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RESUMO

Dissertagao de mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Cié€ncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria

INFLUENCIA DOS DIFERENTES ACIDOS GRAXOS DA DIETA
SOBRE UM MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR
ANFETAMINA EM RATOS

AUTORA: Fabiola Trevizol
ORIENTADORA: Prof®. Dr*. Marilise Escobar Biirger

LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, abril de 2010

Acidos graxos (AG) sdo constituintes importantes das membranas fosfolipidicas
neuronais ¢ desempenham importantes fungdes no desenvolvimento e funcionamento do
cérebro. Durante as ultimas décadas foram observadas mudancas nos habitos alimentares de
paises ocidentais, com aumento do consumo de AG trans e dmega-6 (n-6) em detrimento do
consumo de acidos graxos dmega-3 (n-3), cujas conseqiiéncias podem estar relacionadas a um
aumento dos danos oxidativos, facilitando o desenvolvimento de doengas neuropsiquidtricas.
A influéncia da suplementagdo com AG n-6 (6leo de soja-OS), trans (gordura vegetal
hidrogenada-GVH) e n-3 (6leo de peixe-OP) sobre parametros comportamentais e de estresse
oxidativo (EO) foram estudados em um modelo animal de mania. Ratos tratados oralmente
com suspensodes de OS, GVH e OP, junto a agua de beber durante 8§ semanas, receberam nos
ultimos sete dias administragdes didrias de anfetamina (ANF-4mg/kg, ip) ou veiculo.
Atividade locomotora, os niveis de vitamina C (VIT C) plasmatico, marcadores de oxidacao
de proteinas e a viabilidade de fatias do estriado e cortex foram determinados. Animais
suplementados com GVH mostraram um aumento da atividade locomotora, maior nivel de
proteinas carbonil no cortex, ¢ menor viabilidade nas fatias do estriado e cortex,
demonstrando efeitos prejudiciais per se. O tratamento com ANF aumentou a atividade
locomotora dos animais de todos os grupos experimentais, porém este efeito mostrou maior
intensidade nos animais que receberam a suplementacdo com GVH (456%). Semelhante, a
ANF aumentou a carbonilacdo de proteinas no estriado (39.5%) e cortex (78%) dos animais
suplementados com GVH, enquanto OS e OP preveniram o dano causado pela ANF no
cortex. O tratamento com ANF diminuiu a viabilidade mitocondrial nos tecidos cerebrais de
todos os grupos, entretanto o grupo suplementado com GVH apresentou maiores danos (46 e
44% de viabilidade no estriado e cortex, respectivamente). A ANF diminuiu os niveis de VIT
C no plasma dos animais suplementados com OS e GVH (22.5 e 22.4%, respectivamente), e
este parametro antioxidante nao foi alterado nos ratos tratados com OP. Os resultados do
presente estudo sugerem que os acidos graxos trans presentes na GVH podem aumentar os
danos oxidativos per se, deixando os animais mais expostos aos danos da ANF. A
suplementagdo com 4cidos graxos n-3 presentes no OP mostraram efeitos protetores sutis,
representados pela preservagao dos niveis de VIT C plasmatico e menor oxidacao de proteinas
no cortex. Maiores estudos devem ser realizados para determinar a influéncia do consumo de
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acidos graxos trans sobre a atividade neuronal, e conseqilientemente sobre a suscetibilidade
para o desenvolvimento de desordens psiquiatricas entre estas, o transtorno bipolar.

Palavras-chave: acidos graxos trans; acidos graxos n-6; acidos graxos n-3; mania; transtorno
bipolar e estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Master Dissertation
Graduate Course in Biological Sciences: Toxicological Biochemistry
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

INFLUENCE DIFFERENT FATTY ACID OF THE DIET ON AN
ANIMAL MODEL OF MANIA INDUCED BY AMPHETAMINE IN
RATS

AUTHOR: Fabiola Trevizol
ADVISOR: Marilise Escobar Biirger
DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: Santa Maria, April, 22, 2010.

Fatty acids (FA) are constituent important of the neuronal phospholipids membranes
and they carry out important functions in the development and function of the brain During
the last decades changes were observed in the feeding habits of western countries, with an
increase of the trans FA and omega-6 (n-6) and detriment of omega-3 fatty acids (n-3)
consumption, contributing to increase the oxidative stress (OS) generation and development
of neuropsychiatric disorders. The influence of FA supplementation containing n-6 (soybean
0il-SO), trans (hydrogenated vegetable fat-HVF) and n-3 (fish 0il-FO) on behavioral
parameters and OS were studied in an animal model of mania. Rats were orally treated for 8
weeks with suspensions of SO, HVF and FO in place of drinking water, and treated with
seven daily administrations of amphetamine (AMPH-mg/kg, ip) or vehicle, in the last week of
oral treatment. Locomotor activity, vitamin C (VIT C) levels, protein oxidation and
mitochondrial slices in striatum and cortex were evaluated. HVF supplemented rats showed
an increase in the locomotor activity, higher levels of carbonyl protein in the cortex, and
lower mitochondrial viability in the striatum and cortex, showing harmful effects per se.
AMPH treatment increased the locomotor activity of all groups, but this effect showed greater
intensity in the rats orally treated with HVF (456%). Similarly, AMPH increased the carbonyl
protein levels in striatum (39.5%) and cortex (78%) of the animals orally treated with HVF,
while SO and FO prevented it in the cortex. AMPH treatment decreased the mitochondrial
viability in cortex and striatum of supplemented rats with all the FA; however the HVF group
showed greater damage (46 and 44% of viability in the striatum and cortex, respectively).
AMPH reduced the VIT C plasma levels of the HVF and SO groups (22.5 and 22.4%
respectively), and this antioxidant parameter has not been changed in the FO treated rats.
Here, we suggest that the trans FA contained in the HVF may increase the oxidative damages
per se, leaving the rats more vulnerable to AMPH damage. FA n-3 contained in the FO
showed subtle protecting effects, which were observed by preservation of the VIT C levels
and lower levels of carbonyl protein in the cortex. Further studies should be conducted to
evaluate the influence of the trans fatty acids consumption on neuronal activity, and
consequently on the susceptibility to psychiatric disorders development among them the
bipolar disorder.

Key-words: trans fatty acids; n-6 fatty acids; n-3 fatty acids; mania; bipolar disorder and
oxidative stress.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Acido Araquidénico - AA

Acido Docosahexaenéico — DHA

Acido Eicosapentaendico — EPA

Acido Graxo — AG

Acido Graxo saturado — AGS

Acido Graxo Trans — AGT

Acido Linoléico — LA

Acido o-linolénico — ALA

Acido Graxo Poliinsaturado — PUFA (em inglés polyunsaturated fatty acids)
Acido Graxo Essencial — EFA (em inglés essential fatty acids)
Anfetamina — ANF

Catalase — CAT

Dopamina — DA

Espécies Reativas do Oxigénio - EROs

Estresse Oxidativo — EO

Glutationa Peroxidase — GPx

Gordura Vegetal Hidrogenada — GVH

Neuroprotectina D1 — NPD1

Oleo de peixe — OP

Oleo de soja — OS

Omega 3 —n-3

Omega 6 - n-6

Radicais Livres — RL

Sistema Nervoso Central — SNC

Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitirico - TBARS (em inglés thiobarbituric acid
reactive substances)

Superdxido Dismutase — SOD

Transtorno Bipolar — TB



SUMARIO
APRESENTAGAO. ... eneens 13
L. INTRODUGAO. ...t 14
2. OBUIETIVOS......o oottt sb et be e ese s se s s 17
2.1.0DJEUIVO GEIAl.......ooeieeieeeeeeee et 17
2.2. Objetivos ESPECITICOS........ccviouiieieieceee e 17
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......coooriiriirieieiieeiseeiseise s 18
B L. LIPIAEOS ..ottt ettt ettt et eae s 18
3.2 ACIOS graX0S ESSENCIAIS. ..........veveveeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e ees e 19
3.2.1. Acidos Graxos Essenciais ¢ Fungdes Cerebrais..............coevueveeeeereeueeeennns 21
3.2.2. Caréncia de EFAs e a suscetibilidade as doengas ...........ccccccevveecvveeeneeennenn. 23
3.3, ACIAOS GraX0S tIANS. ... 24
3.3.1. Acidos graxos trans e agdes sobre as fungdes celulares ..............ccevevvenenn.. 26
3.3.2. Acidos graxos trans e o desenvolvimento de doengas...............ccccoceeueveeunn... 27
3.4. Consumo de acidos graxos essenciais X acidos graxos trans ..............ccccceeveen.. 28
3.5, Transtorn0 DIPOIAT ...........ccveiieieeeee et 29
3.5.1. Modelo animal de Mania..............cooovuviiieeiiiieee it 32
4. MANUSCRITO ..ottt ettt ettt b e sb et b s e e esesaeneas 34
5. DISCUSSAOD.......ooiireireiieieeiiesieesee s 54
6. CONCLUSOES........oriiiriiriiieieeiie ettt 56

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... e 57

12



13

APRESENTACAO

Nos itens INTRODUGCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA, constam uma revisio
sucinta da literatura sobre os temas trabalhados nesta dissertagao.

