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RESUMO

CHUPROSKI, Ana Paula. Efeito Neuroprotetor da suplementacdo com &cidos
graxos 6mega-3 nas alteragdes ndo-motoras da doenga de Parkinson induzida
pela 6-OHDA em ratos. 2018. 90 p. Dissertacdao (Mestrado em Ciéncias
Biomédicas) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2018.

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem cronica, degenerativa e progressiva
causada pela perda dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars
compacta (SNpc) do mesencéfalo. Acompanhando ou antecedendo o0s sinais
motores, sao observadas alteracbes sensoriais, autondmicas e distarbios
neuropsiquiatricos como depresséo, ansiedade e deméncia, chamados de sintomas
ndo-motores da DP. Como o tratamento atual para a DP permanece sintomatico e
paliativo, busca-se terapias neuroprotetoras capazes de retardar a degeneracao
neuronal em fases iniciais. Entre estas substancias estao os acidos graxos 6mega-3
(w-3), componentes alimentares com fungdes estruturais, metabodlicas e funcionais,
cuja importancia vem sendo demonstrada para o bom funcionamento do sistema
nervoso, no neurodesenvolvimento e na prevencao de doencas neurodegenerativas,
entre elas a DP. Apesar disso, em decorréncia de mudancas do comportamento
alimentar da sociedade atual, a ingestdo de alimentos ricos em w-3 vem reduzindo
significativamente. O objetivo deste projeto € avaliar os efeitos da suplementacéo
subcrénica com w-3 em relacdo a um possivel papel neuroprotetor para 0s
comportamentos tipo depressivo, ansioso e déficit de memoria em ratos adultos
lesados pela 6-OHDA e se este efeito neuroprotetor esta relacionado ao aumento da
capacidade antioxidante neuronal pelos niveis de glutationa (GSH). Para realizacéo
dos experimentos, foram utilizados 49 ratos machos linhagem Wistar com peso entre
280 a 320 g, divididos em 4 grupos: SHAM/salina (n=12), SHAM/OP (n=12), 6-
OHDA/salina (n=14), 6-OHDA/OP (n=11). Nos grupos OP, foi administrado via
gavagem 6leo de peixe (OP) contendo acidos graxos w-3 (50%DHA e 20% EPA)
durante o periodo de 21 dias (2 g/kg/dia), sendo 14 dias antes e 7 dias ap0s a lesao
nigroestriatal. Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para infuséo da
neurotoxina 6-OHDA ou solucéo salina (grupos SHAM) na SNpc. Apés o intervalo de
trés semanas, realizaram-se 0s testes comportamentais: campo aberto, labirinto em
cruz elevado, reconhecimento de objetos, preferéncia a sacarose e natacao forcada.
Ao término dos testes, os animais foram sacrificados, sendo retiradas amostras de
cortex cerebral, estriado e mesencéfalo para andlise bioquimica e histoldgica,
respectivamente. Foi realizada analise bioguimica da concentracdo de GSH no
cortex frontal e estriado. Verificou-se que a lesdo bilateral gerada pela 6-OHDA na
SNpc foi capaz de provocar um comportamento tipo depressivo, sendo atenuado
nos animais suplementados com w-3. Da mesma forma, a lesdo causou déficit na
memoria de reconhecimento, que se apresentou menos intenso nos animais
suplementados com w-3. Entretanto, ndo houve alteracdo nos niveis de GSH em
decorréncia da lesdo, ndo sendo possivel estabelecer uma relacdo entre os niveis
desta enzima e a neuroprotecao. Portanto, pode-se inferir que a suplementacédo com
acidos graxos w-3 presentes no Oleo de peixe ofereceu uma resposta neuroprotetora
frente a este modelo animal de DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; 6-hidroxidopamina; Neuroprotecéo.



ABSTRACT

CHUPROSKI, Ana Paula. Neuroprotective effect of omega-3 fatty acid
supplementation on non-motor symptoms of Parkinson's disease induced by
6-OHDA in rats. 2018. 90 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biomédicas) —
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2018.

Parkinson's disease (PD) is a chronic, degenerative and progressive disorder caused
by the loss of the dopaminergic neurons from the substantia nigra pars compacta
(SNpc) on the midbrain. Accompanying or predating motor signals, sensorial,
autonomic and neuropsychiatric disorders such as depression, anxiety and dementia,
are observed, being called non-motor symptoms of PD. As the current treatment for
PD remains symptomatic and palliative, there is a need for neuroprotective therapies
capable of slowing neuronal degeneration in the early stages. Among these
substances omega-3 fatty acids (w-3) are found, food components with structural,
metabolic and functional roles whose importance has been demonstrated for the
proper functioning of the nervous system, neurodevelopment and prevention of
neurodegenerative diseases, including PD. Despite this, due to last decades
changes in the eating behavior, the ingestion of foods rich in w-3 has been reducing
significantly. The aim of this work was to evaluate the possible neuroprotective
effects of subchronic w-3 supplementation on depressive-like, anxiety-like and
memory deficit of 6-OHDA-injured adult rats and if this neuroprotective effect is
related to the improvement of the neuronal antioxidant capacity by glutathione levels
(GSH). For the experiments, 49 male Wistar rats weighing between 280 and 320 g
were divided into 4 groups: SHAM/saline (n=12), SHAM/OP (n=12), 6-OHDA/saline
(n=14), 6-OHDA/OP (n=11). In the OP groups, fish oil containing w-3 fatty acids
(50% DHA and 20% EPA) was administered via gavage during the 21-day period (2
g/kg/day), 14 days before and 7 days after the injury. The animals were submitted to
stereotaxic surgery to infuse neurotoxin 6-OHDA or saline (SHAM groups) into the
SNpc. After the three-week interval, the behavioral tests were performed: open field,
elevated plus maze, object recognition task, sucrose preference and forced
swimming. At the end of the tests, the animals were sacrificed, and samples of
cerebral cortex, striatum and midbrain were removed for biochemical and histological
analysis. Biochemical analysis of the concentration of GSH in the frontal cortex and
striatum was performed. It was verified that the bilateral lesion generated by 6-OHDA
in SNpc was able to induce a depressive-like behavior, which was attenuated in the
animals supplemented with w-3. Similarly, the lesion caused recognition memory
deficit, which was less intense in those supplemented with w-3. There was no
change in GSH levels after the lesion, and it was not possible to establish a
relationship between the levels of this enzyme and neuroprotection. Therefore, it can
be deduced that the supplementation with w-3 fatty acids present in the fish oil
demonstrated a possible neuroprotective response in this animal model of PD.

Keywords: Parkinson's disease; 6-hydroxydopamine; Neuroprotection.
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1 INTRODUCAO

A Doenga de Parkinson (DP) é uma desordem crbnica, degenerativa e
progressiva caracterizada pela perda dos neurénios dopaminérgicos da substancia
negra pars compacta que formam a via nigroestriatal. E a segunda doenca
neurodegenerativa mais frequente na populacdo idosa, superada apenas pela
doenca de Alzheimer. Os pacientes acometidos pela DP apresentam sinais motores
como bradicinesia, tremor de repouso, rigidez e instabilidade postural.

Entretanto, reconhece-se que a DP é uma doenca multissistémica, que
acomete diversos sistemas organicos e envolve sintomas motores e ndo motores.
Dentre o0s sintomas ndo-motores estdo alteracfes neuropsiquiatricas como
depressao, ansiedade e prejuizo cognitivo.

Atualmente, o tratamento € sintomatico, ndo sendo capaz de reverter
completamente a doenca. Desta forma, busca-se terapias neuroprotetoras como
uma estratégia para prevenir o desenvolvimento da DP.

Os modelos animais sdo uma importante ferramenta para o entendimento da
fisiopatologia da doenca, assim como para testes de novas formas de intervencao
terapéutica. Dentre estes modelos, destaca-se a 6-OHDA, uma neurotoxina analoga
a dopamina que promove a morte dos neurdnios dopaminérgicos por meio do
estresse oxidativo e perda da homeostase celular.

Os acidos graxos w-3 correspondem a uma classe de lipidios obtidos
naturalmente da dieta. Um crescente niumero de estudos mostra a sua importancia
para a integridade estrutural e funcional da célula, efeito anti-inflamatorio e
antioxidante. Além disso, efeitos positivos da suplementagao com o w-3 estdo sendo
observados em doencas neurodegenerativas, como a DP. Porém, ha escassez de
estudos testando o potencial efeito neuroprotetor do w-3 nos comportamentos tipo
depressivo, ansioso e déficit de memadria em modelo animal de DP a partir de lesdes
provocadas pela neurotoxina 6-OHDA em animais adultos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar se a suplementacdo subcrénica com
acidos graxos w-3 apresenta efeito neuroprotetor em relagcdo aos comportamentos
tipo depressivo, ansioso e no déficit de memdria observado em ratos adultos lesados
pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. DOENCA DE PARKINSON

2.1.1. HISTORICO

A primeira descricéo cientifica da Doenca de Parkinson ocorreu em 1817 na
monografia “An essay on the Shaking Palsy” publicada pelo médico inglés James
Parkinson. Neste trabalho, ele relata seis casos de pacientes com associacdo de
sintomas motores como tremor, anormalidades posturais e da marcha sugerindo
uma nova sindrome clinica, cuja causa atribuiu, inicialmente, a uma compressao da
medula espinhal (PARKINSON, 1817).

O médico francés Jean-Martin Charcot (1825-1893) apresentou grande
contribuicdo no estudo da Doenca de Parkinson, sendo o primeiro a adotar esta
terminologia em substituicdo a “Paralisia Agitante”. Charcot ampliou a descri¢ao
clinica original incluindo a presenca de disfungcédo cognitiva, depressao, disautonomia
e dor como parte dos sintomas da doenca (GOETZ, 2011). Coube a ele ainda definir
a presenca de sintomas cardinais da doenca, em especial, o tremor de repouso
unilateral, diferenciando o tremor parkinsoniano daquele observado em outras
doencas neurologicas (TEIVE, 1998). Em 1877, Charcot instituiu o primeiro
tratamento farmacologico da doenca, fundamentado no uso de substancias
anticolinérgicas, como a hioscinamida (TEIVE, 2001).

Um maior avanc¢o para o entendimento da fisiopatologia da DP foi alcancado
no inicio do século XX apos a descoberta do neurotransmissor dopamina por Henry
Dale (FAHN, 2008), sua biossintese e vias de liberacdo, aliada ao exame de
cérebros post mortem e o desenvolvimento do primeiro modelo animal utilizando a
neurotoxina reserpina (HORNYKIEWICZ, 2002).

Posteriormente, uma compreensdao ampliada sobre a farmacologia da
dopamina possibilitou associar a DP a uma degeneracdo do sistema dopaminérgico
nigroestriatal. Consequentemente, foi instituido o tratamento farmacologico de
reposicdo de dopamina com Levodopa, considerada ainda hoje, o tratamento de
eleicdo na DP (GOETZ, 2011; SARKAR et al, 2016).



16

2.1.2. EPIDEMIOLOGIA

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
comum relacionada a idade, superada apenas pela Doenca de Alzheimer (GROVER
et al, 2015; TIEU, 2011). Embora as estimativas ndo sejam precisas, acredita-se que
a DP acomete aproximadamente 0,3% da populacdo mundial (TODA; HARADA,
2010). Na populacdo em geral, a taxa de incidéncia da DP é estimada em até 22
casos para cada 100.000 habitantes/ano (HIRTZ et al, 2007) e a taxa de prevaléncia
em 66 a 258 por 100.000 habitantes/ano (DODEL et al, 1998).

Devido ao aumento exponencial observado nos grupos etarios mais velhos, o
envelhecimento pode ser considerado como um fator de maior suscetibilidade para a
DP (RODRIGUEZ et al, 2014). Isto pode ser observado pelo acréscimo significativo
da sua incidéncia na faixa etaria superior a 65 anos, atingindo entre 1 a 2% da
populacdo idosa (DE RIJK et al, 2000; DE LAU; BRETELER, 2003; KAUR et al,
2012; PEREIRA, GARRET, 2010). Ja na populacdo com idade igual ou superior a 80
anos a incidéncia chega a 4% (DE LAU; BRETELER, 2003).

Estima-se que existam aproximadamente 4,5 milhdes de pessoas no mundo
com DP (WIRDEFELDT et al.,, 2011). Na Europa, acredita-se que o numero de
pessoas acometidas pela doenca ira dobrar em um periodo de 25 anos, passando a
aproximadamente 8 milhdes de doentes em 2030 (DORSEY et al, 2007).

Em decorréncia do aumento da expectativa de vida mundial, a DP sera um
problema de saude publica gerando significativo impacto econémico e na qualidade
de vida dos pacientes (FINDLEY et al, 2011; LINDQVIST et al, 2012).

2.1.3. ETIOLOGIA

Embora a causa da DP ainda ndo seja conhecida, os estudos mostram
fortemente que trata-se de uma doenca com etiologia multifatorial (WIRDEFELDT et
al., 2011). Acredita-se que a associacao de fatores de suscetibilidade genética e
exposicdo ambiental a compostos quimicos, patégenos ou outros fatores de risco
podem desencadear a doenca (BLASZCZYK, 2017; BRECKENRIDGE et al, 2016;
JAGMAG et al, 2016). Algumas comorbidades, como hipertensédo e diabetes, além
de héabitos de vida, como dieta e tabagismo, também estdo sendo identificados no
risco de desenvolvimento da DP (PEZZOLI; CEREDA, 2013).

A maioria dos casos é esporadica, correspondendo a doenca de Parkinson

idiopatica (BEKRIS et al, 2010). Entretanto, em uma pequena porcentagem (5 a
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10%) dos casos correspondentes a forma familial da doenga, ha um envolvimento
genético direto.

A base genética da DP esta sendo amplamente estudada e torna-se cada vez
mais complexa (NOYCE; BANDHOPADHYAY, 2017). A primeira mutacdo genética
associada a DP foi uma heranca autossémica ndo-dominante (4g21) ligada a
expressdo da proteina SNCA, observada em italo-americanos. Desde entdo, um
total de 18 loci génicos foram identificados e podem estar relacionados a DP.
Destes, 6 mutacdes nos genes SNCA, LRRK2, PRKN, DJ1, PINK1 e ATP13A2 e
outros 2 polimorfismos nos genes SNCA e LRRK2 estdo conclusivamente ligadas a
transmissdo genética hereditaria da DP (LESAGE; BRICE, 2009; BEKRIS et al,
2010).

O envolvimento de fatores ambientais foi primeiramente evidenciado na
década de 1980 pelo efeito gerado pela toxina MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-
hidropiridina), um contaminante da heroina que induzia uma forma subaguda severa
de parkinsonismo em dependentes quimicos (KURNICK; THOR, 2015).

Atualmente, atribui-se como fatores ambientais mais preponderantes para
desencadear a doenca a exposicdo a agroquimicos, metais pesados e outros
contaminantes (BRECKENRIDGE et al, 2016; PEZZOLI; CEREDA, 2013). Uma
maior incidéncia de DP € observada em popula¢cdes que residem ou trabalham em
regides com alta exposicdo a compostos como pesticidas, herbicidas e fungicidas, a
exemplo do Paraquat, Maneb e Mancozeb (NOYCE et al, 2012; PEZZOLI; CEREDA,
2013). A exposicao a toxinas ambientais promove um aumento das concentracdes
de espécies reativas de oxigénio e interrupcdo da cadeia respiratéria mitocondrial

um fator importante na neurodegeneracao da DP (LIU et al, 2017).

