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RESUMO

A epilepsia é uma doenca caracterizada por transtornos neuroldgicos de longa duracéo, onde o
episédio mais grave dessa patologia estd associado a crises de convulsdo. A ciéncia vem
buscando novos farmacos, assim como tratamentos ndo convencionais para fornecer qualidade
de vida aos individuos acometidos por essa doenca. Ha evidéncias cientificas de uma associagdo
entre 0 conteudo de &cidos graxos da dieta e mudancas especificas no sistema de
neurotransmissdao, com destaque para os &cidos graxos poliinsaturados, que sdo capazes de
alterar a excitabilidade neuronal, agirem como neuroprotetores, além de possuirem acao
anticonvulsivante. O presente estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos
anticonvulsivantes do 6leo de krill (rico em &cidos graxos poliinsaturados) no sistema nervoso
central de camundongos, avaliando ainda se 0 mesmo interfere na atividade locomotora e/ou
no relaxamento muscular, bem como se possui efeitos sedativos comuns a farmacos
anticonvulsivantes. Foram utilizados 100 camundongos Swiss machos, divididos em Grupo
Controle (GC) que recebeu agua destilada, e Grupo Krill (GK), que recebeu o 6leo de krill,
ambos por gavagem sendo a quantidade administrada 1mL/100g de peso do animal/dia, durante
30 dias. As alteracdes comportamentais foram analisadas no 31°dia por meio dos experimentos
convulsivantes (pilocarpina, eletro-chogue e pentilenotetrazol), experimentos ansioliticos
(monitor de atividade, campo aberto, rota-rod e o labirinto em cruz elevado). No teste do eletro-
choque o grupo submetido a suplementacdo com 6leo de krill apresentou um menor tempo de
convulsdo quando comparado ao grupo controle. No teste pentilenotetrazol (PTZ) o GK obteve
uma maior laténcia para o aparecimento da primeira convulsdo, além da diminuicdo das
convulsdes tonicas e tonico-clonicas,quando comparado ao GC. No aparelho do campo aberto,
foi observado um aumento do tempo de imobilidade, reducdo na frequéncia de entrada nos
quadrantes centrais do grupo krill, além de uma reducdo na ambulacdo periférica quando
comparado ao grupo controle. No teste do monitor de atividades, os animais do grupo
suplementado percorreram uma menor distancia, com menor tempo de atividade e uma menor
velocidade, quando comparado ao grupo controle. A analise dos resultados do nimero de
entrada, tanto nos bracos abertos quanto nos bracos fechados do labirinto, bem como o tempo
de permanéncia nos bracos abertos, ndo demonstrou significancia estatistica, 0 mesmo foi
aplicado para o teste de pilocarpina e o rota rod. Diante do exposto o 6leo de krill é um possivel
candidato ao tratamento coadjuvante da convulsdo.

Palavras-chave: Lipidios. Oleo de krill. Convuls&o. Ansiedade.



ABSTRACT

Epilepsy is a neurological disease characterized by long duration disorders, where the most
severe episode of this disorder is associated with seizure attacks. Science has been seeking new
drugs, as well as unconventional treatments to provide quality of life for individuals affected
by this disease. There is scientific evidence of an association between the fatty acid content of
the diet and specific changes in neurotransmission system, especially polyunsaturated fatty
acids, which are able to alter neuronal excitability, act as neuroprotective, in addition to possess
anticonvulsant. This study aimed to investigate the possible anticonvulsant effects of krill oil
(rich in polyunsaturated fatty acids) in the central nervous system of mice, evaluating even if it
interferes with locomotor and / or muscle relaxation activity, and it has effects sedatives
common to anticonvulsant drugs. We used 100 male Swiss mice were divided into control
group (CG) received distilled water and krill Group (GK), which received the krill oil, both by
gavage and the amount administered 1ml/100g of animal weight / day, for 30 days. Behavioral
changes were analyzed on the 31st day through convulsive experiments (pilocarpine,
electroshock and pentylenetetrazol), anxiolytics experiments (activity monitor, open, rota-rod
and the elevated plus-maze). In the electroshock test the group submitted to supplementation
with krill oil presented a shorter seizure when compared to the control group. In
pentylenetetrazol test (PTZ) GK obtained a higher latency to onset of first seizure in addition
to the reduction in tonic seizures and tonic-clonic, when compared to the CG. In the apparatus
of the open field, it was observed an increase in immobility time, reduction in input frequency
in the central quarters of the krill group, plus a reduction in peripheral ambulation compared to
the control group. In Activity Monitor test, animals in the supplemented group traveled a shorter
distance, less uptime and lower speed when compared to the control group. The results of the
entry number in both the open arms and in the closed arms of the maze as well as the time spent
in the open arms was not statistically significant, it was applied to pilocarpine and the test route
rod. On krill oil the above is a possible candidate for the adjunctive treatment of seizures.

Keywords: Lipids. Krill oil. Convulsion. Anxiety.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso central é o segundo 6rgdo com maior contetdo de lipidios do corpo
humano, perdendo apenas para o tecido adiposo, com o equivalente a 60% de contetdo lipidico
(TAHA; BURNHAM; AUVIN, 2010). Sendo assim, os acidos graxos estdo entre as moléculas
mais importantes que determinam a integridade e o desenvolvimento do cérebro (CHANG; KE;
CHEN, 2009).

Ha evidéncias cientificas de uma associacao entre o contetdo de &cidos graxos da dieta
e mudancas especificas no sistema de neurotransmissdo no cérebro de ratos, com destaque para
os acidos graxos poliinsaturados. Os &cidos graxos poliinsaturados alteram a excitabilidade
neuronal e sdo neuroprotetores, além de possuirem acdo anticonvulsivante (SIERRA et al.,
2012). Dentre os beneficios dos acidos graxos poliinsaturados temos a melhora da funcéo
cognitiva, aumentando a capacidade de aprendizado e memoria (MULDOON et al., 2010).

Um dos acidos graxos mais importante neste processo € o 6mega 3, que na sua
deficiéncia cronica ocorre uma reducdo na ligacdo ao receptor de dopamina e aumenta a
densidade do receptor serotonina no cértex frontal de ratos jovens e idosos, além de alterar o
metabolismo da dopamina (ZIMMER et al., 1998), com consequéncias como 0 aparecimento
de sintomas de doengas como o transtorno de humor e esquizofrenia, devido ao aumento da
disponibilidade da dopamina no corpo estriado dorsal (BONDI et al., 2014).

A epilepsia € um grupo de desordens neuroldgicas crbnicas caracterizadas por
convulsdes, que sdo resultado da atividade neuronal anormal, excessiva ou hipersincrénica no
cérebro (ENGEL, 2006). Esta patologia atinge mais de 50 milhdes de pessoas no mundo, sendo
40 milhdes delas em paises em desenvolvimento, atingindo pessoas de todas as racas, SExXos e
condicdes socioecondmicas (MARANHAO; GOMES; CARVALHO, 2011).

Embora muitos distarbios convulsivos sejam conhecidos ha décadas, muito pouco se
evoluiu no mecanismo e tratamentos eficazes, com anticonvulsivantes que geralmente néo
eliminam as crises. Por esta razdo, nos Gltimos anos, além do tratamento farmacolégico, estdo
sendo empregadas estratégias de tratamento ndo farmacologico para epilepsias refratarias
dentre elas, destaca-se 0 uso dos acidos graxos poliinsaturados (PARMET; LYNM; GOLUB,
2011).

O oleo de krill € um nutracéutico, obtido de um tipo de crustaceo (Euphausia superba),
rico em acidos graxos poliinsaturados, além de ser uma excelente fonte de 4cido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosaexaenoico (DHA) (MAKI et al., 2009). Uma das

vantagens desse composto, € que ele é armazenado na forma de fosfolipidio, compondo a
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membrana celular, exercendo uma funcdo estrutural, ndo sendo apenas armazenado como na
forma de triglicerideos (KONAGAII, et al., 2013).

Um ensaio clinico em humanos demonstrou que o consumo do 6leo de krill foi capaz
de melhorar o controle da sindrome metabodlica, através da reducdo dos triglicerideos, do
colesterol total, colesterol LDL, aumento do colesterol HDL, além de reduzir a glicemia
(BUNEA; FARRAH; DEUTSCH, 2004).