A metodologia realizada e os resultados obtidos que fazem parte desta dissertacao
estdo apresentados sob a forma de um manuscrito, que se encontra no item MANUSCRITO.
No mesmo contam as se¢des: Materiais ¢ Métodos, Resultados, Discussdao ¢ Referéncias
Bibliograficas.

Os itens DISCUSSAO ¢ CONCLUSOES, encontradas no final desta dissertacdo,
apresentam descrigdes, interpretacdes e comentarios gerais sobre os resultados do manuscrito
presente neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO e
CONCLUSOES desta dissertacio.
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1- INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, foi observado um aumento do consumo de alimentos
industrializados nos paises ocidentais (BAGGIO e BRAGAGNOLO, 2006). Estes alimentos
contém quantidades significativas de dacidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados (PUFAs, do inglés “polyunsaturated fatty acids”) da série dmega-6 (n-6)
(BAGGIO ¢ BRAGAGNOLO, 2006; SAGUY e DANA, 2003), bem como concentragdes
consideraveis de acidos graxos trans (AGT) (HULSHOF e cols., 1999; ALLISON e cols.,
1999). Essa mudanga nos habitos alimentares promoveu um aumento da relagdo entre PUFAs
n-6/n-3, principalmente pela ingestdo reduzida de acidos graxos 6mega-3 (n-3) (AILHAUD e
cols., 2006). O aumento do consumo de AGT representa uma perda no valor nutricional dos
alimentos, e o impacto desta condi¢do na saude humana precisa ser monitorado.

Os PUFAs n-3 e n-6 sdo denominados 4cidos graxos essenciais (EFA, do inglés
“Essential Fatty Acids”). De modo geral, os EFAs n-6 sdo abundantemente encontrados nos
Oleos vegetais, enquanto os EFAS n-3 estdo presentes em oleaginosas como nozes, castanhas,
em alguns 6leos vegetais (linhaca e canola), e nos peixes de aguas frias e profundas como a
sardinha e o salmao. Os EFAs sdo os principais componentes das membranas fosfolipidicas e
a sua ingesta da dieta reflete a composicao das membranas fosfolipidicas neuronais (HAAG,
2003,; YEHUDA e cols., 2005), o que afeta importantes funcgdes fisiologicas, dentre estas: a
influéncia na resposta inflamatoria e geracdo de radicais livres, fluidez e permeabilidade da
membrana neuronal, densidade e responsividade dos receptores de membrana, transducdo de
sinais, entre outros (YEHUDA, 2003; DAS, 2003; YEHUDA e cols., 2005).

PUFAs n-6, como o acido araquidonico, sdo precursores de eicosanoides com maior
propriedade pro-inflamatéria, a qual se relaciona a dor, inflamacdo e génese tumoral
(BORSONELO e GALDUROZ, 2008). Ja os PUFAs n-3 estdo relacionados com a sintese de
eicosandides menos pro-inflamatdrios, neuroprotectinas e resolvinas (antioxidantes
nutricionais), ¢ também influenciam a transdugdo de sinais, controlando a atividade de
neurotransmissores (dopamina, serotonina e glutamato) (YEHUDA, 2003; CHALON e cols.,
2001) e de segundos mensageiros (NATALIE e cols. 2009).

Os AGT presentes na dieta sdo oriundos principalmente de AG parcialmente
hidrogenados de ampla utilizagdo em alimentos industrializados (CANTWELL e cols., 2005;
MOZAFFARIAN e cols., 2006), de dleos refinados, e em menores propor¢des na carne, leite
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e produtos derivados de ruminantes (PRECHT e MOLKENTIN, 1996; STENDER e cols.,
2008).

Um alto consumo de AGT em uma dieta deficiente de EFAs conduz a substitui¢ao
destes pelos AGT nas membranas fosfolipidicas celulares, causando alteragdes na fluidez de
membrana e nas respostas de seus receptores (GURR e HARWOOD, 1991; ROACH e cols.,
2004), além de um aumento nos marcadores de inflamagdo (MOZAFFARIAN, 2006). As
conseqiiéncias associadas ao consumo desproporcional de alimentos ricos em AGT incluem
deficiéncias do sistema imunoldgico (ENIG, 2000), disfungdes sexuais, aumento do risco para
doengas cardiovasculares (SUN e cols., 2007; MENSINK e cols., 2003; COLON-RAMOS e
cols., 2006; WILLETT, 2006) e diabetes (SALMERON e cols., 2001; HU e cols., 2001).
Sugere-se ainda que os acidos graxos trans possam afetar o desenvolvimento fetal por
inibi¢do da biossintese de EFAs (DECSI e KOLETZKO, 1995), além de causar uma redugao
sérica da vitamina E apds o nascimento (KOLETZKO, 1992;. CASSAGNO e cols., 2005).

Levando em consideracdo as mudancas dos habitos alimentares, estudos associam
baixas concentracdes de EFAs n-3 a diferentes desordens de natureza neuroldgica e
psiquiatrica (PEET e STOKES, 2005; RICHARDSON, 2006; BORSONELO ¢ GALDUROZ,
2008), especialmente depressdo, hiperatividade, doenca de Hiintington, esquizofrenia,
transtorno bipolar (TB) (STOLL e cols., 1999; CLIFFORD e cols., 2002; BOURRE, 2004;
DAS, 2004; YEHUDA e cols., 1987; 2005; PARKER e cols., 2006), entre outras.

O TB ¢ caracterizado pela oscilagdo cronica do humor entre dois pdlos (depressdo e
mania) (WEISSMAN e cols., 1996; GRANT e cols., 2005; MULLER-OERLINGHAUSEN,
BERHOFER e BAUER 2002). Apesar do elevado impacto social, pouco se sabe a respeito da
fisiopatologia do TB, cujas bases biologicas incluem estudos relacionados as vias neuro-
hormonais, neuro-transmissdo, vias de transcricdo de sinal, regulacdo da expressdo génica,
estresse oxidativo (EO), entre outros (SHALTIEL, CHEN e MANIJI, 2006).

Evidéncias mostram o envolvimento de espécies reativas de oxigénio (EROS) nos
transtornos neurologicos e psiquidtricos devido a elevada vulnerabilidade do sistema nervoso
central ao estresse oxidativo (TAKUMA, BABA e MATSUDA 2004). Estudos recentes tém
mostrado alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes de pacientes com TB, bem como
maiores danos oxidativos (MACHADO-VIEIRA, 2007; OZCAN e cols., 2004; RANJEKAR
e cols., 2003; KULOGLU e cols., 2002).

Neste contexto, a mudanca dos habitos alimentares nos paises ocidentais
(SIMOPOLOUS, 2006), motivada principalmente pelo consumo de “fast foods” e alimentos

pré-prontos congelados, e o aumento da incidéncia de desordens neuro-psiquiatricas (HAAG,



16

2003) tém despertado o interesse e o debate no meio cientifico. No entanto, tais observacoes
carecem de estudos experimentais e clinicos, raramente encontrados na literatura.
Diferentemente, estudos de outra natureza, tais como a influéncia desta mudanca de habito
alimentar (consumo elevado de gordura trans e pobre em gordura insaturada) sobre o
desenvolvimento de doengas hiperlipidémicas, cardiovasculares, obesidade e diabetes (SUN e
cols., 2007; MENSINK e cols, 2003; COLON-RAMOS e cols, 2006; WILLET, 2006;
SALMERON ¢ cols, 2001; HU e cols, 2001), sao facilmente encontrados na literatura. Tais

observagdes foram o estimulo inicial para o desenvolvimento do presente estudo.
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2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo geral:

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da suplementacdo de gordura
vegetal hidrogenada (rico em AG trans), 6leo de soja (rico AG n-6) e dleo de peixe (rico em
AG n-3), sobre pardmetros de comportamento e marcadores de estresse oxidativo em ratos,
bem como a influéncia do consumo destes acidos graxos sobre o desenvolvimento de

desordens neuropsiquiatricas, avaliado através de um modelo animal de mania.