2.1.4. FISIOPATOLOGIA

A DP é uma doenca crbnica, degenerativa e progressiva, cuja principal
caracteristica neuropatologica € a perda dos neurbnios dopaminérgicos da
substancia negra pars compacta (SNpc) do mesencéfalo (ALDAKHEEL et al, 2014;
LEVERENZ et al, 2009). Consequentemente, ha uma reducdo da transmissao
dopaminérgica na via nigroestriatal, parte do circuito dos nucleos da base que
controla o movimento voluntario (LUO; HUANG, 2016; TRITSCH; SABATINI, 2012).

A degeneracdo dos neurdbnios dopaminérgicos pode ser observada

macroscopicamente pela despigmentagdo da SNpc devido a perda de
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neuromelanina, um produto da auto-oxidacdo da dopamina (HAINING; ACHAT-
MENDES, 2017; HERRERA et al, 2017; PRZDEBORSKI, 2005).

2.1.4.1. Neurotransmissdo Dopaminérgica

A dopamina (DA) é um neurotransmissor pertencente ao grupo das
monoaminas, assim como a adrenalina, noradrenalina, serotonina e histamina.
Destes, a dopamina, adrenalina e noradrenalina s&o classificadas como
neurotransmissores catecolaminérgicos, devido a sua estrutura quimica comum
formada por um nucleo catecol (di-hidroxi-ortobenzeno) ligado a um grupo amina
(NH2) por uma ponte etil (CoH4) (Figura 1) (DI GIOVANNI et al, 2016).

A formacdo da DA segue uma mesma via de sintese dos neurdnios
catecolaminérgicos, derivados do aminoacido tirosina, obtido em sua maior parte da
dieta ou sintetizado em pequena quantidade no figado a partir da fenilalanina
(STANDAERT; GALANTER, 2009). Em uma primeira etapa de sintese, a tirosina &
convertida a L-dopa (L-3,4-diidroxifenilalanina) por ag¢do da enzima tirosina
hidroxilase. Em seguida, a L-dopa sofre uma descarboxilacdo catalisada pela
enzima Dopa descarboxilase (ou L-aminoacido aromatico descarboxilase) formando
a dopamina (ARREOLA et al, 2016).

FIGURA 1 — BIOSSINTESE E METABOLISMO DA DOPAMINA

FONTE: BEUCHAINE et al (2009)
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Apds sua sintese, a DA acumula-se no citosol, sendo armazenada em
vesiculas dopaminérgicas pelo transportador VMAT2. A recaptacdo da fenda
sinaptica € realizada por um transportador especifico (DAT) na membrana do
neurdnio pré-sinaptico (ARREOLA et al, 2016).

A degradacdo da DA pode ocorrer pela acdao de 2 tipos de enzimas:
monoaminas oxidases (MAO-A e MAO-B) e catecol-O-metiltransferase (COMT). A
MAO-A e MAO-B podem agir sobre a DA sintetizando 3,4 &cido diidroxifenil acético
(DOPAC) em uma reacao catalisada pela enzima aldeido desidrogenase (ADH). O
DOPAC pode ser convertido a acido homovanilico (HVA) pela COMT. Ja na reacao
iniciada pela COMT, h& a producdo de 3-metoxitiramina que € utilizada pela ADH
para produzir HVA (DI GIOVANNI et al, 2016; HERRERA et al, 2017) (FIGURA 2).

FIGURA 2: NEUROTRANSMISSAO DOPAMINERGICA
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Todos os receptores dopaminérgicos sdo metabotropicos, ou seja, pertencem

a familia de receptores transmembrana acoplados a proteina G e tem como
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finalidade ativar ou suprimir uma via de sinalizacao intracelular (RANGEL-BARAJAS
et al, 2015). De acordo com seu papel de formacédo ou inibicdo do AMPc, os
receptores sdo divididos em 2 classes e 6 subtipos: D1-like, que inclui os subtipos
D1 e D5; e D2-like, que incluem os subtipos D2L, D2S, D3 e D4 (EMILIEN et al,
1999). Receptores D1 sdo excitatorios, pois ligam-se a proteina Gas/olf, que
estimula a formacdo de AMPc, o qual ativa a proteina quinase A (PKA). Ja os
receptores tipo D2 sé&o inibitérios, ligando-se a proteina Geai/o a qual inibe a
formacdo do segundo mensageiro de sinalizacdo intracelular e inibe PKA
(BEUALIEU et al, 2015; ARREOLA et al, 2016).

Os receptores D1 e D2 séo altamente expressos no estriado dorsal, estriado
ventral (ndcleo accumbens) e tubérculo olfatério. Os receptores D3 sdo encontrados
no nucleo accumbens, tubérculo olfatério e hipotalamo, enquanto os receptores D4
sédo encontrados no cortex frontal, diencéfalo e tronco encefalico. Ja os receptores
D5 sao expressos em baixos niveis no hipocampo, tubérculo olfatorio e hipotalamo
(TRITSCH; SABATINI, 2012).

O sistema dopaminérgico no encéfalo forma quatro vias: tuberoinfundibular,
mesolimbica, mesocortical e nigroestriatal. De forma geral, o sistema dopaminérgico
no SNC modula diversos processos heuronais como cogni¢cao, controle motor,
humor, sistemas de recompensa, percepcao da dor e comportamento sexual (BAIK,
2013; BRICHTA; GREENGARD, 2014).

Os corpos celulares dos neurbnios dopaminérgicos provém, especialmente,
de dois locais: da area tegmentar ventral (VTA) e da substancia negra no
mesencéfalo (DI GIOVANNI et al, 2016) (FIGURA 3). Originadas da VTA (grupo
A10), partem fibras que projetam-se ao estriado ventral, sistema limbico e cértex
pré-frontal constituindo as vias mesolimbica e mesocortical (LUO; HUANG, 2016).

A via nigroestriatal origina-se na substancia negra (grupo A9) e projeta-se ao
estriado dorsal (BRICHTA; GREENGARD, 2014). Esta via regula o controle da
motricidade voluntaria como parte dos circuitos dos nucleos da base (CALABRESI et
al, 2014; LUO; HUANG, 2016). A DA liberada na via nigroestriatal modula o
funcionamento do trato corticoespinhal, via que conecta as areas motoras do cortex
aos neurdnios motores da medula, de forma a ativar ou suprimir o movimento (DI
GIOVANNI et al, 2016).
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Neurdnios dopaminérgicos dispersos também sao encontrados em nucleos do
nervo vago, ndcleo do trato solitario, substancia cinzenta periaquedutal da ponte,
bulbo olfatério e retina (THADDEU, 2004).

FIGURA 3 — VIAS DOPAMINERGICAS
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Na DP devido a reducéo nos niveis estriatais de DA, ha um prejuizo na via de
sinalizacdo cortico-basal-talamica mediada pelos ganglios da base, resultando em
prejuizos no controle da atividade motora voluntaria (THOMAS; BEAL, 2011,
GALATI et al.,, 2015). Com a evolucdo da doenca, outras vias dopaminérgicas
podem ser prejudicadas, comprometendo as vias de sinalizacdo mesocortical e
mesolimbica (CICCHETTI et al, 2009; FERRER et al, 2011).

2.1.4.2. Formacao de corpos de Lewy e Progresséao da DP

A segunda caracteristica neuropatolégica mais importante na DP é a
presenca de corpos de Lewy (LB), inclusGes protéicas insollUveis no citoplasma dos
neurdnios (JAGMAG et al, 2016; SONG; KIM, 2016; SPILLANTINI et al, 1997). A
presenca destes agregados protéicos foi descrita ha mais de um século por Friedrich
Lewy e é observada no cérebro de pessoas acometidas pela doenca (DUNNING et
al, 2013; LONGHENA et al, 2017; MCCANN et al, 2016).
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Os agregados protéicos podem ser formados por até 100 diferentes proteinas,
sendo mais comum a presenca da proteina alfa-sinucleina (a-syn) (DUNNING;
BRUDING, 2013). A a-syn é normalmente encontrada nas terminac¢des sinapticas,
sendo provavelmente relacionada ao transporte de vesiculas e a liberacdo de
neurotransmissores, além de interagir com outras proteinas de transmissao
singptica, como SNARE e SNAP (INGELSSON, 2016).

A formacdo dos LB precede a disfuncdo e morte neuronal na DP. A
conformacdo anémala da proteina devido a alteracbdes genéticas como mutacdes,
duplicacbes e triplicacbes no gene da a-syn corresponderia ao inicio da forma
familial da doenca (VAN DER BRUG et al, 2015). Uma hipo6tese que explica a
sequéncia de eventos de uma a-sinucleinopatia propde que, inicialmente, a proteina
possui forma natural em mondémeros. Devido a fatores enddgenos e/ou exdégenos
(alteragbes genéticas, intoxicagdo ambiental e processos oxidativos celulares)
formam-se oligbmeros, pequenos peptideos solaveis, também chamados de
protofibrilas. Estas, por sua vez, formam fibrilas, que além de prejudicar a funcéo
normal da a-syn, a torna téxica as células (INGELSSON et al, 2016).

Os efeitos toxicos dos agregados de a-syn para as células sao diversos.
Contudo, os mecanismos propostos que levam a morte celular e neurodegeneracao
ainda nado estdo totalmente esclarecidos (DUNNING et al, 2013; INGELSSON,
2016). Os agregados protéicos levam a formacao de espécies reativas de oxigénio,
estimulam a micréglia e interferem com a atividade do complexo | mitocondrial
reduzindo a sintese de ATP (DUNNING et al, 2013; MCCANN et al, 2016).

Um dos efeitos toéxicos dos LB é a perda da homeostase celular por alteracéao
da permeabilidade de membrana devido a formacéo de poros nha membrana celular.
Outro mecanismo apontado para a neurotoxicidade desses agregados protéicos € o
aumento da resposta inflamatéria por liberacéo de citocinas e ativacdo da microglia.
Devido a sua importancia na sinalizacéo celular neuronal, os LB sédo envolvidos na
falha na sinalizacao celular por comprometer a atividade do complexo de proteinas
SNARE (DUNNING et al, 2013).

O acumulo de oligdmeros de a-syn ainda promove alteracfes subcelulares
como disfun¢éo do reticulo endoplasméatico e da mitocondria (INGELSSON, 2016).
Uma significativa e precoce morte neuronal ocorre em areas do encéfalo implicadas
no controle motor como substancia negra, cértex motor suplementar, tdlamo e grupo
A10 da via mesocortical, originada na VTA (MCCANN et al, 2016).
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Com base na deposigcao de a-syn e formacéo de LB, Braak e colaboradores
(2003) propéem um modelo de estadiamento da DP (FIGURA 3). Este modelo
baseia-se na premissa de uma correlagéo entre as regides do Sistema Nervoso (SN)
em que h& acimulo dos LB e a evolucao clinica na DP (VISANJI et al, 2013).

Embora a DP seja descrita classicamente como uma degeneracdo na SNpc,
sabe-se que ela acomete areas extranigrais no SN. Segundo o modelo desenvolvido
por Braak, o processo patolégico na DP é progressivo e tem uma sequéncia
topogréfica previsivel, iniciando no tronco encefélico, evoluindo para o diencéfalo e
cortex cerebral nos seus estagios finais (BRAAK et al, 2003).

O primeiro estagio corresponderia ao bulbo, mais especificamente, na
substancia cinzenta propria do bulbo, no nicleo motor dorsal dos nervos vago e
glossofaringeo (IX/X) e nucleo olfatorio anterior. A conseqiéncia da formacao dos
LB nessas areas séo alteracOes do sistema nervoso autdnomo e olfato.

Os LB disseminam-se progressivamente até o locus ceruleus, formacao
reticular e nucleos da rafe, levando ao desenvolvimento de disturbios do sono e
disturbios do humor, como ansiedade e depresséo.

No estagio 3, ha o comprometimento da parte compacta da substancia negra
e amigdala. Essa fase corresponde ao inicio da manifestacdo dos sintomas motores.
Nos estagios mais avancados da doenca (4 a 6), ha uma exacerbacao dos sintomas
motores. O acumulo dos agregados protéicos atinge progressivamente estruturas do
neocoértex, levando a prejuizo cognitivo mais intenso, alucinacdes visuais e
mudancas de personalidade (BRAAK et al, 2003; BRAAK et al, 2005).

Os estagios 1 e 2 caracterizariam a fase prodrémica, pré-motora ou pré-
clinica da DP. No estagio 3, os pacientes apresentardo ou ndo sintomas motores de
parkinsonismo, dependendo do grau de deficiéncia dopaminérgica da via
nigroestriatal (BRAAK et al, 2005).

Nos ultimos anos, as pesquisas mostram um mecanismo prion-like na DP, ou
seja, uma sequéncia de eventos que levam a proteina a adquirir uma conformacéo
anbmala e disseminar-se pelo SN (DUNNING et al, 2013). Entender o mecanismo
prion-like permitiria desenvolver estratégias para bloguea-lo e impedir toda a
sequéncia de eventos que desencadearia a doenca (IRWIN et al, 2017).

Algumas evidéncias apoiam a hipotese de uma transmissdo célula a célula
(cell-to-cell propagation) dos depdésitos protéicos, ou seja, a a-syn pode mover-se de

célula para célula por diferentes regides do sistema Nervoso (LONGHENA et al,
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2017). Esta teoria apdia-se na descoberta de LB em pacientes com DP que
receberam neurénios transplantados de mesencéfalo embrionario, sugerindo a
possibilidade que a forma anémala da a-syn pode ser transmitida a células
saudaveis (KORDOWER et al, 2008; LI et al, 2008). Porém, a forma como ocorre
essa disseminacdo dos LB ainda ndo esté clara (DUNNING et al, 2013).

FIGURA 4 — PROGRESSAO DA DP SEGUNDO BRAAK et al (2003)
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2.1.4.3. Mecanismos Moleculares da DP

Embora a etiologia da DP ainda permaneca desconhecida, sabe-se que os
processos patolégicos da neuroinflamacdo, disfuncdo mitocondrial, estresse
oxidativo, excitotoxicidade sdo os provaveis mecanismos causadores da lesdo que
acomete os neurénios dopaminérgicos e culmina na morte celular (DIAS et al, 2013).

Estudos post mortem e modelos in vivo sugerem que a DP apresenta um
importante componente neuroinflamatério. A micréglia, populacéo de células imunes
residentes do SNC, pode ser ativada em resposta a lesdo a um estado inflamatorio
por citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon gama (IFN-
y) produzidos pela prépria microglia ou por astrocitos. Uma vez ativada, a micréglia

aumenta a expressdo de citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos pro-
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inflamatérios como prostaglandinas e enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2) e éxido
nitrico sintase (iINOS) (PRINZ; PRILER, 2014).