Em relacéo ao sistema nervoso central, esse composto melhorou a resposta cognitiva, o
aprendizado, além de minimizar distarbios neuroldgicos (NEJM et al., 2015). Sendo assim, o
6leo de krill vem se destacado como alternativa promissora para auxiliar no tratamento desses
distarbios, dentre eles a epilepsia.

Considerando estes aspectos, o presente estudo teve como objetivo investigar 0s
possiveis efeitos anticonvulsivantes do 6leo de krill no sistema nervoso central de camundongos
swiss, avaliando ainda se o mesmo interfere na atividade locomotora espontanea e/ou na
atividade de relaxamento muscular, bem como os efeitos sedativos comuns a farmacos

anticonvulsivantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPILEPSIA

A epilepsia € uma doenca crénica, caracterizada por transtornos neurologicos de longa
duracdo, decorrentes de alteracbes na atividade elétrica neural. A presenca de epilepsia €
definida pela recorréncia de crises convulsivas espontaneas, caracterizada por uma contragéo
violenta dos musculos voluntérios, ocasionadas por fatores constitucionais, genéticos ou por
anormalidades cerebrais estruturais (FONTENELLE, 2001; NETO; MARCHETTI, 2005;
MARANHAO; GOMES, CARVALHO, 2011).

A convulséo ainda pose ser definida como o resultado de uma despolarizacdo excessiva
e anormal de um grupo de neurdnios. Assim, sempre que um individuo apresentar tal fenémeno
estd perante uma manifestacdo clinica que resulta em lesdo ou disfuncéo cerebral transitdria ou
definitiva. Esse episddio pode ser visto, frequentemente, em individuos que apresentam
epilepsia na sua forma mais grave (FONTENELLE, 2001).

A epilepsia é um dos transtornos cerebrais mais frequentes, que atinge 50 milhdes de
pessoas no mundo, envolvendo todas as racas, sexo, condi¢cdes sdcio-econdémicos e regides.
(SCOTT; LHATOO; SANDER, 2001).

As taxas de incidéncia anual de epilepsia na maioria dos estudos internacionais oscilam
entre 0,04% a 0,07% (SANDER; SHORVON, 1996), se elevando para 0,122% a 0,19% nos
paises em desenvolvimento (PLACENCIA et al., 1992).

A epilepsia pode se manifestar em qualquer fase da vida. Nos paises industrializados
observam-se dois picos de incidéncia: no primeiro ano de vida (decorrente de processos pre,
peri e pds-natais) e ap6s a sétima década de vida (decorrente, entre outros, de doencas
neuroldgicas degenerativas e de lesdes vasculares). A incidéncia e prevaléncia de epilepsia na
faixa etaria acima dos 70 anos é duas a trés vezes maior que na infancia. Em S&o Paulo, a
prevaléncia de epilepsia é maior em idosos (0,8%). (MARINO; CUKIERT; PINHO, 1986).

A classificagdo das crises epilépticas € necessaria, pois tem como objetivo auxiliar e
fornecer a equipe médica, informagdes necessarias para o tratamento. As crises convulsivas séo
classificadas, de acordo com a liga internacional contra epilepsia (1981), em: crises
generalizadas, parciais e nao classificadas. As crises parciais consistem em evidéncias clinicas
e/ou eletroencefalograficas de um inicio local, acompanhada ou ndo de perda da consciéncia,

sendo subdivididas em simples e complexas, sendo a primeira sem alteracdo da consciéncia e a
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complexa caracterizada por alteracdo da consciéncia (FONTENELLE, 2001; NETO;
MARCHETTI, 2005).

Enquanto as crises generalizadas ndo apresentam qualquer evidéncia em nivel local e
sdo caracterizadas por perda da consciéncia. As crises nao-classificadas sdo aquelas em que as
manifestacdes convulsivas ndo permitem definicdo clara entre a generalizada e a parcial
(FONTENELLE, 2001; NETO; MARCHETTI, 2005) (Quadro 1).

Os ataques epilépticos resultam da atividade excessiva e anormal das células nervosas
do cortex cerebral. Estima-se que 0,5% a 1% da populacdo mundial apresente epilepsia ativa.
Alguns pacientes sdo refratarios, ou seja, mesmo com todos os tratamentos medicamentosos
necessérios continuam a ter crises (BRASIL, 2010; MARANHAO; GOMES; CARVALHO,
2011).

Existem dois tipos etioldgicos basicos para o desenvolvimento da epilepsia, o distdrbio
epileptogénico especifico, proveniente de trauma, infeccGes, neoplasias, ma formacéo vascular,
anormalidades genéticas e fatores precipitantes como consumo de alcool, febre e privagdo do
sono, sendo que este fator pode precipitar crises em pessoas com epilepsia ou causar crises em
individuos sem epilepsia (CALVANO et al., 2010).

As sindromes de Lennox-Gastaut, de Ohtahara e de Dravet sdo exemplos de algumas
epilepsias da infancia, sendo estas consideradas catastroficas. Criancas com esses disturbios
apresentam convulsdes graves no inicio da vida e apresentam crises epilépticas de dificil
controle ao crescerem, assim proporcionando alto risco de morte subita (KATSNELSON;
BUZSAKI; SWANN, 2014).

Em 1993, a Liga Internacional contra a Epilepsia, propds uma definigdo dos termos que
constituem varios fenémenos convulsivos. Convulsao isolada, com um ou mais episddios no
espaco de 24 hs; convulsdo febril; infeccdo no sistema nervoso; convulsdo neonatal, convulsdo
ocorrida no primeiro més de vida; eventos ndo epilépticos, manifestacdo ndo-dependentede

descarga neural; convulsdes associadas a crises epiléticas (FONTENELLE, 2001).

Quadro 1. Classificacdo das crises epilépticas com Fontenelle.

1. Crises parciais (focais, locais)
A) Simples

a. Com sintomas motores
b. Com sintomas somatosensoriais ou sensoriais

¢c. Com sintomas autotdmicos
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d. Com sintomas psiquicos

B) Complexas

a. Comecando como crises simples e progredindo para perda da consciéncia

b. Com perda da consciéncia desde o inicio

2. Crises generalizadas (com ou sem convulsées)

Auséncias

Crises miocldnicas
Crises tbnicas

Crises ténico-clonicas

Crises atdnicas

3. Crises nao-classificadas

Fonte: Fontenelle (2001).

2.2 IMPORTANCIA DA NUTRICAO NAS DOENCAS NEUROLOGICAS

O numero de desordens neuroldgicas atinge 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo, e
estes numeros tendem a aumentar nos proximos 20 anos, devido ao envelhecimento da
populacdo. As doencas neurologicas consistem em desordem no cérebro, na medula éssea, nos
nervos periféricos e na juncdao neuromuscular. O tratamento dessas patologias se baseia em um
planejamento global e multidisciplinar, cujo corpo médico é formado por neurologistas,
enfermeiros, terapeutas ocupacionais e nutricionistas (COSTA et al., 2010).

Existem disturbios neuroldgicos em que a dietoterapia é o principal meio de tratamento,
como na adrenoleucodistrofia e na sindrome de Wernick-Korsakoff (CHAVES-CARBALLO,
2003). Entretanto, em alguns disturbios neuroldgicos, como a epilepsia, a terapia nutricional
serve como coadjuvante nestes pacientes, com destaque para a Dieta Cetogénica (DC).

A DC foi criada em 1921, na Mayo Clinic, por Wilder, com o objetivo de tratar criangas
com epilepsia. Partindo da antiga observacdo clinica, citada na Biblia (Mateus 17. 14-21), de
que 0 jejum exercia uma acdo anticonvulsivante em pacientes epilépticos, Wilder concebeu
uma dieta com restri¢do de carboidratos, taxas minimamente adequadas de proteinas e alto teor
de lipidios, a qual mantinha uma producdo hepatica continua de corpos ceténicos tanto no
estado alimentado quanto no jejum. Em vigéncia de cetose sanguinea continua, ha uma fase de
adaptacdo do metabolismo cerebral estimada em até 20 dias, da qual os neur6nios passam a

utilizar os corpos ceténicos em lugar da glicose como principal gerador de energia, e o efeito
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terapéutico é a elevacdo do limiar convulsivo (SWINK; VINING; FREEMAN, 1997). Embora
se desconhega 0 mecanismo de acdo exato da DC, alguns autores demonstraram que 0s niveis
sanguineos de acetoacetato e B-hidroxibutirato guardam relacéo direta, porém nao linear, com
0 grau de protecdo contra crises epilépticas, e talvez esta protecdo esteja relacionada com um
aumento das reservas cerebrais de energia (VINING, 2002).