2.2. Objetivos especificos:

- Tratar ratos Wistar com diferentes acidos graxos a partir do desmame (21 dias de idade) e
avaliar sua influéncia sobre pardmetros de comportamento e alteracdes bioquimicas (danos

oxidativos e defesas antioxidantes);

- Tratar ratos Wistar com diferentes acidos graxos a partir do desmame (21 dias de idade) e
avaliar a suscetibilidade dos mesmos para o desenvolvimento de mania induzida por

anfetamina;

- Avaliar o efeito dos diferentes AG suplementados na dieta sobre niveis plasmaticos de
vitamina C, e sobre os niveis de carbonilacdo de proteinas em tecidos do cérebro (cortex e

estriado), bem como a viabilidade mitocondrial, determinada nos mesmos tecidos cerebrais;

- Avaliar o efeito da administragdo de anfetamina sobre niveis plasmaticos de vitamina C, e
sobre os niveis de carbonilacdo de proteinas e a viabilidade mitocondrial em cortex e estriado

dos animais tratados com as diferentes suplementagdes;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

3.1. Lipideos

Os alimentos possuem quantidades significativas de lipidios (trigliceridios,
diglicerideos, monoglicerideos, colesterol, ésteres de colesterol, dcidos graxos e fosfolipidios)
(SALEM, 1999), os quais, juntos com proteinas ¢ hidratos de carbono fornecem energia ao
corpo, mantendo outros processos celulares vitais.

Quimicamente, os lipideos sdo misturas de glicerideos que, por sua vez, sdo estruturas
formadas pela associagdo quimica entre o glicerol e uma, duas ou trés moléculas de acidos
graxos. Os acidos graxos (AG) sdo formados por uma cadeia hidrocarbonada (2 a 20 ou mais
atomos de carbono), com uma carboxila (HO-C=0) em um extremo da cadeia ¢ uma metila
(CH3) no outro, cuja classifica¢do envolve a sua estrutura quimica e o comprimento da cadeia
carbonica, podendo ser saturados (sem dupla liga¢do na cadeia), monoinsaturados (uma dupla
ligacdo) ou poliinsaturados (duas ou mais duplas ligagdes).

Os AG saturados se encontram, predominantemente, em alimentos como carne, ovos,
queijo, leite, manteiga, 6leos de coco e palma e também em 6leos vegetais hidrogenados. O
acido oléico ¢ o mais comum dos AG monoinsaturados e se encontra na maioria das gorduras
animais, incluindo carne de aves, de vaca e cordeiro, bem como em azeitonas, sementes €
nozes.

Uma alimentacdo equilibrada deve conter até 30% do total didrio das calorias, em
forma de lipideos. AG sdo fundamentais em muitos processos vitais, sendo que alguns destes
podem ser destacados: produgdo hormonal; transporte de vitaminas; envolvimento nas
membranas celulares; participacdo nas fungdes imunologica e pro/anti-inflamatorias; reducao
do esvaziamento gastrico com influéncia no poder de saciedade das dietas; participacdo no

sabor e textura dos alimentos.
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3.2. Acidos Graxos Essenciais

Os PUFAS sao considerados acidos graxos essenciais por nao serem sintetizados em
mamiferos e necessarios para compor a membrana fosfolipidica neuronal (SOLFRIZZI e
cols., 2005; YEHUDA e cols., 2005; HONSTRA, 2001), o que requer a sua ingesta a partir da
dieta. Podem ser classificados principalmente nas séries 6mega-6 (n-6) e dmega-3 (n-3), que
se diferenciam na posi¢do da primeira dupla ligagdo contando a partir do grupo metilico
terminal da cadeia. O 4cido linol¢ico (LA, 18:2 n-6) (figura 1), representante da série n-6, esta
presente em abundancia nos oOleos vegetais de girassol, milho, soja, algoddo entre outros
(SANGIOVANNI e CHEW, 2005). Os AG da série n-3 como o acido a-linolénico (ALA,
18:3 n-3) (figura 2) ¢ encontrado em quantidades apreciaveis nas nozes e sementes
oleaginosas como a linhaga, canola e soja (DZIEZAK, 1989; HULBERT e cols., 2004). Ja os
acidos eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) (figura 2) e docosahexaendico (DHA, 22:6 n-3)
(figura 2), os quais sdo considerados AG de cadeia muito longa (LC-PUFA do inglés “Long
Chain Polyunsaturated Fatty Acids”), sdo encontrados em algas, microalgas, fitoplancton e
peixes (salmao, sardinha, truta...) de aguas salgadas frias e profundas (WAINWRIGHT, 1992;
HULBERT e cols., 2004).

H 1 9 12

Acido Linoléico (LA) (18:2 n-6)

HO™ 1 5 8 1 14
Acido Araquidonico (AA) (20:4 n-6)

Figura 1 : Acidos Graxos Essenciais Poliinsaturados Omega 6 (n-6)
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Figura 2. Acidos Graxos Essenciais Poliinsaturados Omega 3 (n-3)

Os acidos linoléico e a-linolénico, quando consumidos, podem ser alongados em
cadeias de pelo menos 20 ou 22 carbonos (Figura 3). O LA pode ser metabolizado em outros
AG da série n-6, incluindo o 4cido araquiddnico (AA, 20:4 n-6). O ALA ¢ metabolizado em
outros AG n-3, entre eles 0 EPA e o DHA, tendo sido demonstrado que os niveis teciduais de
EPA podem ser aumentados com a maior ingesta de alimentos ricos em ALA, porém os niveis
de DHA nao sao alterados (MANTZIORIS e cols., 2000). Este processo metabolico ¢
mediado por enzimas conhecidas como alongases (adicdo de duas unidades de carbono) e
dessaturases (adi¢dao de dupla ligagdo), as quais participam na formacdo dos LC-PUFAs, n-6 e
n-3, resultando em uma competicdo metabolica entre os dois grupos (SALEM, 1999). Como
resultado dessa competicdo, EMKEN e cols. (1994) mostraram que a conversao de ALA em
metabolitos LC-PUFAS pelas dessaturases, ficou reduzido em = 50% quando o consumo de
LA foi duplicado, considerando o consumo total de energia diaria. Neste sentido, um excesso
de LA podera dificultar a transformacao de ALA nos derivados EPA e DHA, e vice-versa. O
equilibrio do consumo desses dois sub-tipos de acidos graxos é necessario para a manutengao

adequada de suas diferentes fungdes fisiologicas (SALEM, 1999).
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Figura 3. Competi¢do metabodlica entre as séries dmega-6 (n-6) e 6mega-3 (n-3) (LAURITZEN e cols., 2001).

3.2.1. Acidos graxos essenciais e fungdes cerebrais

O sistema nervoso central (SNC) ¢ Unico quando comparado a outros sistemas,
principalmente porque ndo utiliza os acidos graxos ALA e LA para incorporacdo nas
membranas neuronais, mas apenas seus produtos de dessatura¢ao e alongamento, como DHA,
EPA e AA (DAS e VADDADI, 2004; MAZZA e cols., 2007).

O cérebro necessita aporte adequado de 4cidos graxos para manter sua integridade

estrutural e conseqiientemente suas fungdes normais, principalmente por apresentar elevado
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teor de lipideos de membranas, que corresponde a 50% do seu peso seco, € entre estes, 25%
sdo EFAs (MARTEINSDOTTIR e cols, 1998; UAUY ¢ DANGOUR, 2006),

Muitas fungdes fisiologicas foram atribuidas aos EFAS, dentre as quais podemos
destacar a participacdo na composi¢io das membranas fosfolipidicas celulares (HOGYES e
cols., 2003; HICHAMI e cols., 2007; SUMIYOSHI e cols., 2008), a modulacao da expressao
génica (HORROCKS e FAROOQUI, 2004; MAZZA e cols., 2007), o envolvimento nos
processos de transducdo de sinais (FARKAS e cols., 2002; McNAMARA e CARLSON,
2006), a geracdo de segundos mensageiros e regulacdo de canais idnicos e de receptores
(FAROOQUI, HORROCKS ¢ FAROOQUI, 2000). Também, a modificagdo da atividade da
proteina-kinase C, influéncia na sintese de radicais livres e 6xido nitrico (YEHUDA, 2003;
DAS, 2003), reducdo da agregacdo plaquetaria (CLARKE e cols., 2005), geragdo de
eicosandides (CLARKE e cols., 2005; MAZZA e cols.,, 2007), e sua importancia no
desenvolvimento neuronal (LEVANT, RADEL ¢ CARLSON, 2004).