Uma falha no suprimento de energia para a célula é um mecanismo
relacionado a morte celular dopaminérgica. As mitocondrias sdo organelas
particularmente sensiveis a um evento nocivo, pois esta € responsavel pela maior
parte da producdo de adenosina trifosfato (ATP) na célula. Assim, a ocorréncia de
disfungcbes nos complexos da cadeia mitocondrial resultaria em degeneragao
neuronal como consequéncia da diminuicdo da quantidade de ATP produzido. O
dano mitocondrial conduz a dois eventos principais: a interrupcdo da cadeia
transportadora de elétrons, devido a perda da homeostase ibnica e ao
extravasamento do citocromo ¢ no citosol, iniciando a via apoptética (FRANCO-
IBORRA et al, 2015).

Esta disfuncdo mitocondrial parece ter um componente genético, pois um
elevado numero de mutacbes de DNA mitocondrial € observado em pacientes
acometidos pela DP (BENDER et al, 2006).

O encéfalo é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo devido ao seu
alto uso de oxigénio e glicose (metabolismo), elevada proporcdo de acidos graxos
poliinsaturados e presenca de metais reativos como ferro e cobre (VALKO et al,
2007). Esta alta atividade metabdlica também €& um fator que o predispde a
formacédo de radicais livres. Os radicais livres sdo espécies quimicas contendo um
ou mais elétrons desemparelhados na orbita externa, o que lhes confere uma alta
reatividade. Esta instabilidade quimica possui varios efeitos deletérios a célula como
a oxidacdo de biomoléculas, dano ao DNA e peroxidacdo das membranas. O
desequilibrio entre os sistemas de geracao e de eliminacéo de radicais livres resulta
em uma condicdo chamada de estresse oxidativo (EBADI et al, 1996).

Para eliminacédo dos radicais livres, existem sistemas naturais antioxidantes,
0s quais dividem-se em sistemas enzimaticos e nao-enzimaticos. O primeiro inclui
enzimas como catalase, superoxido dismutase e sistema glutationa (AHMADINEJAD
etal, 2017). A glutationa € um peptideo tiol que protege as células dos danos
decorrentes do estresse oxidativo, por meio da quebra do H,O, utilizando selénio
como cofator. No sistema nervoso, a forma reduzida da glutationa (GSH) € um
importante mecanismo de prevencdo do estresse oxidativo (SMEYNE; SMEYNE,
2013).
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Alguns estudos mostram que o sistema dopaminérgico de individuos com DP
apresenta baixos niveis das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e catalase,
(BOVE; PERIER, 2012), também sendo encontrados baixos niveis de GSH na
substancia negra (SMEYNE; SMEYNE, 2013).

Um questionamento muito presente em relagdo a fisiopatologia da DP é a
explicacdo para a maior suscetibilidade da populacdo neuronal dopaminérgica.
Algumas evidéncias indicam que os neurbnios dopaminérgicos do mesencéfalo séo
mais propensos a neurodegeneracdo, 0 que explicaria esta seletividade
(BLASZCZYK, 2017; BRICHTA; GREENGARD, 2015), devido a presenca de
dopamina, altas quantidades de ferro e neuromelanina (SMEYNE; SMEYNE et al,
2013).

2.1.5. QUADRO CLINICO

A DP é reconhecida na Neurologia dentro da categoria de disturbios do
movimento, devido ao desenvolvimento da sindrome parkinsoniana. Contudo, além
dos sintomas motores, ela implica em alteragcdes cognitivas, psiquiatricas e
autonémicas (MILLER; O’'CALLAGHAN, 2015).

Por isso, é reconhecida como uma doenga multissistémica por comprometer
nao somente os neurdnios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal, mas também
areas serotoninérgicas, noradrenérgicas do tronco cerebral e regifes colinérgicas do
cortex frontal e tronco encefalico (GOLDMAN et al, 2014).

A seguir sdo descritos os sintomas motores e ndo-motores que compdem o

guadro clinico da doenca.

2.1.5.1. Sintomas motores

A DP é descrita como um distdrbio motor complexo que apresenta quatro
sinais cardinais: bradicinesia, tremor de repouso, rigidez, instabilidade postural
(GOLDMAN; POSTUMA et al, 2014; KAKKAR; DAHIYA, 2015; SONG; KIM, 2016).

A bradicinesia refere-se a lentiddo e dificuldade em iniciar e executar atos
motores voluntarios e automaticos. O tremor de repouso de 4 a 6 Hz ocorre quase
sempre distalmente em maos, labios, queixo e lingua, sendo agravado por estresse
ou excitacdo. O paciente também apresenta alteracées na marcha, com andar lento,

passadas curtas e tendéncia a arrastar os pés. A bradicinesia da mao dominante



27

acarreta uma escrita a mao imprecisa com letras pequenas, a chamada micrografia
(BERARDELLI et al, 2001; PAULSON et al, 2004).

O inicio da doenca é insidioso e a evolucdo tem um periodo de duracao
variavel. A escala de Hoehn e Yahr propde um modelo de evolu¢cado da DP com base
nos déficits motores, iniciando-se com comprometimento leve unilateral evoluindo
para dependéncia total e incapacidade fisica (HOEHN; YAHR, 1967; MILLER;
O’'CALLAGHAN, 2015).

Além dos sintomas descritos acima, 0s pacientes parkinsonianos apresentam
alteracbes vocais, respiratérias e articulatorias compondo um distlrbio chamado de
disartria hipocinética. A fala torna-se lenta, moné6tona, com pausas irregulares
(PINTO et al, 2016). Devido a incoordenagcdo e alteracdo do tébnus muscular,
aparecem disturbios de degluticdo (disfagia) e rigidez facial (hipomimia) (KAKKAR,
DAHIYA, 2015)

Os sintomas motores manifestam-se quando ja ha a perda de 80% dos
neurdnios dopaminérgicos e em torno de 60% de deplecédo da dopamina, devido a

capacidade adaptativa dos neurénios remanescentes (PRZEDOBORSKI, 2005).

2.1.6. SINTOMAS NAO-MOTORES

Frequentemente, um conjunto de sintomas nao-motores surge no quadro
clinico da DP. Muitas vezes, estes antecedem em muitos anos a manifestacédo dos
primeiros sinais motores (MILLER; O’'CALLAGHAN, 2015).

Os sintomas n&do-motores que acompanham a DP s&o disfuncédo autonémica,
disturbios do sono, alteracbes sensoriais, disturbios gastricos, perda do olfato,
ansiedade, depressédo, prejuizo cognitivo e deméncia (KAKKAR; DAHIYA, 2015;
MOHAMAD et al, 2015; ZHANG et al, 2016).

Um grande estudo multicéntrico (PRIAMO Study) com uma casuistica de
1072 pacientes parkinsonianos mostrou que 98,6% dos pacientes apresentavam
sintomas nao-motores, sendo os mais comuns fadiga (58%), ansiedade (56%), dor
(38%), urgéncia urinaria (37%), sialorréia (31%) e dificuldade de concentracao
(31%). O aumento dos sintomas psiquiatricos esteve associado gquantitativamente a
uma pior qualidade de vida (BARONE et al, 2009). Em outro estudo multicéntrico
com 1119 pacientes, a presenca de sintomas nao-motores ocorreu em 70,8% dos
casos, sendo que a disfuncdo olfatéria, depresséo, apatia e ansiedade foram os

sintomas mais frequentes (ZHANG et al, 2016).
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2.1.6.1. Depressao

A depressdo é um dos sintomas neuropsiquiatricos mais frequentes na DP,
afetando de 40 a 70% dos pacientes, de acordo com o0 estagio de evolucdo da
doenca (HANGANU et al, 2017). Esta comorbidade afeta negativamente a qualidade
de vida e desempenho das atividades de vida diaria dos pacientes (LAWRENCE et
al, 2014).

Os transtornos depressivos sé@o caracterizados por humor triste, desanimo,
reducdo do interesse e prazer pelas atividades diarias, acompanhada por alteracdes
cognitivas e somaticas, diferindo quanto a etiologia e duracdo (MANUAL
DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS, 2014).

A fisiopatologia da depressdo na DP é complexa e ndo totalmente
compreendida. A deficiéncia de outros sistemas de neurotransmissores além da
dopamina, como alteracbes nos niveis de serotonina (5-HT) e noradrenalina
parecem contribuir para o desenvolvimento deste transtorno (POEWE, 2008). A 5-
HT regula a liberacdo de DA nos ganglios da base. Consequentemente, uma
reducdo da 5-HT pode estar associada com reducdo da neurotransmissao
dopaminérgica (SANTIAGO et al, 2014). Por outro lado, também sao relatadas a
perda da inervacdo dopaminérgica e noradrenérgica no lécus ceruleus, sistema
limbico, cortex cingulado, amigdala e talamo (CHAUDHURI; SCHAPIRA, 2009;
REMY et al, 2005).

Os transtornos depressivos estdo relacionados a alteragcdes estruturais
observadas nos exames de neuroimagem funcional. Pacientes com DP mostram
reduzida perfusdo cerebral na area occipital (PALHAGEN et al, 2009), e alteracbes
volumétricas no lobo frontal quando comparados a pacientes saudaveis (HU et al,
2014).

2.1.6.2. Ansiedade

A ansiedade é um sintoma bastante comum no curso da DP (WEINTRAUB,;
BURN, 2011). Estima-se que aproximadamente 40% dos pacientes acometidos pela
DP experimentam sintomas de ansiedade no curso da doenca. Estes sintomas
podem variar desde ansiedade generalizada, transtorno do panico, fobia social e
transtorno obsessivo-compulsivo (AMINIAN; STRAFELLA, 2013).
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Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5),
os transtornos de ansiedade incluem transtornos que compartilham caracteristicas
de medo e ansiedade excessivos e perturbagdes comportamentais relacionadas.

As caracteristicas principais do transtorno de ansiedade generalizada séo
ansiedade e preocupacao persistentes e excessivas em variadas situacées que o
individuo encontra dificuldade em controlar. Além disso, sdo experimentados
sintomas fisicos como inquietacdo, fadiga, dificuldade de concentracdo, tensdo
muscular e perturbacdo do sono (MANUAL DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE
TRANSTORNOS MENTAIS, 2014)

2.1.6.3. Declinio cognitivo e deméncia

A memoria € um termo amplo que descreve uma seérie de processos
cognitivos responsaveis pela codificacdo, armazenamento, consolidacdo e
recuperacédo das informagcdes (COSTA et al, 2014).

O prejuizo cognitivo é bastante freqiiente na DP (BALDIVIA et al, 2011). Os
pacientes podem desenvolver desde um comprometimento cognitivo mais leve até
casos de deméncia, observados nos estagios mais tardios (DAVIS; RACETTE, 2016;
SCHENEIDER et al, 2015). O perfil cognitivo na DP € heterogéneo com déficits
categorizados em diferentes dominios: atencéo, funcbes executivas, visuoespaciais
e fluéncia verbal (GOLDMAN; POSTUMA, 2014; GRATWICKE et al, 2015).

A prevaléncia estimada para os déficits cognitivos é de 19 a 36%
(AARSLAND et al, 2009; MUSLIMOVIC et al, 2005; SVENNINGSSON et al, 2012),
sendo mais freqiente e grave nos estagios avancados da doenca (EVANS et al,
2011). A deméncia € mais comum nos pacientes mais idosos e com mais tempo de
desenvolvimento da doenca (EVANS et al, 2011; GRATWICKE et al, 2015). Os
fatores de risco para deméncia incluem idade avancada, progressao rapida, anosmia
e subtipo ndo-tremor dominante (SHOJI et al, 2014).

No DSM-5 encontra-se a classificagao “Transtorno Neurocognitivo maior ou
leve devido a Doenca de Parkinson”, um tipo de declinio cognitivo que ocorre no
contexto da DP. Este transtorno tem como caracteristicas principais: apatia, humor
deprimido, humor ansioso, alucinacdes, delirios, mudancas da personalidade,
transtorno comportamental do sono com movimento rapido dos olhos e sonoléncia
excessiva durante o dia (MANUAL DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DOS
TRANSTORNOS MENTAIS, 2014).
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Estudos prévios de neuroimagem funcional relacionam as deficiéncias
executivas a hipoativacdo da via fronto-estriatal, que conecta o cortex pré-frontal ao
estriado e talamo. Pacientes com deméncia e DP apresentam degeneracgdo
dopaminérgica da via mesocortical, em especial nas suas projecdes para a insula
via receptores D2. Além disso, h& hipoativacdo, atrofia e hipometabolismo de
estruturas do lobo temporal medial como hipocampo, giro para-hipocampal, cortex
entorrinal e perirrinal e amigdala, as quais estdo envolvidas com armazenamento e
recuperacdo da memoria (GRATWICKE et al, 2015).

Outra entidade clinica semelhante a DP € a deméncia por corpos de Lewy.
Nesse caso, hd uma associacdo entre parkinsonismo, alucinagdes visuais, disfuncéo
autonémica e deméncia. Porém, a deméncia manifesta-se ja nos periodos iniciais da
doenca, anterior ao aparecimento dos sintomas motores (SVENNINGSSON et al,
2012).

2.1.7. DIAGNOSTICO

O diagnéstico da doenca € fundamentalmente clinico. Um diagndstico
definitivo somente € possivel por meio de uma autépsia post mortem do tecido
cerebral (FEARNLEY; LESS, 1991). Porém, um diagndéstico provavel € obtido
mediante anamnese e detalhado exame clinico neuroldgico (MILLER;
O’'CALLAGHAN, 2015).

Algumas caracteristicas podem alertar o médico sobre a presenca da doenca
como um tremor de repouso unilateral, bradicinesia do membro inferior, perda da
destreza manual, reducdo do balanceio dos bracos ao caminhar e fadiga. Segundo
os critérios estabelecidos pela UK Parkinson’s disease Society Brain Bank o
diagndstico da DP pode ser firmado diante da presenca de bradicinesia associada a
outro sintoma motor, como rigidez, tremor de repouso ou instabilidade postural
(MASSANO, 2011).

Os exames de neuroimagem sdo particularmente Uteis para um diagndstico
diferencial entre a DP idiopatica e outras formas de parkinsonismo secundario, ja
gue ndo ha anormalidades tipicas da DP. A diferenciacdo da DP com outras formas
de parkinsonismo € de grande importancia, pois outras doencas ou efeitos
iatrogénicos de drogas podem expressar sintomas parkinsonianos (KASHMERE et
al, 2002).
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Alguns estudos com exames de imagem como Positron Emission
Tomography e Single Photon Emission Computed Tomography (PET e SPECT)
podem quantificar a dopamina e a atividade metabdlica em algumas regides do
cérebro. Porém, como recurso diagnéstico estes métodos apresentam algumas
limitacdes que necessitam ser aperfeicoadas (ALDAKHEEL et al, 2014).

Atualmente, uma tendéncia promissora para um diagndstico mais preciso e
precoce da doencga € o desenvolvimento de biomarcadores. Os biomarcadores sdo
medidas objetivas que atuam como indicadores de um processo patolégico ou
resposta farmacoldgica a uma intervencgao terapéutica (SCHAPIRA, 2013).