Sabe-se que o potencial cetogénico de uma dieta esta em sua capacidade de iniciar e
manter a producdo dos acidos acetoacético e B-hidroxibutirico, o que depende das quantidades
e proporcdes relativas de lipidios, proteinas e carboidratos contidos nos alimentos ingeridos em
cada refeicdo (WITHROW, 1980).

A glicose anula a producdo hepatica de corpos cetbnicos, via secre¢cdo de insulina,
porque se converte facilmente em energia, ao passo que 0s acidos graxos sdo oxidados dentro
das mitocdndrias, gerando energia de maneira menos eficiente. Em contrapartida, a oxidacao
dos lipidios também gera como subprodutos os corpos cetonicos, 0s quais podem servir de
combustivel alternativo (WITHROW, 1980).

Em uma tentativa de tornar a DC mais palatdvel e menos constipante, Huttenlocher
(1876) utilizou Trigliceridios de Cadeia Média (TCM) como principal fonte lipidica. Como o0s
TCMs sdo mais cetogénicos que os demais lipidios, € possivel oferecer uma maior proporgao
de proteinas e carboidratos (SWINK; VINING; FREEMAN, 1997). Contudo, eles encerram a
desvantagem de induzir diarréia, a qual tende a ceder com a continuacdo da dieta
(HUTTENLOCHER, 1976). Assim, a pratica da DC no tratamento da epilepsia infantil abrange
duas modalidades basicas: a dieta tradicional ou “classica” descrita inicialmente, baseada em
alimentos com alto teor lipidico como creme de leite, manteiga, maionese, azeite e 0leos
vegetais, e a dieta a base de TCM. Devido a descoberta de novas drogas anti epilépticas
(DAES), a partir da década de 1960, aliada as dificuldades em seguir seus principios rigorosos,
a DC foi relativamente esquecida, embora alguns centros, como a Universidade Johns Hopkins,
tenham continuado a usa-la (LIVINGSTON; PAULI; PRUCE, 1977). Tornou-se evidente no
decorrer do tempo que pelo menos um quinto das criancas epilépticas ndo respondia
favoravelmente a quaisquer das DAES disponiveis ou precisavam de doses excessivas desses
medicamentos, com efeitos colaterais intoleraveis. Desse modo, a popularidade da DC cresceu
na década de 1908, e foram publicadas varias series de casos descrevendo sua eficécia
(KINSMAN et al., 1992; VASCONCELOS et al., 1995; VINING et al., 1998).

Costa e colaboradores (2010) realizaram um estudo de revisdao com estudos de casos,
abordando doencas neuroldgicas, com um total de 62 pacientes, sendo 55% homens e 45%

mulheres e revelaram que todos mostravam epilepsia farmaco resistentes. Diante deste quadro
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de resisténcia, foi adotada a DC como opgéo de tratamento para todos o0s casos, assim sendo
usada uma proporcdo de macronutrientes 4:1 (lipidios: carboidrato ou proteina). A escolha
desse método se deve ndo sé pelo fato de ser um método classico, mas por permitir o0 uso de
uma maior variedade de alimentos (manteiga, creme de leite, maionese, azeite e 6leos vegetais).
A eficacia da dieta cetogénica foi relatada por 100% dos autores. A maioria apresentou uma
reducdo de 50% das crises convulsivas como ponto de corte para eficacia. Assim a dieta
cetogénica € indicada como opcao terapéutica em epilepsias refratarias.

E importante salientar que o planejamento da dieta cetogénica deve ser individualizado
e monitorado pelos profissionais da area de salde para prevenir danos nutricionais. A
suplementacdo com vitaminas e minerais se faz necessaria para evitar caréncias nutricionais
gue podem acarretar em diminuicao da eficacia da DC.

A terapia nutricional para pacientes com distdrbios neuroldgicos é de suma importancia,
visto que vitaminas, minerais e acidos graxos poliinsaturados sdo fundamentais para tratamento
de processos inflamatorios e doencas neuroldgicas degenerativas (ERBGUTH; HIMMERICH,
2014). Diante do exposto, as doencas neurologicas, convencionalmente conhecidas como
irreversiveis, exigem tratamento médico e nutricional especializados.

Na figura 1 abaixo sdo representadas as hipdteses sobre 0s mecanismos

anticonvulsivantes da dieta cetogénica.

Figura 1. Hipotese sobre os possiveis mecanismos anticonvulsivantes da dieta cetogénica.
AGL.: 4cidos graxos livres; PUFA: &cidos graxos poliinsaturados; AA: acido araquiddnico;
DHA: docosahexaenoico; ACA: acetoacetona; K ate: canais de K* dependentes de ATP;
BDNF: fator neurotrofico derivado de cérebro; Cave Nav: canais de Ca?* e Na* dependentes

de voltagem; K 2p: canais de K* de dois poros.
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Fonte: adaptada de Pablos-Sanchez et al. (2014).

2.3 OLEO DE KRILL

O oleo de krill é proveniente de um tipo de crustaceo (Euphausia superba), o qual €
semelhante ao camardo, encontrado nas aguas frias da Antartida, que se alimenta de algas
profundas do oceano. E constituido por dmega-3, na forma de acido EPA e DHA, sendo o
primeiro correspondente a maior proporc¢éo (2:1) e ambos sdo considerados essenciais para o
organismo, assim sendo fundamentais para o funcionamento do cérebro, tanto na vida adulta
como no pré-natal e pos-natal, sendo os dois ultimos periodos de crescimento cerebral mais
pronunciado (PARIS, 2007; PARMET; LYNM; GOLUB, 2011; BERGES et al., 2014).

O seu consumo € proveniente da alimentacdo, pelas suas fontes como peixes marinhos,
frutos do mar e sementes, mas os mesmos também podem ser obtidos por meio de suplementos
encapsulados. Os &cidos graxos 6mega-3 incluem o acido alfa-linolénico (ALA), derivado
principalmente a partir de fontes vegetais; acido eicosapentaendico (EPA) e o é&cido
docosaexaendico (DHA), derivados de fontes marinhas (BARROS; POPPE; BONDAM, 2014).

De maneira geral, o consumo desses acidos graxos tém sido proposto por varias

autoridades médicas como uma intervencdo nutricional em longo prazo com o objetivo de
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preservar a saude mental, e assim dificultar processos neurodegenerativos, além de também
preservar a capacidade cognitiva. Este fato se deve a absorc¢éo adequada de antioxidantes e dos
acidos graxos 6mega-3 e Omega-6, sendo estes ultimos classificados como é&cidos
poliinsaturados, que quando dosados em proporc¢des ideais exercem uma favoravel resposta
antiinflamatéria, que impedem a iniciagdo e progressdo de desordens neuroldgicas
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013; BARROS; POPPE; BONDAM,
2014; NEJM et al., 2015).

Os acidos graxos 6mega-3 sdo considerados compostos bioativos e tém revelado
efetividade ao aumentar e melhorar a capacidade de aprendizagem, assim como a memoria e a
funcédo cognitiva. O 6mega-3 na forma de EPA e DHA tem demonstrado um efeito positivo em
relacdo a doenca de Alzheimer, através da reducéo do risco no desenvolvimento desta patologia
(PARRIS, 2007; MARKI et al., 2009; KONAGAII et al., 2013).

Além do papel na construgdo da estrutura do cérebro como componentes de membranas
celulares, eles atuam como mensageiros (moéleculas de sinalizacdo) e estdo envolvidos na
sintese e funcdo de neurotransmissores cerebrais e no sistema imunoldgico (CHANG; KE;
CHEN, 2009).

