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METABOLISM, OXIDATION AND BIOLOGICAL IMPLICATIONS OF DOCOSAHEXAENOIC ACID IN
NEURODEGENERATIVE DISEASES. Docosahexaenoic acid (C22:6, n-3, DHA) is a polyunsaturated fatty acid (PUFA) present
in large concentrations in the brain and, due to the presence of six double bonds in its structure, is highly susceptible to oxidation by

enzymes and reactive oxygen/nitrogen species. The peroxidation of PUFAs has been implicated in an increasing number of human

disorders, including neurodegenerative diseases. Hence, a better understanding of the metabolism pathways of DHA should provide

new insights about its role in neurodegenerative diseases. Here we review the main aspects related to DHA metabolism, as well as,

the recent findings showing its association with neurodegenerative diseases.
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INTRODUCAO

Os lipidios constituem um grupo heterogéneo de compostos que
tém papel crucial na célula, cuja caracteristica comum € a solubili-
dade em solventes organicos e insolubilidade na dgua. As funcdes
bioldgicas dos mesmos sdo tdo diversas quanto a sua quimica. Sua
importancia pode ser notada pelo niimero crescente de estudos apon-
tando o envolvimento de seus produtos de oxidacao e de disfuncdes
no metabolismo de lipidios em doengas cronico-degenerativas.'*

Os dcidos graxos sdo dcidos carboxilicos com cadeias de hidro-
carbonetos contendo de 4 a 36 carbonos, sendo encontrados princi-
palmente esterificados a trigliceridios, colesterol e fosfolipidios cons-
tituintes das membranas celulares. Eles podem ser classificados em
saturados (contendo apenas ligagcdes simples), monoinsaturados (uma
ligacdo dupla) ou poli-insaturados (duas ou mais ligagdes duplas). Os
acidos graxos poli-insaturados podem ser representados usando-se a
abreviagdo estrutural que os identifica tnica e exclusivamente através
do ntimero de carbonos e de duplas ligagdes. Também podem ser
denominados a partir da posicao das ligagdes duplas, em relagdo ao
grupamento metila terminal, utilizando-se para tanto a denominacio
o ou n,° sendo a denominagdo n a recomendada pela TUPAC.¢

Estudos mostram que os dcidos graxos poli-insaturados n-3
(6mega-3) e n-6 (0mega-6) tém efeitos distintos nas células, sendo
o primeiro associado a efeitos benéficos e o segundo, a efeitos de-
letérios.”® Os dcidos linoleico (18:2n-6) e linolénico (18:3n-3) sdo
os precursores dos acidos graxos n-6 e n-3, respectivamente. Sao
considerados essenciais por ndo serem sintetizados de novo pelos
tecidos de vertebrados, sendo necessdria a ingestao destes pela dieta.’

O 4cido docosahexaenoico (4,7,10,13,16,19-22:6, DHA) € um
4cido graxo dmega-3 de 22 carbonos e 6 insaturagdes. Estd enrique-
cido nas membranas neurais do cértex cerebral e na retina,'®!! onde
25-35% se encontram esterificados em aminofosfolipidios como a
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina e em plasmalogénios.'>!* O
DHA constitui > 17% do peso total de acidos graxos no cérebro
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de ratos adultos e > 33% do total de dcidos graxos na retina.'*’> O
acréscimo do DHA no sistema nervoso central ocorre ativamente
durante o periodo de desenvolvimento perinatal.'>!® Estd envolvido
no funcionamento da memdria,'” na fungéo excitdvel da membrana,'®
biogénese e fungio de células fotorreceptoras,' sinalizagdo neuronal®
e neuroprote¢do.?*

Neste artigo de revisdo sdo abordados os principais aspectos
relacionados ao metabolismo, a oxidagdo (enzimdtica e nio enzi-
matica) do DHA, bem como sdo mostrados e discutidos os aspectos
recentes sobre as implicagdes deste dcido graxo em doengas neuro-
degenerativas.

SINTESE E METABOLISMO DO DHA EM MAMIFEROS

As vias metabolicas de sintese dos dcidos graxos poli-insaturados
(PUFAs) foram elucidadas por dois grupos de pesquisadores hd mais
de 40 anos (revisado em detalhes por Sprecher).” Estes desenvolve-
ram técnicas para sintetizar PUFAs marcados (1-*C), os quais foram
administrados a ratos machos albinos. Os PUFAs dos tecidos foram
isolados e saponificados, sendo o perfil de marcacdo desses compostos
usado para propor suas vias de biossintese.?** Estabeleceu-se que o
DHA pode ser sintetizado a partir do 4cido ¢t-linolénico (9,12,15-18:3,
ALA) através de uma sequéncia de reagdes envolvendo dessaturacdes
e alongamentos da cadeia carbonica.'>?*? No entanto, estudos in vivo
em humanos mostraram que ~5% do ALA € convertido em EPA mas
apenas 0,5% € convertido em DHA. Portanto, considera-se importante
a ingestdo de alimentos ou suplementos ricos em DHA.*

