A DP é caracterizada por sintomas motores e nao motores que ocasionam
um impacto significativo na qualidade de vida para estes pacientes e seus
familiares (HEMMERLE et al., 2012; RHODES et al., 2013).

A DP é clinicamente descrita como uma desordem motora complexa,
cujas principais manifestacdes séo o tremor de repouso, acinesia (dificuldade em
iniciar os movimentos), bradicinesia (lentiddo na execugcdo dos movimentos),
alteracdes na marcha, rigidez e instabilidade postural (KONES, 2010; FERRER
et al., 2011; KAWAJIRI et al., 2011; HEMMERLE et al., 2012).

Entretanto, estes sintomas motores caracteristicos sdo observados apos
a perda de aproximadamente 60-80% dos neurbnios dopaminérgicos da via
nigroestriatal, a qual resulta em uma deplecdo em torno de 80% das
concentracOes estriatais de DA (DEBEIR et al., 2005; BOUSQUET et al., 2011;
HEMMERLE et al., 2012). A partir disto denota-se uma notéria capacidade
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adaptativa dos neurbnios remanescentes na manutencdo dos niveis de DA,
mesmo apos esta perda neuronal (SAVICA et al.,, 2010; HEMMERLE et al.,
2012).

Em controvérsia aos sintomas motores, 0s sintomas ndo motores surgem
em estagios bem mais precoces da DP (SAVICA et al., 2010; FERRER et al.,
2011). Estes possivelmente sdo decorrentes de alteracdes neuroquimicas
existentes na fase pré-motora da DP (PREDIGER et al., 2012). Estes sintomas
nao motores podem ser representados por disturbios do sono, olfativos e no trato
gastrointestinal, incontinéncia urinaria, disfuncdes cognitivas e o0
desenvolvimento de disturbios psiquiatricos (KONES, 2010; BOUSQUET et al.,
2011; FERRER et al., 2011; THOMAS; BEAL, 2011; KAWAJIRI et al., 2011;
DOORN et al., 2012). Estes sintomas ndo motores levam a uma seéria reducéo
da qualidade de vida destes pacientes (DISSANAYAKA et al., 2010; DOORN et
al., 2012; HEMMERLE et al., 2012; PARNETTI et al., 2013).

Evidéncias demonstram que a ocorréncia destes sintomas ndo motores é
crescente com a progressao da DP (DISSANAYAKA et al., 2010). Em relag&o ao
desenvolvimento de disturbios psiquiatricos em pacientes com a DP, este é
geralmente relacionado com a presenca da depressao e a ansiedade (KEHAGIA
et al., 2010; DISSANAYAKA et al., 2010).

A prevaléncia da depressdo na DP pode abranger em torno de 40-70%
dos pacientes (SLAUGHTER, et al. 2001; FRISINA et al., 2009; AARSLAND et
al. 2012;). Hemmerle et al. (2012) descrevem que a depressdo geralmente
acompanha o paciente durante todo o curso da DP.

A depressdo na DP parece ser decorrente de alteracbes em outros
sistemas além do dopaminérgico. Estudos apontam que possiveis alteracdes
nos niveis de serotonina (5-HT) podem estar associados a reducdo da
neurotransmissao dopaminérgica, tal como alteragbes nos niveis de
noradrenalina (NA) também parecem estar relacionados com a etiologia da
depressao na DP (FRISINA et al., 2009; SANTIAGO et al., 2014).

Quanto as alteracdes cognitivas associadas com a DP, estas podem
variar desde leves distUrbios cognitivos até a notdria manifestacado do quadro de
deméncia (HANAGASI et al., 2011). Disturbios cognitivos relacionados a DP
também podem ser observados em estagios precoces da DP (HANAGASI et al.,

2011). Estes disturbios envolvem déficits nas fungcdes executivas, prejuizos na
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memoria e aprendizado, na funcéo visuoespacial e na atencédo (KEHAGIA et al.,
2010; HANAGASI et al., 2011; PARNETTI et al., 2013). Uma possivel explicacéo
para o surgimento destes sintomas € o decorrente déficit nos niveis de
catecolaminas (KEHAGIA et al., 2010).

2.2.5 Tratamento

Atualmente o tratamento da DP tem por objetivo a melhora sintomatica
destes pacientes, haja visto que néo existe nenhuma droga capaz de prevenir a
perda dos neurbnios dopaminérgicos ou regenerar aqueles ja perdidos
(BOUSQUET et al., 2008; KAWAJIRI et al., 2011; SONSALLA et al., 2012). Por
conseguinte, as terapias atualmente utilizadas objetivam em sua maioria
somente uma modulacdo das ac¢des da DA (FERRER et al., 2011).

Nas ultimas trés décadas, a alternativa mais eficiente para o tratamento
da DP vem sendo a utilizacédo da levodopa (L-dopa) (SINGH et al., 2006; KONES,
2010; DOORN et al., 2012). Porém, em estagios iniciais da DP, outros farmacos
demonstram ser uma melhor opcéo para o tratamento (KEHAGIA et al., 2010).
Com isso, a utilizacdo de farmacos agonistas dopaminérgicos ou inibidores das
enzimas responsaveis pela metabolizacdo da DA, a monoamina oxidase e
catecol-o-metiltransferase levam a uma potencializacdo da transmisséo
dopaminérgica na via nigroestriatal, apresentando assim melhoras efetivas sob
ambos sintomas motores e ndo motores da DP (KEHAGIA et al., 2010;
HANAGASI et al., 2011; DOORN et al., 2012; REVILLA et al., 2013).

Entretanto, com o decorrer do tempo a efetividade destes farmacos
diminui, havendo a necessidade da utilizacdo da L-dopa (KONES, 2010). A nédo
utilizacao da L-dopa como primeira opcao de tratamento nas fases iniciais da DP
se d& pela ocorréncia de severos efeitos colaterais decorrentes do seu uso
continuo, como a discinesia, efeitos psiquiatricos (agitacdo, alucinacoes,
psicose, paranoia, hipersexualidade) e pelo surgimento de um quadro de
dependéncia a L-dopa (SINGH et al., 2006; KONES, 2010; BOUSQUET et al.,
2011; DOORN et al., 2012). A presenca destes efeitos colaterais ao L-dopa
afetam diretamente a qualidade de vida dos pacientes, e em alguns casos
podendo levar a um quadro sintomatico mais prejudicial do que apresentado
normalmente na DP (BOUSQUET et al., 2011)
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Porém, fazendo-se um uso continuo h& a possibilidade que a efetividade
do tratamento com a L-dopa seja reduzida, culminando em eventuais falhas,
podendo até mesmo ocorrer a perda da efetividade terapéutica, havendo assim
a necessidade de estudos que busquem uma melhor compreenséo da doenca e
novas alternativas para o tratamento desta patologia (THOMAS; BEAL, 2011,
SONSALLA et al., 2012).

2.3 MODELOS ANIMAIS DA DOENCA DE PARKINSON

Modelos experimentais utilizando neurotoxinas séo capazes de mimetizar,
in vitro e in vivo S80 essenciais, uma vez que estes permitem o estudo dos
processos neurodegenerativos que ocorrem na DP, tal como o estudo de novas
abordagens terapéuticas (BLUM, 2001).

Dentre as neurotoxinas mais utilizadas em modelos animais para o estudo
da degeneracéo associada a DP destaca-se a 6-OHDA (RODRIGUEZ et al.,
2001). A 6-OHDA é um analogo hidroxilado do neurotransmissor natural DA,
tendo elevada seletividade a neurbnios dopaminérgicos devido a sua grande
afinidade ao DAT (SIMOLA, et al., 2007; YONG et al.,, 2011; BLANDINI;
ARMENTERO, 2012).

Entretanto, a sua infusdo direta no tecido cerebral ndo tem a capacidade
de mimetizar totalmente o complexo padrdo de degeneracdo que é observado
em pacientes com a DP. Isto em parte devido a morte dos neurdnios
dopaminérgicos de forma aguda, ndo reproduzindo a progressdo lenta
caracteristica de pacientes humanos com DP (RODRIGUEZ et al., 2001,
BLANDINI; ARMENTERO, 2012).

Apesar disso, a utilizacdo de modelos animais é de extrema valia, sendo
uma ferramenta importante para elucidar os mecanismos envolvidos na DP,
auxiliando na busca de novas estratégias terapéuticas, além de permitir a
realizagdo de estudos invasivos, 0s quais ndo sdo viaveis em humanos
(RODRIGUEZ et al., 2001; HE et al., 2009).

A 6-OHDA é incapaz de atravessar a barreira hematoencefalica, assim
existe a necessidade desta ser administrada diretamente no tecido cerebral
(BLUM, 2001; BLANDINI; ARMENTERO, 2012).
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A lesdo especifica decorrente da infusdo da 6-OHDA sob a via
dopaminérgica nigroestriatal € dependente do seu sitio de administracéo, sendo
esta obtida apdés a sua administracdo estereotaxica no feixe prosencefalico
medial (FPM), na SNpc ou no estriado (SCHWARTING et al., 1996; BLANDINI;
ARMENTERO, 2012). A 6-OHDA, quando administrada diretamente na SNpc ou
no FPM (o qual converge as fibras aferentes dos neurdnios da SNpc para o
estriado), provoca uma massiva degeneracdo dos neurbnios da via
nigroestriatal, isto levando a subsequente deplecdo dos niveis estriatais de DA
(BLANDINI; ARMENTERO, 2012).

Blandini e Armentero (2012) descrevem em seu trabalho que os
mecanismos pelos quais a 6-OHDA promove a neurodegeneracdo Ssao
diretamente relacionados a suas propriedades pro-oxidantes. Isto por que, uma
vez transportada para o interior do neurdnio, a 6-OHDA acumula-se no citosol
onde a sua oxidacdo promove uma elevada formacao de peroxido de hidrogénio.
Somado a isto, outro mecanismo neurotoxico da 6-OHDA é através do seu
acumulo na mitocéndria levando a inibicdo do complexo | mitocondrial.