Sabe-se que o PUFA AA (n-6) ¢ essencial para o crescimento normal, e € criticamente
importante por sua funcdo na sinalizacdo e divisdo celular, bem como precursor dos
eicosanodides da série 2 e leucotrienos da série 3, que além de potentes agentes pro-
inflamatorios também desempenham fungdes na transmissao sinaptica (ELIAS e INIS, 2001).

Os eicosanodides formados a partir de PUFAs n-3 sdo estruturalmente semelhantes aos
conhecidos eicosandides derivados do AA, mas com uma fraca agdo inflamatoria e agregante
plaquetéria (SEE LEE e cols., 1984). Isto contrasta com a biossintese e as agdes dos membros
das familias de resolvinas e protectinas que apresentam agdes biologicas potentes, ja
demonstradas in vitro e in vivo. Os PUFAs n-3 sdo mediadores de pro-resolvinas que incluem:
resolvinas da série E sintetizadas a partir do EPA; resolvinas da série D sintetizadas a partir
do DHA e as neuroprotectinas / protectinas sintetizadas do DHA. Recentemente, Lukiw e
cols. (2005) mostraram que o derivado enddégeno do DHA (neuroprotectina D1- NPD1)
exerce atividade regulatoria, neuroprotetora e antiinflamatoria neuronal, além de estar
envolvido na programacdo dos gene de expressdo e atividade anti-apoptotica, promovendo a
sobrevivéncia dos neuronios que estdo sob estresse oxidativo.

O contetdo de DHA em muitas regides cerebrais ¢ 30 a 50% maior que o AA,
exercendo um papel critico no funcionamento do sistema nervoso central (particularmente
membrana sinéptica) e retina. Estudos realizados em recém-nascidos primatas (ndo humanos)
e humanos, indicam que o DHA ¢ essencial para o desenvolvimento e o funcionamento
normal da retina e do cérebro (BIRCH e cols., 2002; 2002; SANGIOVANNI e cols., 2000;
NEURINGER, 2000; CHAMPUX e cols., 2002). Acredita-se que deficiéncias de DHA
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durante desenvolvimento pré e pos-natal afetam a acuidade visual, as funcdes cognitivas e,
possivelmente, o comportamento e a suscetibilidade as desordens psiquiatricas (FUGH-
BERMAN e COTT, 1999).

Estudos com animais de laboratério demonstraram que o DHA e EPA sdo
antioxidantes nutricionais e reduzem a formacdo de perdxidos de lipideos no cérebro
(HOSSAIN e cols., 1999; CHOI-KWON e cols., 2004) e no figado de ratos (YILMAZ ¢ cols.,
2004). A atividade neuroprotetora do DHA também foi evidenciada através das propriedades
antioxidantes in vivo (HASHIMOTO e cols., 2002; YAVIN e cols., 2002; CALON e cols.,
2004; WU e cols., 2004; BAZAN, 2005), através do aumento da atividade da glutationa
redutase (HASHIMOTO, 2002), diminui¢do da oxidagao de proteinas (CALON e cols., 2004;
WU e cols., 2004) e dos niveis de perdxidos de lipidios e espécies reativas de oxigénio
(EROs) (HASHIMOTO e cols., 2002; 2006). Estudos demonstraram também que o DHA
participa diretamente da modulagdo da expressdo génica, em processos que envolvem estresse
oxidativo, sinalizagdo e divisao celular, crescimento e apoptose (SIMOPOULQOS, 2006;
YAVIN, 2006).

Foi demonstrado que a incorporagao de DHA na membrana celular também aumenta a
fluidez da membrana (plasticidade sindptica), a qual pode contribuir para as fungdes cerebrais
via habilidades delas de ligar e iniciar o processo de transducao de sinal (MITCHELL e cols.,
2003; MURPHY, 1990). DHA e EPA também podem influenciar nas fun¢des cerebrais
afetando a producdo e a fun¢do de neurotransmissores tais como a serotonina € a dopamina
(DU BOIS e cols., 2006; FENTON e cols., 2000), inibicdo da fosfolipase A, (BENNET e
HORROBIN, 2000), e inibi¢ao da proteina kinase C (SEUNG e cols., 2001).

Em sintese, DHA e EPA participam de numerosas fungdes celulares, incluindo a
fluidez de membrana, atividade enzimatica de membrana e sintese de eicosanoides, os quais
sdo essenciais para o desenvolvimento cerebral de criangas, € necessarios na manutengdo das

fungdes cerebrais (MAZZA e cols., 2007).

3.2.2. Caréncia de EFAs ¢ a suscetibilidade as doencas

Como ja mencionado, EFAs sdo componentes estruturais e das funcdes celulares,
principalmente cerebrais, desde a infancia até o envelhecimento, estando envolvidos no

desenvolvimento de muitas doencas. Alguns sintomas da deficiéncia de EFAs incluem
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fadiga, problemas dermatologicos, deficiéncia imune, desordens gastrointestinais, problemas
cardiacos e circulatorios, retardo no crescimento e esterilidade (YEHUDA & MOSTOFSKY,
1997, TAPIERO e cols.,, 2002). Além destas, deficiéncias de PUFAs parecem estar
implicados no desenvolvimento ou agravamento da artrite reumatoide, asma, cancer de mama
e de prostata (SHAPIRO, 2003).

De particular importancia para as fungdes do SNC, a caréncia de n-3 foi associada a
depressao (FERRAZ e cols., 2008), desordens de hiperatividade (BURGESS e cols., 2000),
processo de envelhecimento, aprendizado e memoria (BOURRE, 2004). Ainda existem
poucos estudos sobre os efeitos da deficiéncia de AG n-3 a longo prazo, mas sugere-se uma
contribuicdo para o desenvolvimento de hipertensdao arterial (ARMITAGE e cols., 2003),
doenca de Huntington (CLIFFORD e cols., 2002), esquizofrenia (DAS, 2004) e transtorno
bipolar (STOLL e cols., 1999; PARKER e cols., 2006). Por outro lado, a obtencdo de 6mega
3 a partir da dieta pode agir sobre parametro oxidante/antioxidante em regides
dopaminérgicas cerebrais (SARSILMAZ e cols., 2003) e o hipotalamo (SONGUR e cols.,
2004), sugerindo protecdo em doencas neurologicas, motoras, bem como nas desordens

neuropsiquiatricas (BLACK e cols., 1984).

3.3. Acidos graxos trans

Nos reinos animal ¢ vegetal, os AG geralmente possuem insaturagdes na forma Cis,
que ocorrem quando os hidrogénios ligados aos carbonos da dupla ligacdo encontram-se no
mesmo lado da cadeia carbonica (CHRISTIE, 2003; MARTIN e cols.,2007). Na forma trans,
estes atomos de hidrogénio localizam-se em lados opostos da cadeia carbonica, formando
uma molécula linear, semelhante a um acido graxo saturado (AGS) (figura 4). A conformagado
linear ¢ o estado de menor energia e permite um melhor empacotamento das moléculas,
ficando mais proximas umas das outras e aumentando a interacdo entre elas. A conseqiiéncia
disso ¢ o aumento do ponto de fusdo dos AGS e AGT, em relagdo aos acidos graxos

insaturados cis (CURI, 2002).



25

"
-, rs g ]
# 5 e

"-.v ‘H - - = i
--‘ Ly Acido estearico
e Acido elaidico

-, trans

o -

Acido oléico
cis

Figura 4: Estrutura quimica do acido graxo cis-monoinsaturado (oléico), o acido graxo trans-monoinsaturado
correspodente (elaidico) e acido graxo saturado correspondente (estearico) (STENDER e DYERBERG, 2003).

Os 4acidos graxos trans (AGT) podem ser produzidos industrialmente, mas também
ocorrem naturalmente. Industrialmente, eles sao formados durante a hidrogenagao parcial de
6leos vegetais, quando um hidrogénio ¢ adicionado a dupla ligagdo carbono-carbono dos AG
na presenca de catalisadores, o que converte oleos vegetais liquidos em gorduras semi-solidas
(MOZAFFARIAN e cols., 2006). Naturalmente, os AGT estdo presentes na carne, leite e
derivados de ruminantes, e sdo resultantes da bio-hidrogenacdo de PUFAs, pela presenca de
bactérias no raumen desses animais (JAKOBSEN e cols., 2006).