As pesquisas em curso para desenvolver estes biomarcadores baseiam-se
em métodos de imagem, bioquimicos e genéticos. Uma das técnicas mais
promissoras baseia-se na deteccdo do acumulo da proteina a-syn na forma de
agregados ou LB em fluidos corporais como liquor (UNTERBERGER et al, 2014),
saliva, sangue (MOLLENHAUER et al, 2017) e também em bi6psias de glandulas e
mucosas (ADLER et al, 2016; KIM et al, 2016). Outros biomarcadores incluem a
dosagem de interleucinas (DE FARIAS et al, 2017) e o perfil da microbiota intestinal
(SCHEPERJANS et al, 2014).

2.1.8. TRATAMENTO

O tratamento da DP permanece sintomatico, pois até o momento, ndo ha
tratamento capaz de reverter a doenca ou impedir o seu avan¢o (KASHMERE et al,
2002; SARKAR et al, 2016).

Desde a década de 1960, sabe-se que a degeneracdo dopaminérgica do
sistema nigroestriatal € responsavel pelos sintomas da DP. Desde entdo, o
tratamento farmacolégico tem como principio a reposicdo de dopamina, por meio de
sua precursora L-dopa. Geralmente, a L-dopa € administrada em associacdo com a
carbidopa, um inibidor da dopa-descarboxilase, a qual bloqueia a converséo
periférica da levodopa em DA, minimizando seus efeitos adversos periféricos
(SCHAPIRA, 2005).

Outros farmacos também sédo utilizados como agonistas dopaminérgicos e
inibidores da degradacédo de DA (HERRERO et al, 2011). As primeiras séo utilizadas
como opcao inicial em relacdo a terapia dopaminérgica, pois possuem um menor
efeito para o0 desenvolvimento de discinesias e flutuacbes motoras
(CONSTANTINESCU, 2008).
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O inicio da terapia de reposi¢cdo dopaminérgica € um tema controverso, ja que
0 uso crbnico da Levodopa causa tolerancia e sensibilizagdo, necessitando-se de
uma dose cada vez maior da droga para se obter a resposta terapéutica. Além disso,
0 uso continuado também pode levar a flutuacdes motoras e discinesias de dificil
manejo clinico (OBESO et al, 2006; TEIVE, 2005).

2.2. MODELOS ANIMAIS DA DOENCA DE PARKINSON

Os modelos animais sdo uma importante ferramenta para o entendimento da
fisiopatologia da doenca, assim como para testes de novas formas de intervencao
terapéutica (KURNIK; THOR, 2015). E desejavel que um modelo possa reproduzir a
fisiopatologia, os sintomas e 0s mecanismos patolégicos observados nos pacientes
(BEAL, 2001; TIEU, 2011).

Os modelos permitem avaliar oS mecanismos e 0s principais processos
celulares na DP, como neuroinflamacéo, neurodegeneracdo, estresse oxidativo e
morte celular (HERNANDEZ-BALTAZAR et al, 2015).

Um modelo animal ideal para a DP deveria mimetizar as principais
caracteristicas neuropatologicas da doenca como a degeneracdo dopaminérgica da
SNpc e as inclusdes protéicas neuronais (corpos de Lewy), 0s principais sintomas
motores e ndo-motores e ser responsivo as opcdes terapéuticas existentes
atualmente. Ainda, o inicio idade-dependente e o carater progressivo da doenca
deveriam ser manifestados (TIEU, 2011). Entretanto, nenhum dos modelos
disponiveis atualmente é capaz de satisfazer de forma plena a todos estes requisitos
(JAGMAG et al, 2016).

Os modelos animais para a DP dividem-se em duas grandes categorias:
modelos genéticos e modelos com toxinas (TIEU, 2011). Os modelos genéticos
baseiam-se na delecdo ou mutacdo de genes (PARKIN, LRRK2, por exemplo) de
forma semelhante ao que é observado nos casos familiares da DP. Estes
apresentam como vantagem a selecdo de genes alvo e possiveis vias de sinalizacao
envolvidas na patogenia da DP em humanos. Contudo, ndo sédo capazes de simular
o fenétipo e evolucédo da doenca (TIEU, 2011).

Ja os modelos com toxinas tém como premissa o0 uso de substancias toxicas
gue lesam a via nigroestriatal. Essas toxinas induzem a morte celular, via
interrupcdo da cadeia mitocondrial ou aumento do estresse oxidativo na célula
(KURNIK; THOR, 2015; TIEU, 2011).
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O primeiro modelo animal a ser desenvolvido para o estudo da DP, o qual foi
de grande importancia para ajudou a elucidar a importancia do neurotransmissor DA
para o controle do movimento foi a reserpina. Desde ent&o, diferentes modelos
foram estabelecidos com a caracteristica comum da degeneracdo dopaminérgica,
embora possuam mecanismos de acdo e prejuizos comportamentais distintos
(BOVE; PERIER, 2012). Atualmente, os modelos com toxinas mais utilizados s&o o
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP), rotenona, paraquat e 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (JAGMAG et al, 2016; KURNIK; THOR, 2015).

O MPTP é uma neurotoxina lipofilica que causa lesdo nigroestriatal muito
proxima aquela observada na DP. Ele atravessa a barreira hematoencefalica (BHE)
e é convertida a MPP+ pela acdo da enzima MAO-B. Devido a sua alta afinidade
pelo transportador de DA, é captado pelos neurénios dopaminérgicos e armazenado
na mitocondria, onde inibe o complexo | da cadeia transportadora de elétrons (BEAL,
2001).

Assim como observado no MPTP, a rotenona € uma toxina altamente lipofilica
com elevada afinidade a um inibidor do complexo | da cadeia respiratoria
mitocondrial (BEAL, 2001). Reproduz as caracteristicas clinicas da DP, em especial
a formacéo dos agregados protéicos citoplasmaticos (JAGMAG et al, 2016).

Ja o toxicidade do Paraquat (N,N-dimethyl-4,4-bipyridiniumdichloride) ocorre
por aumento do estresse oxidativo na célula por meio da geracdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio. A degeneracdo dopaminérgica resultante induz a
formacédo dos LB (CICCHETTI et al, 2005).

2.2.1. 6-HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA)

A 6-OHDA é uma neurotoxina analoga a dopamina, diferindo apenas pela
presenca de um grupo hidroxila adicional (FIGURA 4). Foi identificada ha quase 50
anos, sendo muito empregada como modelo da DP em animais.

A 6-OHDA ¢ seletiva tanto a neurdnios dopaminérgicos quanto a neurénios
noradrenérgicos devido a sua alta afinidade por transportadores de dopamina e
noradrenalina (KURNIK; THOR, 2015; TIEU, 2011).

Para Hernandez-Baltazar et al (2015) ha trés mecanismos de citotoxicidade
causada pela 6-OHDA: a formacao de peroxido de hidrogénio e radicais superoxido;
a formacdo de peroxido de hidrogénio pela enzima monoaminoxidase e a

interrupcdo da cadeia respiratoria mitocondrial. Como consequéncia, estes
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processos culminam na formacéo de espécies reativas de oxigénio, levando a morte
celular.

Devido as suas propriedades hidrofilicas, a 6-OHDA € incapaz de atravessar
a barreira hematoencefalica, necessitando ser infundida diretamente no encéfalo por
estereotaxia. Os locais de infusdo podem ser trés regides principais: SNpc, feixe
prosencefalico medial ou estriado (KURNICK; THOR, 2015; JAGMAG et al, 2016).
Observa-se que as caracteristicas da lesdo diferem de acordo com a estrutura em
que é infundida a neurotoxina. Quando realizada na substancia negra ou no feixe
prosencefalico medial, h4 uma rapida e completa lesdo da via nigroestriatal (TIEU,
2011). J& quando esta € liberada no estriado, instaura-se um processo de morte
neuronal mais lento com degeneracao retrograda da via nigroestriatal ao longo de
trés semanas (TIEU, 2011).

Em uma injecdo unilateral de 6-OHDA, o comportamento rotatorio pode ser
observado apos a administracdo de um agonista dopaminérgico como a apomorfina
(BEAL, 2001). O modelo 6-OHDA pode ser utilizado para testar sintomas motores e
nao motores, como depressdo, ansiedade e memodria, além de dor, distarbios do
sono e disfuncédo gastrintestinal que compdem o quadro clinico da DP (KURNIK;
THOR, 2015). Neste modelo, a presenca de corpos de Lewy ndo € observada
(JAGMAG et al, 2016).

FIGURA 5: ESTRUTURA DA 6-OHDA

6-OHDA
Hoﬂ\/ NH,
HO OH
Fonte: Adaptado de TIEU (2011)

2.3. ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS OMEGA-3

Os é&cidos graxos (AG) correspondem a uma classe de lipidios que
apresentam uma estrutura quimica semelhante formada por uma cadeia de
hidrocarbonetos contendo um grupo carboxila em uma extremidade e um grupo metil
em outra extremidade. Os &cidos graxos podem ser classificados pelo niumero de

carbonos, numero de insaturacdes na cadeia e a posi¢cdo da primeira insaturacao.
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Acidos graxos com mais de 2 duplas ligacdes na cadeia de hidrocarbonetos s&o
chamados de acidos graxos poliinsaturados (PUFA’s) (CALDER, YAKOOB, 2009).

Os acidos graxos w-3 (w-3) sdo AG poliinsaturados, sendo que a primeira
ligacdo dupla localiza-se no carbono 3 (carbono w), contado a partir da extremidade
metil (BOUSQUET et al, 2011; CALDER, 2012). O &cido a-linoléico (18:2; w-3) € o
w-3 mais simples, sendo sintetizado a partir do &cido linoléico por a¢do da enzima
delta-15 dessaturase. Esta enzima € ausente nos seres humanos, o que torna este
um acido graxo essencial, ou seja, ele ndo pode ser sintetizado endogenamente
havendo a necessidade de ser obtido por meio da dieta (CALDER; YAKOOB, 2009).

Os PUFA’s w-6 possuem uma ou mais duplas ligacdes sendo que a primeira
se localiza no carbono 6 a partir da extremidade metil. O acido linoléico (C18:2),
principal tipo de w-6 é convertido a acido araquidonico (C20:4), sendo
posteriormente transformado em eicosanoides e leucotrienos (JUMP, 2002).

No processo de biossintese de PUFA’S w-3, o acido a-linoléico pode ser
convertido a varios acidos graxos de cadeia longa, sendo 0s principais o acido
eicosapentaendico (EPA) (C20:5) e acido docosahexandico (DHA) (C22:6). A via de
biossintese de w-3 é demonstrada na figura 6 (BOUSQUET et al, 2011).

FIGURA 6: BIOSSINTESE DE ACIDOS GRAXOS w-3
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Fonte: BOUSQUET et al (2011)
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As principais fontes alimentares de PUFA’s w-3 sdo os 6leos encontrados em
peixes como sardinha, salmao, truta, atum (ROSS, 2015) e 6leos vegetais como
linhaca, canola e soja (ARTERBURN et al, 2006).

Devido a mudancas no comportamento alimentar na sociedade ocidental, com
aumento no consumo de alimentos industrializados, gorduras saturadas e trans, a
ingestdo média de w-3 reduziu em 20% nos ultimos 150 anos. Porém, houve um
aumento expressivo do consumo de alimentos ricos em w-6, consumido de 5 a 10
vezes mais que o0 w-3 (KAUR et al, 2014).

Como os acidos graxos w-3 e w-6 sdo substratos das mesmas enzimas nas
suas vias metabdlicas, existe uma competicdo entre 0 ALA e o LA. Assim, um maior
consumo de PUFAs w-6 leva a um aumento expressivo nas concentragoes de AA,
um precursor de uma ampla gama de mediadores pré-inflamatérios (ARTERBURN
et al, 2006). Esta desproporcao tem sido associada um estado inflamatorio crénico
com uma maior tendéncia a ocorréncia de doencas cardiacas e infarto cerebral
(SIMOPOULOS, 1999).

Os PUFA’'s w-3 e w-6 sao ingeridos na forma de triacilglicerdis, sendo
digeridos no intestino delgado e transportados pelo sangue ligados a proteinas
plasmaticas como a albumina até os tecidos. O destino destes pode seguir trés vias
diferentes: a B-oxidacdo para produzir energia na forma de ATP; esterificacdo para
outros lipidios como triacilglicerdis, colesterol e fosfolipidios de membrana; e
conversao para outros produtos de cadeia longa ou outros produtos insaturados. A
maior parte do ALA dietético sofre B-oxidacdo nas mitocondrias e somente uma
pequena fracéo fica disponivel para conversao para EPA e DHA (KAUR et al, 2015).

Os PUFA’'S sdo importantes componentes das membranas celulares, em
especial no encéfalo. Os acidos graxos compdem 10% do peso seco do cérebro,
sendo que o DHA é o acido graxo mais abundante no organismo. No cérebro, o DHA
representa de 12 a 16% dos acidos graxos totais da substancia cinzenta (JULIEN et
al, 2016).

Os acidos graxos w-3 apresentam importantes propriedades fisiolégicas. Eles
sdo importantes componentes estruturais das membranas, pois como Sao
esterificados aos fosfolipidios atuam na alteracdo de propriedades fisicas da
membrana, como na regulagédo da fluidez, movimento dos lipidios, criacdo dos lipid
rafts (HAMILTON, BRUNNALDI, 2007; BOUSQUET et al, 2011).
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Também desempenham importantes funcdes intracelulares pela modificacdo
da expressao e da atividade de receptores, transportadores e canais iGnicos na
membrana celular (CALDER et al., 2009; BOUSQUET et al., 2011).

Os PUFA’'s w-6 sao precursores de mediadores inflamatérios como
prostaglandinas e leucotrienos. Ja PUFA’s w-3 exercem efeito fisioldgico oposto por
ter efeito antiinflamatério via estimulacdo de mediadores lipidicos como resolvinas e
protectinas (BOUSQUET et al, 2011; CALDER; YAQOOB, 2009). Resolvinas e
protectinas tem uma importante funcdo na protecdo celular e tecidual contra
processos inflamatérios  por apresentarem  papel anti-inflamatério e
imunomodulatério (CALDER et al, 2009).

A importancia da ingestdo adequada de AG w-3 estd sendo demonstrada em
diversas enfermidades, como diabetes (TOORANG et al, 2016), cancer (BLACK;
RHODES, 2016; D’ELISEO; VELOTTI, 2016), depressdo (ARBABI et al, 2014) e
doencas cardiovasculares (MULERO et al, 2015).

2.4. ACIDOS GRAXOS OMEGA-3 E DOENCA DE PARKINSON

O tratamento atual para a DP n&o é capaz de reverter a doenca ou eficaz em
impedir sua progressao. Assim, na atualidade, h4a uma procura crescente por
terapias neuroprotetoras a partir de compostos capazes de retardar ou limitar a
degeneracao neuronal em estagios precoces (STOCCHI; OLANOW, 2013; SARKAR
et al, 2016).

Observa-se um numero significativo de evidéncias mostrando que os acidos
graxos w-3 sado fundamentais para o correto funcionamento das funcbes neurais.
Eles aumentam a expressdo de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) e
GDNF (fator neurotrofico derivado da glia). Também sédo capazes de regular os
processos oxidativos celulares, por promover o equilibrio entre a producédo de
espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante da célula (BOUSQUET et
al, 2011). Por outro lado, dietas muito deficientes em w-3 podem provocar
significativas alteracdes bioguimicas e morfolégicas no cérebro em desenvolvimento
(LEE et al, 2015; AHMAD et al, 2008).