O figado € considerado o principal local de sintese de DHA.*
Porém, um estudo realizado por Moore e colaboradores®! investigou
se os proprios neurdnios seriam capazes de alongar e dessaturar dcidos
graxos essenciais ou estdo dependentes do apoio de outras células
cerebrais. Para tanto, culturas primdrias de neurdnios e astrécitos de
rato foram incubadas com [1-*C] 18:02 n-6 [1-'*C] 20:04 n-6, [1-'*C]
18:03 n-3, ou [1-'*C] 20:05 n-3. Culturas neuronais dessaturaram
de forma ineficaz os dcidos graxos a cada passo da via, produzindo
principalmente produtos de alongamento dos precursores de 18- e de
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20 carbonos.*! Em contraste, os astrécitos alongaram e dessaturaram
ativamente os precursores de 18- e 20 carbonos.* A maioria dos dcidos
graxos de cadeia longa, formados por culturas de astrécitos, parti-
cularmente AA e DHA, foi liberada no liquido extracelular. Embora
incapaz de sintetizar AA e DHA, culturas neuronais captaram esses
dcidos graxos a partir do meio.’! Dessa forma, os astrécitos, que estdo
situados em estreito contato com os neurdnios, parecem desempenhar
um papel importante de fornecimento de DHA para os neur6nios.'?

A via de sintese do DHA (Figura 1) inicia-se com a acdo da en-
zima A6-dessaturase a partir da dessaturac@o do dcido o-linolénico a
18:4n-3 (cis-6,9,12,15-18:4) pela enzima (enzima que insere uma du-
plaligacdo na posicdo 6). Em seguida, este acido graxo tem sua cadeia
carboOnica alongada a 20:4n-3 (cis-8,11,14,17-20:4) pela enzima elon-
gase, sendo subsequentemente convertido a 20:51-3 (cis-5,8,11,14,17-
20:5, 4cido eicosapentaenoico, EPA) pela AS-dessaturase e alongado
a 22:5n-3 (cis-5,8,11,14,17-22:5) no reticulo endoplasmatico.'?
Ainda neste mesmo compartimento celular, o dcido graxo 22:5n-3
sofre adi¢do de 2 carbonos formando 24:5 (cis-9,12,15,18,21-24:5),
o qual € convertido a 24:6 (cis-6,9,12,15,18,21-24:6) pela agdo de
uma A6-dessaturase.'? As enzimas AS e A6-dessaturases de mamiferos
foram identificadas e clonadas.**** Porém, a enzima A4-dessaturase,
responsdvel pela sintese direta de DHA a partir de 22:5#1-3, foi iden-
tificada apenas em microalgas. Deste modo, em mamiferos, o DHA
¢ sintetizado por meio de etapas adicionais envolvendo reagdes de
alongamento, dessaturagdo e posterior encurtamento da cadeia nos
peroxissomos.'? Um estudo utilizando fibroblastos de pacientes com
defeitos na oxidagao mitocondrial e peroxissomal de dcidos graxos,
mostrou que peroxissomos e ndo mitocondrias estdo envolvidos na
formagdo do DHA.* Deste modo, a partir da formacdo de 24:6n-3,
este € transferido para os peroxissomos onde é convertido a DHA
através da remocdo de dois carbonos da cadeia por B-oxidacdo. O
DHA formado € transferido de volta ao reticulo endoplasmatico e
rapidamente incorporado aos fosfolipidios de membrana por nova
esterificagdo ou por reagdo de deacilagéo-reacilagdo.'>63¢

Os 4cidos graxos de cadeia longa n-6 sdo biossintetizados a partir
do 4acido linoleico (18:2n-6) utilizando uma via andloga e 0 mesmo
sistema enzimatico dos dcidos graxos n-3 (Figura 2).12 E interessante
notar que na maioria dos tecidos, o dcido graxo de cadeia longa mais
comumente encontrado € o dcido araquiddnico (20:4n-6; AA), no
entanto o cérebro € particularmente enriquecido em DHA. Postula-
se que o acumulo preferencial de DHA neste tecido provavelmente
seja consequéncia de um processo de captagdo, sintese e esterificacao
bastante efetiva deste dcido graxo na célula neuronal.?!

Incorporacéo do DHA no cérebro

O DHA da dieta ou sintetizado no figado € transportado até o
cérebro. Na circulagio sanguinea o DHA pode ser transportado ligado
a albumina ou a lipoproteinas. A albumina atravessa facilmente a
barreira hematoencefdlica, no entanto argumenta-se que a quantidade
de 4cidos graxos livres ndo seja suficientemente alta para fornecer
quantidades suficientes de DHA para o cérebro e, portanto, dcidos
graxos esterificados presentes em lipoproteinas seriam a principal
fonte de DHA exdgeno.?® Existem dois fatores que controlam o grau
de incorporac¢do do DHA no cérebro: a taxa de sua dissociag¢@o da
albumina plasmatica e a esterificacio do DHA a coenzima A pela
acil-CoA sintetase de cadeia longa.’”