O processo de hidrogenagdo parcial concede algumas propriedades fisicas das
gorduras saturadas aos 6leos vegetais, tais como consisténcia mais firme, maior ponto de
fusdo e estado fisico semi-sélido a temperatura ambiente. Tais mudangas aumentam a
estabilidade oxidativa destes oleos, conferindo maior resisténcia frente a deteriorizacao dos
sabores e aromas. A presenca destes 0leos nos alimentos também melhora a estabilidade das
gorduras durante a fritura, prolongando a vida de prateleira dos alimentos (CURI, 2002;

TARRAGO-TRANI e cols., 2006; ECKEL e cols., 2007).
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Os AGT estdo presentes em quantidades variadas em diferentes produtos, mas
principalmente nos alimentos processados com Oleos parcialmente hidrogenados, como
recheios de biscoitos, formulacdes de bases para sopas e cremes, sorvetes, batata frita,
salgadinhos de pacotes, pipoca para microondas, margarinas, empanados de frango, paes,
lanches de preparacdo réapida (“fast-foods™), bolos, tortas industrializadas e assados
(SEMMA, 2002)

Apesar de sua utilidade tecnologica, os efeitos do consumo desses acidos graxos nos
alimentos tém sido objeto de grande controvérsia no que diz respeito aos aspectos do seu
metabolismo, absor¢do, acumulo no organismo e os seus efeitos nas fungdes enzimaticas,
formagdo de prostaglandinas, transporte e deposi¢do de colesterol nas artérias, doengas

cardiacas e cancer. (MANCINI e CHEMIN, 1996).

3.3.1. Os acidos graxos trans e as funcgdes celulares

Os AGT da dieta sdo absorvidos e transportados até as células, onde sdo utilizados
como fonte de energia ou depositados nos tecidos para utilizagdo futura (CURI, 2002). Nos
tecidos humanos, a absorcdo, o transporte, a incorporacao e a excre¢do dos AGT ocorrem de
forma similar a outros AG da dieta (IOM, 2002), competindo inclusive pelos mesmos
sistemas enzimaticos envolvidos na sintese de PUFAs (MAHFOUZ ¢ KUMMEROW, 1999),
porém, estes ndo apresentam a mesma atividade dos EFAs (KHOSLA e HAYES, 1996).
Aparentemente, as concentracdes de AGT incorporados aos tecidos refletem seu consumo.
Estudos relacionados a incorporacdo dos AGT em tecidos de ratos, mostraram que os teores
de isomeros trans adicionados nas dietas foram suficientemente incorporados e
metabolizados, alterando o perfil de AG nos tecidos desses animais (LOI e cols., 2000;
SABARENSE ¢ MANCINI-FILHO, 2003).

Os AGT sao capazes de modular a funcdo celular, alterando a fluidez de membrana
(menos fluida) e as respostas dos receptores de membrana, quando incorporados aos
fosfolipidios de membranas celulares (GURR e HARWOOD, 1991; ROACH e cols., 2004).
Em uma revisao sobre possiveis mecanismos moleculares dos AGT, foi sugerido que os AGT
poderiam afetar as fungdes e repostas celulares devido a sua capacidade de ligacdo e
modula¢do dos receptores nucleares, os quais regulam a transcrigdo de genes,

(MOZAFFARIAN e cols., 20006).



27

A relagdo entre os AGT e os mecanismos pro-inflamatdrios e pré-apoptoticos nao
estdao bem estabelecidos. Teoricamente, os AGT modulariam as respostas de macrofagos e
monocitos em humanos, aumentando a produg¢do do fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina-6, bem como os niveis de proteina quimio-atrativa de monoécito 1 (indicadores de
inflamacao). Os AGT também afetariam a func¢do vascular, pois parecem aumentar os niveis
circulantes de biomarcadores da disfuncao endotelial, bem como influenciar o metabolismo
de AG nos adipdcitos (MOZAFFARIAN e cols., 2006). Estudos associaram positivamente a
alta ingestdo de AGT e o aumento da atividade do sistema TNF e aumento de interleucina-6 e
proteina C reativa. Neste estudo, alta ingestdo de AGT foi associada com maiores niveis de
marcadores da disfungdo endotelial (E-selectina), sugerindo que uma alta ingestdo de AGT
pode afetar adversamente a funcao celular endotelial (LOPEZ-GARCIA e cols, 2005).

Estudos mostram também que os AGT inibem a reacdo de dessaturagdo dos LA e
ALA para AA, DHA e EPA, favorecendo o metabolismo de AGT monoméricos ¢ de AG n-6
ou n-3 em isdmeros incomuns que se incorporados aos tecidos, alteram as fungdes das

membranas ou dos eicosanoides (INNIS e KING, 1999; INNIS, 2006).

3.3.2. Acidos graxos trans e o desenvolvimento de doengas

Como ja citado, evidéncias recentes indicam que os AGT promovem inflamagao. A
inflamacgao ¢ um fator de risco para aterosclerose, morte cardiaca subita e diabetes, assim, os
efeitos pro-inflamatorios dos AGT podem explicar em parte seus efeitos sobre a saude
cardiovascular (MAZAFFARIAN e cols., 2006). Estudos sugerem também que os AGT
podem causar disfun¢do endotelial (MAZAFFARIAN e cols.,, 2006), e essa tem papel
importante no desenvolvimento e progressao da aterosclerose e outras doengas
cardiovasculares (LOPEZ-GARCIA e cols., 2005; ZAPOLSKA-DOWNAR e cols., 2006).

Virios estudos ja demonstraram que um alto consumo de AGT aumenta os riscos de
doencas cardiovasculares, aumentam as concentracdes plasmaticas de LDL e reduzem
significativamente a concentragdes do HDL (SUN e cols., 2007, MENSINK e cols., 2003;
COLON-RAMOS e cols., 2006; WILLETT, 2006). Estudos mostram também a associa¢ao
positiva entre a ingesta de AGT e os riscos para diabetes (SALMERON ¢ cols., 2001; HU ¢

cols., 2001). Embora seja sugerido que o aumento de risco para o cancer ¢ causado pelos
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AGT, seus efeitos sobre o cancer ainda sao contraditérios (STENDER e DYERBERG, 2004;
KOHLMEIER e cols., 1997).

A alteragdo na composicdo dos fosfolipidios de membrana neuronal também esta
associada com a fisiopatologia de doengas neurologicas e psiquiatricas, incluindo
hiperatividade, esquizofrenia, depressdo e transtorno bipolar (COTT, 1999). Desta forma, a
incorporagdo dos AGT nos fosfolipidios da membrana neuronal também pode estar
relacionada as desordens neuroldgicas, mas estas relacdes carecem de dados na literatura,

conduzindo maiores estudos.

3.4. Consumo de acidos graxos essenciais X acidos graxos trans

Pesquisas sugeriram que alteracdes no processo de industrializacdo de alimentos,
particularmente nos paises desenvolvidos, sdo umas das causas na mudanca dos habitos
alimentares, os quais levaram a uma reducdo na ingesta de PUFAs, principalmente n-3, e
aumento no consumo de n-6 ¢ AGT (BORSONELO e GALDUROZ, 2008).

Estudos nutricionais sugerem que a dieta ocidental esta deficiente em PUFAs n-3. Em
particular, a razdo n-6/n-3 aumentou de 2-4:1 no século passado para mais que 20:1
atualmente (TIEMEIER cols de e., 2003). O consumo dietético de AG afeta a composicao de
AG na membrana fosfolipidica neuronal, e essa composi¢do altera a concentragdo dos
metabolitos formados (eicosanoides), pois 0 AA e EPA competem pelas mesmas enzimas
(ciclooxigenases e lipooxigenases), cujo metabolismo produz eicosandides.