Evidéncias obtidas por meio de estudos clinicos mostram que o consumo de
w-3 pode reduzir o risco para doencas neurodegenerativas, entre elas a Doenca de
Alzheimer e a DP (BOUSQUET et al, 2008).
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Um estudo populacional verificou que a dieta mediterranea, particularmente
rica em w-3, estava associada com uma menor incidéncia de DP (GAO et al, 2007).
O mesmo foi verificado em outro estudo de coorte longitudinal em que um menor
risco para DP era observado em pessoas com alto consumo de w-3 (DE LAU et al,
2005).

Acidos graxos w-3 também estdo implicados na modulagdo da
neuroinflamacéo, processo observado em diferentes condi¢bes neurolégicas, entre
elas a DP. Cerca de 90% do DHA e ARA séo ligados a fosfolipidios de membranas,
enquanto a proporcdo restante pode ser utilizada como substrato para sintese de
mediadores inflamatérios ou pro-resolvinas. Os PUFA’s EPA e DHA s&o mediadores
de pro-resolvinas, atuando na resolucdo do processo inflamatério e facilitando o
retorno & homeostase (TREPAINER et al, 2016).

Estudos pré-clinicos mostram que a ingestdo de PUFAs w-3 pode ter um
efeito neuroprotetor diante da lesdo em modelos animais (BOUSQUET et al, 2008).
Um estudo em um modelo de DP induzida pela neurotoxina MPTP, a suplementacao
com acidos graxos w-3 (DHA) durante 30 dias aumentou a imunorreatividade a
tirosina-hidroxilase (OZSOY et al, 2011).

Luchtmann et al (2012) observaram nos animais suplementados (racdo +
0,8% EPA) uma reducéo da toxicidade do MPTP com maior incorporacdo de DHA
no cérebro dos animais, acompanhada de reducdo dos niveis de TNF-a and IFN-y,
se comparada aos controles. Um resultado semelhante também foi verificado por Ji
et al (2012) com um modelo de injecdo direta de lipopolissacarideo (LPS) na
substancia negra. A suplementacao da dieta com 15% do 6leo de peixe foi capaz de
minimizar a reacao inflamatoria.

Delattre et al (2010) realizaram a suplementagdo cronica com w-3
anteriormente a lesdo com 6-OHDA no feixe prosencefalico medial. No grupo
suplementado houve aumento na incorporacdo de DHA na SNpc (36%) e coértex
cerebral (30%), associado ao aumento do turnover da dopamina pela relacéo
DOPAC/DA e reducdo da peroxidacao lipidica. Barros et al (2016) também
observaram reducdo da peroxidacao lipidica nos animais tratados e reducdo dos
niveis de nitrito.

Um trabalho com modelo de DP induzida por LPS a suplementacdo materna
foi eficaz em prevenir o déficit de memdria apresentado pelos filhotes lesados
(DELATTRE et al, 2016).
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Outro estudo recente propds que os PUFA’s w-3 revertem a ativacdo
microglial e a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, por reducao na producéo
de Oxido nitrico sintase, enzima pré-inflamatoria ativada na morte neuronal. Este
potencial antioxidante também influenciaria na redugdo do processo inflamatoério
(MORI et al, 2017).

Diante da revisdo da literatura realizada verifica-se que a ingestdo de w-3
pode prevenir a ocorréncia da DP ou atenuar os sintomas. Entretanto, ha escassez
de estudos testando o potencial efeito neuroprotetor do w-3 frente aos sintomas
neuropsiquiatricos, como nos comportamentos tipo depressivo, ansioso e déficit de
memoéria em modelo animal de DP a partir de lesdes provocadas pela neurotoxina 6-
OHDA em animais adultos. Da mesma forma, 0os mecanismos que explicam este

efeito neuroprotetor ndo foram totalmente elucidados.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

- Avaliar se a suplementacdo subcronica com acidos graxos w-3 apresenta efeito
neuroprotetor pela prevencao das alteragcbes comportamentais observadas em ratos
adultos lesados pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

3.2. Objetivos especificos

- Testar o efeito da suplementacdo com acidos graxos w-3 em relagdo ao
desenvolvimento do comportamento tipo depressivo em ratos lesados com 6-OHDA.
- Avaliar o efeito da suplementagcdo com acidos graxos w-3 em relagcdo ao
desenvolvimento do comportamento tipo ansioso em ratos lesados com 6-OHDA.

- Verificar se a suplementagdo com acidos graxos w-3 apresenta efeito nootrépico
nos ratos lesados com 6-OHDA.

- Avaliar o efeito da suplementacdo com acidos graxos w-3 na capacidade
antioxidante neuronal em relacdo aos niveis de glutationa reduzida (GSH) no

estriado e cortex cerebral nos ratos lesados com a 6-OHDA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos machos linhagem Wistar com 90 dias de vida e peso
entre 280 a 320 g, fornecidos pelo biotério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Os animais eram mantidos em caixas de moradia feitas de polipropileno
forradas com aparas de madeira, em grupos de 5, em ambiente climatizado (22 *
2°C) com ciclo de claro/escuro de 12 h, sendo as luzes acesas as 7 horas. Os
animais tiveram livre acesso a alimentacdo e agua durante os experimentos.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA/UEPG,
processo n°® 9514/2016). Durante a execugao dos experimentos, todos os cuidados
necessarios foram observados para minimizar os desconfortos causados aos
animais de acordo com as praticas bioéticas de experimentacdo animal, conforme
estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) (CONSELHO NACIONAL DE EXPERIMENTAC}AO ANIMAL, 2013).

4.2. Delineamento experimental

No total, foram utilizados 49 animais, os quais foram distribuidos em 4 grupos:
grupo falso lesado e tratado com salina (SHAM/salina, n=12); grupo falso lesado e
tratado com w-3 (SHAM/OP, n=12); grupo lesado e tratado com salina (6-
OHDA/salina, n=14) e grupo lesado e tratado com w-3 (6-OHDA/OP, n=11).

Aos grupos tratados, foi administrado via gavagem o 6leo de peixe contendo
acidos graxos w-3 pelo periodo de 21 dias. No 15° dia de tratamento, os animais
foram submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo da neurotoxina 6-OHDA na
SNpc. Nos grupos SHAM foi realizada a cirurgia estereotaxica, mas 0s animais
receberam solucéo salina ao invés da infusdo da neurotoxina 6-OHDA.

Os testes de comportamento ocorreram a partir do 21° dia apos a lesédo. O
cronograma de testes obedeceu a uma ordem crescente de acordo com estresse
imposto ao animal, de forma a minimizar o estresse gerado por um teste no
comportamento do teste seguinte. A ordem para os testes foi: preferéncia a
sacarose, campo aberto, labirinto em cruz elevado, reconhecimento de objetos, e

natacdo forcada. Previamente, ao inicio do estudo, foi realizado um teste de
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preferéncia a sacarose basal, para selecionar 0s animais que possuiam a
preferéncia a sacarose, de forma a evitar um viés no resultado do teste.

Apos o término dos testes, os animais foram decapitados e seus cérebros
dissecados para retirada do estriado, cortex frontal e mesencéfalo para analises
posteriores.

4.3. Tratamento

O tratamento consistiu na administracdo de 6leo de peixe contendo acidos
graxos 6mega-3 (w-3) via gavagem na dose de 2g/kg/dia. A concentracédo de w-3 no
6leo de peixe administrado foi de 50% de DHA e 20% de EPA (Figura 7). Capsulas
de OP foram doadas pela Herbarium Botanico S/A® (lote 160793) e em cada dia do
experimento, o 6leo foi aspirado das capsulas para uma seringa e administrado por
canulas de gavagem no volume calculado a partir do peso corporal. Para a
realizagdo do procedimento, foi utilizada uma canula de gavagem de 8 cm de
comprimento com ponta arredondada, a qual era introduzida na cavidade oral e
gentilmente empurrada desde a faringe até o estdbmago. O peso dos animais era
aferido a cada 3 dias para realizacdo do calculo da dose de w-3 a ser administrada.
O tratamento com 6leo de peixe foi realizado durante o periodo de 21 dias, isto €,
iniciado no 14° dia antes e encerrando-se no 7° dia apos a realizacéo da leséo por
cirurgia estereotaxica.

FIGURA 7 — COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS CAPSULAS DE OP

INFORMAGAO NUTRICIONAL
Porcdo de 0,828 g (1 capsula)
Quantidade por por¢do %VD*
Valor energético 5 keal=21 kJ 0%
Gorduras totais, das quais: 06g 1%
Gorduras saturadas Og 0%
Gorduras trans Og o
Gorduras monoinsaturadas 0lg e
Gorduras poli-insaturadas 05g =
 Omega 3 DHA (4cido docosahexaenoico) 300 mg -
Omega 3 EPA (4cido eicosapentaencico) 120 mg i
Colesterol 0mg b’

Nao contém quantidades significativas de proteinas, carboidratos, fibra
alimentar e sédio.

*Percentual dos Valores Didrios de referéncia com base em uma dieta de 2000
kcal ou 8400 kJ, Seus valores didrios podem ser maiores ou menores
dependendo de suas necessidades energéticas.**VD nao especificado.

Fonte: Laboratério Herbarium Botéanico.
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4.4. Cirurgia estereotéxica
A realizac@o da cirurgia estereotaxica ocorreu conforme o protocolo utilizado

por Fontoura (2016). Para a realizacdo do procedimento, foi realizada anestesia
geral do animal com Tiopental 50 mg/kg, via intra-peritoneal cerca de 10 minutos
antes da cirurgia. A seguir, realizou-se a tricotomia da regido craniana. Em seguida,
o animal foi posicionado no aparelho estereotaxico, sendo administrada a anestesia
local com Lidocaina (2%) 0,2 mL, via subcutdnea. Com uma lamina de bisturi, foi
realizada uma incisao longitudinal de aproximadamente 3 cm e o afastamento da
pele e do masculo epicranio. Apds a exposicao da superficie do cranio, foi localizado
o0 bregma, local de fusdo das suturas frontal e coronal do cranio e ponto de
referéncia para determinacdo dos locais para insercdo da agulha e injecdo da
neurotoxina 6-OHDA (ou solugédo salina) na SNpc do animal. De acordo com a
localizacdo do bregma, eram calculadas as coordenadas estereotaxicas de acordo
com o atlas de Paxinos e Watson (1997). As coordenadas utilizadas foram:

e Anteroposterior (AP) — 5,0 mm do bregma;

e Meédio-lateral (ML) £ 2,1 mm da linha média;

e Dorsoventral (DV) — 7,8 mm do cranio;

e Barra nasal — 3,3 mm (figuras 8 e 9).

FIGURA 8: LOCALIZACAO DO BREGMA NO CRANIO DO RATO

Interaural Line

FONTE: PAXINOS; WATSON (1997)
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FIGURA 9: LOCAL DA INFUSAO DA NEUROTOXINA 6-OHDA NA SNpc

Figura 9. O local de infusdo da neurotoxina € representado no ponto de interseccao entre as retas,
correspondendo a SNpc, de acordo com as coordenadas descritas acima.
Fonte: PAXINOS; WATSON (1997)

O cranio foi perfurado com uma broca de baixa rotacdo (BELTEC LB2000) e a
agulha inserida até o ponto obtido de acordo com a coordenada dorsoventral. A
infusdo da neurotoxina ou solucdo salina foi realizada por meio de agulha gengival
calibre 30 G conectada a uma microseringa Hamilton de 25 pL, por um tubo de
polietileno ligado a uma bomba infusora (Harvard Apparatus®) com fluxo de 0,25
ML/minuto. Cada microinfusdo de 1 pL durou 4 minutos, sendo a agulha mantida no
local por mais 2 minutos para evitar refluxo da solucéo e entdo, lentamente removida
do cranio. A neurotoxina 6-OHDA foi solubilizada em acido ascorbico 0,2% em
solucdo de cloreto de sbédio 0,9% (salina) no dia da cirurgia. A infusdo da
neurotoxina ou solucdo salina foi bilateral, sendo infundidos 6 pg em cada
hemisfério, no volume de 1ul, na substancia negra pars compacta. Ao término da
cirurgia, os animais foram suturados, sendo administrado antibiético de uso
veterinario (Benzilpenicilina Potassica 5.000.000 Ul) na dose de 1 mL/Kg por via
intramuscular, para profilaxia de infec¢des bacterianas decorrentes do procedimento.
ApoOs a realizacdo da cirurgia, o animal foi aquecido e mantido em caixa individual
até a total recuperacdo do procedimento, retornando posteriormente a sua caixa

original.

4.5. Testes comportamentais
Os testes comportamentais foram realizados trés semanas (21 dias) apés a

realizacdo da cirurgia estereotadxica. Os animais foram submetidos as mesmas
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condicdes experimentais, sendo que os testes foram realizados no mesmo periodo
do dia e filmados para a analise posterior. A ordem dos testes ocorreu de acordo

com o cronograma a seguir (figura 10).

FIGURA 10 - CRONOGRAMA EXPERIMENTAL

TESTES COMPORTAMENTAIS

TESTE DE

et l \
l | =] [o] [w=] [e] [=]

b o[e=] ! ! ! ! !
GO0 DA TERMENO DA CAMF E AOE PREFERENGA A NATACAD EUTANASIA
SUPLEMENTACAO COM SUPLEMENTACAD COM L Rz ORIA DE SACAROSE FORCADA
ACDOS GRAXOS w3 ACIDOS GRAXOS w-3 HEVADO RECONHECIMENTO COLETADE
DE OBETOS AMOSTRAS

Fonte: a autora.

4.5.1. Teste do Campo Aberto

O teste de campo aberto tem como objetivo avaliar a capacidade motora
(SANTIAGO et al, 2014). O campo aberto consiste de uma caixa quadrada com area
de 1 m? e com o piso dividido em 25 quadrados menores (20 x 20 cm) (figura 11). Os
ratos eram colocados no centro da caixa, podendo explorar livremente este
ambiente durante 5 minutos. Os parametros avaliados no teste foram a ambulacéo,
de acordo com o registro do niumero de linhas cruzadas e o nimero de atos de
levantar (rearing). Apos cada teste, a caixa era higienizada com uma solucdo de
etanol 5% para que o odor deixado pelo animal ndo interferisse no teste do animal
seguinte.

FIGURA 11: TESTE DE CAMPO ABERTO

Fonte: a autora
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4.5.2. Teste de labirinto em cruz elevado

Este teste tem como finalidade avaliar o comportamento de ansiedade em
ratos (PEGO et al, 2008). O labirinto em cruz elevado ¢ formado por dois bragos
abertos e dois bracos fechados formando uma plataforma suspensa a uma altura
aproximada de 50 cm do nivel do solo (figura 12). O teste permite avaliar os
seguintes parametros:
- Tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados e na interseccao entre eles.
- Frequéncia de passagens nos bragcos abertos, bracos fechados e no centro do
labirinto.

ApO6s cada sessao experimental, o labirinto era limpo cuidadosamente com
papel toalha e alcool 5%, para que os odores deixados pelo animal ndo tivessem

influéncia no teste seguinte.