Os suplementos fontes de 6mega-3, na forma de EPA e DHA, como o 6leo de Krill, vém
sendo langados no mercado, por apresentar uma maior quantidade desses compostos bioativos,
quando comparado com 0s peixes de agua marinha, que apresentam proporc¢ao menor de EPA
e DHA. O oleo de krill encapsulado tem conquistado o mercado de nutracéuticos por revelar
varios beneficios a saude, como por exemplo, protecdo contra doencas cardiovasculares
(GIGLIOTTlI et al., 2011).

Outro fator importante a ser relatado é que o dmega-3 do 6leo de krill ndo é armazenado
apenas na forma de triglicerideos, como ocorre no 6leo do peixe, mas também exercem funcgéo
estrutural ao incorporar de 30 a 65% na forma de fosfolipidios, que corresponde a lipidios de
membrana celular (GIGLIOTTI et al., 2011).

Um ensaio clinico randomizado, realizado em voluntérios idosos saudaveis do sexo
masculino, estudou o efeito do éleo de krill na fungéo cerebral e revelou que 0 dmega-3 presente
neste Oleo apresentou efeitos benéficos ao ativar a funcéo cognitiva em idosos. Esse resultado
pode ser explicado porque a maioria do 6mega-3 € incorporada em fosfatidilcolina, assim sendo
mais eficaz do que Oleo de sardinha, cujo 6mega-3, acidos graxos poliinsaturados, estéo
presentes como triglicerideos (KONAGAI et al., 2013).

Um estudo realizado por Berges et al (2014), ao utilizar a suplementagdo de dleo de

krill, revelou que este 6leo teve efeitos benéficos nos niveis séricos de triglicerideos, além de
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ndo promover aumento dos niveis de LDL em relacdo ao grupo placebo (azeite). Assim, o
estudo sugere que o 6leo de krill € uma alternativa promissora na reducéo de um fator de risco
para doencgas cardiovasculares, associados a mudancas no estilo de vida.

O grupo de pesquisa de Marzon et al. (2010) estudou o efeito do 6leo de Kkrill,
comparado aos efeitos do 6leo de peixe, no perfil de &cidos graxos do cérebro de roedores. Este
estudo mostrou que apenas o 6leo de krill foi capaz de aumentar significativamente os niveis
de DHA em fosfolipidios cerebrais. Em paralelo, o estudo também revelou o efeito benéfico do
oleo de krill no controle da sindrome metabolica.

Wibrand et al. (2013) avaliaram o 6leo de krill e seu efeito na fungdo cognitiva em ratos.
Este estudo revelou que os componentes bioativos, EPA e DHA, melhoraram a resposta de
aprendizagem, além de revelar um potencial efeito antidepressivo, minimizando distarbios
neuroldgicos. Em concordancia, o estudo experimental realizado por Park et al. (2013) revelou
uma melhora na memdria de ratos jovens, quando administrados 6leo de krill, por via oral, de
forma repetitiva.

O oleo de krill além de apresentar o 6mega 3 como composto bioativo, apresenta a
astaxantina, substancia antioxidante, a qual € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e
alcancar diferentes regides cerebrais de mamiferos, prevenindo danos oxidativos a nivel
cerebral e promovendo melhora cognitiva, 0 que impulsiona estudos farmacol6gicos desse
composto bioativo (BARROS; POPPE; BONDAN, 2014).

Diante do exposto o éleo de krill, ¢ um composto promissor na melhora da capacidade
de aprendizagem, memoria e funcdo cognitiva. Sendo assim, o presente estudo tem como
objetivo analisar os efeitos desse 6leo, em camundongos induzidos a crise convulsiva, como

alternativa de tratamento coadjuvante ao tratamento farmacoldgico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL PARA ANALISE

O dleo de krill utilizado no estudo foi obtido através de capsulas gelatinosas adquiridas
em loja especializada de produtos nutricionais, cada capsula continha 1 mL desse 6leo e foram
armazenadas na embalagem do fabricante, seguindo as instru¢es de armazenamento, onde o

mesmo era extraido com auxilio de seringa e agulha no momento da gavagem.

3.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTAC}AO

Para o desenvolvimento do presente estudo foram utilizados camundongos swiss
(n=100), albinos, do sexo masculino, com aproximadamente 30 dias de nascidos e com peso
corporal entre 31g e 49g. Todos os animais foram provenientes do biotério Prof. Dr. Thomas
George da Universidade Federal da Paraiba.

Os animais foram divididos em Grupo Controle (GC) que recebeu agua destilada por
gavagem e Grupo Krill (GK) que receberam oleo de krill, ambos com n=10, para cada
experimento. Cada grupo de animais recebeu por gavagem 1mL/100g de peso do animal/dia
(GUIMARAES; MAZARO, 2004), ambos durante 30 dias. Para cada teste comportamental
foram utilizados diferentes grupos de animais, submetidos a avaliacdo 24 horas ap6s o Ultimo
dia de tratamento.

Figura 2. Esquema do desenho experimental.

Suplementagdo com Oleo de Krill

| T=30 dias

TESTES
COMPORTAMENTAIS

Atividade Anticonvulsivante Atividade Locomotora Espontanea
Eletro Pentileno Pilocarpina Rota Monitor Open Labirinto
Choque tetrazol Rod de atividade Field em Cruz

Elevado
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3.3 CONDICOES DE MANUTENCAO E EXPERIMENTACAO ANIMAL

Os animais foram mantidos coletivamente em gaiolas de polipropileno, sendo 05
animais por gaiola, providas de cama de serragem selecionada, com garrafa acoplada a um bico
de inox para agua, e cocho para racao do tipo peletizada. Alimentados com racédo balanceada e
agua filtrada ad libitum. Foram mantidos a temperatura constante (21 £ 1°), ciclo claro e escuro
de 12 horas cada, sendo a fase clara de 06:00 as 18:00 horas, de acordo com os padrbes
recomendados para roedores (MERUSSE; LAPICHICK, 1996).

As gaiolas com os animais foram transferidas para a sala de experimentacao
comportamental do biotério, com pelo menos seis horas de antecedéncia a execucdo dos
experimentos, a fim de promover uma adaptacdo do animal ao novo ambiente e evitar possiveis
alteracdes fisiologicas e comportamentais, decorrentes do estresse causado pelo seu manuseio.

Os testes foram realizados no periodo vespertino (entre 12:00 e 16:00 horas), sendo
previamente higienizados antes dos experimentos, tanto a bancada quanto os aparelhos
utilizados durante os testes com solucdo de etanol a 70%, e ,no decorrer do experimento, apos
observacdo de cada animal, utilizou-se a solucdo a 10%, a fim de eliminar residuos e odores
que pudessem interferir no comportamento dos animais, influenciando os resultados.

Os animais foram utilizados uma Unica vez nos testes anticonvulsivantes, porém, nos
testes comportamentais, 0s mesmos animais foram utilizados para dois testes. Os animais
receberam cuidados especiais conforme os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal — COBEA/91.

O projeto foi analisado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

do Centro de Biotecnologia da UFPB e protocolado sob o nimero 0311/14.
3.4 TESTES EXPERIMENTAIS
3.4.1 Estudo da atividade anticonvulsivante
3.4.1.1 Teste de Convulséo Induzida pelo Eletrochoque Auricular

O teste de convulsdo induzido pelo eletrochoque auricular, segundo Merrit e Putman
(1938), consiste basicamente na estimulacdo por meio de pulsos elétricos repetitivos da
atividade epiléptica, em que o eletrochoque induz a extensao tdnica dos membros inferiores.

Para a avaliacdo da possivel atividade anticonvulsivante do oleo de krill, os animais

foram submetidos a estimulo elétrico aplicado através de eletrodos com clipes auriculares (ECT
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UNIT 7801, Ugo Basile- Figura 3) nos camundongos e os mesmos foram observados por no
maximo 5 segundos (130 V, 150 Hz,5 s) (DE SOUSA et al., 2009).

Os parametros avaliados foram: a) porcentagem de animais que apresentavam
convulsdo; b) duracdo da convulsdo (tempo de flexdo e extensdo das patas posteriores) e c)
namero de mortes (SWINYARD; BROWN; GOODMAN, 1952).