Independente da sua fonte, o DHA € rapidamente internalizado
pelos neurdnios e incorporado nos fosfolipidios das membranas plas-
maticas sindpticas e nas vesiculas sindpticas.?>****! Os mecanismos de
absor¢do do DHA pelas células neurais continuam a ser elucidados,
sendo também identificado o envolvimento de proteinas como a dcido
graxo translocase e proteinas transportadoras de dcido graxo.'>*

Quim. Nova

n-6 n-3
Acido linoléico Acido linolénico
(C18:2) (C18:3)
‘M:/\:AM/\IIOH P === OH
o o)
A6-Dessaturase
Acido y-linolénico (C18:4)
(C18:3)
l Elongase
(C20:3) (C20:4)
¢ AS-Dessaturase ¢
Acido araquid6nico Acido eicosapentaendico
(C20:4) (C20:5)
== o Elongase
=N\= ot (C22:5)
Elongase ¢
(C24:5)
A6-Dessaturase
(C24:6)
Reticulo endoplasmatico i
\
(C24:06)
B-oxidacio
Acido
docosahexaenoico
(C22:6)
Peroxissomos —NA\=A= ©

Figura 1. Esquema ilustrativo da via de sintese de dcidos graxos insaturados
da série n-3 e n-6

Durante a sintese dos fosfolipidios, os dcidos graxos saturados,
como o dcido palmitico (16:0) e o dcido estedrico (18:0) sdo acilados
a posicdo sn-1 do glicerol 3-fosfato, enquanto os dcidos graxos poli-
insaturados, como o DHA, sdo principalmente incorporados a posi¢cao
sn-2. O DHA € incorporado, principalmente, em aminofosfolipidios,
sendo a maior parte em fosfatidiletanolamina (PE) e em menor pro-
porgdo na fosfatidilserina (PS).** Experimentos realizados in vivo
utilizando ratos acordados (recuperados da anestesia) mostraram que
2-8% do DHA incorporado nos fosfolipidios do cérebro sdo subs-
tituidos diariamente em ratos adultos.** Neste experimento os ratos
foram inicialmente anestesiados para implantacdo de um cateter na
veia e artéria femoral direita e uma solucio contendo o dcido graxo
marcado radioativamente foi injetada ap6s recuperagdo da anestesia.
Medidas de radioatividade no plasma e no cérebro mostraram que
essa reposicao € feita pelo DHA ndo esterificado do plasma sangui-
neo, sendo que em torno de 90% da radioatividade foi encontrada na
fragdo lipidica contendo fosfolipideos.*

Os DHAs nio esterificados sdo rapidamente reincorporados
a um lisofosfolipidio, através de acdes de uma série de acil-CoA
sintetases e aciltransferases com o consumo de ATP.** Estudos mos-
tram que a incorporacdo de PUFAs plasmadticos em fosfolipidios do
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Figura 2. Representag¢do esquemdtica dos produtos de oxidagdo do dcido
docosa-hexaenoico por via enzimdtica e ndo enzimdtica. Estdo representados
hidroperoxidos, hidroxidos, epoxidos, resolvinas, docosatrienos, aldeidos,
cetonas, neurofuranos e neuroprostanos

cérebro ndo ¢ limitada por difusdo pela barreira hematoencefilica,
mas sim regulada pela conversdo dependente de ATP dos PUFAs
ndo esterificados dentro do cérebro a acil-CoA pela acil-CoA sinte-
tase.**° Além da incorporag@o em fosfolipideos, parte do DHA ndo
esterificado captado pelos neurénios também € consumida através de
um ndmero de vias catabdlicas, incluindo B-oxidagdo e conversdo a
eicosanoides ou docosanoides pelas ciclo-oxigenases (COX), lipo-
oxigenases (LOX) ou citocromo P450 epoxigenases (EPOX)¥8 ¢
também por vias ndo enzimdticas mediadas por espécies reativas
de oxigénio ou nitrogénio.

OXIDACAO DO DHA

A oxidag¢@o dos dcidos graxos pode ser enzimdtica ou néo enzi-
madtica. Estudos indicam que a oxidac@o enzimdtica gera compostos
especificos com atividade anti-inflamatdria, os quais podem estar
envolvidos nos mecanismos de protecdo mediados por DHA 4!
Por outro lado, a oxidagdo ndo enzimdtica promovida por espécies
reativas gera uma série de compostos muitos deles ainda pouco
estudados (Figura 2).
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Oxidacao enzimatica

A oxidacdo de dcidos graxos catalisada por LOX e COX ¢é
altamente regioespecifica e estereoespecifica. Essas enzimas sdo
conhecidas pela geracdo de mediadores inflamatérios conhecidos
como eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos)
a partir do 4cido araquidonico. Em ambas, a enzima requer uma
ativacdo inicial com a oxidacdo do dtomo de ferro do seu centro
ativo por pequenas quantidades de hidroperéxidos e, em seguida,
a abstracdo do hidrogénio do grupo metilénico do dcido graxo,
formando o radical centrado no carbono, que ao se combinar com
O, forma um radical peroxila. No mecanismo de catdlise da COX,
o radical peroxila sofre cicliza¢io formando um endoperéxido que
rapidamente se adiciona a mais uma molécula de oxigénio, for-
mando um intermedidrio hidroperoxi endoperéxido. O mecanismo
completo da COX envolve a redugdo do grupamento hidroperéxido
deste endoperdxido pela atividade peroxiddsica da enzima. No
mecanismo de catdlise da LOX, o radical peroxila é reduzido a um
anion perdxido e protonado formando, como produto final, hidro-
per6xidos.” As vias de oxidacgio enzimatica do DHA (n-3), assim
como do dcido araquidonico (n-6), envolvem essas duas principais
enzimas, além das EPOX.