FIGURA 12: TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Fonte: a autora

4.5.3. Teste de reconhecimento de objetos

Este teste permite avaliar a memoria de reconhecimento. O aparato utilizado
para o teste era uma caixa quadrada com area de 1 m? e com o piso dividido em 25
guadrados menores (20 x 20 cm). O teste foi realizado em 4 dias consecutivos,
sendo 3 dias para habituacdo do animal ao aparato de teste e 1 dia para a
realizacédo do teste propriamente dito, conforme protocolo adaptado de Ennaceur e

Delacour (2000) . Nas trés sessdes de habituacdo, o animal era colocado no aparato
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de teste durante o periodo de 10 minutos sem a presen¢a de nenhum objeto. O
objetivo da habituacdo prévia ao teste era adaptar o animal ao aparato para que o
mesmo nao se tornasse aversivo e influenciasse na performance do teste. No 4° dia,
o teste foi realizado em 2 momentos, com intervalo de 30 minutos entre cada
exposigdo. Inicialmente, foram colocados dois objetos idénticos no aparato, cada
gual estando em um dos lados da caixa a uma distancia aproximada de 10 cm das
paredes. O animal era colocado no centro do aparato, tendo ele 5 minutos para
investigar estes objetos. O comportamento de investigacao era considerado quando
0 animal aproximava-se ao menos dois centimetros a sua narina do respectivo
objeto. Apds 30 minutos do primeiro periodo de investigacdo, o animal era
recolocado no aparato, porém, um dos objetos utilizados no primeiro periodo de
investigacdo era substituido por um novo objeto, tendo o animal novamente 5
minutos para investiga-los.

Com os valores referentes ao tempo de investigacdo no segundo periodo do
teste, foi calculado o indice de discriminacao (ID). O ID é obtido pela diferenca entre
o tempo gasto pelo animal na exploracao do novo objeto (b) em relacdo ao objeto ja
conhecido (a) em razédo do tempo total de exploracdo de ambos os objetos (e2),
sendo calculado pela seguinte formula:

ID = b-a/e2

FIGURA 13 — TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Figura 13. Teste de reconhecimento de objetos. A esquerda, esta representada a exploracéo dos
objetos idénticos da 1% apresentacéo. Na figura da direita, o 2° periodo de investigacdo com 2 objetos
diferentes, realizado 30 minutos apoés a 12 apresentacao.

Fonte: a autora
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4.5.4. Teste de preferéncia a sacarose

Este teste tem como objetivo medir a anedonia nos animais (WANG et al,
2009). Os animais eram transferidos a caixas de moradia individuais com acesso
livre a alimentacdo. Cada rato tinha acesso a duas garrafas com agua durante a fase
de 24 h de habituacao, a fim de adaptar os animais a ingestéo dos liquidos das duas
garrafas. Apos a fase de adaptacdo, a agua de uma das garrafas foi substituida por
solucéo de sacarose a 1% e 24 h depois as garrafas eram invertidas de sua posi¢cao
inicial de forma a evitar a perseveranca do animal por um dos lados. O consumo de
agua e da solucao de sacarose foi estimado pela diferenca dos pesos iniciais e finais
de cada garrafa em relacdo ao consumo total de liquidos:

Consumo de sacarose (%) = peso inicial da garrafa - peso final da garrafa * 100
Consumo total de liquidos

Antes da cirurgia, foi realizado um teste basal para selecionar os ratos que
apresentassem preferéncia pela sacarose, sendo que os animais com preferéncia
por sacarose menor que 70% foram excluidos do estudo (7 animais no total). A

realizacao do teste é esquematizada na figura 14.

FIGURA 14 — TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE
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Fonte: a autora.
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5.5. Teste de natacéo forcada

Este teste permite avaliar o comportamento tipo depressivo dos animais
(PORSOLT, 1978). O teste se desenvolveu em duas etapas: uma sessao treino e 0
teste propriamente dito com um intervalo de 24 h entre eles. Os ratos foram
submetidos a natacéo forcada em um tanque cilindrico com 50 cm de altura e 20 cm
de diametro impassivel de fuga, contendo 4gua em uma profundidade de 30 cm, a
uma temperatura de 24+1°C. O teste consistiu em 2 momentos, uma sessao treino e
outra sessao teste. Durante a sessdo treino, 0s animais eram colocados no
recipiente durante 15 minutos para adaptacdo. Apos 24 horas da sesséo de treino,
era realizada a sessdao teste também com duracdo de 5 minutos. O teste de natacéo
forcada permite avaliar os seguintes parametros: tempo de imobilidade (immobility),
escalada (climbing) e natacdo (swimming). O comportamento de imobilidade
corresponde a manutencdo de atividade minima para que o animal mantivesse sua
cabeca acima da superficie da agua. O comportamento de escalada consiste em
movimentos das patas dianteiras dirigidos para cima na lateral do cilindro de
natacdo. O comportamento de natacdo foi definido como movimentos, em geral,
horizontais, por toda a extensdo do cilindro (SLATTERY; CRYAN, 2012). Estes
comportamentos séo ilustrados na figura 15.

Entre um teste e outro, a agua do recipiente era trocada para que os odores
deixados pelo animal ndo tivessem influéncia no teste seguinte. Os testes foram
filmados para analise posterior.

FIGURA 15- TESTE DE NATACAO FORCADA

Immaobiity Swimming Cimbing

30 cm

Fonte: http://sperlaghlab.hu/methods/.


http://sperlaghlab.hu/methods/
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4.6. Dissecacao do tecido cerebral
Ap6s a realizagdo dos testes comportamentais, o0s animais foram
guilhotinados com a finalidade de realizar a dissecagao para retirada do estriado,

cortex cerebral e mesencéfalo para andlises posteriores.

4.7. Concentracao da glutationa reduzida (GSH) no estriado e cortex cerebral

A atividade enzimética da GSH foi avaliada por meio do protocolo proposto
por Sedlak e Lindsay (1968). Inicialmente, as amostras de estriado e cortex cerebral
foram homogeneizadas com EDTA 0,02 M (proporgéo 1:10). Aliquotas (400 pL) do
homogenato foram misturadas com 400 uL de agua destilada (diluigdo 1:2). Novas
aliquotas (400 uL) foram adicionadas a 320 yL de agua destilada e 80 uL de acido
tricloroacético 50 % (p/v) (Vetec®) para a precipitacdo de proteinas. Os
homogenatos foram centrifugados a 3000 rpm (4°C) por 15 minutos. O sobrenadante
(400 pL) foi misturado com 800 pL de tampao Tris/HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 uL de
DTNB (5,5"dithiobis(2-nitrobenzoic acid), Sigma-Aldrich®) (0,01 M). A mistura foi
agitada e a absorbancia lida em espectofotometro (Biotek® Synergy H1 Hybrid
Reader) a A = 412 nm (as leituras foram feitas em quadriplicata). Uma curva padrao
foi preparada com concentragdes de GSH entre 0,1 mM a 1 mM. A concentracao da

glutationa reduzida foi expressa em ug de GSH por grama de tecido (ug/g).

4.8. Analise Estatistica

Previamente a realizacdo dos experimentos, foi realizado um calculo amostral
com base em trabalhos publicados por outros grupos envolvendo comportamentos
de ratos lesados na via nigroestriatal (Santiago et al., 2014). Os célculos foram
realizados utilizando o programa GPower 3.1 Germany (FAUL et al, 2007). Este
célculo resultou em 12 animais por grupo (n=48). Contudo, devido a mortes
ocorridas no decorrer dos experimentos e a distribuicdo dos grupos houve um
numero diferencial de animais em cada grupo, totalizando 49 animais.

Os dados foram previamente testados para avaliar normalidade por meio do
teste de Kolmogorov-Sminorv. A analise dos dados foi realizada pelo teste de
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste post-hoc de Newmann-
Keuls. Os dados obtidos foram expressos em média + o0 erro padrdo da média
(e.p.m). No teste de preferéncia a sacarose, o consumo de sacarose antes e apos a

leséo foi avaliado por ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni. As
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diferencas entre os grupos eram consideradas significantes quando p< 0,05. Todas

as andlises foram realizadas utilizando o software estatistico GraphPadPrism® 5.01.
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5 RESULTADOS
5.1. TESTES COMPORTAMENTAIS

5.1.1. TESTE DO CAMPO ABERTO

Conforme apresentados nos gréficos 1, 2 e 3 para os resultados obtidos no
teste de campo aberto em relacdo aos parametros ambulagdo (F=1,910, p=0,141)
(grafico 1), rearing (F=1,476, p= 0,233) (grafico 2) e tempo de imobilidade (F=0,494,
p= 0,687) (grafico 3), ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre

0S grupos.

GRAFICO 1 — AMBULAGCAO NO TESTE DE CAMPO ABERTO
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Gréfico 1. Ambulagéo no teste de campo aberto. Este par@metro foi avaliado com base no niumero de
linhas cruzadas (eixo y) no piso do campo aberto no periodo de 5 minutos em relagdo aos grupos
(eixo x). Os dados foram expressos como média + SEM do nimero de linhas cruzadas pelos animais
no piso do campo aberto (ANOVA de uma via+Newman-Keuls). Nao houve diferenca estatistica.
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GRAFICO 2 — REARING NO TESTE DE CAMPO ABERTO
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Gréfico 2. Rearing no teste de campo aberto. O rearing foi avaliado pelo nimero de atos de levantar
(eixo y) realizadas pelo animal no campo aberto no periodo de 5 minutos quanto aos 4 grupos (eixo
x). Os dados foram expressos como média + SEM do nimero de vezes que os animais realizaram o
comportamento de exploracdo vertical (rearing) no campo aberto (ANOVA de uma via +Newman-
Keuls). Ndo houve diferenca estatistica.

GRAFICO 3 — TEMPO DE IMOBILIDADE NO TESTE DE CAMPO ABERTO
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Gréfico 3. Tempo de imobilidade no teste de campo aberto. O eixo y apresenta os dados referentes
ao tempo (s) em que os animais ndo apresentaram atividade motora no teste de campo aberto no
periodo de 5 minutos. Os dados foram expressos como média + SEM do tempo de imobilidade no
campo aberto (ANOVA de uma via + Newman-Keuls). Nao houve diferenca estatistica.
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5.1.2. TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

No teste do labirinto em cruz elevado, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre 0s grupos para o0s parametros analisados:
porcentagem de tempo gasto no braco aberto (F= 1,816, p= 0,164), nimero de
entradas no braco aberto (F= 0,5224, p= 0,6691), porcentagem de tempo gasto no
braco fechado (F= 0,6765, p= 0,5723), numero de entradas no braco fechado (F=
0,1682, p=0,9173), porcentagem de tempo gasto no centro (F=0,1173, p=0,9495) e
numero de passagens pelo centro (F= 0,2670, p= 0,8489).

Os dados referentes a estes parametros séo apresentados nos graficos 4 a 9.

GRAFICO 4 — PORCENTAGEM DE TEMPO GASTO NO BRAGO ABERTO (%) NO TESTE DO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Tempo gasto no brago aberto (%)

Gréfico 4. Tempo de permanéncia no braco aberto no teste de labirinto em cruz elevado. O tempo de
permanéncia é representado em percentual (%) em relagdo aos quatro grupos (eixo x). Os dados
foram expressos como média + SEM da porcentagem de tempo gasto no braco aberto do labirinto em
cruz elevado (ANOVA de uma viatNewman-Keuls). N&o houve diferenca estatistica.
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GRAFICO 5 — NUMERO DE ENTRADAS NO BRAGO ABERTO NO TESTE DO LABIRINTO EM
CRUZ ELEVADO

N°entradas brago aberto

Gréfico 5. Nimero de entradas (eixo y) do animal no braco aberto do labirinto em cruz elevado
realizado pelos animais dos 4 grupos analisados (eixo x).Os dados foram expressos como média *
SEM do numero de entradas no braco aberto do labirinto em cruz elevado (ANOVA de uma
via+Newman-Keuls). Nao houve diferenca estatistica.

GRAFICO 6 — PORCENTAGEM DE TEMPO GASTO NO BRAGO FECHADO (%) NO TESTE DO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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Gréfico 6. Tempo de permanéncia no brago fechado no teste de labirinto em cruz elevado. O tempo
de permanéncia é representado em percentual (%) em relacdo aos quatro grupos (eixo x). Os dados
foram expressos como média + SEM da porcentagem de tempo gasto no brago fechado do labirinto
em cruz elevado (ANOVA de uma via+Newman-Keuls). Nao houve diferenca estatistica.
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GRAFICO 7 — NUMERO DE ENTRADAS NO BRAGO FECHADO NO TESTE DO LABIRINTO EM

CRUZ ELEVADO
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Gréfico 7. Numero de entradas (eixo y) do animal no braco fechado do labirinto em cruz elevado
realizado pelos animais dos 4 grupos analisados (eixo x). Os dados foram expressos como média *
SEM do ndmero de entradas no braco fechado do labirinto em cruz elevado (ANOVA de uma

via+Newman-Keuls). Ndo houve diferenga estatistica.

GRAFICO 8 — PORCENTAGEM DE TEMPO DE GASTO NO CENTRO (%) NO TESTE DO

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Tempo de permanéncia no centro (%)

Gréfico 8. Tempo de permanéncia no centro do labirinto em cruz elevado. O tempo de permanéncia
€ representado em percentual (%) em relagdo aos quatro grupos (eixo x). Os dados foram expressos
como média + SEM da porcentagem de tempo de permanéncia no centro do labirinto em cruz elevado

(ANOVA de uma via+Newman-Keuls). N&o houve diferenca estatistica.
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GRAFICO 9 — NUMERO DE PASSAGENS PELO CENTRO NO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ
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Gréfico 9. Nimero de passagens do animal (eixo y) no centro do labirinto em cruz elevado realizado
pelos animais dos 4 grupos analisados (eixo x). Os dados foram expressos como média + SEM do
namero de passagens pelo centro do labirinto em cruz elevado (ANOVA de uma via+Newman-Keuls).
N&o houve diferenca estatistica.

5.1.2. TESTE DE MEMORIA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

O gréfico 10 mostra os valores referentes ao indice de discriminacao (ID)
obtidos no teste de memadria de reconhecimento de objetos. O grupo lesado néo-
tratado (6-OHDA/salina) apresentou indice de discriminacdo significativamente
menor que os demais grupos (F= 5,196; p=0,005). Houve diferenca estatisticamente
significativa entre os valores apresentados pelo grupo 6-OHDA/OP em relacdo ao
grupo 6-OHDA/salina, sendo que este nao diferiu do grupo SHAM/salina.

O grafico 11 apresenta os dados obtidos quanto ao tempo total de exploracao

dos objetos.
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GRAFICO 10 - INDICE DE DISCRIMINAGAO NO TESTE DE MEMORIA DE RECONHECIMENTO
DE OBJETOS
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Gréfico 10. indice de discriminag&o (ID) no teste de memoria de reconhecimento de objetos. O ID é
calculado pela diferenca no tempo de exploracdo do objeto novo (b) e do tempo de exploracdo do
objeto ja conhecido (a), pelo tempo total de exploracdo destes dois objetos (e2), representado pela
seguinte formula: d2=b-a/e2. Os dados foram expressos como média + SEM dos valores referentes
ao indice discriminacdo (ANOVA de uma via+Newman-Keuls). *p<0,05 se comparado ao grupo
SHAM/salina; #p<0,05 se comparado ao grupo 6-OHDA/salina; ##p<0,01 se comparado ao grupo 6-
OHDA/salina.