Em fun¢do do aumento da ingesta de AG n-6 em paises ocidentais, os eicosandides
produzidos pelo metabolismo do AA, especificamente prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos, acidos graxos hidroxil e lipoxinas, sao formados em maiores quantidades, em
relagdo aos oriundos de AG n-3, especificamente pelo EPA (SOMOPOULOS, 1999). Os
eicosandides formados a partir do AA sdo biologicamente mais ativos (mais pro-
inflamatorios), e em grandes quantidades, contribuem para formagdo de trombos e ateromas,
alergias e desordens inflamatorias, especialmente em pessoas suscetiveis. Assim, uma dieta
rica em AG n-6, altera o estado fisioldgico, com atividades pro-tromboética e pro-agregante,
com aumento da viscosidade sanguinea, vasoespasmo, vasoconstri¢cdo, e reducdo do tempo de
sangramento. Desta forma, o mecanismo proposto dos AG n-3 para o beneficio a satide parece

estar relacionado com a incorporacao desses AG na membrana fosfolipidica (CLANDININ e
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cols., 1994). Isso resultaria no aumento da producdo de eicosandides da série n-3,
Prostaglandina I3, tromboxano As; e leucotrienos Bs pela via das ciclooxigenases e
lipooxigenases (SIMPOULOS, 1999, 2002).

Segundo LARQUE, ZAMORA e GIL (2001), os alimentos contendo gordura
parcialmente hidrogenada contribuem com cerca de 80% a 90% da ingestdo diaria de AGT.
Para os alimentos provenientes dos animais ruminantes, esta contribui¢do ¢ bem menor, em
torno de 2 a 8%, dleos refinados, em torno de 1% a 1,5%, mas quando reutilizado para frituras
estes valores podem contribuir significativamente na ingestao didria de AGT.

A incorporacdo de AGT aos tecidos pode ser influenciada pelos niveis de ingesta
diaria de EFAs. Os AGT interagem de forma competitiva no metabolismo dos EFAs, inibindo
sua incorporagdo nos fosfolipideos de membrana e reduzindo sua conversdo a eicosandides
nas células. Todavia, esse efeito dos AGT ocorrera se as concentragdes de EFA estiverem
baixas, ou seja, ingestoes inadequadas dos EFA permitem maior incorporagdo dos isdmeros
trans.

Considerando o alto consumo de alimentos industrializados nos paises ocidentais,
onde também se observa uma baixa ingestdo de AGE devido a destruicio do LA e ALA
durante a hidrogenagdo parcial dos 6leos vegetais, existe uma real diminui¢ao dos teores de
acidos graxos essenciais como LA e principalmente de ALA (INNIS, 2006) nesta dieta.Varios
estudos epidemiologicos tém reportado baixas concentragdes plasmaticas de DHA e EPA em
individuos com esquizofrenia, déficits de atencdo, dislexia, desordens de personalidade,
depressdo e transtorno bipolar (PEET e STOKES, 2005; RICHARDSON, 2006). O declinio
da ingesta de AG n-3 nas ultimas décadas pode estar relacionado com o aumento da

prevaléncia dessas desordens neuro-psiquiatricas (HAAG, 2003).

3.5. Transtorno bipolar

O transtorno bipolar (TB) ¢ uma doenga mental cronica que acomete
aproximadamente 1% da popula¢do mundial (= 14 milhdes de pessoas) (WEISSMAN, 1996),
entretanto, quando sdo também consideradas formas mais leves deste transtorno (o chamado
espectro bipolar), estudos indicam uma prevaléncia de até 6% na populacao geral (GAZALLE
e cols, 2005). A organizagao mundial da satide (OMS) considera o TB como uma das dez

principais causas de incapacitacdo do mundo (LOPEZ e MURRAY, 1998), e talvez a mais
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letal das doengas mentais, com uma taxa de suicidio 30 vezes maior do que a encontrada na
populagdo geral para casos nao tratados (HILTY, BRADY E HALES, 1999).

O termo bipolar expressa dois polos do humor ou de estados afetivos que se alternam:
a depressdo e seu oposto, a mania ou a hipomania. Seu curso clinico ¢ cronico, usualmente
caracterizado por periodos de exacerbag¢dao dos sintomas (episddios agudos) intercalados por
periodos sub-sindrémicos e periodos de remissao (eutimia).

O diagnostico de TB baseia-se pela ocorréncia de pelo menos um epis6dio maniaco ou
hipomaniaco durante a vida, na qual a presen¢ca de um ou mais episédios maniacos ou a
alternancia de humor com pelo menos um episoédio de depressao maior, confere o diagndstico
de TB tipo I, enquanto que a presenga de um ou mais episddios de depressdo maior e pelo
menos um episddio hipomaniaco confere o diagnéstico de TB tipo II (MULLER-
OERLINGHAUSEN, BERGHOFER e BAUER, 2002). A presenca de um episodio maniaco é
definida por uma elevagdo persistente do humor (humor euférico ou irritavel), acompanhado
por pelo menos trés dos seguintes sintomas: aumento da autoconfianca e grandiosidade,
pressdo por falar, diminuicdo da necessidade do sono, pensamento acelerado ou fuga de
idéias, distratibilidade, alteracio do comportamento dirigido para atividades prazerosas,
freqlientemente imprudentes ou perigosas, ou agitacdo psicomotora. Além disso, o episodio
deve ser suficientemente severo para causar prejuizo significativo no ambito familiar, social
ou ocupacional, ou ter presenca de sintomas psicoticos com necessidade de hospitalizagao
(American Psychiatric Association 2000).

As medicagdes de maior evidéncia no manejo de episddios agudos de depressdo e
mania, € no tratamento de manutencdo e/ou prevencao sdo: litio, acido wvalproico e
carbamazepina, bem como alguns medicamentos de segunda escolha como antipsicoticos
(clorpromazina e halperidol) e atipicos (olanzapina e risperidona) (YATHAM e cols., 2005).

Entretanto, os indices de recorréncia e de resisténcia aos medicamentos de primeira
linha sdo bastante elevados (POSTE e cols., 2003; DENNEHY e cols., 2005), isso se deve,
pelo menos em parte, pelo pouco conhecimento sobre mecanismos fisiopatologicos (estudos
relacionados a genética, as vias neuro-hormonais, neurotransmissdo, vias de transcricdo de
sinal, regulacdo da expressdo génica, estresse oxidativo, entre outros) causadores deste
transtorno (ZARATE Jr. e cols., 2006), o que ¢ essencial para o desenvolvimento de terapias
especificas, que sdo mais efetivas, agem rapidamente e sdo mais tolerdveis que as terapias
existentes. Seguindo essa linha, alguns estudos demonstraram o possivel beneficio da
suplementagdo com AG n-3 no controle de sintomas de pacientes com TB (TURNUBULL,
CULLEN-DRILL e SMALDONE, 2008)
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Estudos neuro-funcionais, baseados em ressonancia magnética e tomografia por
emissao de pdsitrons, apontam para uma diminuic¢ao significativa do metabolismo no cortex
pré-frontal durante a depressdo com subseqiiente aumento em algumas regides da mesma
estrutura durante a fase maniaca (MALHI e cols., 2004; STRAKOWSKI, DELBELLO E
ADLER, 2005). Além disso, estas agdes parecem estar acompanhadas de um aumento no
metabolismo na amigdala e estriado, sugerindo que alteragdes em regides dopaminérgicas
como o cortex pré-frontal, sistema limbico e ganglios da base podem estar associadas a
fisiopatologia do TB.

Nos ultimos anos o aumento dos estudos relacionados as disfungdes mitocondriais e,
conseqiientemente a geragdao de radicais livres (RL), estdo envolvidos nos distirbios neuro-
psiquiatricos como o TB (KATO & KATO 2000; KULOGLU et al., 2002; SUN e cols.,
2006; ANDREZZA e cols., 2006; MACHADO-VIEIRA ¢ cols., 2007; FREY e¢ cols., 2006¢).
A disfun¢do mitocondrial resulta em anormalidades no metabolismo energético celular e
aumento da producdo de EROs. KATO & KATO (2000) encontrou mutagdes no DNA
mitocondrial em cortex cerebral post mortem de pacientes com TB, enquanto outros
pesquisadores observaram estes danos no DNA do sangue destes pacientes (ANDREZZA e
cols., 2006). Coerentemente com esses achados, foi observado uma reduc¢do dos niveis
plasmaticos das enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
(CAT) (enzimas antioxidantes), e aumento dos niveis de espécies reativas ao 4acido
tiobarbiturico (TBARS, produto da peroxidagao lipidica) em pacientes com TB em diferentes
fases da doenga (mania, depressdo e eutimia) (KULOGLU e cols., 2002; OZCAN e cols.,
2004; RANJEKAR e cols., 2003).