Trés isoformas de COX (COX-1, COX-2 e COX-3) estdo pre-
sentes nos tecidos animais, incluindo o cérebro.* COX-1 ¢ expressa
constitutivamente na grande maioria dos tecidos. COX-2 € induzivel
em resposta a uma variedade de estimulos agonistas, sendo o prin-
cipal alvo de ac¢@o dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais. COX-3
€ uma variante da COX-1 sensivel ao acetaminofeno (N-acetil-p-
aminofenol). O substrato preferencial para a COX-1 e COX-2 € o
acido araquidonico.

O 4cido acetilsalicilico (AAS) além de ser um conhecido inibidor
da formacao de prostaglandinas pré-inflamatdrias, induz a formacéo
de mediadores lipidicos anti-inflamatérios.”® O AAS modifica co-
valentemente o residuo de serina préximo ao sitio ativo da enzima,
através de uma reag@o de acetilagdo. A COX-1 perde a capacidade
de oxidar o 4cido araquidonico, enquanto que a COX-2 acetilada
passa a converter o DHA em mediadores lipidicos, como resolvinas
e protectinas.’*>*

O tecido nervoso apresenta 3 isoformas de LOX (5-LOX, 12-
LOX e 15-LOX) capazes de oxidar DHA gerando hidroperéxidos
especificos.” A nomenclatura das diferentes isoformas da LOX
¢ baseada na posi¢do que a mesma oxida o dcido araquiddnico.
O DHA pode ser convertido pela 5-LOX (enzima responsavel
pela produgdo de leucotrienos a partir do dcido araquiddnico) em
7-hidroperoxi-DHA e sua forma reduzida 7-hidroxi-DHA. Em outro
trabalho, LOX de plaquetas mostraram ser capazes de oxidar DHA
a 11- e 14-hidroperoxi (ou hidroxi)-DHA. Mais recentemente, uma
série de produtos di-hidroxilados e tri-hidroxilados de DHA foram
caracterizadas, sendo os compostos mais bioativos denominados
de resolvinas (compostos capazes de promover a resolugdo da
inflamagdo),’® e protectinas (compostos com alto potencial anti-
inflamatério contendo trienos conjugados ou docosatrienos).* A
neuroprotectina D1 apresenta acdes neuroprotetoras, tais como
inducdo de proteinas Bcl-2 antiapoptéticas e inibi¢ao da expressdo
de proteinas Bcl-2 pré-apoptéticas.’

Estudos realizados com células da glia, sangue total e leucdcitos
humanos indicam que a biossintese dos mediadores protetores do
DHA envolve a acido inicial da fosfolipase A2, que libera o 4cido
graxo. Este por sua vez, € convertido a 4cido 17S-hidro(pero)xi-DHA
ou acido 17R-hidro(pero)xi-DHA, pela 15-LOX ou pela COX-2
acetilada, respectivamente. Estes intermedidrios sofrem uma sequ-
&ncia de reacdes resultando na formagdo de resolvinas da série D ou
resolvinas da série D associadas 2 aspirina.”>*
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Oxidacao nao enzimatica

O DHA € um dcido graxo altamente insaturado (possui 6 insa-
turagdes), consequentemente, susceptivel a oxidacdo mediada por
espécies reativas.’®® Vdrias evidéncias apontam para envolvimento
de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogé€nio na patogénese de
doengas neurodegenerativas.® Deste modo, lipidios poli-insaturados,
em particular o DHA, sdo alvos bastante susceptiveis de oxidagao,
gerando neste processo uma série de produtos oxidados, entre eles,
hidroper6xidos (LOOH).>*¢1%2 Sendo mais polares, os LOOHs mo-
dificam a estrutura e a funcio das membranas e podem ser deletérios
para as células.®