GRAFICO 11- TEMPO TOTAL DE EXPLORACAO DOS OBJETOS NO TESTE DE MEMORIA DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS
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Gréfico 11. indice de habituagio correspondente ao tempo total de exploracéo dos objetos no teste
de memoria de reconhecimento de objetos. Sdo mostrados os valores obtidos no treino (12
apresentacao) no teste (22 apresentacao). Os dados foram expressos como média + SEM dos valores
referentes ao indice de reconhecimento (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni).
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5.1.4. TESTE DE NATACAO FORCADA

No teste de natacdo forcada, para o parametro imobilidade, o grupo 6-
OHDA/salina apresentou um tempo de imobilidade significativamente maior em
relacdo aos demais grupos (F=5,453; p=0,0028).

No parametro tempo de natacdo (F= 8,146; p=0,002), observou-se um tempo
significativamente menor do grupo 6-OHDA/salina se comparado aos outros grupos.
N&o foi verificada uma diferenca estatisticamente significativa no parametro tempo
de escalada (F= 0,2475; p= 0,8627). Os dados referentes ao teste de natacdo

forcada sédo apresentados nos graficos de 13 a 15.

GRAFICO 12 — TEMPO DE IMOBILIDADE NO TESTE DE NATAGCAO FORCADA
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Gréfico 12. Tempo de imobilidade no teste de natacdo forcada, sendo que o eixo y representa o
tempo de imobilidade (s) e 0 eixo x 0s grupos analisados. Os dados foram expressos como média
+SEM do tempo de imobilidade dos animais no teste de natacdo forcada (ANOVA de uma
via+tNewman-Keuls). **p<0,01 se comparado ao grupo SHAM/salina; #p<0,05 se comparado ao grupo
6-OHDA/salina; ##p<0,01 se comparado ao grupo 6-OHDA/salina.
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GRAFICO 13 - TEMPO DE NATAGAO NO TESTE DE NATAGAO FORGADA
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Gréfico 13. Tempo de natacdo no teste de natacdo forcada, sendo que o eixo y representa o tempo
de imobilidade (s) e o eixo x os grupos analisados. Os dados foram expressos como média +SEM do
tempo de natacdo dos animais no teste de natacdo forcada (ANOVA de uma via+Newman-Keuls)
***n<0,005 se comparado ao grupo SHAM/salina; ##p<0,01 se comparado ao grupo 6-OHDA/salina.

GRAFICO 14 — TEMPO DE ESCALADA NO TESTE DE NATACAO FORCADA
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Gréfico 14. Tempo de escalada no teste de natacdo forcada. O eixo y representa o tempo de
imobilidade (s) e o eixo x 0s grupos analisados. Os dados foram expressos como média +SEM do
tempo de escalada dos animais no teste de natacao forcada (ANOVA de uma via+Newman-Keuls).
Nao houve diferenca estatistica.
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5.1.5. TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE

Conforme apresentado no gréfico 16, o consumo de sacarose no grupo 6-
OHDAV/salina foi significativamente menor se comparado ao grupo SHAM/salina e ao
grupo SHAM/OP (F= 6,402; p=0,001). Entretanto, tal diferenca nao foi observada no
grupo 6-OHDA/OP (lesado e suplementado) se comparado aos grupos SHAM.

Em relacdo ao consumo total de liquidos, que expressa a soma do consumo
da solucédo de sacarose e do consumo total de liquidos (agua+solucéo de sacarose),
nao houve diferenca significativa entre os grupos analisados (F= 0,3125; p=0,8162)
(gréfico 17).

O gréfico 18 apresenta um comparativo entre o teste prévio de preferéncia a
sacarose (anteriormente a suplementacdo e a lesdo) e o teste realizado 21 dias
apos a lesdo da via nigroestriatal. E possivel observar que o grupo 6-OHDA/salina
apresentou reducgéo significativa no consumo de sacarose apos a lesdo. Um efeito
semelhante também foi verificado no grupo 6-OHDA/OP.

GRAFICO 15 — CONSUMO DE SACAROSE NO TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE
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Grafico 15. Percentual de consumo de sacarose (eixo y) para os diferentes grupos (eixo x). Os dados
foram expressos como média + SEM dos valores referentes ao percentual de consumo de sacarose
(ANOVA de uma via+tNewman-Keuls). ** p<0,01 se comparado ao grupo SHAM/salina ; ##p<0,01 se
comparado ao grupo 6-OHDA/salina.
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GRAFICO 16 — CONSUMO TOTAL DE LIQUIDOS NO TESTE DE PREFERENCIA A SACAROSE
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Graéfico 16. Consumo total de liquidos (mL) para os diferentes grupos (eixo x) no teste de preferéncia
a sacarose. O consumo total de liquidos representa o consumo de agua + consumo de sacarose. Os
dados foram expressos como média + SEM dos valores referentes ao consumo total de liquidos
(ANOVA de uma via+Newman-Keuls). Ndo houve diferenca estatistica.

GRAFICO 17 — CONSUMO DE SACAROSE ANTES E APOS A LESAO NO TESTE DE
PREFERENCIA A SACAROSE
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Gréfico 17. Percentual de consumo de sacarose no periodo antes e depois da lesdo com 6-OHDA.
Os dados foram expressos como média + SEM dos valores referentes ao percentual do consumo de
sacarose (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni). *p<0,05 na diferenca pré/pos;
**p<0,005 na diferenca pré-pos.
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5.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)
NO ESTRIADO E CORTEX CEREBRAL

Os graficos 19 e 20 apresentam os resultados referentes a concentracao de
GSH (ug/g) verificadas no estriado e cortex cerebral. Tanto no estriado (F= 1,588;
p=0,2236) quanto no cértex cerebral (F= 1,119; p= 0,3800) os niveis de glutationa

reduzida nao diferiram significativamente entre 0os grupos.

GRAFICO 18- CONCENTRAGAO DE GLUTATIONA NO ESTRIADO
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Gréfico 18. Concentragdo de glutationa no estriado (pg/g). Os dados foram expressos como média +
SEM dos valores referentes a concentracdo de glutationa reduzida (ng/g) no estriado (ANOVA de
uma via+tNewman-Keuls). Nao houve diferenca estatistica.
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GRAFICO 19- CONCENTRAGAO DE GLUTATIONA NO CORTEX CEREBRAL
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Gréfico 19. Concentracdo de glutationa no cortex cerebral (ug/g). Os dados foram expressos como
média + SEM dos valores referentes a concentracdo de glutationa reduzida (ug/g) no cértex cerebral
(ANOVA de uma via+Newman-Keuls). Nado houve diferenca estatistica.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho analisou se a administracdo subcrénica de acidos graxos
Omega-3 (w-3) apresenta uma resposta neuroprotetora frente as alteracdes
comportamentais induzidas pela infusdo bilateral da neurotoxina 6-OHDA na SNpc
de ratos adultos.

Os resultados observados no teste de campo aberto mostraram nao haver
diferenca significativa entre os grupos avaliados para os parametros ambulacao,
rearing (exploracdo vertical) e tempo de imobilidade. Este teste € utilizado para
medir a capacidade locomotora dos animais e verificar a existéncia de algum tipo de
prejuizo de mobilidade diante da infusdo da neurotoxina.

Portanto, a lesdo com 6-OHDA né&o alterou a atividade motora dos animais, 0
gue significa que a degeneracdo dopaminérgica resultante da leséo foi insuficiente
para produzir os sintomas motores da DP, resultado também observado em
trabalhos anteriores (SANTIAGO et al, 2014). Outro trabalho mostrou que a infuséo
de 6 pg/uL da neurotoxina na SNpc alterou a capacidade locomotora do animal no
1° dia apo6s a lesdo, ocorrendo recuperacdo da atividade motora nos periodos
seguintes (SANTIAGO et al, 2010). Este déficit motor inicial pode ser atribuido a
intensa neurotoxicidade no local de infusdo, sendo amenizada por um efeito
compensatorio representado pelos mecanismos de plasticidade dos neurbénios
remanescentes (BJORKLUND et al, 1997; PERRY et al, 2005).

Diante do resultado observado no teste de campo aberto, descarta-se a
existéncia de um prejuizo motor que interfira no desempenho dos animais nos
demais testes comportamentais. Da mesma forma, também pode-se considerar que
a suplementacdo com OP né&o apresentou efeito sobre a atividade motora dos ratos.

O teste de labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar se a lesdo com
6-OHDA causou comportamento tipo ansioso e se a suplementacdo com w-3
preveniria este tipo de comportamento. O objetivo do teste € induzir o chamado
“conflito aproximagao-esquiva”’, em que o animal deseja explorar o0 novo ambiente,
mas ao mesmo tempo, possui uma aversao natural a locais abertos (FILQUEIRAS et
al, 2014). Por isso, o teste é utilizado como avaliacdo pré-clinica de drogas
ansioliticas, que teriam como efeito o aumento do tempo de exploracdo dos bracos

abertos (PELLOW; FILE, 1986).
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Em animais com lesdo na via nigroestriatal, espera-se que o animal
desenvolva um comportamento tipo ansioso, caracterizado pela reducao do tempo
de permanéncia nos bragos abertos (BRANCHI et al, 2008). Contudo, em Nnosso
trabalho nado foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
para este teste, ou seja, ndo houve uma maior preferéncia pelos bragos fechados
por parte dos animais lesados. Dessa forma, pode-se presumir que a leséo bilateral
com 6 ug de 6-OHDA na SNpc néo foi capaz de estabelecer um comportamento tipo
ansioso nos ratos.

Contrariamente, outros trabalhos verificaram que a infusdo da neurotoxina
causa um efeito ansiogénico caracterizado pela reducéo da exploracdo dos bragos
abertos do labirinto (TADAIESKY, 2008; CHEN et al, 2011). O mesmo resultado foi
obtido em estudo anterior de nosso grupo de pesquisa, o qual também verificou uma
maior preferéncia por permanecer em ambientes fechados nos animais lesados pela
6-OHDA (FONTOURA, 2016).

A neurobiologia da ansiedade na DP €& complexa e esta relacionada,
provavelmente, as alteracdes neuroquimicas decorrentes da doenca, consequentes
a deplecédo dopaminérgica (PREDIGER et al, 2012). Uma das hipdteses para o
aumento da resposta ansiogénica decorrente da infusdo da 6-OHDA pode ser
relacionada a reducéo das aferéncias dopaminérgicas para o cortex pré-frontal. Em
um estudo realizado com modelo animal de DP, verificou-se uma alteracdo nos
niveis de monoaminas e nos metabdlitos da DA associada ao comportamento tipo
ansioso. Uma supressdo de DA, DOPAC e 5-HT foi verificada no estriado ja na
primeira semana apdés a lesdo, acompanhada de um significativo aumento de
serotonina e noradrenalina no estriado. Nas 3 semanas seguintes, esse niveis
mantiveram-se estaveis com excecao da 5-HT (TADAIESKY et al, 2008).

Assim, além da degeneracdo dopaminérgica, anormalidades de outras
monoaminas cerebrais, como o0s sistemas noradrenérgico e serotoninérgico
parecem estar implicadas no desenvolvimento da ansiedade (PREDIGER et al,
2012; DELAVILLE et al, 2016). Os neurbnios serotoninérgicos provenientes dos
nucleos da rafe e os neurbnios noradrenérgicos cujos corpos celulares originam-se
do locus ceruleus inervam hipocampo, amigdala, hipotalamo e estruturas
corticolimbicas envolvidas no controle do estado ansioso (DI GIOVANNI et al, 2016).

Estes sistemas monoaminérgicos apresentam importantes conexdes

funcionais formando uma rede complexa de inervacdo a partir de ndcleos no tronco
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encefalico. Os neurdnios dopaminérgicos originados da SNpc que formam a via
nigroestriatal projetam-se principalmente para o estriado dorsal (LEDONE;
MERCURI, 2017) e uma pequena parte ao estriado ventral e cértex (BRICHTA,;
GREENGARD, 2014). O estriado ventral constitui uma parte do “sistema de
recompensa” e modula a parte emocional do comportamento motor (BLASZCZYK,
2017). Um estudo apontou como possivel causa para a manifestacdo do transtorno
ansioso uma reducéao de transportadores de DA no estriado ventral (WEINTRAUB et
al, 2004).

Outro aspecto apontado para o desenvolvimento de uma resposta
ansiogénica refere-se a uma interrupcdo das aferéncias dopaminérgicas para a
amigdala, estrutura subcortical que serve como uma interface entre o0s
processamentos cognitivo e emocional, gerando uma resposta anormal para raiva e
medo. A modulacdo do comportamento emocional ocorre por meio da interrelacéo
entre estruturas subcorticais mais relacionadas as emocg¢des mais primitivas e
estruturas corticais relacionadas ao planejamento e flexibilidade cognitiva. Isto
sugere uma hipétese de falha na conexao entre estruturas corticais e subcorticais
por alteracfes neuroquimicas (TESSITORE et al, 2002).

Diante do nosso resultado, ndo foi possivel observar uma resposta
ansiogénica decorrente da lesdo com 6-OHDA na SNpc, também nao sendo
possivel observar um efeito benéfico da suplementacdo com w-3 quanto a
manifestacdo deste comportamento. Em relacdo a esta hipotese de um possivel
efeito ansiolitico para o w-3, sabe-se que essa classe de acidos graxos apresenta
um importante efeito modulatorio para o comportamento emocional (ROSS et al,
2016), sendo que recentes pesquisas ja mostram um efeito ansiolitico do OP
(CHEN; SU, 2012; MIZUNOYA, 2013; PEREZ et al, 2013; JASAREVIC et al, 2014).

Alguns estudos também reportam a influéncia da suplementacdo em relacéo
aos niveis de neurotransmissores, como por exemplo, promovendo um aumento de
nos niveis de neurotransmissores DA e 5-HT no coértex pré-frontal e estriado
(CHALON et al, 1998).

Em um estudo que relacionou o estresse e 0 desenvolvimento do
comportamento tipo ansioso, a suplementacdo com OP mostrou-se benéfica,
reduzindo o tempo de permanéncia no braco fechado do labirinto em cruz elevado.
Essa reducgéo da resposta ansiogénica teve associagdo positiva com menores niveis

de corticosterona quando comparados aos animais sem suplementagéo, sugerindo
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uma atividade do w-3 no controle do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (FERRAZ et
al, 2011).

Outro sintoma presente nas fases iniciais da DP e que pode ser investigado
no modelo animal da 6-OHDA é o déficit cognitivo. O déficit cognitivo na DP
manifesta-se como prejuizos na atencdo, memaria de trabalho, disfuncéo executiva
(GRATWICKE et al, 2015) e no aprendizado de memorias de procedimento
(PACKARD; KNOWLTON, 2002).

Para avaliacdo deste componente, utilizamos o teste de memoéria de
reconhecimento de objetos, o qual € baseado no comportamento natural dos ratos
para explorar um novo objeto, em preferéncia a um objeto familiar, jA explorado em
uma primeira apresentacdo. Valores de tempo de exploracdo maiores que zero
indicam animais explorando mais o objeto novo em relacdo ao objeto antigo. Ja
resultados proximos ou abaixo de zero indicam que nao preferéncia ou uma
exploracdo maior do objeto familiar (ENNACEUR; DELLACOUR, 1988).