A determinacgéo post mortem da intensidade da lesdo promovida pela 6-
OHDA aos neurénios dopaminérgicos pode ser feita através de duas principais
maneiras; através das analises histoldégicas ou através da determinacao
neuroquimica da quantidade residual de DA no tecido onde foi realizada a leséo.
Para tal, € necessaria que sejam comparados 0s animais lesados com a 6-OHDA
com os animais néo lesionados (SCHWARTING e HUSTON, 1996).

Assim, devido a dificuldade em realizar estudos relacionados a DP em
humanos, ha um interesse consideravel quanto ao uso dos modelos animais
para o estudo e compreensdo dos mecanismos subjacentes a esta. Somando-
se a necessidade de estudo de novas estratégias terapéuticas dirigidas a esta
(BLANDINI; ARMENTERO, 2012).

A partir dos dados apresentados na literatura, quanto a importancia do
consumo de AGs w-3 durante os periodos iniciais do neurodesenvolvimento, o
presente trabalho buscou analisar os efeitos do consumo de w-3 durante os
periodos de gestacdo e gestacdot+lactacdo quanto a possiveis efeitos
nootropicos, motores e antidepressivos proporcionados por este tratamento.
Além disso, somando-se as evidéncias de possiveis efeitos benéficos do w-3

para com a DP e a imprescindibilidade de uma maior compreensdo desta
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patologia e da busca por novas estratégias terapéuticas o presente trabalho
buscou avaliar os efeitos deste consumo materno de w-3 em um modelo animal

da DP nestas respectivas proles.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se a suplementacdo com AGs w-3 durante o periodo pré-natal
promove um efeito nootropico, antidepressivo e/ou neuroprotetor em um modelo

animal de doenga de Parkinson.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar se a administracdo de w-3 durante o periodo gestacional e/ou no
periodo gestacional + periodo de lactacdo promove alteracdes no peso
dos filhotes apos o nascimento e a influéncia deste tratamento no ganho
de peso dos filhotes durante o periodo pds natal.

» Avaliar se a administracdo de w-3 durante o periodo gestacional e/ou no
periodo gestacional + periodo de lactagcdo contribui para um melhor
desenvolvimento neurologico dos filhotes quanto a memoéria e
aprendizado.

» Avaliar se a administracdo de w-3 durante o periodo gestacional e/ou no
periodo gestacional + periodo de lactacdo contribui para um melhor
desempenho motor dos filhotes.

»= Avaliar se a administracdo de w-3 durante o periodo gestacional e/ou no
periodo gestacional + periodo de lactacdo é capaz de reverter as
alteracdes motoras induzidas pela administracao intracerebral unilateral
de 6-OHDA nos filhotes.

»= Avaliar se a administracdo de w-3 durante o periodo gestacional e/ou no
periodo gestacional + periodo de lactacdo consegue reverter o prejuizo
de memoéria e aprendizado causado pela administracao intracerebral
bilateral de 6-OHDA nos filhotes.

»= Avaliar se a administracdo de w-3 durante o periodo gestacional e/ou
durante o periodo gestacional + periodo de lactagéo consegue reverter a

anedonia induzida pela administracao intracerebral bilateral de 6-OHDA.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica do uso de
animais (CEUA/UEPG) com o protocolo de aprovacédo 012/2013. O presente
trabalho utilizou ratos da linhagem Wistar, sendo que para os procedimentos de
acasalamento foram utilizadas 62 ratas fémeas virgens e 31 ratos machos com
trés meses de idade procedentes do biotério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG). A partir destes animais acasalados, foram obtidos 472 filhotes,
dentre os quais 229 eram machos, os quais foram utilizados nos experimentos
posteriormente descritos (FIGURA 4). Os animais foram mantidos em biotério
climatizado (22 £ 2° C), com ciclo claro/escuro de 12 horas (ciclo claro inicia as
07h), em uma proporcdo de quatro a cinco animais por caixa de moradia, com
comida e agua ad libitum.

Foram também utilizados ratos com aproximadamente um més de idade
provenientes do biotério da UEPG para a realizacdo do teste de reconhecimento
social (posteriormente descrito).
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FIGURA 4: Representacdo dos animais utilizados para o acasalamento e as respectivas proles
obtidas. Em relacdo as fémeas obtidas a partir do acasalamento estas foram utilizadas em outro
experimento (ndo descrito). FONTE: O AUTOR.

40



As subdivisbes dos filhotes nos respectivos grupos experimentais no
decorrer do presente estudo sé&o apresentadas na FIGURA 5. Nesta estédo
demonstrados os grupos constituintes dos testes realizados aos 2 meses de

idade e apoés a cirurgia estereotaxica unilateral ou bilateral.

Grupos experimentais:

Testes « -3 150 (n=10)
. « @-3 300 (n=11)
realizados . -3 600 (n=11)
a0s 2 meses + -3 300 G+L (n=11)
+ Controle (n=11)
Grupos experimentais:
- - + ®-3/SHAM 150 (n=10) * ®-3/6-OHDA 150 (n=10)
Cirurgia + @-3/SHAM 300 (n=10) * ©-3/6-OHDA 300 (n=10)
Estereotaxica| |+ »-3/SHAM 600 (n=10) * @-3/6-OHDA 600 (n=10)
Unilateral * ®-3/SHAM 300 G+L (n=10) |* ®-3/6-OHDA 300 G+L (n=10)
+ Veiculo/SHAM (n=10) * Veiculo/6-OHDA (n=10)
Grupos experimentais:
Cirurgia + ©-3/SHAM 150 (n=10) + ®-3/6-OHDA 150 (n=10)
Estereotaxica| |© @-3/SHAM 300 (n=10) * ®-3/6-OHDA 300 (n=10)
. * @-3/SHAM 600 (n=10) * ®-3/6-OHDA 600 (n=10)
Bilateral + @-3/SHAM 300 G+L (n=9) |+ ®-3/6-OHDA 300 G+L (n=10)
* Veiculo/SHAM (n=10) * Veiculo/6-OHDA (n=10)

FIGURA 5: Descrigcéo dos grupos experimentais. Representacdo dos animais e seus respectivos
grupos utilizados nos testes realizados aos 2 meses e apoés a cirurgia estereotaxica unilateral ou
bilateral. FONTE: O AUTOR.

4.1.1 Acasalamento

Conforme descrito previamente, o presente estudo buscou avaliar o efeito
da administracdo de diferentes concentracbes de w-3 durante o periodo
gestacional e durante o periodo gestacional + periodo de lactacdo. Para isto,
primeiramente foi realizado o procedimento de acasalamento. O acasalamento
ocorreu durante a fase escura do ciclo de luz (inicio as 19 horas com duracgao de
12 horas) e prosseguiu tal como descrito por Feng et al. (2012).

A proporcéo de animais adotada durante o acasalamento foi de um macho
para trés fémeas por caixa de moradia. Na manha seguinte ao acasalamento, foi
realizado um lavado vaginal. Este procedimento consistiu na utilizacdo de uma

pipeta e uma ponteira, onde a ponta da ponteira foi cuidadosamente introduzida
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no orificio vaginal, onde 10 uL de salina foram injetados e aspirados (3 vezes) e
colocados em uma lamina para posterior visualizagdo ao microscopio.

O objetivo da visualizacdo deste lavado em microscépio foi observar a
possivel presenca de espermatozoides. Havendo a presenca de
espermatozoides neste lavado foi entdo confirmada a prenhez (dia zero da
gestacado), iniciando a partir disto o tratamento com w-3. Nao havendo a
visualizacdo dos espermatozoides, o procedimento de acasalamento fora entéo

realizado novamente.

4.1.2 Tratamento

O tratamento consistiu na administracdo através de via oral (gavagem) de
diferentes doses de w-3. O w-3 utilizado foi obtido através de cépsulas de éleo
de peixe contendo 50% de DHA e 20% de EPA (Herbarium Botanico S/A ®).

O tratamento iniciou-se a partir do dia zero de gestacdo, onde as ratas
foram aleatoriamente distribuidas em cinco grupos experimentais quanto ao
tratamento (adaptado de Pan et al., 2011).

e Grupo tratado com w-3 durante o periodo gestacional na concentracéo de

150 mg/Kg/dia.

e Grupo tratado com w-3 durante o periodo gestacional na concentracdo de

300 mg/Kg/dia.

e Grupo tratado com w-3 durante o periodo gestacional na concentracéo de

600 mg/Kg/dia.

e Grupo tratado com w-3 durante o periodo gestacional + periodo de
lactacéo (G+L) na concentracédo de 300 mg/Kg/dia.

e Grupo controle, o qual ndo foi submetido a nenhum tratamento.

O tratamento foi realizado durante todo o periodo gestacional, o qual
compreendeu aproximadamente vinte e um dias. Assim, apds o nascimento dos
filhotes, o tratamento foi encerrado. Entretanto, para as ratas do grupo w-3 (G+L)
o tratamento prosseguiu durante o periodo de lactacao, este correspondendo os
vinte e um dias apos o nascimento dos filhotes.

Durante o periodo de tratamento estes animais tiveram livre acesso a

adgua e racdo. Valores referentes ao peso das ratas durante o periodo de
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tratamento foram obtidos semanalmente para que houvesse o calculo da dose
de w-3 a ser administrado.

Apoés 0 nascimento, nenhum tratamento foi realizado nos filhotes. Apos
completarem o 21° dia de nascimento foi realizado o procedimento de desmame,
onde os filhotes foram separados de suas méaes e entre 0s géneros.

A partir do desmame, foram utilizados neste estudo somente os filhotes
machos obtidos a partir dos acasalamentos. A FIGURA 6 demonstra a sequéncia
das etapas realizadas desde o acasalamento até a realizacdo das cirurgias

estereotaxicas.

| 21° 2 23° dia | | 21° dia apds o nasc. | | 60° dia |
|

L /i J
| |
Tratamento Tratamento*

Inicio dos . .
Acasalamento Desmame Cirurgias
testes

FIGURA 6: Ordem cronoldgica das etapas realizadas no presente estudo. * Tratamento no grupo
w-3 G+L. FONTE: O AUTOR.