Os LOOH s#o os produtos primdrios de um processo autocataliti-
co de oxidagado conhecido como peroxidagdo lipidica (Figura 3). Esse
processo se inicia pelo ataque a um lipidio por qualquer espécie que
tenha reatividade suficiente para abstrair um dtomo de hidrogénio de
um grupo metileno (-CH,-). Nesta fase, chamada de etapa de inicia-
¢do, tem-se a formagao de um radical centrado no carbono metilénico
(-"CH-) pela retirada do seu H*, provocando um desemparelhamento
de elétrons neste mesmo carbono. O destino mais provavel deste
novo radical formado serd combinar-se com o O, produzindo novos
radicais, ainda mais reativos. Nesta fase de propagagdo da peroxi-
dacdo, novos radicais sao formados pela combinacdo do radical de
carbono com o O,, os radicais peroxil ou radical peréxido (LOO"),
os quais reagirdo com outros lipideos adjacentes. E nesta fase que
ocorrem reagdes em cadeia e a propagagdo da peroxidagdo lipidica.
Esta combina¢do do radical peroxila com um dtomo de hidrogénio
abstraido de outra molécula gera hidroperéxidos de lipideos (LOOH)
ou apenas peréxidos. fons de metais livres (M™) também sdo capa-
zes de promover a oxidag@o lipidica e a continuidade da reacdo de
propagacio pela quebra dos LOOH pré-formados, gerando LOO"
e/ou radical alcoxila (LO"). A decomposicio de LOOH promovida
por metais reduzidos (M™) gera LO", enquanto os na forma oxidada
(M™1), produzem LOO".% A cadeia de terminagdo efetivamente ocor-
re apenas quando hd a reagdo de dois radicais peroxilas, formando
carbonilas, alcodis e oxigénio singlete, uma espécie excitada de O,
com alta capacidade oxidante.®%

LH

L0 /LoO X
E
=
= LOH/LOOH XH
= .
L
LOOH 0,
LH LH LOO .
LO
10, ou
LOO
Produtos

Figura 3. Esquema do processo de peroxidagdo lipidica e da catdlise mediada
por metais (M™ ou M"™'). X' é qualquer radical capaz de abstrair um dtomo de
hidrogénio do lipideo (LH). L' é um radical centrado no carbono metilénico.
LOO e LO sdo radicais peroxila e alcoxila, respectivamente

A formagao de hidroperéxidos de DHA também pode ocorrer
pela reacdo direta do dcido graxo com o oxigénio singlete ('O,), uma
espécie excitada do oxigénio triplete. O 'O, adiciona-se a duplas
ligagdes através de uma reagdo do tipo ene, produzindo hidroperd-
xidos. Neste caso, pode-se observar a formagdo de hidroperdxidos
em posig¢des especificas, além daqueles formados por reacdes envol-
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vendo radicais livres,*”® A oxidagdo do DHA produz hidroperdxidos
(HpDHA) como produto primdrio de oxidag@o. A oxidagdo mediada
por radicais livres leva a formacao de 10 mono-hidroperéxidos, 4-, 7-,
8-, 10-, 11-, 13-, 14- e 16-, 17 e 20-HpDHA, todos contendo dienos
conjugados (Figura 4). Em contraste, a foto-oxidacdo do DHA leva
a formagdo de 12 isdmeros: os mesmos 10 formados pela oxidagdo
mediada por radicais livres mais os isdbmeros 5- e 19- HpDHA que
ndo apresentam dienos conjugados.®
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Figura 4. Esquema representativo dos hidroperoxidos derivados do DHA
(4-, 7-, 8-, 10-, 11-, 13-, 14- e 16-, 17 e 20-HpDHA) e dos neuroprostanos
identificados in vitro e in vivo ( 4-F ~NP, 11-F NP, 7-F -NP(nPF,-V), 14-F -
NP, 10-F NP, 17-F NP, 13-F NP, 20-F -NP). A peroxida¢cdo do DHA leva
a formagdo de oito possiveis grupos regioisoméricos de neuroprostanos,
sendo que hd a hipotese de que as séries 4 e 20-F ,-NPs sdo geradas em maior
quantidade. Adaptado da ref. 61

Além dos hidroperdxidos, a oxidacado do DHA gera uma série de
produtos secunddrios como, por exemplo, os neuroprostanos (NP),®!
neurofuranos,” neurocetais’" e aldeidos de cadeia curta.” Neuropros-
tanos, neurofuranos e neurocetais sao produtos formados por reagdes
de cicliza¢do envolvendo radicais peroxila, enquanto os aldeidos de
cadeia curta sdo formados por meio de quebra da cadeia do 4cido
graxo. A formagdo desses produtos tem sido revelada em amostras
de cérebro, inclusive humano; além disso, estudos sugerem que esses
produtos podem servir como bons marcadores da injiria oxidativa
em tecidos enriquecidos em DHA, como o cérebro.”

Os NP sao compostos andlogos aos isoprostanos (IsoP), gerados
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pela via enzimadtica de oxidacdo do AA.®' A principal classe de neu-
roprostanos identificada in vitro e in vivo contém anéis prostano do
tipo F e sdo conhecidas como F,—NPs. A peroxidagdo do DHA leva
a formacdo de 8 possiveis grupos regioisoméricos, sendo que hd a
hipétese de que as séries 4 e 20-NPs sdo geradas em maior quantidade
(Figura 4). 617475

Os neurofuranos sdo isofuranos caracterizados por um anel
tetra-hidrofurano substituido. Eles sdo preferencialmente formados
sob condigdes de alta tensdo de oxigénio.” Neurofuranos ji foram
detectados em niveis elevados no cértex cerebral em ratos de um
modelo de doenga de Alzheimer.”