Figura 3. Aparelho eletrochoque auricular

Fonte. INSIGHT-BRASIL.

3.4.1.2 Teste de Convulsdo Induzida pelo Pentilenotetrazol

Para avaliar os efeitos anticonvulsivantes foi administrado Pentilenotetrazol (PTZ) no
ultimo dia do tratamento, 0 mesmo corresponde a uma das principais substancias indutoras de
convulséo utilizadas na triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes, podendo ser
utilizado como modelo de crises de auséncia, mioclonicas e crises tonico-clonicas generalizadas
(RANG et al., 2007). O PTZ atua bloqueando os canais de cloreto associados aos receptores de
GABA (LOSCHER; SCHMIDT, 1988).

Os animais receberam a injecdo de 60 mg/kg de PTZ (soltvel em agua destilada) via
intraperitoneal (i.p)., logo apds foram colocados individualmente em caixas de polietileno e
observados durante 15 minutos para verificagdo dos seguintes pardmetros: a) crises
convulsivas; b) periodo de laténcia (tempo decorrido desde a administracdo do PTZ até o
aparecimento da primeira convulsdo), c¢) duracdo da crise maxima e d) percentual de mortes
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2010; MARQUES et al., 2014).
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3.4.1.3 Teste de Convulséo Induzida por Pilocarpina

A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico utilizado em modelos
experimentais para reproduzir a fisiopatologia das crises convulsivas e permite investigar e
identificar novos agentes terapéuticos para o tratamento da epilepsia refrataria (CAMPELO et.
al, 2011). Estudos anteriores demonstraram que a administracdo de pilocarpina, induz o
desenvolvimento de convulsfes, estado de mal epiléptico e lesdo cerebral em roedores
(CAMPELO et. al, 2011).

Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo experimental que foi tratado com
6leo de krill (n=10) e grupo controle (n= 10). Ambos receberam pilocarpina na dose de 400
mg/kg por via i.p. e observados durante 60 minutos. Apés os tratamentos, os grupos foram
avaliados de acordo com a classificacdo da crise epiléptica por gravidade conforme a escala de
Racine (1972) (Quadro 2).

Quadro 2. Classificacdo da crise epiléptica por gravidade no teste da pilocarpina

Grau da severidade da crise Sinais clinicos da crise
Grau 0 -Auséncia de manifestagdes criticas
Grau l -Animal parado (congelamento)
Grau 2 -Movimentos orofaciais, mastigatorios e

das vibrissas.
- Clonias na cabeca.

Grau 3 -Movimentos ténico-clonicos (uma ou
duas patas anteriores)

-Crises motoras limbicas com salivacao
intensa

Grau 4 -Elevacdo das patas anteriores (rearing)
com clonias nestas extremidades e queda
do animal para um dos lados

Grau 5 - Crise (clonias) também nas patas
posteriores com generalizacéo

- Crise tonica generalizada com periodos
de pausas respiratorias e cianose

Grau 6 - Morte do animal

Fonte: Racine (1972).
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3.4.2 Estudo da atividade sedativa e ansiolitica
3.4.2.1 Campo Aberto

O aparelho do campo aberto consiste em uma superficie demarcada com circulos e
circundada por um cilindro de acrilico com 28 cm de didmetro e 30 cm de altura. A superficie
é dividida em doze campos com linhas pintadas de preto (Figura 4). E um experimento para
avaliar a atividade motora geral, comportamento exploratério e alguns comportamentos
associados a ansiedade (KUMAR; BHAT; KUMAR, 2014).

Os animais foram colocados no meio do equipamento e observados durante 5 minutos
0s seguintes parametros: a) ambulagéo central (frequéncia de entrada com as quatro patas nos
quadrantes centrais do equipamento); b) ambulagdo periférica (frequéncia de entrada com as
quatro patas na periferia do equipamento); c) nimero de levantamentos (rearing - quando o
animal se apoia apenas com as duas patas traseiras sem encostar na parede do aparelho); d)
tempo de alto limpeza (grooming - tempo que o animal passa lambendo sua pele, rosto ou
genitélia); e) tempo de imobilidade; f) nimero de bolos fecais.

Apds 30 dias de tratamento por via oral (gavagem) os animais foram submetidos ao

campo aberto para avaliagdo comportamental.

Figura 4. Aparelho do Campo Aberto.

Fonte. INSIGHT-BRASIL.
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3.4.2.2 Rota Rod

O teste Rota Rod representa junto ao campo aberto a principal abordagem geral de
caracterizagdo comportamental em modelos animais. Esta técnica permite detectar prejuizos
como: ataxia, sedacdo e hiperexcitabilidade. O equipamento utilizado foi o EFF 412 rota-rod
para camundongos (Insight-Brasil, Figura 5), o qual mede atividade motora, demonstrando
alteracdes de equilibrio e coordenagdo em animais de laboratério. Apos 30 dias de tratamento,
com Gleo de Krill por via oral (gavagem), os animais foram colocados com as quatro patas sobre
uma barra giratéria ndo escorregadia, com 2,5 cm de didmetro, elevado a 25 cm do piso, nas
rotacbes de 15 e 30 rotacBes por minuto (rpm). Para cada animal registrou-se o tempo de
permanéncia na barra em um periodo de até 2 (dois) minutos (DUNHAM; MIYA, 1957).

Figura 5. Aparelho Rota Rod.

Fonte. INSIGHT-BRASIL

3.4.2.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é baseado no modelo proposto por Pellow et al.
(1985), para ratos e validado por Lister (1987) para camundongos e consiste de um aparelho
com dois bragos abertos opostos e dois fechados, também opostos, em forma de cruz grega. O
teste de labirinto em cruz elevado corresponde a um importante instrumento de pesquisa para
estudos de comportamentos relacionados & ansiedade, bastante utilizado na descoberta de novos
farmacos. Neste teste ocorre o chamado evento de conflito de aproximacéo-esquiva do animal,
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avaliado em ambiente desconhecido, somado a tendéncia natural de esquiva em relacdo as
regides abertas, potencialmente perigosas e conflituosas (PINTO et al., 2011) (Figura 6).

As principais medidas comportamentais registradas no LCE compreendem: frequéncia
de entrada nos bracos abertos, frequéncia de entrada nos bragos fechados, tempo de

permanéncia nos bracos abertos, tempo de permanéncia nos bragos fechados.

Figura 6. Labirinto em Cruz Elevado.

Fonte. INSIGHT-BRASIL.

3.4.2.4 Monitor de Atividade

O Monitor de Atividade (Figura 7) é um equipamento cuja finalidade € a monitoracao
de movimentos em roedores colocados dentro de uma arena clbica. Os movimentos sdo
monitorados nos eixos X, y e z, ou seja, altura, largura e profundidade. O programa reconhece
movimentos circulares, horario e anti-horario, bem como caminhadas, com a possibilidade de
ser medido o espaco percorrido e o tempo. Parametros avaliados pelo programa neste estudo
foram: distancia percorrida, tempo de movimentacédo e velocidade da movimentagédo, gerando
uma planilha de dados em formato txt e excel (OLIVEIRA et al. 2009).
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Figura 7. Aparelho Monitor de Atividade.

Fonte. INSIGHT-BRASIL.

3.5 EUTANASIA

Apb6s o periodo experimental, os camundongos foram pré-anestesiados com
acepromazina (3 mg/kg) e, em seguida, anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina
(250 mg/kg), por via intramuscular, e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal,
em dose suficiente para eliminar o reflexo corneal (CONCEICAO-SILVA; PRESGRAVE,
2008).

Apds a auséncia do reflexo corneal, administrou-se 1-2 mL/kg de cloreto de potassio e
os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical (DAMY et al., 2010). Todos
os procedimentos desde o inicio do estudo até o0 momento de eutanésia foram realizados para

evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados utilizando o programa estatistico Graph Pad Prism verséo 6.1.
Os testes de hipdtese foram definidos de acordo com a normalidade dos dados, ap0s teste de
D’Agostino & Pearson, bem como a classificacdo das varidveis, sendo utilizado Teste T-
Student, Teste de Mann-Whitney e Exato de Fisher.