4.1.3 Avaliacao do peso

No 2° dia ap6s o nascimento, foi realizada a pesagem dos filhotes com
objetivo de avaliar possiveis influéncias do tratamento com o w-3 para com o
desenvolvimento intrauterino destes filhotes.

A pesagem dos filhotes recém-nascidos foi realizada no 2° dia e ndo no
1° dia apGs o nascimento tentando minimizar algum possivel estresse as maes.
A avaliacdo do peso prosseguiu durante o periodo de lactacdo, entretanto nao
foi possivel realizar uma avaliacdo especifica para filhotes machos e fémeas
durante este periodo, isto pela dificuldade em identifica-los.

A partir da realizagdo do desmame, a pesagem dos filhotes machos foi
efetuada semanalmente, sendo que os animais nos quais foi realizada avaliacéo
do peso foram aleatoriamente selecionados (mesmos animais utilizados durante

as semanas, sendo estes inicialmente selecionados de maneira aleatéria entre
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0S grupos), buscando observar possiveis alteracdes no peso corporal a longo

prazo.

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Conforme apresentado na FIGURA 7, os testes de preferéncia a
sacarose, teste de reconhecimento social, teste do campo aberto e teste de
reconhecimento de objetos foram realizados apds os animais terem completado
dois meses de idade. Ja o teste do comportamento rotatorio foi realizado apés a
cirurgia estereotaxica unilateral (posteriormente descrita) no 7°, 14° e 21° apoés
a cirurgia (FIGURA 8). Ap0s a cirurgia estereotaxica bilateral (posteriormente
descrita) foram realizados os testes de preferéncia a sacarose, teste de

reconhecimento social e o teste do campo aberto (FIGURA 9).

- Grupo w-3 150
- Grupo w-3 300
- Grupo w-3 600
- Grupo w-3 300 G+L
- Grupo controle

TESTES AOS 2 MESES l l l

Teste de Teste de Teste do Teste de

preferéncia reconhecimento campo reconhecimento
a sacarose social aberto de objetos

FIGURA 7: Testes realizados aos 2 meses de idade, tendo o inicio a partir do 60° dia ap6s o
nascimento. FONTE: O AUTOR.

- Grupo w-3 150

- Grupo w-3 300

- Grupo w-3 600

- Grupo w-3 300 G+L
- Grupo veiculo

7° dia apos 14° dia apos 21° dia apos
90° dia a cirurgia a cirurgia a cirurgia

1 Il | |
TESTES APOS A l l 'l' l'

CIRURGIA UNILATERAL

Teste do Teste do Teste do
comportamento comportamento comportamento
rotatdrio rotatorio rotatorio

Cirurgia

unilateral

FIGURA 8: Teste do comportamento rotatorio apos a cirurgia unilateral. Teste realizado no 7°,
14° e 21° dia ap0s a cirurgia estereotaxica para a infusdo unilateral da toxina 6-OHDA. FONTE:
O AUTOR.
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- Grupo w-3 150

- Grupo w-3 300

- Grupo w-3 600

- Grupo w-3 300 G+L
- Grupo veiculo

7° dia apds 10° dia apds 11° dia apos

a cirurgia a cirurgia a cirurgia
TESTES APOS A l l l l

CIRURGIA BILATERAL

Teste de Teste de
preferéncia a reconhecimento
sacarose social

Cirurgia
bilateral

Teste do campo

aberto

FIGURA 9: Testes realizados ap6s a cirurgia estereotaxica para a infuséo bilateral da toxina 6-
OHDA. FONTE: O AUTOR.

Os testes comportamentais (exceto o teste de preferéncia a sacarose)
realizados foram gravados para as posteriores analises. O teste de
reconhecimento de objetos ndo foi realizado apds a cirurgia bilateral por
questdes de cunho prético, assim, optamos somente pela utilizacdo do teste de
reconhecimento social apds a cirurgia bilateral. Apos a realizacdo dos testes
comportamentais, 0s animais submetidos a cirurgia estereotaxica (unilateral e
bilateral) foram sacrificados (guilhotinagem), tendo os seus cérebros coletados

para posteriores analises (ndo descritas nesta dissertacao).

4.2.1 Teste de preferéncia a sacarose

O consumo de sacarose € frequentemente utilizado como medida de
anedonia em roedores (CRAFT; DEVRIES, 2006). Assim sendo, o teste foi
realizado em duas etapas do presente estudo, primeiramente ap0s 0s animais
terem completados dois meses de idade, e novamente realizado no 7° dia apos
a cirurgia estereotaxica bilateral. Para a realizacao do teste, os animais foram
inicialmente separados em caixas de moradia (um animal por caixa), estes tendo
livre acesso a ragéo.

O teste foi realizado conforme descrito previamente por Slattery et al.
(2007), onde inicialmente em uma fase de adaptacdo foram ofertados dois
bebedouros ambos contendo somente agua por um periodo de vinte e quatro

horas, isto para que o animal se habituasse a utilizar os dois bebedouros. Vinte
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e quatro horas ap0s a fase de adaptacdo, um dos bebedouros com &gua foi
substituido por um bebedouro contendo uma solucdo de sacarose 0,8%.
Passadas vinte e quatro horas, os bebedouros foram invertidos de lugar
buscando evitar que houvesse um efeito de perseveranca de consumo dos
liguidos em somente um dos lados da caixa.

A analise do consumo de agua e da solugcdo de sacarose nos grupos
diferentes grupos experimentais se deu através da pesagem dos bebedouros
antes e apo0s o teste. Estes valores serviram de base para o calculo tanto do

consumo total de liquidos quanto o percentual de preferéncia a sacarose.

4.2.2 Teste de reconhecimento social

O teste de reconhecimento social foi realizado logo apds o término da
realizacdo do teste de preferéncia a sacarose, quando os animais completaram
dois meses de idade, e novamente no 10° dia ap0s a cirurgia estereotaxica
bilateral.

O periodo de isolamento pelo o qual os animais foram submetidos durante
o teste da preferéncia a sacarose serviu para a adaptacdo destes animais ao
novo ambiente.

O experimento foi realizado utilizando o procedimento descrito por
Dantzer et al. (1987) e padronizado recentemente por Prediger e colaboradores
(PREDIGER et al., 2003; PREDIGER,et al., 2005; PREDIGER,et al., 2006),
sendo este um modelo valido para o estudo da memdria olfatéria de curta-
duracéo.

A realizacdo do teste de reconhecimento social consistiu em duas
apresentacoes sucessivas de um rato jovem (com aproximadamente um més de
idade) a um rato em experimento. Estas apresentacdes tiveram duracao de cinco
minutos cada, separadas por um intervalo de trinta minutos entre elas. Durante
a primeira apresentacdo, o rato jovem foi colocado na caixa do rato em
experimento, onde foram registrados o tempo de investigagcao (cheirar, lamber,
se aproximar, etc) do rato em experimento sobre o rato jovem. Ao final da
primeira apresentacgéo, o rato jovem foi retirado da caixa do rato em experimento,
sendo mantido isolado em outra caixa durante o intervalo entre as

apresentacoes. Dado este intervalo de trinta minutos, o mesmo rato jovem foi
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reapresentado ao rato em experimento, registrando novamente o tempo de
investigagdo do rato em experimento.

A utilizacdo de um intervalo de tempo de trinta minutos entre as
apresentacoes € justificada pelo fato que o rato em experimento é capaz de
reconhecer o rato jovem que |he fora previamente apresentado, resultando em
uma redugdo no tempo de investigacdo durante a segunda apresentacao.
Porém, se o intervalo entre as apresentacdes for superior a quarenta minutos, o
rato em experimento perde a capacidade de reconhecimento, e com isso nao €
verificada a reducao no tempo de investigacéo durante a segunda apresentacéo
(PREDIGER et al., 2006).

A partir dos resultados obtidos na anélise dos tempos de investigacao dos
ratos em experimento foi calculado o RID (Ratio of Investigation Duration) que é
expresso como a razao entre a segunda e a primeira apresentacao. Desta forma,
uma redugdo no valor de RID representa uma menor ocorréncia do
comportamento de investigacdo durante a segunda apresentacao, constatando
a capacidade de reconhecimento do rato em experimento. Esta transformacao
foi adotada com finalidade de equalizar as variagbes entre diferentes grupos
(PREDIGER et al., 2003).

4.2.3 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado no dia posterior a realizagcdo do
teste do reconhecimento social (conforme apresentado nas FIGURAS 7 e 9)
guando estes animais possuiam dois meses de idade, e novamente realizado no
11° dia ap0s a cirurgia estereotaxica bilateral.

O objetivo da realizacéo deste teste foi verificar possiveis beneficios do
tratamento com o w-3 sobre a atividade motora aos dois meses de idade. Ja a
sua realizacéo apoés a cirurgia bilateral teve por objetivo verificar a existéncia de
possiveis alteracdes motoras decorrentes da realizagdo da cirurgia estereotaxica
bilateral, as quais poderiam interferir nos resultados obtidos a partir dos outros
testes realizados apoés a cirurgia bilateral.

Para a realizagcdo deste teste, foi utilizada uma caixa retangular de
madeira e férmica, com o chdo de cor branca, medindo 100 x 100 cm, sendo

este dividido em 25 retangulos menores medindo 20 x 20 cm, com paredes de
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40 cm de altura. Cada animal foi delicadamente colocado no centro do campo
aberto permitindo-lhe explora-lo por 5 minutos. Durante este periodo de
exploracdo os seguintes parametros foram analisados: o numero de quadrados
percorridos e quantidade de levantadas (representa a acdo na qual o animal se
levanta para explorar o ambiente permanecendo apoiado em suas patas
traseiras). Antes de cada teste foi realizada a higienizagcéo no aparato de teste
com uma solucdo agua-etanol 5%, desta forma tentando eliminar possiveis
vieses no desempenho durante o teste devido odores deixados pelo animal

anterior.

4.2.4 Teste do reconhecimento de objetos

Ao contrério dos testes acima descritos, o teste de reconhecimento de
objetos foi realizado somente quando os animais possuiam dois meses de idade.