A peroxidagdo dos acidos graxos poli-insaturados leva também
a formacdo de uma série de aldeidos citotéxicos e genotoxicos.”” Os
aldeidos sdo relativamente estdveis e, consequentemente, capazes
de se difundir dentro ou fora da célula e atacar células distantes do
local onde foi iniciado o processo oxidativo. Aldeidos derivados da
peroxidacdo do DHA tém sido descritos como compostos que apre-
sentam um papel chave na patogénese das doengas neurodegenerativas
e seus metabdlitos séo potenciais pardmetros de lipoperoxidagdo.”

Muiltiplos aldeidos s@o derivados da peroxidagdo do DHA,
acroleina, neurocetais, 4-hidroxi-trans-2-cis-6-nonadienal, e
4-hidroxi-trans-2-hexenal (HHE). O HHE € descrito na literatura
como o principal produto de peroxidagdo in vitro do DHA. Apesar
da possibilidade de ser produto de outros dcidos graxos 6mega-3,
no cérebro o DHA estd presente em uma propor¢do 30 vezes maior
que os demais e, por isso, o HHE ¢ utilizado como biomarcador da
oxidacdo do DHA.

DHA E DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Doengas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer
(AD), de Parkinson (PD) e a Esclerose Lateral Amiotréfica (ALS)
sdo caracterizadas pela perda de células neuronais especificas e tém
como mecanismo comum a presenga de agregados proteicos.” Com
relacdo a forma, hd vdrios tipos de agregados, incluindo agregados do
tipo amorfo e do tipo amiloide, sendo este tltimo o mais caracteris-
tico.” Os agregados do tipo amiloide caracterizam-se pela presenca
de fibrilas constituidas pelo empilhamento de folhas (3 paralelas. A
presenca dessas folhas 3 foi demonstrada para os agregados proteicos
encontrados em AD e PD constituidos, respectivamente, de peptideos
B-amiloide e de o-sinucleina. Até o momento ndo se sabe ao certo os
mecanismos que disparam essa agregagdo, porém estudos recentes
tém sugerido o envolvimento de fatores como o estresse oxidativo e
também de lipideos e seus produtos de oxidag@o nesse processo.58!

Com relac@o aos lipideos, alguns estudos t€ém mostrado uma
diminuic¢do no contetido de DHA em pacientes com AD.>”#? Dentre
estes estudos, Lukiw e colaboradores® observaram uma redugéo
significativa de DHA em regides especificas do cérebro, como o
hipocampo, mantendo-se inalterado em outras regides, como cortex
e talamo. Porém, nao esta claro se este declinio no conteido de DHA
¢ um resultado das mudancas no metabolismo do dcido graxo ou
pela modificacdo oxidativa do DHA.** Como descrito anteriormente,
o DHA ¢ bastante susceptivel a oxidacio e pode ser oxidado tanto
enzimatica- como ndo enzimaticamente e estes processos podem ser
responsdveis pelo consumo de DHA.

Outra caracteristica comum a doencas neurodegenerativas € sua
associa¢do com a peroxidagdo lipidica.>**% Porém, a interpretacéo
de experimentos que investigam a contribui¢do de produtos da pe-
roxidag¢@o lipidica para patogénese de doencgas € limitada pela falta
de especificidade bioquimica.? Uma classe bastante estudada de
produtos reativos € a dos aldeidos. Destes, os mais estudados sio os
gerados pela peroxidacio do 4cido araquidonico, como o 4-hidroxi-
2-nonenal e o 4-hidroxi-2-hexenal, um produto da peroxidac¢ao do
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DHA.”"8 Embora as consequéncias fisiopatoldgicas da superproducio
de 4-hidroxi-2-nonenal e 4-hidroxi-2-hexenal tenham sido destaque
em diversos estudos, deve-se salientar que estes aldeidos reativos
também sdo gerados em baixos niveis em todas as células e parecem
ter um papel normal na sinalizagdo fisiolégica.’” Recentemente, outra
classe de produtos de peroxidagdo lipidica reativos quimicamente
foi identificada: o.-cetoaldeido isocetais, provenientes do AA e neu-
rocetais provenientes do DHA. Estes cetoaldeidos sdo muito mais
reativos que 4-hidroxi-2-nonenal ou 4-hidroxi-2-hexenal,® sendo
capazes de modificar uma série de biomoléculas, incluindo protefnas
e dcidos nucleicos. Acredita-se que essas modifica¢des tenham papel
importante no desenvolvimento das doengas neurodegenerativas e
sua quantificagdo tem sido utilizada como parametro para avaliar o
dano oxidativo.