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os
resultados foram considerados significativos quando obtido um nivel de significancia menor
que 5% (p < 0,05).
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Destaques

e O 6leo de krill possuiu efeito anticonvulsivante no eletro-choque
e O dleo de krill possuiu efeito anticonvulsivante no teste Pentilenotetrazol (PTZ)
e Sugere-se realizacdo de mais estudos para identificar os mecanismos de acéo

Resumo

A epilepsia é uma doenca caracterizada por transtornos neurolégicos de longa duragdo, onde o
episddio mais grave dessa patologia estd associado a crises de convulsdo. A ciéncia vem
buscando novos farmacos, assim como tratamentos ndo convencionais para fornecer qualidade
de vida aos individuos acometidos por essa doenca. Ha evidéncias cientificas de uma associagdo
entre 0 conteldo de &cidos graxos da dieta e mudancas especificas no sistema de
neurotransmissdao, com destaque para os acidos graxos poliinsaturados, que sdo capazes de
alterar a excitabilidade neuronal, agirem como neuroprotetores, além de possuirem acao
anticonvulsivante. O presente estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos
anticonvulsivantes do 6leo de krill no sistema nervoso central de camundongos. Foram
utilizados 60 camundongos Swiss machos, divididos em Grupo Controle (GC) que recebeu
agua destilada e Grupo Krill (GK) que recebeu o 6leo de krill, ambos por gavagem sendo a
guantidade administrada 1mL/100g de peso do animal/dia, durante 30 dias. As alteracdes
comportamentais foram analisadas no 31° dia por meio dos experimentos: pilocarpina, eletro-
choque e pentilenotetrazol. No teste do eletro-chogue o grupo submetido a suplementacdo com
oleo de krill apresentou um menor tempo de convulsdo quando comparado ao grupo controle.
No teste pentilenotetrazol (PTZ) o GK obteve uma maior laténcia para o aparecimento da
primeira convulsdo, aléem da diminuicdo das convulsdes tonicas e tonico-clonicas quando
comparado ao GC. Néo foi observado resultado significativo para o teste de pilocarpina. Diante
do exposto o dleo de krill € um possivel candidato ao tratamento coadjuvante da convulséo.

Palavras-chave: Lipidios, 0leo de kril, convulséo.
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1 Introducéo

O Sistema Nervoso Central (SNC) é o segundo 6rgdo com maior contetdo de lipidios do corpo
humano, perdendo apenas para o tecido adiposo, com o equivalente a 60% de contetdo
lipidico!. Sendo assim, os acidos graxos estio entre as moléculas mais importantes que
determinam a integridade e o desenvolvimento do cérebro?,

H& evidéncias cientificas de uma associagdo entre o contetdo de &cidos graxos da dieta e
mudancas especificas no sistema de neurotransmisséo no cérebro de ratos, com destaque para
os acidos graxos poliinsaturados. Os &cidos graxos poliinsaturados alteram a excitabilidade
neuronal e sdo neuroprotetores, além de possuirem acdo anticonvulsivante®. Dentre os
beneficios desses acidos graxos temos a melhora da funcdo cognitiva, com aumento da
capacidade de aprendizado e memdria®.

O 6leo de krill € um nutracéutico, obtido de um tipo de crustaceo (Euphausia superba), rico em
acidos graxos poliinsaturados, além de ser uma excelente fonte de acido eicosapentaendico
(EPA) e acido docosahexaendico (DHA)®. Uma das vantagens desse composto, é que ele é
armazenado na forma de fosfolipidio, compondo a membrana celular, exercendo uma funcéo
estrutural, no sendo apenas armazenado como forma de triglicerideos®. E em relagio ao sistema
nervoso central, esse composto melhorou a resposta cognitiva, o aprendizado, além de minimizar
distirbios neuroldgicos’. Sendo assim, 0 presente estudo teve como objetivo investigar os
possiveis efeitos anticonvulsivantes do dleo de krill no SNC de camundongos.

2 Materiais e Métodos
2.1 Material para andlise

O oleo de krill utilizado no estudo foi obtido através de capsulas gelatinosas adquiridas em loja
especializada em produtos nutricionais, cada capsula continha 1 mL desse dleo e foram
armazenadas na embalagem do fabricante, seguindo as instru¢es de armazenamento do mesmo
até o inicio dos testes.

2.2 Animais e Tratamento

O estudo foi permitido pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de
Biotecnologia da UFPB e protocolado sob o numero 0311/14. Foram usados camundongos
swiss, albinos, machos, com aproximadamente 30 dias e com peso corporal entre 31g e 49g,
mantidos a temperatura constante (21 + 1°C), ciclo claro e escuro de 12 horas cada, sendo a
fase clara de 06:00 as 18:00 horas, de acordo com os padrdes recomendados para roedores®.

Os animais foram alimentados com racdo balanceada e agua filtrada ad libitum. Foram
divididos em Grupo Controle (GC) que recebeu agua destilada e Grupo Krill (GK) tratado com
oleo de krill, ambos com n=10 para cada experimento. Cada grupo de animais recebeu por
gavagem 1 mL/100g de peso do animal/dia®, ambos durante 30 dias. Para cada teste
comportamental foram utilizados diferentes grupos de animais, submetidos a avaliacdo 24 horas
apos o Ultimo dia de tratamento.
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2.3 Testes Experimentais

Nos testes das convulsées induzidas pelo eletro-choque auricular os animais foram submetidos
a estimulo elétrico aplicado através de eletrodos com clipes auriculares (ECT UNIT 7801, Ugo
Basile) nos camundongos e 0s mesmos foram observados por no maximo 5 segundos (130 V,
150 Hz, 0,5 s)1%. Os parametros avaliados foram: a) percentagem de animais que apresentavam
convulsdo; b) duracdo da convulsdo (tempo de flexdo e extensdo das patas posteriores) e c)
ndamero de mortes.

No teste de convulsdo induzida pelo PTZ, os animais receberam injecéo de 60 mg/kg de PTZ
(soltvel em agua destilada) por via intraperitoneal (i.p) e foram colocados individualmente em
caixas de polietileno e observados durante 15 minutos para verificagdo dos seguintes
parametros: a) presenca de crises convulsivas; b) periodo de laténcia (tempo decorrido desde a
administracdo do PTZ até o aparecimento da primeira convulsdo); c) duragdo da crise maxima
e d) percentual de mortes**?,

No teste de convulsdo induzida pela pilocarpina os animais receberam pilocarpina na dose de
400 mg/kg por via i.p. ApoOs os tratamentos os grupos foram avaliados de acordo com a
classificacdo da crise epiléptica por gravidade conforme a escala de Racine®3,

2.4 Eutanésia

Apbs o periodo experimental, os camundongos foram pré-anestesiados com acepromazina
(3mg/kg), e anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (250 mg/kg) por via
intramuscular e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) por via i.p., em dose suficiente para eliminar
o reflexo corneal**. Apos a auséncia do reflexo corneal, administrou-se 1-2 mmol/kg de cloreto
de potassio e os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical®®.

2.5 Estatistica

Os dados foram avaliados utilizando o programa estatistico Graph Pad Prism versdo 6.1. Os
testes de hipdtese foram definidos de acordo com a normalidade dos dados, apos teste de
D’Agostino & Pearson, bem como a classificagdo das variaveis, sendo utilizado Teste T-
Student, Teste de Mann-Whitney e Exato de Fisher.

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m.). Os resultados foram
considerados significativos quando obtido um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3 Resultados

Para o teste das convulsdes induzidas pelo eletro-choque auricular os animais tratados com 6leo
de krill tiveram 70% de convulsdes tonico-clonicas enquanto que os do grupo controle
apresentaram 30%, sendo p < 0,0001 (Fig. 1). Com relacdo as convuls@es tonicas 0s animais
do grupo controle tiveram mais convulsfes (80%), estatisticamente significativas com p <
0,0001, que os suplementados com o 6leo de krill (20%) (Fig. 2). Em relagdo ao tempo que 0s
animais permaneciam tendo convulsdes, observou-se que o grupo submetido a suplementagéo
com 6leo apresentou um menor tempo (23,8 £ 2,6s), quando comparado ao grupo controle (33,2
+3,7s) p = 0,03 (Fig. 3).
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= controle
30% 1 oleo de Krill

70%

Convulsoes
tonico-clonicas

Total=100

Fig. 1. Efeito do dleo de krill sobre o nimero de convulsbes tdnico-clénicas em camundongos
submetidos ao teste do eletro-choque durante 5 minutos. Os valores estdo expressos em media + e.p.m,
n=10, *p < 0,05 quando comparado com o GC. Teste T-Student.