O teste de reconhecimento de objetos foi adaptado a partir do trabalho
realizado por Ennaceur e Delacour (1988) e posteriormente padronizado por
Prickaerts et al. (2002) tendo como objetivo avaliar a memdéria de
reconhecimento destes animais.

Previamente ao inicio do teste, foi realizado uma secédo inicial de
adaptacdo dos animais para com o aparato de teste (caixa feita de madeira e
férmica medindo 100 x 100 cm). Durante esta fase de adaptacdo os animais
permaneceram no aparato de teste por 5 minutos, isto sem a presenca de
nenhum objeto. Vinte e quatro horas apds a realizacdo da sec¢éo de adaptacao,
foram colocados inicialmente dois objetos idénticos no aparato, cada objeto
estando em um dos lados da caixa a uma distancia de 10 cm das paredes do
aparato de teste.

Assim sendo, o animal foi colocado no centro do aparato tendo ele 3
minutos para investigar estes objetos. O comportamento de investigacdo foi
considerado quando o animal aproximou ao menos dois centimetros a sua narina
do respectivo objeto. Apos 1 hora do primeiro periodo de investigacao, o animal
foi recolocado no aparato, porém um dos objetos utilizados no primeiro periodo
de investigagdo foi substituido por um novo objeto, tendo assim o animal

novamente 3 minutos para investiga-los.
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A partir dos valores referentes ao tempo de investigagdo no segundo
periodo do teste foi possivel calcular o escore de discriminacdo (ED). Este
escore foi obtido a partir da mensuracdo do tempo gasto pelos animais na
exploracdo do novo objeto (b), do tempo de exploracdo do objeto ja conhecido
(a), pelo tempo total de exploracdo destes dois objetos (e2), isto sendo

representado pela seguinte formula: ED=Db-a/e2.

4.2.5 Teste do comportamento rotatério induzido pela apomorfina

O teste de comportamento rotatério foi realizado nos animais
posteriormente a realizacdo da cirurgia estereotaxica para lesdo unilateral da
SNpc por infusdo da toxina 6-OHDA (posteriormente descrita).

O comportamento rotatério nestes animais lesados foi observado no 7°,
14° e 21° dia apdés a cirurgia procedendo conforme descrito nos trabalhos de
Schamne et al. (2014) e Vecchia et al. (2015). Primeiramente, foi realizada a
administracdo 1,0 mg/Kg apomorfina (agonista dopaminérgico) por via
subcutanea. Logo apdés esta administracao, o animal foi colocado em um cilindro
de fundo coOnico, onde durante sessenta minutos foram contabilizadas as
rotacdes (360°) no mesmo sentido da lesdo, as quais foram chamadas de
ipsilaterais e as rotacdes para o lado contrario a lesdo, chamadas de
contralaterais (FIGURA 10). Sempre foram confrontados os resultados de um

animal experimental com um animal controle.

Lesao do lado
esquerdo

LY | P4
[ M
o ) — \ ! /
\(/ |

_ _ Rotacoes Rotacées
Desafio agonista Ipsilaterais contgalaterais
indireto ou direto (A)

(B)

FIGURA 10: Representacdo do comportamento rotatério em animais lesados unilateralmente a
partir da infusdo da toxina 6-OHDA. llustragdo do comportamento rotatorio induzido pela
administragdo de um farmaco agonista dopaminérgico. FONTE: GREGORIO (2007).
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4.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Apoés terem completado trés meses de idade, os animais pesando entre
270 a 320g foram submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo da
neurotoxina 6-OHDA ou salina (SHAM). A utilizacdo da cirurgia estereotaxica
para os procedimentos de les&o da via nigroestriatal tem como objetivo garantir
a reprodutibilidade da localizacdo das infusées das drogas e procedeu tal como
descrito por Schamne et al. (2014) e Vecchia et al. (2015).

Para a lesdo na via nigroestriatal, os animais foram inicialmente
anestesiados utilizando tiopental (50 mg/Kg) e posteriormente tricotomizados.
Antes do inicio da realizac&o da cirurgia (15 minutos) foi administrado 10 mg/Kg
de nortriptilina por via intraperitoneal (i.p.) com objetivo de evitar possiveis lesdes
da 6-OHDA a neurdnios noradrenérgicos e serotoninérgicos.

Em seguida, os animais foram devidamente posicionados no aparelho
estereotaxico. Apos isso, foi administrado um anestésico local, lidocaina (0,15
ml) por via subcutanea, logo abaixo da pele que recobria o cranio destes animais.
A antissepsia local foi realizada com a utiliza¢éo de alcool iodado.

Aproximadamente 5 minutos apds a administracao do anestésico local, foi
realizado um corte utilizando um bisturi na pele e na fascia muscular que
recobrem o cranio. Apés o afastamento da pele e desta fascia muscular
utilizando o bisturi e pingcas hemostéaticas foi possivel obter a localizacao do
bregma, (interseccédo das suturas cranianas), que foi utilizado como ponto de
referéncia para as proximas etapas. Assim, a partir da localizacdo do bregma e
juntamente com as coordenadas provenientes do atlas desenvolvido por Paxinos
e Watson (2005) foi possivel localizar as coordenadas da localizacdo do (FPM),
estas sendo: anteroposterior - 1,9 mm a partir do bregma, médio-lateral + 1,9
mm a partir do bregma e dorsoventral - 7,9 mm a partir do cranio.

Com o auxilio de uma broca de baixa rotacao, foi possivel perfurar o cranio
e assim permitir o acesso da agulha para a infusdo da neurotoxina 6-OHDA
(previamente dissolvida em solugdo salina 0,9 % contendo 0,2% de &cido
ascorbico) ou de uma solucéo salina no FPM. Para as cirurgias unilaterais foram

injetados 8 ug da 6-OHDA, ja para as cirurgias bilaterais foram injetados 4 ug da
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6-OHDA em cada hemisfério cerebral, conforme procedimento descrito em
trabalhos anteriores (DA CUNHA et al., 2008).

ApGs o término da cirurgia foi realizada a sutura do corte, tal como a
administracdo de um pentabiotico de uso veterinario na dose de 1 mg/Kg por via
intramuscular, visando com isto diminuir a probabilidade de ocorréncia de

infeccdo nestes animais recém operados.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média + o erro padrdo da média (e.p.m).
Os dados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) de uma via
seguido do teste post-hoc de Bonferroni. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significantes quando p<0,05. Os dados foram analisados utilizando

o software estatistico GraphPad Prism ® 5.01.
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5 RESULTADOS

Os resultados a serem inicialmente apresentados referem-se a analise do
peso apos 0 nascimento e a evolugdo deste no decorrer do estudo. No decorrer
deste, sdo também apresentados os testes comportamentais realizados em 3
etapas: os testes realizados apds os animais terem completado 2 meses de
idade, os testes realizados ap0s a cirurgia unilateral e os testes realizados apos

a cirurgia bilateral.

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM O OMEGA-3 SOB O PESO CORPORAL
APOS O NASCIMENTO

A FIGURA 11 representa os efeitos do tratamento com o w-3 (150, 300 e
600 mg/Kg/dia) no peso dos filhotes apds o nascimento, avaliando a influéncia
do tratamento com o w-3 sobre o desenvolvimento intrauterino. Para
certificarmos a consisténcia dos dados, foi analisada uma possivel relacéo entre
o numero de filhotes por fémea e o peso destes apds 0 nascimento (dados néao

apresentados), ndo sendo observada nenhuma relacao entre estas variaveis.

Peso apds o nascimento
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* * *
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OMEGA-3 (mg/kg/dia)

FIGURA 11: Avaliacédo do peso corporal apés o nascimento a partir do tratamento com o w-3
durante o periodo gestacional. Grupos tratados com o w-3 nas doses de 150 (n=48), 300 (n=51),
600 (n=77) e 300 mg/Kg/dia G+L (n=66) em comparag&o com o grupo controle (n=90). Os dados
foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni. *
p<0,05 em comparacdo com o grupo controle.
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Os resultados obtidos apontam que o tratamento durante o periodo
gestacional resultou em um maior peso apds 0 nascimento nos grupos w-3 150
(p<0,05), w-3 300 (p<0,01) e w-3 G+L (p<0,05) em comparagdo ao grupo
controle.

Apdbs o nascimento, o peso destes filhotes foi também obtido na 1° e 2°
semana, sendo representado na FIGURA 12. Nenhuma diferencga significativa foi

observada entre os grupos experimentais durante este periodo.
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FIGURA 12: Avaliacéo do ganho de peso dos filhotes apds o nascimento na 1° e 2° semana.
Tratamento com o w-3 durante a gestagéo nas doses de 150 (n=48), 300 (n=49 e 29), 600
mg/Kg/dia (n=53) e o tratamento durante a gesta¢éo e lactacdo 300 (mg/Kg/dia) G+L (n=65 e
64) em comparacdo com o grupo controle (n=86 e 83). Os dados foram analisados através da
ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni. Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos p>0,05.

5.2 AVALIACAO DO PESO CORPORAL APOS O DESMAME

Dentre a 3° a 9° semana os valores referentes ao peso dos filhotes
machos (aleatoriamente selecionados entre os seus grupos) foram coletados
semanalmente. Os resultados apontam que o tratamento com o w-3 na dose de
300 mg/Kg/dia durante o periodo gestacional resultou um aumento do peso
destas proles em relagdo ao grupo controle, isto evidenciado nas avaliagbes
realizadas na 3°, 5° e 6° semana ap0s 0 nascimento (p<0,05). De forma contraria
o tratamento com w-3 nos grupos w-3 600 e w-3 300 G+L resultou em menores
valores de peso em comparagao com o0 grupo controle, tendo o grupo w-3 600

menores valores em relag&o controle na 8° semana (p<0,05). Ja o grupo w-3 300
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G+L apresentou menores em relacdo controle tanto na 8° semana (p<0,001) e
na 9° semana (p<0,05).
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FIGURA 13: Evolucdo do peso nos animais dos grupos tratados com o w-3 e do grupo controle no

decorrer da 3° & 9° semana. Grupos controle (n=29), w-3 150 (n=22), w-3 300 (n=13), w-3 600
(n=17), w-3 300 G+L (n=21). Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida
do teste post hoc de Bonferroni. * p<0,05 comparando o grupo w-3 300 com o grupo controle. &
p<0,05 comparando o grupo w-3 600 com o grupo controle. # p>0,05, ### p>0,001 comparando o
grupo w-3 300 G+L com o grupo controle.