Doenca de Alzheimer (AD)

A Doenga de Alzheimer (AD) é uma desordem neurodegenerativa
progressiva caracterizada pelo acimulo de peptideos amiloidogé-
nicos AP gerados pelo processamento da proteina precursora ami-
loide (APP) pela B- e y-secretase.®* Na AD, uma terceira protease
associada a membrana, y-secretase, cliva a APP dentro da porcdo
transmembrana da proteina. Esta clivagem combinada com a cliva-
gem extracelular da APP pela B-secretase, que parece ser a enzima
limitante nesta via degenerativa, libera o peptideo téxico AP na forma
caracteristica de 40 ou 42 aminoacidos.”'** A liberagdo de fragmen-
tos téxicos de AP leva a formagéo inicial de agregados diméricos e
oligoméricos soldveis.® Uma agregagéo adicional leva a formag@o de
complexos macromoleculares insoliveis que se depositam no meio
extracelular do parénquima do cérebro para formar placas amiloides,
um biomarcador patolégico chave da AD. A combinagao dos efeitos
téxicos de ambos, os agregados iniciais oligoméricos e o depdsito
de placas AP insoldveis, leva a um rompimento neuronal e a uma
morte celular eventual, que por sua vez € responsdvel pelo declinio
cognitivo irreversivel encontrado na AD.¥*°

A riqueza dos dados coletados a partir de ensaios in vitro, em
cultura celular e modelos de animais transgénicos para AD suporta
uma associacdo direta de PUFAs 6mega-3, principalmente DHA,
com o processamento amiloide no cérebro. PUFAs 6mega-3 como
componentes integrais de membrana podem agir para alterar o pro-
cessamento amiloidogénico de vérias maneiras distintas incluindo: a)
facilitar a interagdo de oi-secretase com APP para produzir fragmentos
ndo téxicos e evitar a formacdo de APB; b) proteger a sequéncia de
reconhecimento e sitio de clivagem intramembrana essencial para
Y-secretase; ¢) servir como um local dissipador para os radicais
livres que reduzem o aumento da atividade enzimadtica y-secretase,
que pode ser induzida por danos causados pelos radicais livres para o
complexo de proteinas, o que € importante para a regulagdo da fungio
normal y-secretase e, d) inibir diretamente a fibrilagdo e formacao de
espécies oligoméricas de AB.¥

Muitos estudos epidemiolégicos mostraram uma relag@o inversa
entre ingestdo de 6mega-3 e incidéncia de AD, considerando que
estudos clinicos encontraram pouco ou nenhum efeito pronunciado
no estdgio inicial da doenca. Esses dados indicam que o DHA pode
ter um efeito mais eficaz para prevencdo do que para o tratamento
dessa doenca.”

Estudos com cultura celular demonstraram consistentemente
uma redug¢io de 20% da produgéo de AP depois do tratamento com
0 DHA.®93% As atividades de ambas [- e y-secretase estavam dimi-
nuidas quando essas culturas celulares foram tratadas com DHA, o
que estd de acordo com os niveis reduzidos de AB.***° Esses efeitos
parecem estar diretamente relacionados com a composi¢do de li-
pid rafts na membrana, sendo uma das propostas de um grupo de
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pesquisadores (Grim e colaboradores) que o DHA reduz a geragdo
de A deslocando o colesterol para fora dos lipids rafts, reduzindo
assim, a atividade enzimdtica responsdvel pelo processamento ami-
loidogénico da APP.

Doenca de Parkinson (PD)

A Doenca de Parkinson (PD) € a desordem de movimento mais
comum, afetando mais que 1% da populagdo acima de 65 anos de
idade.” A maior parte dos casos ocorre esporadicamente com 0 avango
da idade, sendo um importante fator de risco.” E caracterizada pela
perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos e a deposicio de
corpos de inclusdo intracelular na forma de corpos de Lewy e neuritos
de Lewy.”” O principal componente proteico desses depdsitos € a
a-sinucleina.”” A a-sinucleina € uma proteina desdobrada caracteri-
zada por sete repeti¢des (KTKEGV) na regido N-terminal; por uma
regido central hidrofébica formada por residuos 61-65 ( componente
ndo B-amiloide); e por trechos acidicos na parte C-terminal.”®

Alguns estudos reportam que o-sinucleina pode interagir com
acidos graxos poli-insaturados, cuja interacdo promoveria a oli-
gomerizagéo da proteina.®>**%%% Qs niveis de DHA mostraram-se
elevados nas dreas do cérebro contendo o-sinucleina em pacientes
com PD, o que atraiu o interesse no estudo da interacdo entre DHA
e o-sinucleina.’®!® De Francheschi e colaboradores® mostraram
que o-sinucleina interage com o DHA adquirindo uma conformagao
a-helicoidal e o estado fisico do lipidio torna-se alterado. Especi-
ficamente, métodos biofisicos e microscopia eletronica indicaram
que o DHA forma goticulas de 6leo na presenca da a-sinucleina.
Experimentos de protedlise limitada mostraram que, quando a pro-
tefna esta ligada a essas goticulas de dleo, inicialmente € clivada na
regido de 89-102, sugerindo que este segmento da cadeia € suficien-
temente flexivel para ser desdobrado ou protease-sensivel. Eventos
proteoliticos subsequentes produzem fragmentos correspondentes
aos primeiros 70-80 residuos que ficam estruturados e mostram uma
elevada afinidade pelos lipidios. O fato de que uma regido da cadeia
polipeptidica permanece acessivel a proteases, quando interage com
os lipidios, sugere que esta regido poderia estar envolvida em outras
interacdes, justificando a propensdo ambivalente de o-sinucleina
para dobrar ou agregar na presenca de DHA. Outro grupo de pes-
quisadores (Broersen e colaboradores) também buscou explicar a
interacdo entre o-sinucleina e DHA. Mostraram que a ¢-sinucleina
faz com que o DHA esteja na forma de um polimero soltivel em vez
de uma forma micelar. Apés a interacdo com DHA, a o-sinucleina
que normalmente estd desestruturada, rapidamente adota uma con-
formacao a-helicoidal. A exposicéo prolongada ao DHA, no entanto,
gradualmente converte a o-sinucleina em fibras do tipo amiloide.”