3 controle

2 [ oOleo de Krill

80%

Convulsoes tonicas

Total=100

Fig. 2. Efeito do 6leo de krill sobre 0 nimero de convulsdes tdnicas em camundongos submetidos ao
teste do eletro-choque durante 5 minutos. Os valores estdo expressos em media £ e.p.m, n=10, *p < 0,05
guando comparado com o GC. Teste T-Student.
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Fig. 3. Efeito do 6leo de krill sobre o tempo de convulsdo em camundongos submetidos ao teste do
eletro-choque durante 5 minutos. Os valores estdo expressos em media + e.p.m, n=10, *p < 0,05 quando
comparado com o GC. Teste T-Student.

Para o teste das convulsdes induzidas pelo PTZ a laténcia para o aparecimento da primeira
convulséo, dos animais do GC foi de 104,7 + 18,14 s e do GK foi de 211,8 + 33,83 s, sendo
uma diferenca significativa,p<0,05 (Fig. 4).
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Fig. 4. Efeito do 6leo de krill sobre a laténcia para o aparecimento da primeira convulsdo no teste das
convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol. Os dados estdo expressos em media + e.p.m, n=10 *p<0,05
guando comparado ao grupo controle. Teste T-Student.

No tocante ao numero de convulsdes clénicas foram observadas diferencas significativas. Para
0 grupo controle calculou-se uma média de 3,89 + 0,8 abalos e para o grupo experimental de
1,37+ 0,5 abalos, p <0,05. Para as convulsdes tonico-clonicas, também foram observadas
diferencas significativas com nimero meédio de convulsbes de 1,67 + 0,3 parao GC e 0,44 +
0,2 para 0 GK, p <0,05 (Fig. 5).

a) 4- b)
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Fig. 5. Efeito do 6leo de krill sobre o nimero de convulsdes a) clonicas e b) ténico-clénicas no teste das
convulsdes induzidas pelo Pentilenotetrazol. Os valores estdo expressos em media + e.p.m, n=10
*p<0.05 quando comparado ao grupo controle. Teste T-Student.

No teste da pilocarpina para avaliacdo da atividade anticonvulsivante o 6leo de krill ndo
interferiu em nenhum dos parametros observados, tais como: laténcia para a primeira
convulsdo, lacrimejamento,

movimentos orofaciais, bem como o tempo total de convulséo.

4 Discussao

Neste estudo, a atividade anticonvulsivante foi avaliada pela observacéo da presenca ou nao de
convulsdes induzidas por eletro-choque (método fisico) ou por agentes estimulantes centrais
(método quimico), a exemplo do PTZ ao ser administrado o 6leo de krilll por 30 dias em
camundongos. O teste de convulsdo induzido pelo eletro-choque auricular segundo Merrit e
Putman'®, consiste basicamente na estimulagdo por meio de pulsos elétricos repetitivos da
atividade epiléptica, em que o eletro-choque induz a extensao ténica dos membros inferiores.
O PTZ induz as convuls@es por atuar blogueando os canais de cloreto associados aos receptores
de GABAY. Azanchi, Shafaroodi e Asgarpanah'® avaliaram por meio de testes in vivo o efeito
da atividade anticonvulsivante do 6leo essencial de flores Citrus aurantium L., cujas
metodologias utilizadas para avaliacdo foram PTZ e eletro-choque. O estudo concluiu que esse
o0leo essencial apresenta possivel efeito anticonvulsivante, pois apesar de diminuir a laténcia de
convulsdo clénica no PTZ, causou inibicdo da convulsdo tonica, além de diminuir a taxa de
mortalidade no eletro-choque. Um levantamento bibliografico realizado por De Almeida, Motta
e Leite!® lista diversos 6leos essenciais vegetais, como 6leos de Pimpinella anisum L., Psidium
guayanensis, Psidium pohlianum, Tetrapleura tetraptera, os quais apresentaram efeito
anticonvulsivante em testes in vivo induzidos por eletrochoque e por PTZ.

O Oleo de krill é proveniente de um tipo de crustdceo (Euphausia superba) encontrado nas
aguas frias da Antartida. O mesmo possui na sua constituicdo o 6mega-3, na forma de acido
eicosapentaenoico (EPA) e &cido docosaexaendico (DHA) e estes tem demonstrado uma
relacdo estreita na funcdo cognitiva, melhora na resposta de aprendizagem, além de revelar
potencial efeito antidepressivo, minimizando distdrbios neuroldgicos?’.

A busca de substancias bioativas, como alimento funcional, vem crescendo e dentro desse
contexto, o 6leo de krill encapsulado tem conquistado o mercado de nutracéuticos por revelar
varios beneficios a salde, como recuperacdo da homeostase do perfil lipidico, alternativa
promissora na reducdo do fator de risco para doencas cardiovasculares, assim como efeito
positivo na resposta cognitiva??.

Um estudo clinico, caso-controle, realizado com 70 criancas com epilepsia resistentes ao
tratamento convencional, das quais foram divididas em 2 grupos, onde 35 criangas receberam
oleo de peixe e as outras 35 receberam um placebo para avaliagdo da frequéncia e gravidade
dos ataques epilépticos. Esse estudo revelou que as criancas que receberam Gleo de peixe
apresentaram melhora significativa da severidade dos episddios de convulsdes, sugerindo que
0 6mega-3 presente no Gleo de peixe, acidos graxos poliinsaturados na forma de EPA e DHA,
elevogzo limiar de convulsdo nos pacientes epilépticos, promovendo auxilio no controle de
crises<-.

Pode-se sugerir que o 6leo de krill, assim como 6leo de peixe, pode ser considerado uma
excelente alternativa para individuos resistentes aos tratamentos convencionais ja que o 6leo de
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krill e 6leo de peixe representam fontes comparaveis de acidos graxos 6mega-3 na forma de
EPA e DHA. Porém o 6leo de krill ndo é s6 armazenado na forma de triglicerideos, mas também
podem exercer funcéo estrutural ao incorporar de 30 a 65% de fosfolipidios nas membranas
neurais??°, Outro estudo realizado para avaliar a acio benéfica do 6leo de peixe na convulséo,
em roedores que foram suplementados de forma cronica desde a concep¢do embrionéria até a
idade adulta, com os episddios de convulsdo sendo induzidos através da administracdo de 3-
Acido Mercaptopropiénico (MPA), concluiu que a suplementacdo cronica com dmega-3 de
origem marinha pode ter propriedades anticonvulsivantes, pois 0s ratos machos tratados com
Oleo de peixe revelaram maior laténcia para o inicio das crises, com menos episédios
convulsivos?®, em concordancia com os resultados obtidos nos testes de eletro-choque
realizados com 6leo de krill, o qual diminuiu o tempo das convulsdes tonicas. Diante do exposto
0 Omega-3 pode ser uma alternativa potencial no tratamento da epilepsia, assim reforcando a
sua capacidade bioativa.