5.3 TESTE DA PREFERENCIA A SACAROSE (AOS 2 MESES)

Apos terem completado 2 meses de idade, os animais foram submetidos
ao teste da preferéncia a sacarose. Valores referentes ao consumo total de
liquidos durante o teste e o percentual de preferéncia a sacarose séo
apresentados na FIGURA 14.

Os resultados demonstram que o tratamento com o w-3 nhas doses de 150,
300, 600 mg/Kg/dia nos periodos gestacionais e/ou durante a lactacao (300 G+L)

nao apresentou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).

54



100~

% de Preferéncia a Sacarose

0 N |
9 8 g
QD -
> OMEGA-3 (mg/kg/dia)
100-
o 80-
=
S 604
Q
E 404
w
=
S 201
D ——
o o
o o+
© NG

FIGURA 14: Consumo total de liquidos e o percentual de preferéncia a sacarose obtidos através
do teste de preferéncia a sacarose realizado aos 2 meses. Os dados referentes ao percentual
de preferéncia a sacarose e consumo total de liquidos foram analisados nos grupos controle
(n=11), w-3 150 (n=10), w-3 300 (n=11), w-3 600 (n=11), w-3 300 G+L (n=11). Os dados foram
analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni. Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

5.4 TESTE DE RECONHECIMENTO SOCIAL (AOS 2 MESES)
Buscamos avaliar se o tratamento com o w-3 nas doses e periodos

anteriormente descritos levaria a alteracées no desempenho destes animais no

teste de reconhecimento social, tal como apresentado na FIGURA 15.
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A partir da obtencgéo dos valores da RID pode-se observar que 0s animais
do grupo w-3 600 apresentaram melhores resultados em comparacdo com o
grupo controle (p<0,05), durante as duas sessdes em que lhes fora apresentado
o rato jovem (FIGURA 15), entretanto os outros grupos tratados com o w-3 néo

apresentaram diferenca significativa para com o grupo controle (p>0,05).
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FIGURA 15: Relacéo entre a primeira e a segunda investigacdo ao animal jovem no teste de
reconhecimento social aos 2 meses. Os valores da RID foram obtidos nos animais dos grupos
controle (n=11), w-3 150 (n=10), w-3 300 (n=11), w-3 600 (n=11), w-3 300 G+L (n=11). Os dados
foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni. *
p<0,05 comparando o grupo w-3 600 e o grupo controle.

5.5 TESTE DO CAMPO ABERTO (AOS 2 MESES)

A partir do teste do campo aberto foram avaliados os seguintes
parametros: quantidade de quadrados percorridos e o numero de levantadas.

Os resultados obtidos demonstram que o tratamento com o w-3 nao
influenciou a atividade motora em nenhum dos grupos avaliados, haja vista que
nenhuma diferenca estatistica foi encontrada no numero de quadrados
percorridos durante o teste (p>0,05), tal como no niumero de levantadas (p>0,05)

(FIGURA 16).
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FIGURA 16: Analise da quantidade de quadrados percorridos e do nimero de levantadas no
teste do campo aberto aos 2 meses. Os valores foram obtidos a partir dos animais dos grupos
controle (n=11), w-3 150 (n=10), w-3 300 (n=11), w-3 600 (n=11), w-3 300 G+L (n=11). Os dados
foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni.
Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos (p>0,05).

5.6 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS (AOS 2 MESEYS)

Valores referentes ao escore de discriminacédo (ED) foram obtidos apoés
os dois periodos de investigacdo aos quais 0os animais foram expostos. Dados
apresentados na FIGURA 17.
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FIGURA 17: Analise do escore de discriminacéo entre objeto familiar e o objeto novo no teste de
reconhecimento de objetos aos 2 meses. Os valores foram obtidos a partir dos animais dos
grupos controle (n=11), w-3 150 (n=10), w-3 300 (n=11), w-3 600 (n=11), w-3 300 G+L (n=11).
Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de
Bonferroni. *** p>0,001 em compara¢cao com 0 grupo controle.
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Foi observada uma significativa influéncia do tratamento com o w-3 para
com o desempenho destes animais na tarefa de reconhecimento do objeto
familiar e o objeto novo.

Em relagao ao grupo controle, o tratamento com o w-3 resultou em valores
do ED significativamente elevados (p<0,001) nos grupos w-3 150, w-3 300, w-3
600 e w-3 G+L. Dados apresentados na FIGURA 17.

5.7 TESTE DO COMPORTAMENTO ROTATORIO

ApGOs a realizagéo da cirurgia unilateral os animais (SHAM e 6-OHDA) dos
grupos veiculo, w-3 150, w-3 300, w-3 600 e w-3 300 G+L foram submetidos ao
teste do comportamento rotatorio no 7°, 14° e 21° dia apdés a cirurgia.

A FIGURA 18 apresenta os resultados obtidos no teste do comportamento
rotatorio realizado no 7° dia ap0s a cirurgia.

Em relacdo ao numero de rotaces contralaterais na 1° semana de teste,
a comparacdo entre os grupos veiculo/6-OHDA com grupo veiculo/SHAM
demonstrou que os animais dos grupos veiculo/6-OHDA apresentaram uma
maior quantidade de rotacdes contralaterais quando comparado ao seu
respectivo grupo SHAM (p<0,01). Este dado sendo um indicativo da efetividade
da infusdo da neurotoxina 6-OHDA na promocao da lesdo dos neurbnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal, entretanto pode-se observar que o0s
diferentes tratamentos com o w-3 ndo foram capazes de reduzir o numero de
rotacdes contralaterais induzidas pela apomorfina, isto podendo ser observado
pela auséncia de diferencgas entre os diferentes grupos w-3/6-OHDA com o grupo
veiculo/6-OHDA (p>0,05).

Como esperado, nenhuma diferenca foi observada em relagdo aos grupos
w-3/SHAM para com o grupo veiculo/SHAM (p>0,05). Quanto ao numero de
rotacdes ipsilaterais, nenhuma diferenca estatistica foi obtida a partir da
comparacao dos grupos dos grupos w-3/SHAM e veiculo/SHAM, w-3/6-OHDA e
veiculo/6-OHDA (p>0,05).
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FIGURA 18: Numero de rotagBes contralaterais e ipsilaterais no 7° dia apds a cirurgia
estereotéxica unilateral. O numero de rotacdes foi obtido dos animais dos grupos SHAM e 6-
OHDA veiculo ou tratados com w-3 nas concentragdes de 150, 300, 600, 300 mg/Kg/dia G+L
(n=10 em todos os grupos). *p<0,05 comparando os grupos veiculo/6-OHDA e veiculo/SHAM.
Dados analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni.

De maneira semelhante, o grupo veiculo/6-OHDA apresentou um nimero
de rotacdes contralaterais significativamente elevado (p<0,05) em relagdo ao
grupo veiculo/SHAM no 14° ap6s a realizacao da cirurgia unilateral (FIGURA 19).
Entretanto, o tratamento com o w-3 ndo foi capaz de reduzir o niumero de
rotacdes contralaterais decorrentes da infuséo da 6-OHDA (grupos w-3/6-OHDA
X veiculo/6-OHDA) (p> 0,05). O numero de rotacdes ipsilaterais ndo apresentou
diferenga a partir da comparagao dos grupos w-3/SHAM e veiculo/SHAM, w-3/6-
OHDA e veiculo/6-OHDA (p>0,05).
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FIGURA 19: Numero de rotacdes contralaterais e ipsilaterais no 14° dia ap6s a cirurgia
estereotéxica unilateral. O niamero de rotac8es foi obtido dos animais dos grupos SHAM e 6-
OHDA veiculo ou tratados w-3 nas concentragfes de 150, 300, 600, 300 mg/Kg/dia G+L (n=10
em todos os grupos). *p<0,05 (comparando os grupos veiculo/6-OHDA e veiculo/SHAM). Os
dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni.

Os resultados da 3° semana de testes séo representados na FIGURA 20.
De maneira semelhante a 1° e a 2° semana de testes, 0 grupo veiculo/6-OHDA
apresentou um numero de rotacfes contralaterais significativamente elevado
(p<0,05) em relacdo ao grupo veiculo/SHAM no 21° apés a realizagéo da cirurgia
unilateral. Nenhuma diferenga significativa foi encontrada em relacdo ao
tratamento com o w-3 e o0 numero de rotacbes contralaterais quando

comparados 0s grupos w-3/6-OHDA com o grupo veiculo/6-OHDA (p>0,05). Nao
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foram observadas diferencas relacionadas ao numero de rotagfes ipsilaterais
(p>0,05).
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FIGURA 20: NUimero de rotagBes contralaterais e ipsilaterais no 21° dia ap6s a cirurgia estereotaxica
unilateral. O nimero de rotac¢des foi obtido dos animais dos grupos SHAM e 6-0HDA veiculo ou tratados
com o w-3 nas concentracbes de 150, 300, 600, 300 mg/Kg/dia G+L (n=10 em todos os grupos). *p<0,05
(comparando os grupos veiculo/6-OHDA com o grupo veiculo/SHAM). Os dados foram analisados atraves
da ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni.