Neste teste, de acordo com o indice de discriminacdo (ID), o grupo 6-
OHDA/salina apresentou um ID significativamente menor se comparado aos demais
grupos, indicando a existéncia de um prejuizo na memdria de reconhecimento de
curta duracdo em decorréncia da lesédo pela neurotoxina. Contudo, tal diferenca nao
foi evidenciada em relacdo ao grupo 6-OHDA/OP, ja que 0 mesmo foi
estatisticamente diferente do grupo 6-OHDA/salina.

Diversos trabalhos apontam para um efeito neuroprotetor do w-3 em relagédo a
memoria e aprendizado. Estudo de Ferraz e colaboradores (2011) descreve que a
oferta de w-3 na dieta dos animais preveniu a ocorréncia de déficit de memoéria no
labirinto aquatico de Morris. Em relacéo a DP, no estudo realizado por Luchtmann e
colaboradores (2012) a suplementacdo com acidos graxos w-3 melhorou o déficit na
memoaria de procedimento nos animais lesados pelo MPTP.

O tratamento com o w-3 pode levar a beneficios a memoria e ao aprendizado
por estimular a neurogénese, sinaptogénese e a desenvolvimento das funcdes
neurais (GEORGIEFF et al, 2007). E bem descrito seu efeito benéfico para o
neurodesenvolvimento, promovendo melhora da capacidade cognitiva e melhor
desenvolvimento visual (CAO et al, 2009). Além disso, a ingestdao de PUFA’s w-3
estd associada a um menor risco no desenvolvimento de deméncias (CALON;
COLE, 2007; JICHA; MARKERSBERRY, 2010).
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No hipocampo, importante estrutura do cérebro no armazenamento e
consolidacdo da memoria, o DHA promove um aumento das sinapses
glutamatérgicas e a plasticidade sinaptica na regido CA1, contribuindo na modulagao
de processos de memoria e aprendizado (CAO et al, 2009).

Em relacdo a lesdo, o efeito benéfico do w-3 pode ser explicado pela
prevencao da degeneracdo dopaminérgica, pela reducdo da neuroinflamacao e pelo
estimulo & liberacdo de fatores neurotréficos cerebrais (VINES et al, 2012;
TREPAINER et al, 2016). Este efeito positivo da oferta de w-3 na dieta pode ser
verificado por uma maior incorporagdo de DHA nas membranas neuronais (MORI et
al, 2017). Esta alta incorporagcdo do DHA melhora a fluidez das membranas,
sinalizagéo celular, estimula a liberacdo de neurotrofinas, reduz o efeito deletério do
estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica das membranas (DELATTRE et al, 2010).

Assim, o0s resultados obtidos no teste de memoéria de reconhecimento
sugerem que a suplementacdo com 6mega-3 possa ter prevenido a ocorréncia de
alteragbes de memoria observadas no modelo animal decorrentes da leséo com a 6-
OHDA. Em conjunto, tais resultados podem ser considerados como uma resposta
neuroprotetora do w-3 frente a lesdo com 6-OHDA. Contudo, ressalta-se que néo foi
observado um efeito per se do w-3, visto que ndo houve diferenca entre 0os grupos
SHAM/salina e SHAM/OP.

Dessa forma, hipotetiza-se que este baixo efeito da suplementacdo nos
animais SHAM pode ser atribuido a uma menor neuroplasticidade observada no
animal adulto. A neuroplasticidade refere-se a um conjunto de mecanismos
(morfologicos, funcionais e comportamentais) capazes de modificar as fungbes ou
estrutura do SN em resposta a influéncias ambientais. Entretanto, essa capacidade
€ menor com o avancar do desenvolvimento do sistema nervoso, limitando a
influéncia dos estimulos externos (ALMEIDA; LYONS, 2017; KOLB et al, 2017).
Outros estudos em modelos animais com suplementacdo perinatal e durante o
periodo inicial de desenvolvimento neurolégico mostram resultados mais eficientes
da suplementacédo com w-3 para a memodria e sintomas depressivos (FERRAZ et al,
2011; DELATTRE et al, 2016).

Em um estudo anterior do nosso laboratério, a suplementacdo com OP
durante as fases de gestacéo e lactacao, foi capaz de atenuar os déficits cognitivos
avaliados nos testes de reconhecimento social e reconhecimento de objetos.

Entretanto, ndo foi houve diferenca para o numero de rotagdes contralaterais no
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teste de comportamento rotatério, provocadas pela lesdo unilateral com a 6-OHDA
(POCHAPSKI, 2016). Estas evidéncias associadas aos resultados obtidos nesse
estudo apontam que a ingestdo do w-3 durante o neurodesenvolvimento poderia ter
um efeito mais robusto na prevencédo das alteracbes comportamentais, embora
limitado a uma lesdo branda na via nigroestriatal, a qual mimetiza os estagios iniciais
da DP.

Outros fatores relacionados a resposta a suplementacdo estao relacionados
ao tempo de tratamento, bem como a dose e a forma de administracdo. Entre os
estudos, ha grande variacdo no tempo de tratamento (14 dias a 6 meses), 0 mesmo
ocorrendo para a dose utilizada, também com diferentes propor¢gées de EPA e DHA.
Ja4 para a forma de administracdo, os estudos dividem-se entre aqueles que
realizaram a suplementacéo via oral de OP e 0s que realizaram a suplementagao
diretamente na racdo dos animais (DELATTRE et al, 2010; MUNTANE et al, 2010; JI
et al, 2012; MORI et al, 2017). Devido ao fato de o w-3 ser um componente
alimentar e a sua biotransformacdo no organismo, um periodo maior de
suplementacdo em doses baixas pode ser uma alternativa eficaz para a prevencéao
de doencas (BOUSQUET et al, 2011), dado observado em estudos com seres
humanos (GAO et al, 2007; DE LAU et al, 2005).

Em contrapartida, o resultado benéfico observado no grupo de animais
lesados e suplementados (6-OHDA/OP) pode ser atribuido as repercussdes
positivas do w-3 na prevencdo ou minimizacdo dos eventos desencadeantes da
lesdo celular, como na atenuacdo da neuroinflamacdo (MENG et al, 2010;
MUNTANE et al, 2010; JI et al, 2012; LUCHTMANN et al, 2012; TIAN et al, 2015),
regulando a apoptose (COSTA; CHECLER, 2011; CALON; COLE, 2007) e reduzindo
os efeitos do estresse oxidativo (BAZAN, 2005).

De acordo com evidéncias de estudos anteriores, a lesao bilateral com 6 ug
de 6-OHDA na substancia negra leva a um comportamento tipo depressivo,
verificado a partir do 7° dia e mais significativo no 21° dia ap6s a infusdo da
neurotoxina (SANTIAGO et al 2010; SANTIAGO et al, 2014).

Para avaliacdo do comportamento tipo depressivo, foram utilizados dois
testes comportamentais: preferéncia a sacarose e natacdo forcada. O teste de
preferéncia a sacarose € utilizado como medida pré-clinica para investigar a

presenca de anedonia. A anedonia é considerada um dos sintomas da depressao
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maior e refere-se a perda de interesse por atividades anteriormente tidas como
prazerosas (BURSTEIN et al, 2017).

Comparando-se os resultados obtidos no consumo de sacarose do grupo
SHAM/salina e do grupo 6-OHDA/salina, pode-se dizer que a lesao bilateral com 6-
OHDA na substancia negra pars compacta causou um comportamento tipo
depressivo, ja que este grupo teve reducdo da preferéncia a sacarose se comparado
aos grupos néo lesados (SHAM/salina e SHAM/OP).

Quanto ao consumo total de liquidos, ndo houve diferencga significativa entre
0S grupos, o que indica que o efeito da lesdo no teste do consumo de sacarose foi
devido a inducdo de anedonia, e ndo uma consequéncia de possivel alteracdo
motora dos animais ou da alteracdo na ingestdo de liquidos, por aumento ou
reducéo da sensacao de sede (SKALISZ et al, 2002).

O outro teste utilizado para avaliar o comportamento tipo depressivo dos
animais foi o teste de natacdo forcada. Este teste induz a uma situacdo de
“‘desespero comportamental”, ja que o animal é colocado em uma situacao aversiva
e inescapavel. O teste de natacdo forcada foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
a eficacia pre-clinica de drogas antidepressivas (PORSOLT et al, 1978).

No parametro tempo de imobilidade, observou-se que o grupo 6-OHDA/salina
apresentou tempo de imobilidade significativamente maior se comparado aos grupos
SHAM/salina, SHAM/OP e 6-OHDA/OP. Adicionalmente, o grupo 6-OHDA/salina
teve um tempo de natacao significativamente menor quando comparado aos demais
grupos.

Estes resultados em conjunto com os resultados obtidos no teste de
preferéncia a sacarose confirmam o desenvolvimento do comportamento tipo
depressivo ocasionado pela acdo da neurotoxina, conforme verificado em outros
estudos (SANTIAGO et al, 2015; FERRO et al, 2005).

A depressao € uma comorbidade frequente na DP, aparecendo em estagios
precoces da doenca, antecedendo em muitos anos a ocorréncia dos sintomas
motores da doenca. Embora, a neurodegeneracdo dopaminérgica seja o principal
marcador patoldgico, varios sistemas de neurotransmissores do tronco cerebral,
regides corticais e sistema limbico estdo relacionados aos sintomas depressivos
(BERGHAUZEN-MACIEJEWSKA et al, 2012; FONTOURA et al, 2017). A

degeneracdo da via mesocortical e mesolimbica estad associada ao desenvolvimento
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dos sintomas depressivos na DP com disfun¢do do circuito que integra cortex frontal,
nacleos da base e tAlamo (MARSH, 2013).

E descrito na literatura que o tratamento crénico com drogas antidepressivas
da classe de inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS) estimulam a
plasticidade morfolégica e sinaptica neuronal no hipocampo e cortex cerebral. A
plasticidade dendritica é promovida, em grande parte, por incremento do BDNF, um
importante fator neurotréfico cerebral liberado nos terminais axénicos (ZHANG et al,
2017). Um aumento nos niveis de BDNF também é verificado mediante a
suplementacdo com w-3, ou seja, 0 w-3 per se estimula uma forma de plasticidade
neuronal semelhante ao efeito dos farmacos ISRS (DEACON et al, 2017).

Ainda, h& certa correlagédo entre a liberacdo de 5-HT e expressdo de BDNF,
pois esta neurotrofina promove o desenvolvimento, sobrevivéncia e plasticidade de
neurdnios serotoninérgicos no desenvolvimento hipocampal e na vida adulta,
podendo estar relacionado ao desenvolvimento de transtornos de humor (YU; CHEN
et al, 2011).

Diante disso, estudos associam 0 w-3 a um possivel efeito antidepressivo,
sugerindo como prevencdo ou terapia adjuvante no tratamento de transtornos
depressivos (MOCKING et al, 2016; DEACON et al, 2017). Um efeito benéfico no
comportamento tipo depressivo foi descrito em modelos animais (CARABELLI et al,
2015; PUDELL et al, 2014). Uma reducao dos sintomas depressivos ap0s 0 aumento
da ingestdo de w-3 também foi verificada em estudos clinicos (DA SILVA et al,
2008). Por outro lado, baixos niveis séricos de EPA e DHA foram encontrados em
pacientes depressivos proporcionalmente a severidade dos sintomas (FEART et al,
2007) .

Estudo de Naliwaiko et al (2004) com ratos tratados com 0leo de peixe na
dose de 3g/kg/dia da concepcao a idade adulta, também observaram uma reducao
no tempo de imobilidade, compativeis com uma maior propor¢cao dos niveis de EPA
e DHA no cortex cerebral e hipocampo. Em um modelo de bulbectomia olfatéria, a
suplementacao com PUFA’s w-3 reverteu os sintomas depressivos, aumentando 0s
niveis de serotonina e a expressado de BDNF no hipocampo (PUDELL et al, 2014).

Diante dos resultados que apontam para um efeito neuroprotetor da lesao
nigroestriatal, discutimos a hipotese de que o w-3 poderia ter influéncia sobre o
estresse oxidativo, melhorando a capacidade antioxidante da célula apds a lesao,

por meio da modulagao do sistema antioxidante da GSH.
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A GSH é a mais importante enzima antioxidante do encéfalo, atuando sozinha
ouU em conjunto com outras enzimas para remocdo dos radicais livres (SMEYNE;
SMEYNE et al, 2013). Estudos post mortem de individuos com DP revelam baixos
niveis de GSH no cérebro, em especial na substancia negra (SIAN et al, 1994).

De acordo com os dados apresentados, a andlise da concentracdo de GSH,
tanto no coértex quanto no estriado, mostrou ndo haver diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos, ou seja, ndo foi observada uma alteracdo na
concentracdo de glutationa apdés a lesdao pela neurotoxina. Também nédo foi
verificada uma diferenca entre os grupos suplementados, o que indicaria um efeito
diferencial da suplementacdo com o OP. Ozsoy e colaboradores (2011) também néo
encontraram alteracdes na concentracdo da glutationa reduzida (GSH) em um
modelo murino com MPTP. Contudo, no mesmo estudo foram encontradas
diferencas nos niveis de peroxidagéo lipidica na SN. Em outro estudo com modelo
de administracao cronica de rotenona e suplementacdo com OP, os niveis de GSH
também néo diferiram entre os grupos no cortex e estriado, mas, tal diferenca foi
observada no cerebelo (MURALIDHARA, 2015).

Contrariamente, outras evidéncias da literatura indicam que o DHA possui
uma importante propriedade antioxidante, por promover um maior atividade da
enzima glutationa redutase (HASHIMOTO et al, 2005), reduzir a lipoperoxidacao e
os radicais livres de oxigénio ou modulando as vias de apoptose (HASHIMOTO et al,
2002; YAVIN et al, 2002; HASHIMOTO et al, 2005).

Portanto, a partir da interpretacdo dos resultados obtidos nos testes
comportamentais e bioquimicos é possivel inferir que a suplementacdo com acidos
graxos w-3 presentes no 6leo de peixe ofereceu uma resposta neuroprotetora frente
as alteracbes comportamentais causadas pela acdo neurotoxica da 6-OHDA.
Estudos futuros sdo necessarios para investigar por quais mecanismos o OP atua

prevenindo essas alteracfes comportamentais.
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho, verificamos que a lesé&o bilateral na SNpc induziu um
comportamento tipo depressivo e alteracdes de memoria nos animais, mas nao
induziu comportamento tipo ansioso. Também foi observado que a suplementacao
com acidos graxos w-3 foi capaz de prevenir essas alteragbes comportamentais.
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre este efeito atenuador e
um aumento da capacidade antioxidante neuronal pelos niveis de GSH ou entre a
infusdo de 6-OHDA e a quantificacdo neuronal. Assim, a administracdo de OP em
ratos adultos oferece uma resposta possivelmente neuroprotetora contra a lesao,
ainda que de forma mais branda do que em ratos mais jovens, mas tal efeito

neuroprotetor ainda precisa ser confirmado.
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