A suplementacdo com o6leo de krill ndo foi capaz de reduzir os efeitos induzidos pela
pilocarpina. Esta substancia convulsivante € um agonista colinérgico utilizado em animais para
mimetizar a fisiopatologia das convulsées, uma vez que promove lesdes cerebrais em
roedores?*,

Um estudo experimental em ratos submetidos a epilepsia do lobo temporal por pilocarpina
revelou que a administracdo crénica de 0leo de peixe imediatamente ap6s o estado epilético,
foi capaz de apresentar efeitos neuroprotetores e efeitos na neuroplasticidade, O estudo também
constatou que o Oleo de peixe é capaz de controlar as espécies reativas de oxigénio, as quais
sdo aumentadas em animais com epilepsia’. Outro estudo in vivo, realizado por Manaa et al.?®
avaliou o efeito neuroprotetor do 6leo de figado de peixe e propolis em ratos epiléticos, através
do teste da pilocarpina, sugerindo que quando administrados em combinacdo com farmaco
anticonvulsivante apresenta propriedade neuroprotetora contra os distarbios neurofisioldgicos
da epilepsia em ratos. Elwakkad, EI Elshamy e Sibaii*® também estudaram in vivo o 6leo de
figado de peixe e prépolis como produtos naturais de protecdo contra os efeitos colaterais do
valproato (droga anti-epiléptica), dentre eles a diminuicdo da massa 0ssea e 0 aumento de
fraturas. Tendo como resultado, que essa suplementacdo foi capaz de aumentar os marcadores
de formacio dssea e diminuir a reabsor¢do propria. Noor et al.?” avaliaram o efeito anti-
epiléptico de curcumina e 6leo de Sativa Nigella no modelo de pilocarpina de epilepsia no
hipocampo e cortex de ratos em comparacdo com o valproato, farmaco convencional, sem
evidenciar efeitos anticonvulsivantes. Porém, considerando que os efeitos de 400 mg/kg via i.p
de pilocarpina é capaz de induzir alteracfes comportamentais severas, podendo levar a morte.
Assim, a suplementacdo com a dose utilizada neste trabalho do 6leo de krill, bem como a
duracdo do tratamento pode ter sido insuficiente para a evidéncia de um efeito
anticonvulsivante.

Os autores Marzon et al.?8 ao realizarem um estudo experimental com roedores, comparando o
efeito do 6leo de krill perante o efeito do éleo de peixe no perfil de acidos graxos do cérebro,
observaram que apenas o 6leo de krill foi capaz de aumentar significativamente os niveis de
DHA em fosfolipidios cerebrais. Em paralelo o estudo também revelou o efeito benéfico do
oleo de krill no controle da sindrome metabolica em comparacao ao 6leo de peixe. Outro estudo
realizado por Wibrand et al.?® revelou que o 6leo de krill, foi capaz de melhorar a resposta de
aprendizagem, além de apresentar um potencial efeito antidepressivo. Em concordancia, o
estudo experimental realizado por Park et al.*° revelou uma melhora na memoria de ratos
jovens, quando administrados oleo de krill por via oral de forma repetitiva.
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Os efeitos benéficos do dleo de krill no SNC, bem como sua acao anticonvulsivante, observada
nesse trabalho podem ser justificados pela sua contribuicdo significativa a sintese de
fosfolipidios cerebrais. A analise dos resultados sugere que a suplementagcdo com o 6leo de krill
por um periodo de 30 dias apresenta atividade anticonvulsivante, em modelos de epilepsia cujas
convulsdes sdo induzidas por estimulos elétricos, como no teste do eletro-choque, ou por
blogueio dos canais de cloreto associado aos receptores de GABA, como no teste do PTZ. Esses
resultados geram subsidios para testes pré-clinicos onde o mecanismo de acéo do 6leo devera
ser investigado e a atividade anticonvulsivante confirmada, bem como validado o seu uso como
tratamento coadjuvante na epilepsia.
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OUTROS RESULTADOS
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1-Avaliacéo da atividade sedativa e ansiolitica do 6leo de krill

1.1.1 Efeito da suplementacédo do 6leo de krill sobre a imobilidade de camundongos no

teste utilizando o aparelho de campo aberto.

A suplementacdo com 6leo de krill durante 30 dias por gavagem foi capaz de aumentar
o tempo de imobilidade (15,1 £ 4,3 s) em relacéo ao controle (2,2 + 0,7 s), sendo obtido um p=
0,0067 no teste T-Student (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do dleo de krill sobre a imobilidade de camundongos machos submetidos ao
teste do campo aberto durante 5 minutos. Os valores estdo expressos em media + e.p.m, n=10,

*p < 0,05, quando comparado com o GC. Teste T-Student.

No tocante a frequéncia de entrada nos quadrantes centrais, correspondente a ambulacao
central, o dleo de Krill reduziu esse parametro, sendo calculado uma mediana de 16 (8-20),
enguanto que a mediana para o grupo controle foi de 20 (14-26), com p=0,014 no teste do
Mann-Whitney (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do 6leo de krill sobre a ambulagdo central de camundongos machos
submetidos ao teste do campo aberto durante 5 minutos. Os valores estdo expressos em mediana

(minimo-méaximo), n=10, *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle GC.

O oleo de krill também foi capaz de reduzir a ambulagdo periférica com mediana de 47
(27-63) quando comparado ao controle 68 (59-100), sendo p=0,0003 no Teste de Mann-
Whitney (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do 6leo de krill sobre a ambulacdo periférica de camundongos machos
submetidos ao teste do campo aberto durante 5 minutos. Os valores estdo expressos em mediana

(minimo-méximo), n=10, *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle GC.

Em relacdo ao grooming (tempo de auto-limpeza), o 6leo de krill aumentou o tempo
(26,3 + 3.3s), quando comparado ao controle (13,5 £ 3,3s), sendo p < 0,01 (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do 6leo de krill sobre grooming (tempo de auto-limpeza) de camundongos
machos submetidos ao teste do campo aberto durante 5 minutos Os valores estdo expressos em

media £ e.p.m, n=10, p < 0,05, quando comparado com o GC. Teste T-Student.

1.1.2 Efeito da suplementacéo do 6leo de krill sobre o comportamento de camundongos no teste

labirinto em cruz elevada

A andlise dos resultados do numero de entrada, tanto nos bragos abertos quanto nos
bracos fechados do labirinto, bem como o tempo de permanéncia nos bragos abertos, nao
demonstrou significancia estatistica no teste de Mann-Whitney. No que diz respeito ao tempo
de permanéncia nos bracgos fechados, observou-se resultados significativos com p=0,028, cujos
valores de media + e.p.m foram de 226,5 + 8,3 segundos para o grupo suplementado com Gleo
de krill e 189,2 + 13,3 segundos para o grupo controle (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do 6leo de krill sobre o teste de labirinto de cruz elevada em relacdo ao tempo
de permanéncia em bragos fechados . Os valores estdo expressos em media £ e.p.m, n=10, *p

< 0,05 quando comparado com o GC. Teste T-Student.
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1.1.3 Efeito da suplementacéo do 6leo de krill sobre o comportamento exploratorio de

camundongos no teste utilizando o monitor de atividades.

Os animais tratados com o6leo de krill percorreram uma menor distancia (226,1 + 18,5

cm) quando comparado ao grupo controle (282 + 17,8 cm), cujo p < 0,0 4 (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do 6leo de krill sobre a distancia (cm) percorrida por camundongos machos
durante 5 minutos, no teste para avaliar a atividade locomotora . Os valores estdo expressos em

média £ e.p.m, n=10, * p < 0,05 quando comparado com o GC. Teste T-Student.

Os animais tratados com 6leo de krill se movimentaram em um tempo menor (105,7+

8,9s) que o grupo controle (133,1 + 8,7 s), cujo p < 0,04 (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do 6leo de krill sobre o tempo de movimentacéo (s) dos camundongos machos
durante 5 minutos, no teste para avaliar a atividade locomotora. Os valores estdo expressos em

média £ e.p.m, n=10, *p < 0,05 quando comparado com o GC. Teste T-Student.

A velocidade de movimentacdo dos animais tratados com 6leo de krill foi menor (2,2+
0,24 m/s?) que o grupo controle (3,1 + 0,23 m/s?) com p < 0,01 (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do 6leo de krill sobre a velocidade de movimentacg&o (m/s?) dos camundongos
machos durante 5 minutos, no teste para avaliar a atividade locomotora. Os valores estdo

expressos em média + e.p.m, n=10, p < 0,05 quando comparado com o GC. Teste T-Student.

1.1.4 Efeito da suplementacéo do 6leo de krill sobre o comportamento de camndongos no teste
de Rota-rod

Diferencas significativas ndo foram observadas entre o grupo experimental e o controle,

no tocante ao tempo de permanéncia na barra giratoria do aparelho de Rota-Rod.
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