Enfim, os resultados obtidos a partir do teste do comportamento rotatério
demonstram a partir da diferenca entre os grupos veiculo/SHAM e o grupo
veiculo 6-OHDA a efetividade da infusdo da 6-OHDA na promoc¢ao do aumento
do ndmero de rotacdes contralaterais apos o desafio com a apomorfina,
entretanto pode-se observar que o tratamento com o w-3 nao foi capaz de reduzir
0 numero de rotac¢des contralaterais nos diferentes grupos w-3/6-OHDA testados
guando comparados ao grupo veiculo/6-OHDA.
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5.8 TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE (APOS A CIRURGIA
BILATERAL)

No 7° dia ap6s a cirurgia bilateral iniciou-se o teste da preferéncia a
sacarose. A partir dos resultados obtidos e apresentados na FIGURA 21 foi
possivel observar uma reducdo significativa no percentual de preferéncia a
sacarose em decorréncia da infusdo da 6-OHDA, isto sendo demonstrado pela
diferenca entre os grupos veiculo/6-OHDA comparando-se com O grupo
veiculo/SHAM (p<0,05). Porém, o tratamento prévio com w-3 nNos grupos w-3
150, 300, 600 e 300 G+L ndo demonstrou capacidade de prevenir a reducao
deste parametro apds a analise da comparacdo dos grupos w-3/SHAM com o
grupo veiculo/SHAM, tanto quando comparou-se os grupos w-3/6-OHDA com o
grupo veiculo/6-OHDA.
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FIGURA 21: Percentual de preferéncia a sacarose e consumo total de liquidos 7 dias apés a
cirurgia bilateral. Os valores foram obtidos a partir dos animais dos grupos SHAM e 6-OHDA
tratados w-3 nas concentra¢des de 150 (n=10 e 10), 300 (n=10 e 10), 600 (n=10 e 10) e 300 G+L
mg/Kg/dia (n=9 e 10) ou veiculo (n=10 e 10). *p<0,05 (comparando os grupos veiculo/6-OHDA
com o grupo veiculo/SHAM). Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida
do teste post hoc de Bonferroni.
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Em relacdo ao consumo total de liquidos durante o teste de preferéncia a
sacarose, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos analisados.

5.9 TESTE DE RECONHECIMENTO SOCIAL (APOS A CIRURGIA BILATERAL)
Foram analisados na FIGURA 22 os efeitos do tratamento com w-3 nas

concentracfes de 150 e 600 mg/Kg/dia, apods a infusdo da 6-OHDA ou salina no

teste de reconhecimento de objetos no 10° dia apds a cirurgia bilateral.
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FIGURA 22: Raz&o entre a segunda e a primeira investigagdo ao rato jovem no teste de
reconhecimento social apés a cirurgia bilateral. Os valores foram obtidos a partir dos animais dos
grupos SHAM e 6-OHDA tratados w-3 nas concentra¢cdes de 150 (n=10 e 10), 300 (n=10 e 10),
600 (n=10 e 10) e 300 G+L mg/Kg/dia (n=9 e 10) ou veiculo (n=10 e 10). *p<0,05, comparando
0s grupos veiculo/6-OHDA com o grupo veiculo/SHAM, ## p<0,01 e ### p<0,001 comparado
com grupo veiculo/6-OHDA. Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via seguida
do teste post hoc de Bonferroni.

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) na comparagcao dos
grupos veiculo/6-OHDA quando comparado com o0 grupo veiculo/SHAM,
demonstrando a capacidade da 6-OHDA em promover prejuizos relacionados a
memoria nestes animais, assim 0s animais do grupo veiculo/6-OHDA
apresentando um valor mais elevado da RID a partir das duas apresentacdes ao
animal jovem. Em relagdo aos grupos w-3 (150, 300, 600 e 300 G+L) foi
evidenciado um efeito benéfico destes tratamentos em evitar a ocorréncia de

valores mais elevados no RID apds a infusdo intracerebral (bilateral) da
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neurotoxina 6-OHDA, sendo que estes animais necessitaram de menos tempo
para reconhecer o rato jovem (p<0,01 e p<0,001). Nenhuma diferenca foi
observada quando analisada a comparagdo dos grupos w-3/SHAM como o

grupo veiculo/SHAM.

5.10 TESTE DO CAMPO ABERTO (APOS A CIRURGIA BILATERAL)

Os valores obtidos quanto ao numero de quadrados cruzados e o nimero
de levantadas foram obtidos através da realizagédo do teste do campo aberto no

11° dia ap0s a realizacdo da cirurgia bilateral.
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FIGURA 23: Numero de quadrados percorridos e o nimero de levantadas durante a realizacédo
do teste do campo aberto. Os valores foram obtidos a partir dos animais dos grupos SHAM e 6-
OHDA tratados w-3 nas concentracBes de 150 (n=10 e 10), 300 (n=10 e 10), 600 (n=10 e 10) e
300 G+L mg/Kg/dia (n=9 e 10) ou veiculo (n=10 e 10). Os dados foram analisados através da
ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni. Nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi encontrada.
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Na FIGURA 23 é demonstrado que tanto o tratamento com o0 w-3 quanto

a infusdo da 6-OHDA nao resultaram em nenhuma alteracao significativa sob o

namero de quadrados percorridos (p>0,05) tal como no nimero de levantadas

~—~

p>0,05).

A QUADRO 1 demonstra de maneira resumida os resultados obtidos a

partir dos testes comportamentais no presente estudo.

O tratamento com o w-3 nas concentracdes de 150 e 300
mg/Kg/dia durante a gestacdo resultou em um maior
peso dos filhotes apds o nascimento.

Os animais do grupo w-3 300 apresentaram maior peso
em relacdo ao grupo controle na 3°, 5° e 6° semana. Ja
0s grupos w-3 600 (8° semana) e 300 G+L (8° e 9°
semana) apresentaram menor peso em relacao ao grupo
controle.

O tratamento com o w-3 n&do apresentou alteragcées no
percentual de preferéncia a sacarose e o consumo total
de liquidos.

O tratamento com w-3 (600 mg/Kg/dia) resultou em
melhores resultados quanto a memoaria e aprendizado,
por apresentar menores valores da RID em comparacao
com 0 grupo controle.

O tratamento com o w-3 ndo apresentou alteragbes na
atividade motora.

Os grupos tratados com o w-3 (150, 300, 600 e 300 G+L
mg/Kg/dia) apresentaram melhores valores do escore de
discriminagdo, demonstrando um efeito positivo do w-3
para com a memoria e aprendizado.

O tratamento com o w-3 ndo reduziu o numero de
rotacbes contralaterais apos a infusdo unilateral da 6-
OHDA.

O tratamento com o w-3 nao foi capaz de reduzir o
comportamento de anedonia apés a infuséo bilateral da
6-OHDA.

O tratamento com o w-3 (150, 300, 600 e 300 G+L
mg/Kg/dia) foi capaz de reduzir o prejuizo cognitivo
ocasionado pela infuséo bilateral da 6-OHDA.

Nenhuma diferenca foi encontrada quanto ao nimero de
guadrantes percorridos, nem quanto ao numero de
levantada.

QUADRO 1: Resumo dos resultados obtidos a partir dos testes comportamentais. FONTE: O

AUTOR.
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6 DISCUSSAO

Dentre os resultados obtidos no presente estudo, foi demonstrada uma
significativa relagédo entre o tratamento com o w-3 durante o periodo gestacional
€ 0 peso dos animais apos o nascimento. Esta relacdo entre o consumo de w-3
durante o periodo gestacional e alteracdes no peso das respectivas proles &
abordado em varios estudos clinicos e in vivo, entretanto ndo ha um consenso
na literatura sobre os reais efeitos do w-3 para com o peso apds o nascimento.

Em relacdo a isto, alguns estudos apontam a inexisténcia de qualquer
relacdo entre o tratamento com o w-3 durante o periodo gestacional e o peso
apos o nascimento (SZAJEWSKA et al., 2006; CHURCH et al., 2008; JEN et al.,
2009). Entretanto, os resultados obtidos no presente trabalho se contrapdem a
esta concepcéo, demonstrando que o tratamento com o w-3 (doses de 150 e
300 mg/Kg/dia) resultou em valores referentes ao peso significativamente
elevados em comparacdo com grupo controle, em concordancia com dados
previamente apresentados (CARLSON, et al., 2013). Estudos clinicos
relacionam esta capacidade do w-3 em proporcionar um maior ganho de peso
durante o periodo de desenvolvimento intrauterino com outros possiveis efeitos
positivos do w-3, como a capacidade de promover uma maior duracdo (dias) da
gestacdo, a possivel prevencdo do nascimento prematuro e do surgimento de
complicacBes durante a gestacdo (KNUDSEN et al., 2006; FEREIDOONI;
JENABI, 2014).

Como demonstrado previamente, o tratamento com o w-3 pode influenciar
0 ganho de peso em diferentes etapas do desenvolvimento e da idade adulta
(JEN et al., 2009). Em nosso trabalho, observamos efeitos opostos do w-3 para
com o ganho de peso dos animais nas varias semanas analisadas. Ao final das
9 semanas de avalia¢édo, os animais cujas maes foram tratadas com doses mais
elevadas de w-3 (grupo w-3 600) ou que foram tratadas com o w-3 por um maior
periodo de tempo (grupo w-3 300 G+L) apresentaram menores valores de peso
ao final da 9° semana de vida.

O fato que somente estes grupos apresentaram menores valores de peso
pode se relacionar com uma possivel necessidade de elevadas doses de w-3 e

um maior periodo de tratamento para que estes efeitos sejam evidenciados, tal
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como demonstrado por Jen e colaboradores (2009), que descrevem que 0O
tratamento com o w-3 durante o periodo gestacional + lactacéo pode resultar em
efeitos a longo prazo, influenciando o peso corporal desde a infancia até a idade
adulta. Esta reducéo no ganho de peso foi evidenciada em comparacéo ao grupo
controle no decorrer de 23-25 semanas. A partir disto, podemos propor que estes
resultados s&o devido a capacidade do tratamento com o w-3 em promover
alteracbes na programacdo fetal e regulacbes epigenéticas nestes filhotes
(MENNITTI et al.,, 2015), fato que poderia explicar os efeitos a longo prazo
guanto as alteragOes de peso.

Porém, outras hipéteses podem explicar o efeito do tratamento com o w-
3 no ganho de peso, como: promocéo de alteragcdes na composi¢ao corporal,
capacidade de diminuir a quantidade e o tamanho de adipdcitos e modulacéo da
expressdo génica e dos niveis circulantes de leptina, adiponectina e adipocina
(PEREZ-MATUTE et al., 2007; PEREZ-ECHARRI et al., 2009; CALDER, 2012;
WHITE et al., 2015).