MACHADO-VIEIRA e cols., (2007) observaram peroxidacao lipidica e aumentos da
atividade das enzimas SOD e CAT em individuos bipolares na fase inicial de mania, contudo,
o tratamento com litio reduziu todos os parametros. Portanto a neuroprote¢ao contra o estresse
oxidativo (EO) pode ser um importante mecanismo envolvido na agdo dos estabilizadores de
humor, freqiientemente empregados no tratamento do TB (MACHADO-VIEIRA e cols.,
2007).

Estudos recentes sugerem que as alteragdes neuropatoldgicas seguem um padrao de
alteragdo de neurodesenvolvimento e de neuroplasticidade, e ndo um padrao de degeneragao
cerebral como se pensava previamente (RAJKOWSKA, 2003). Os estabilizadores do humor
disponiveis na atualidade parecem inibir o sistema de transducdo de sinal (ou segundo
mensageiro), apoiando a hipotese de que a super ativacdo da sinalizacdo celular esta

envolvida no processo patoldgico do TB (STOLL e cols., 2001; CHEN e cols., 1999; 2000;
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MANIJI e cols., 1996). Estudos mostraram que os estabilizadores do humor possuem
mecanismo de agdo em comum, como inibicdo da glicogénio sintase quinase 3-beta, uma
proteina que regula vias de sobrevivéncia, morte celular e diminui¢do de inositol, um
precursor da via de sinalizacdo do fosfatidilinositol (COYLE e MANIJI, 2002; WILLIAMS e
cols., 2002). Anos atras, se pensava que transtornos do humor seriam causados por uma
deficiéncia de monoaminas, particularmente de serotonina e noradrenalina
(SCHILDEKRAUT, 1965). Atualmente se acredita que estes distirbios estdo associados as
alteracdes do sistema de comunicacdo entre circuitos cerebrais reguladores do humor, e que
antidepressivos e estabilizadores do humor ativam cascatas de sinalizacdo que regulam a
plasticidade e sobrevivéncia celular, com subseqiiente melhora gradativa da transmissao da
informacdo nestes mesmos circuitos (CASTREN, 2005; COYLE e DUMAN, 2003;
NESTLER e cols., 2002; MANIJI ¢ cols., 2001).

3.5.1. Modelo animal de mania

O TB ¢ uma doenca particularmente desafiadora, no sentido de desenvolver um
modelo animal adequado. Até o presente, ndo existe um modelo animal ideal para o estudo
desse transtorno (GOULD E EINAT, 2007; EINAT E MANIJI, 2006; MACHADO-VIEIRA ¢
cols., 2004), uma vez que apresenta padrdo cronico e oscilatorio (mania, depressdo e estados
mistos).

A solucdo para esse problema tem sido o desenvolvimento de modelos animais que
reproduzam determinados aspectos do quadro clinico do TB. Foram desenvolvidos vérios
modelos animais de depressdo (NESTLER e cols., 2002), mas a maioria dos modelos animais
de TB tem focalizado o quadro clinico de mania, o qual possui como dificuldade principal, a
reproducgdo do sintoma central, que ¢ o humor elevado ou euforia. Sendo assim, os modelos
animais de mania geralmente avaliam a atividade locomotora, agressividade ou
comportamento de risco ou recompensa (EINAT e cols., 2000; MACHADO-VIEIRA ¢ cols.,
2004). Neste sentido, o modelo de hiperatividade induzido por psicoestimulantes (usualmente
anfetamina e cocaina) ¢ considerado o modelo animal de mania mais bem estabelecido e
aceito até o momento (MACHADO-VIEIRA e cols., 2004; GOULD e cols., 2004; NESTLER
e cols., 2002, Frey e cols., 2006%,b,c,d).
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Ja foi demonstrado que a administracdo de drogas que aumentam os niveis de
dopamina no SNC, como anfetamina (ANF) e L-dopa, induzem sintomas maniacos tanto em
pacientes com TB, quanto em individuos saudaveis (MURPHY e cols.,1971; GERNER e
cols., 1976; JACOBS e SILVERSTONE, 1986). A ANF aumenta significativamente a
concentragdo de dopamina (DA) na fenda sinaptica, principalmente por facilitar a liberagao de
DA das vesiculas pré-sindpticas, mas também por bloquear a recaptacao de DA a partir dos
transportadores neuronais pré-sindpticos (SULZER e cols., 1995). Este aumento de DA,
aumentaria também a desaminacdo oxidativa, catalisada pela enzima monoamino oxidase
(MAO) bem como sua auto-oxidagdo. Este metabolismo leva a respectiva formacao de H,O»
e dopamino-quinonas, que pode ser convertidos ao radical hidroxil, altamente toxico, via
reacdo de Fenton. (GRAHAM, 1978; CHIUEH e cols., 1992). Estes radicais iniciam
processos oxidativos nos lipideos de membranas celulares (peroxidacao lipidica), bem como a
oxidacdo de cadeias de aminoacidos das proteinas e danificam o DNA e outras biomoléculas
vitais (FINKEL e cols., 2000; VALKO e cols., 2004; 2007).

Estudos recentes sugerem que a variacdao do gene do transportador de DA podem estar
envolvidos na suscetibilidade ao desenvolvimento do TB (GREENWOOD e cols., 2006).
Niveis elevados de DA foram encontrados em pacientes na fase maniaca (JOYCE e cols.,
1995). Sabe-se também, que drogas que bloqueiam os receptores dopaminérgicos D2 sdo
consideradas agentes de primeira escolha no tratamento da mania aguda (YATHAM e cols.,
2005).

Estudos anteriores ja caracterizaram bem o modelo animal de mania induzido por
administracdes repetidas de ANF (FREY e cols., 2006 a,b,c), mostrando também que drogas
estabilizadoras do humor foram capazes de reverter e prevenir a hiperatividade, bem como as
atividades das enzimas antioxidantes (SOD, GPx e CAT) e o aumento da peroxidagdo lipidica
induzidos por esse psicoestimulante (GOULD e cols., 2001; FREY e cols., 2006d). No
presente estudo, adotamos a administragdo repetida de ANF como um modelo animal de

mania, para o estudo do TB.
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4. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se inclusos no manuscrito, o qual estd disposto na forma em que

sera submetido para publicagdo.
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Abstract

During the last decades, the food rich in n-3 fatty acids (FA) have been replaced by n-
6 and trans FA, which are abundantly found in processed foods. The central nervous system is
rich in long-chain polyunsaturated fatty acid (PUFA) of the n-6 and n-3 series, which are
important for the brain function. Nutritional PUFAs has been implicated as important factors
in mood disorders. The influence of n-6 (soybean 0il-SO), trans (hydrogenated vegetable fat-
HVF) and n-3 (fish 0il-FO) fatty acids supplementation on behavioral and oxidative stress
(OS) parameters were studied in an animal model of mania. Rats were orally treated with SO,
HVF and FO suspension (0.1%) in the drinking water for 8 weeks. Then daily injections of
amphetamine were administered (AMPH-4mg/kg/mL-ip) or vehicle during the last week of
oral supplementation. The ingestion of HVF was associated with hyperactivity, with increase
in protein carbonyl levels in cortex and with a decrease in mitochondrial viability in striatum
and cortex. AMPH treatment increased the locomotion and decreased the mitochondrial
viability in all groups. However, the neurotoxicity AMPH was higher in HVF group.
Similarly, AMPH increased the protein carbonyl levels in striatum and cortex of HVF
supplemented rats, reduced the plasma vitamin C levels in SO and HVF fed rats, but not
changed this parameter in FO group. The present findings suggest that trans FA could
increase the oxidative damages per se, as well as exacerbated the AMPH effects. The impact

of trans fatty acids consumption on brain functions can be continuously evaluated.