Assim como para doenca de Alzheimer, vdrias linhas de evidéncia
sugerem um papel importante para o estresse oxidativo e a PD.!"!
Neurdnios dopaminérgicos (DA) sdo particularmente propensos ao
estresse oxidativo, devido ao metabolismo dos DA, e auto-oxidacio
combinada com o aumento de ferro, niveis diminuidos de glutatio-
na total e produc¢do de ROS induzida pela inibicdo do complexo I
mitocondrial induzida no sistema nervoso que pode levar a morte
celular, por exceder a capacidade oxidativa na regido das células
contendo DA.1"!

Esclerose Lateral Amiotroéfica (ELA)

E uma doenca neurodegenerativa progressiva.' E geralmente
descrita como uma doenga multifatorial, estando envolvidos estresse
oxidativo, dano mitocondrial, excitotoxicidade, agregacdo de proteinas,
diminuicdo do transporte axonal e morte dos neurdnios motores.'*”
Apesar da doenca se apresentar, na maioria dos casos, na sua forma
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esporddica, 10% dos casos tém a forma familiar (ELAf)).!* Sabe-se que
20% dos casos familiares desta doenca sdo causados por mutagdes no
gene que codifica a enzima antioxidante citosélica, Cu, Zn superéxido
dismutase (SOD1).192195106 A enzima Cu, Zn superdxido dismutase
(SOD1) € uma metaloproteina homodimérica de 32 KDa, citosoélicas,
tendo um Cu®* e um Zn*. Mais de 190 mutagdes jd sdo descritas, no
entanto, os mecanismos moleculares da degeneragdo seletiva dos neu-
ronios motores por SOD1 mutante em ELAf ainda sdo desconhecidos.
A mutagao resulta em um ganho de fungio téxica, que alguns estudos
sugerem poder estar relacionada ao efeito pré-oxidante da mutante
SOD1!'* ¢ /ou & formac@o de agregados citotéxicos de SOD1.!%1% Qg
eventos estruturais que levam a formacao de oligdbmeros de alto peso
molecular de SOD1 ainda sdo incertos.'**!% Alguns estudos sugerem
que esses oligdmeros seriam formados a partir de pontes dissulfeto
entre os residuos de cisteina livre presente na estrutura do dimero
SOD1 (6 e Cys Cys 111).'2 Estudo realizado por Kim e colaboradores
mostrou que hd indugao da agregaciao de SOD1 na presenga de dcidos
graxos poli-insaturados. Esses agregados de alta massa molecular t€ém
uma morfologia granular e apresentam citotoxicidade significativa.'%
Elevados niveis de adutos de HHE-histidina também foram
encontrados na medula espinhal de pacientes com ALS.'” O HHE ¢
um aldeido formado a partir da oxidagdo ndo enzimdticado DHA e a
deteccao deste aduto indica que este dcido graxo € um alvo importante
de oxidagdo na doenca. Dado que o DHA ¢ mais abundante que o
AA no cérebro, também os neuroprostanos e neurofuranos podem se
revelar biomarcadores atrativos.®* No entanto, até o momento nio ha
trabalhos descrevendo a deteccdo destes produtos em ALS.

CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, os trabalhos envolvendo DHA e doencas neurodege-
nerativas mostram que este dcido graxo pode desempenhar funcdes
benéficas, inibindo a formagéo de agregados de peptideos B-amiloides
na doenca de Alzheimer, quanto deletérias, como na doenca de Pa-
rkison e ALS, onde este dcido graxo atua induzindo a formagao de
agregados proteicos. Além disso, o metabolismo oxidativo do DHA
gera uma série de produtos, entre os quais se podem citar produtos
com atividade anti-inflamatdria e neuroprotetora, como as neuropro-
tectinas e resolvinas (formadas por vias enzimdticas de oxida¢@o) e,
também, produtos de oxidagao reativos, como aldeidos (formados por
oxidacdo ndo enzimadtica) os quais s@o capazes de danificar biomo-
1éculas importantes como proteinas e dcidos nucleicos. Deste modo,
pode-se concluir que estudos mais detalhados sobre o metabolismo
e funcdo do DHA e de seus produtos de oxidagdo sdo necessarios
para esclarecer o papel deste dcido graxo no cérebro, em particular,
no desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.
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