Os PUFAs da familia w-3 entdo entre os AGs mais abundantes no
cérebro, sendo extensa a quantidade de estudos que demonstram a sua
importancia para com a funcdo neural (HASHIMOTO et al., 2013). A relacdo
entre o tratamento com w-3 e distarbios afetivos estd bem estabelecida, havendo
crescentes consideracdes do papel destes AGs em desordens psiquiatricas
(FERRAZ et al., 2008). Buscamos verificar no presente estudo se o tratamento
pré-natal com o w-3 per se teria algum efeito sob o teste de preferéncia a
sacarose nestas proles, porém este ndo apresentou efeito antidepressivo per se
guando realizado o teste aos 2 meses.

Entretanto, o efeito antidepressivo a partir do tratamento com o w-3
durante as fases iniciais do desenvolvimento foi anteriormente demonstrado por
Ferraz et al. (2008), onde o tratamento durante os periodos iniciais do
desenvolvimento resultou em uma reducdo do tempo de imobilidade no teste de
natacdo forcada, este efeito antidepressivo sendo observado de maneira
semelhante em animais que foram tratados este com w-3 a partir do 21° dia de
nascimento até a realizacao do teste (90° dia), mostrando assim a longa duracao
dos efeitos positivos deste tratamento nas fases iniciais. A auséncia de um efeito
antidepressivo do w-3 no presente estudo pode estar relacionada a metodologia

adotada para esta andlise, onde a utilizacdo do teste de preferéncia a sacarose
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pode ndo ter sido o mais sensivel para a andlise deste efeito antidepressivo do
w-3. Devido aos efeitos a longo prazo do tratamento com o w-3, beneficios
durante os periodos de maturacdo cortical, sinaptogénese e mielinizacao
poderiam prevenir o surgimento de psicopatologias durante a idade adulta
(FERRAZ et al., 2008; GUESNET; ALESSANDRI, 2011).

Sendo o teste do campo aberto uma ferramenta vélida para anélise da
atividade motora (COLUCCIA et al., 2009), os resultados do presente estudo
demonstraram a auséncia de alteracbes na atividade motora a partir do
tratamento com w-3 no teste do campo aberto aos 2 meses de idade, estando
em concordancia com estudos prévios (FERRAZ et al., 2008; COLUCCIA et al.,
2009). Entretanto, Colluccia et al., (2009) descreve que o tratamento com o w-3
nao influenciou nos resultados da atividade motora no teste do campo aberto,
porém estes autores observaram beneficios relacionados a coordenacao
motora, propondo que o tratamento com o w-3 poderia apresentar efeitos
benéficos no desenvolvimento do cerebelo, influenciando a organizacdo dos
circuitos cerebelares relacionados com a percepcdo motora, isto sem alterar a
atividade motora. Com estes efeitos perdurando até a idade adulta destes
animais.

Quanto aos testes realizados com o objetivo de avaliar o possivel efeito
nootrépico do w-3, foi observado no presente estudo que o tratamento com o w-
3 levou a um melhor desenvolvimento cognitivo quanto a memoria e
aprendizado, isto sendo demonstrado aos 2 meses nos testes de
reconhecimento social (grupo w-3 600) e no teste de reconhecimento de objetos
(todos os grupos w-3 analisados) em comparacdo com o grupo controle.

A vista disso, diversos estudos tem demonstrado o efeito benéfico do w-
3 em relacdo a memoria e aprendizado (PAN et al., 2011; VISHALDEEP K.
SIDHU, BILL X. HUANG, 2011; FERRAZ et al., 2011; STAZIAKI et al., 2013).

Ferraz et al., (2011) descreveram que a suplementacdo com 6leo de peixe
a partir das fases iniciais do desenvolvimento preveniu a ocorréncia de déficits
de memoria e aprendizado (no teste do labirinto aquatico de Morris) em animais
submetidos a um modelo animal de estresse.

E também descrito que o tratamento PUFAs w-3 durante os periodos
iniciais do desenvolvimento pode levar a significativo aumento nas

concentragcdes de DHA no hipocampo, cortex cerebral e no estriado (CAO et al.,
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2009), este aumento das concentragbes DHA sendo acompanhado por um
aumento nos niveis do BDNF (VINES et al., 2012). Assim, o fato destas regides
serem diretamente relacionadas com 0s processos cognitivos de memoria e
aprendizado (CAO et al.,, 2009; YETIMLER et al., 2012), o aumento das
concentragcbes de DHA nas membranas neuronais, acompanhado de um
aumento nos niveis do BDNF poderia ser um dos mecanismos pelos quais o
tratamento com o w-3 promoveu estes beneficios a memoria e aprendizado no
presente estudo, porém analises complementares fazem-se necessarias.

Além disso Cao et al., (2009) avaliando os efeitos de um protocolo de
tratamento com o DHA e de um tratamento deficiente em DHA durante a
gestacao observou que a deplecédo nos niveis de DHA levou a uma reducéo na
expressao dos receptores glutamatérgicos NMDA (N-Metil D-Aspartato) e AMPA
(acido alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazol propiénico) no hipocampo e
reducdo da expressao da sinapsina nas regides hipocampais CAl, CA2, CA3 e
no giro denteado resultando em prejuizos significativos a LTP nestes animais no
18° dia apés o nascimento. Entretanto, o tratamento com o DHA neste estudo
resultou na promocgao da sinaptogénese, crescimento neuronal, aumento na
expressdo de proteinas sinapticas, receptores glutamatérgicos e da sinapsina.
Assim sendo o PUFA mais abundante no hipocampo, o DHA pode estimular o
aumento do numero de sinapses e/ou aumento da liberacdo de
neurotransmissores otimizando a transmissao glutamatérgica e a plasticidade
sinptica na regido CAl, influenciando assim na modulagdo de processos de
memoria e aprendizado (CAO et al., 2009).

O tratamento com o w-3 pode levar a beneficios a memodria e ao
aprendizado por influéncia a outros mecanismos além da neurogénese,
sinaptogénese e maturacao cortical, tal como descreve Georgieff, et al. (2007)
onde fatores nutricionais podem levar a alteragbes a longo prazo ndo somente
das caracteristicas neuroanatdmicas moduladas durante os periodos de
desenvolvimento, mas podendo influenciar diretamente em caracteristicas
neuroquimicas e neurofisiologicas.

Desta forma, € demonstrado que o tratamento com o0 w-3 durante os
periodos iniciais do desenvolvimento pode influenciar nos niveis corticais de
dopamina e da expressdo do seu receptor D2, podendo influenciar também os

niveis de noradrenalina, glutamato e serotonina, além de promover um aumento
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na expressao génica de genes com fung¢des chave no controle da plasticidade
sinptica, metabolismo energético, e na formagéo de canais idnicos (CHALON
et al., 1998; HORROCKS; FAROOQUI, 2004; CAO et al., 2009; SIDHU et al.,
2011; VINES et al., 2012).

A capacidade modulatoria do DHA na expressao génica é relatada por
Sidhu et al., (2011) que sugere que o0 w-3 exerce seu efeito modulador em
grande parte através do fator de transcricdo CREB1, este sendo importante para
a integridade e transmissao sinaptica. Além disso, a expressao génica mediada
pelo CREB1 desempenha uma importante fungcdo na modulagéo dos processos
de memoria e aprendizado, estando envolvida na regulacao da potencializacao
de longa duracéo (LTP), a qual é o processo neurofisiolégico fundamental para
a memoria e aprendizado. Por fim o autor descreve ainda o papel modulador da
expressao génica do DHA via CREB1 sob a expressao de sinaptotagmina, do
receptror NMDA e AMPA, da sintaxina 1A, sinapsina |, entre outros. Assim, como
proposto pelo autor, o papel modulatério do DHA na expressdo de proteinas
envolvidas nos processos de trafego e reciclagem de vesiculas, bem como na
transmissao e plasticidade sinaptica, metabolismo energético, e na formacao de
canais ibnicos, provém a base para a representacao do impacto da nutricdo com
0 w-3 sob as funcdes cognitivas de memoaria e aprendizado.

Além disso, é proposto que o DHA seja um dos maiores constituintes das
membranas da retina (TANITO et al., 2009; ZHU et al., 2010), sendo também
descritos beneficios do tratamento com o w-3 para com o desenvolvimento visual
(AGOSTONI, 2010; CAMPOY et al., 2012), assim podemos propor que os efeitos
positivos obtidos no teste do reconhecimento de objetos podem ser em
decorréncia de uma associacdo dos beneficios promovidos as regides cerebrais
moduladoras dos processos de memoéria e aprendizado juntamente com
possiveis beneficios para com o desenvolvimento visual destes animais.

A partir destes relatos podemos hipotetizar que os efeitos benéficos do
tratamento pré-natal com o w-3 sobre a memoéria e aprendizado observados
neste estudo podem ser decorrentes de alteragbes neuroanatdmicas,
neuroquimicas e neurofuncionais.

Com relagéo aos efeitos do w-3 em modelos animais da DP, Delattre et
al., (2010) demonstraram eu seu trabalho que o tratamento com w-3 resultou em

efeitos positivos frente a lesdo unilateral promovida pela neurotoxina 6-OHDA,
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isto sendo representado pela reducédo no numero de rota¢des contralaterais no
teste do comportamento rotatorio. Efeito este que n&o foi obtido no presente
estudo. De maneira contraria ao que apresentou Delattre et al., (2010), o
tratamento com o w-3 nos diferentes grupos analisados no presente estudo nao
foi capaz de reduzir o nimero de rotagBes contralaterais apos o desafio com a
apomorfina nas trés semanas analisadas em nosso estudo. H& entretanto a
possibilidade de um tratamento mais prolongado, tal como o utilizado por estes
autores (a partir do 21° de nascimento até o 90° dia) possa apresentar efeitos
positivos em relacdo a lesdo unilateral com a 6-OHDA.

O teste do comportamento rotatério induzido pela apomorfina é descrito
como um modelo de reproducéo de certas caracteristicas da DP in vivo, onde a
lesdo unilateral provocada pela infusdo da 6-OHDA na via nigroestriatal levaria
estes animais a apresentarem um comportamento rotatério quando expostos a
drogas dopaminérgicas (CUNHA, DA et al., 2008). Neste teste, a observacao de
um grande numero de rotacfes contralaterais pode representar um indicativo da
alta efetividade da lesdo com a 6-OHDA. Assim, quanto maior o namero de
rotacdes, maior seria a intensidade da leséo, caracterizando um modelo animal
representativo a estagios avancados da DP (BETARBET et al., 2002). Foi
observado o aumento significativo do niumero de rotacdes contralaterais nos
grupos 6-OHDA em comparacdo com o0s grupos SHAM, assim este aumento
sendo um indicativo da efetividade da lesdo dos neurbnios dopaminérgicos na
via nigroestriatal apés a infusdo da 6-OHDA, porém quando realizada a
comparacao entre o grupo veiculo/6-OHDA com o0s grupos w-3/6-OHDA (w 150,
300, 600, 300 G+L) nao foi observada a existéncia de alguma diferenca
estatisticamente significativa, indicando assim que o tratamento com o0 w-3 néo
foi capaz de reduzir estes efeitos deletérios ocasionados pela infusédo da 6-
OHDA.

Apesar de estudos prévios demonstrarem potentes efeitos anti-
inflamatdrios e antioxidantes do w-3 (BOUSQUET, et al. 2011), estes n&o foram
capazes de influenciar o numero de rotacdes contralaterais causados pela leséo
unilateral com a 6-OHDA. Porém, em um modelo da DP utilizando MPTP, a
administracdo de EPA apresentou efeitos anti-inflamatérios significativos por
atenuar os niveis de TNF-a, IFN-y (Interferon gamma) e mRNA da COX-2. Porém

o tratamento ndo foi efetivo na manutencdo dos niveis de DA (LUCHTMAN et

71



al., 2012). Além disso, Lee et al. (2015) demonstraram a capacidade do DHA em
proteger os neurdnios dopaminérgicos contra a toxicidade induzida com o
paraquat, principalmente devido ao seu efeito antioxidante.

Desta forma, Delattre et al. (2010) descrevem que o tratamento com o w-
3 no modelo animal da DP utilizando 6-OHDA parece estar principalmente
relacionado com o reestabelecimento da fungéo dos neurdnios dopaminérgicos
sobreviventes, orientando adaptacdo da atividade destes, resultando em
aumento do turnover da DA no estriado (HVA/DA aumentou 275%, DOPAC/DA,
aumentou 337%), mas sem apresentar um efeito protetor para com a morte
destes neurbnios nem sob a reducdo nos niveis de DA, do acido
dihidroxifenilacético (DOPAC) e do acido homovanilico (HVA). Assim, apesar
dos resultados do presente estudo ndo demonstrarem uma neuroprotecao
quanto ao aumento do nimero de rotacdes contralaterais, existe a possibilidade
deste tratamento ter influenciado paréametros neuroquimicos nos neurénios
remanescentes, 0s quais necessitam ser confirmados com posteriores analises.

Em relacdo aos resultados obtidos no teste da preferéncia a sacarose
apos a cirurgia bilateral, estes ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao pré-tratamento com o w-3 (grupos w-3/SHAM X veiculo/SHAM)
reforcando a auséncia de um efeito antidepressivo per se do w-3. Porém, foi
encontrada diferenca significativa entre o grupo veiculo/6-OHDA quando
comparado com o grupo veiculo/SHAM. Esta diferenca representa a capacidade
da infuséo bilateral da 6-OHDA em induzir um comportamento tipo depressivo,
estando este resultado em concordancia com resultados previamente descrito
por Santiago et al., (2014), os quais descrevem que a inducdo de um
comportamento tipo depressivo pela 6-OHDA, este comportamento estando
associado com déficits nos niveis de DA e 5-HT no hipocampo, estando assim
estes niveis de 5-HT e DA correlacionados com o percentual de preferéncia a
sacarose, representando concordancia com a hipétese que a deficiéncia de
neurotransmissores leva a depressao na DP.

Os valores referentes ao consumo total de liquidos ndo apresentaram
diferencas significativas, isto segundo Skalisz et al. (2002) indica que a alterag&o
(reducdo) no percentual de preferéncia a sacarose encontrado no grupo

veiculo/6-OHDA foi devido ao quadro de anedonia e ndo por alguma alteracdo
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motora, a qual poderia ter dificultado o acesso destes animais a solucdo de
sacarose.

A realizacdo do teste do campo aberto ndo apresentou diferencas no
namero de quadrados percorridos e no numero de levantadas tanto nos grupos
SHAM quanto nos grupos 6-OHDA. Com isso descartou-se a possibilidade de
que algum prejuizo motor possa ter interferido nos resultados obtidos nos demais
testes.

E descrito que as vias dopaminérgicas inervam areas cerebrais que so
reguladoras dos processos de memdria e aprendizado como o hipocampo,
cortex e estriado (SEAMANS et al.,, 1998). Estudos prévios ja apontavam
ocorréncia de déficits cognitivos em modelos animais da DP (MIYOSHI et al.,
2002; FERRO, et al. 2005). Em relagdo aos valores da RID foi observado
diferenca entre o grupo veiculo/6-OHDA em comparacdo com O grupo
veiculo/SHAM, evidenciando que a lesdo com a 6-OHDA nos neurbnios da via
nigroestriatal foi capaz de promover prejuizos a memdéria olfatéria de curta
duracdo semelhante a estudos anteriores (BONITO-OLIVA et al., 2014). Estes
demonstram que alesdo com a 6-OHDA é acompanhada por um déficit olfatério,
assim influenciado diretamente o0s resultados obtidos em testes de
reconhecimento social (BONITO-OLIVA et al.,, 2014). Porém os grupos cujas
maes foram tratadas com o w-3 (150, 300, 600, 300 G+L) demonstraram a
capacidade de reduzir este prejuizo de memoéria provocado pela 6-OHDA.

Bousquet et al.,, (2011) descrevem a existéncia de uma prevaléncia
elevada dos transtornos cognitivos em pacientes com DP, os quais poderiam ter
a funcao cognitiva melhorada através do tratamento com o w-3, principalmente
nos estagios iniciais da DP.

Foi também observado que o tratamento com EPA em um modelo da DP
utilizando o MPTP demonstrou efeitos positivos sob 0s prejuizos na memaria
procedural e sob a hipocinesia, prevenindo o aumento nos niveis de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-a e IFN-y) no estriado, entretanto, ndo foi observada
prevencdo na perda dos neurdnios da via nigroestriatal (LUCHTMAN et al.,
2012).

Bousquet et al., (2008) descreveram que o tratamento com o0 w-3 em um
modelo animal utilizando o MPTP resultou em protecdo nos niveis do mRNA do

transportador de DA (DAT), tal como dos neurénios TH-positivos, assim havendo
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protecdo contra a redugao da producao, estoque e/ou liberacdo da DA promovida
pelo MPTP. Propde-se que a agdo do w-3 pode ser diferente dependendo da
fase da DP, onde o w-3 auxiliaria na manutencéo da quantidade dos neurénios
dopaminérgicos na SN e os niveis de DA no estriado em fases iniciais da DP
(BOUSQUET et al.,, 2008; DELLATRE et al., 2010). Delattre et al., (2010)
descrevem que os mecanismos de agao do w-3 ainda ndo estdo totalmente
conhecidos, mas o fato deste ter reduzido a peroxidacao lipidica causada pela
6-OHDA poderia ser um fator contribuinte para a reducao e/ou desaceleracéo do
processo neurodegenerativo nos neurbnios dopaminérgicos em estagios iniciais
da DP.

A partir dos resultados obtidos com o tratamento com o w-3 (acima
descritos) podemos propor que o tratamento durante o periodo gestacional com
0 w-3 (150, 300, 600 e 300 G+L mg/Kg/dia) ndo foi capaz de proteger os
neurdnios dopaminérgicos em um modelo animal representativo & estagios
avancados da DP, representado por este modelo de uso da 6-OHDA (FERRO et
al., 2005). Assim, a infusdo de uma maior quantidade de 6-OHDA na cirurgia
unilateral (em comparacéo a cirurgia bilateral) e sequente leséo neuronal, pode
ter possivelmente se sobreposto aos efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios do
w-3, assim ndo havendo uma reducdo do numero de rotacdes contralaterais no
teste do comportamento rotatério. Entretanto, os resultados obtidos no teste de
reconhecimento social demonstram efeitos positivos do tratamento materno com
0 w-3 na reducao de alteracdes na memoria de curta duragao a partir da infusédo
bilateral da 6-OHDA, estas alteracfes representativas de estagios iniciais da DP
(HANAGASI et al., 2011). Desta forma, hipotetizamos que o tratamento com o
w-3 durante os periodos iniciais do desenvolvimento pode ter um efeito benéfico
em modelos animais da DP representativos a fases iniciais da DP, entretanto,
este tratamento n&o influenciando em modelos representativos de fases mais
avancadas da DP. Além disso, a administracdo pré-natal de w-3 poderia resultar
em uma elevacao nos niveis de DHA nos fosfolipidios de membrana de regides
cerebrais como o estriado, cortex pré-frontal e o hipocampo. Subsequentemente,
haveria a modulacdo dos niveis de BDNF e dos processos de neurogénese e
sinaptogénese durante as fases iniciais do neurodesenvolvimento. Isto, somado
a capacidade destes efeitos positivos se manterem até a idade adulta, poderiam

resultar neste possivel efeito neuroprotetor observado.
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Esperamos obter uma melhor compreenséo destes efeitos a partir das

analises neuroquimicas e histolégicas a serem realizadas.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo pudemos, observar que o tratamento com o com o w-
3 nos periodos iniciais do neurodesenvolvimento promoveu um efeito nootrépico
nestas respectivas proles, tal como um possivel efeito neuroprotetor quanto a

alteracdes de aprendizado e memadria em um modelo animal DP.
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