37

1- Introduction

Trans fatty acids (TFA) in food attract attention of the general public due to their
potential adverse effects on human health. Although TFA from ruminant fats have been part
of the human diet for thousands of years, during the second part of the 20™ century, the intake
of TFAs increased enormously by the increasing use of hydrogenated vegetable fats (HVF) in
processed and fast foods, which are part of the Western diet [25]. These foods often contain
large amounts of saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty acids (MUFA) and
polyunsaturated fatty acids of the n-6 series, [4], as well as considerable amounts of TFA [2].
These changes in alimentary habit increased the ratio of n-6/n-3 PUFAs intake, mainly as a
consequence of intake reduction of n-3 fatty acids (FA) [1]. From a dietary point of view, the
consumption of TFA represents a loss of essential fatty acids intake, which can have
hazardous impact on human health.

o-linolenic acid (LNA; 18:3n-3) and linoleic acid (LA, 18:2n-6) are essential fatty
acids (EFAs), from the omega-3 (n-3) and omega-6 (n-6) series, respectively, and they play an
important role in the biological membranes function [26]. LNA, eicosapentaenoic acid (EPA,
20:5n-3), docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3), and docosapentaenoic acid (DPA; 22:5n-3)
are the most important n-3 EFAs. They are abundantly found in fish oil (EPA and DHA), and
in smaller amounts in vegetable oils (LNA and LA). LNA can be converted to long-chain
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) such as DHA and EPA, whereas LA can be converted
to arachidonic acid (AA). Of particular nutritional importance, the human intake of these
EFAs reflects the composition of neuronal cell membrane phospholipids [32], and modulates
the brain physiological functions by modifying the cell permeability, synaptic membrane
fluidity [17], the number and affinity of receptors, as well as the activity of neurotransmitter
systems [32], such as dopamine (DA) [29]. In this sense, the n-3 FA supplementation can be
considered important in view of its scarcity in diets containing high levels of n-6 [27].

Clinical studies have indicated that low intake of n-3 FA can be associated with the
pathophysiology of neurological and psychiatric diseases, including hyperactivity,
schizophrenia, depression and bipolar disorder (BD) [14]. Of potential importance for BD,
phosphatidylinositol associated second messenger activity can be suppressed by omega-3
supplementation, indicating a molecular mechanism similar to that of lithium and valproate
[18], two current drugs for BD treatments. BD affects about 1% of the world population [7],

however its pathophysiology remains unknown. Clinically, the BD management is complex
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and can be accomplished by pharmacological agents approved for the treatment of others
mental disorders, such as antipsychotics and anticonvulsants [12].

The clinical diagnosis of BD includes maniac symptoms, such as euphoria, irritability
and hyperactivity. Therefore, psychostimulants-induced hyperactivity is one the most
accepted animal model of mania, and has been widely used for explaining the putative
mechanisms involved in BD [22; 19; 10; 11]. Amphetamine (AMPH) is a drug that increases
neuronal release of DA and inhibits its vesicular uptake [9] inducing manic symptoms in BD
subjects [3]. That exacerbation of dopaminergic transmission can result in DA autoxidation
and deamination by MAO, increasing the ROS production [13], which can be hazardous to
cells and tissues. In fact, studies of human brain-imaging showed that AMPH can induce DA
release in the striatum, and reduce striatal DA transporter density [23], acting favorably to
ROS generation.

Oxidative stress (OS) can be associated with an inhibition on of mitochondrial electron
transport chain [8], leading to cellular dysfunction. In this sense, ROS are thought to play an
important role in the pathogenesis of neurological and psychiatric diseases due to the greater
vulnerability of central nervous system (CNS) to OS. Until the time, there are no comparative
studies on the influence of the different dietary fatty acids on the neural disorders
development, particularly BD. Taking into account the potential modulation of dopamine
neurotransmission by dietary FA, the objective of this study was to investigate the influence
of the different fatty acids (n-6, trans and n-3 FA) found in soybean oil (SO), hydrogenated
vegetable fat (HVF) and fish oil (FO), on behavioral and oxidative parameters in an animal

model of mania.

2. Materials and Methods
Animals

Experiment was conducted with 64 male Wistar rats weighing between 30-40g at the
start of the experiments. Groups of four animals were kept in Plexiglas cages with free access
to food and water in a room with controlled temperature (23°C + 1°C) and on a 12h-light/dark
cycle with lights on at 7:00 a.m. All the efforts were employed to minimize pain or discomfort
of the animals, which were used in minimum number to obtain relevant results. Experiments
should be carried out in accordance with the guidelines of the Brazilian Association for
Laboratory Animal Science (COBEA), following international norms of care and animal

maintenance.
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Drugs and solutions
DI-amphetamine (Merck, Germany) was dissolved in saline solution (4mg/mL), which

was the vehicle.

Experimental design

Rats with 21 days old were separated into four experimental groups (n=16), and orally
treated with tap water (C), 0.1% soybean oil (SO), 0.1% hydrogenated vegetable fat (HVF) or
0.1% fish oil (FO). Vehicle (water), SO, HVF and FO were incorporated to tap water as a
homogenous 1% Tween suspension [5], which was daily prepared and offered to the rats in
dark bottles in place of drinking water. The consumption of FO, HVF and SO were daily
monitored and not differences between the four experimental groups were observed. After 8
weeks of ad libitum oral supplementation of FAs, half the rats of each group (n=8) received a
single daily injection of AMPH (4mg/kg, ip) for 7 days [10]. Two hours after the last AMPH
administration, locomotor activity was determined in on open-field arena (42x42x28 cm) for
five minutes. Rats were anesthetized (thiopental-50 mg/kg body weight-ip) and euthanized by
exsanguinations (blood was collected by cardiac puncture in heparinized tubes), and plasma
obtained by centrifugation at 1310 G, 15 min for vitamin C. The brains were put on ice and
cut coronally at the caudal border of the olfactory tubercle. The cortex and striatum were used

for biochemical assays.

Fatty acids composition

Soybean oil, fish oil and hydrogenated vegetable fat were submitted to saponification in
methanolic KOH solution and esterification in methanolic H,SO, solution [15]. Methylated FAs were analyzed
using an Agilent Technologies gas chromatograph (HP 6890) equipped with a Supelco SP-2560
capillary column (100 m x 0.25 mm x 0.20 um) and flame ionization detector. The temperature of the injector
port was set at 250°C and the carrier gas was nitrogen (1.1 ml/min). After injection (1 UL, split ratio 50:1), the

oven temperature was keeped at 140°C for 5 min and then raised to 240°C at 4°C/min and hold at this
temperature for 12 min. Standard fatty acid methyl esters (Sigma, Saint Louis, USA) were subjected to the same
conditions and the following retention times were used to identify the FAs. Results were expressed as percentage

of total area of the identified FA.

Measurement of carbonyl protein content
To verify protein carbonyl levels, striatal and cortical tissues were homogenized in 10

volumes (w/v) of 10mM Tris-Hcl buffer, pH 7.4 and determined by the method described by
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Yan et al. [31], with some modifications. Aliquots of 1 mL of homogenates were mixed with
0.2 mL of 2,4-dinitrophenylhydrazine (10mM DNPH). After incubation at room temperature
for 1h in the dark, 0.5 mL of denaturing buffer (150mM sodium phosphate buffer, pH 6.8,
containing 3% SDS), 2 mL of heptane (99.5%) and 2 mL of ethanol (99.8%) were added
sequentially and mixed with vortex agitation for 40s and centrifuged for 15 min. After that,
the protein isolated from the interface was washed twice with 1mL of ethyl acetate/ethanol
1:1 (v/v) and suspended in 1 mL of denaturing buffer. Each sample was measured at 370 nm
against the corresponding HCL sample (blank), and total carbonylation calculed using a molar

extinction coefficient of 22,000 M cm™ according to Levine et al. [21].

Plasmatic vitamin C determination

Plasma vitamin C (VIT C) was estimated as described by Jacques-Silva et al., [16].
This method produces an orange chromogen reacting with dinitrophenylhydrazine (DNPH) at
37°C, measured spectrophotometrically at 520 nm. A standard curve using ascorbic acid was

used to calculate the content of VIT C and expressed as pg VIT C/mL plasma.

Slices viability

Slices viability from cortex and striatum were quantified by measuring the reduction
of [3-(4,5-dimethyllthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]- MTT to a dark violet
formazan product by mitochondrial dehydrogenases [24]. Slices (0.4 mm) of the brain areas
of rats fed with different FA supplementation and repeated treatment with vehicle or AMPH
were prepared with a Mcllwain chopper. MTT reduction assay were performed in plates
containing 500 pL of phosphate buffer saline, and the reaction was started by adding MTT to
a final concentration of 0.1mg/mL. After 1h of incubation at 37°C, environment was removed
and the slices dissolved in dimethylsulfoxide (DMSQO). The MTT reduction was measured
spectrophotometrically by the difference in absorbance between 570 and 630 nm. Data were

calculated as a percentage of control values.

Statistical analysis
All the data were analyzed by a two-way ANOVA (4(control/soybean oil/trans
saturated fat/fish oil) x 2 (vehicle/amphetamine) followed by Duncan’s multiple range test,

when appropriate. P-value<0.05 was regarded as statistically significant.
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3-Results

The composition of the oils/fats used as dietary supplement are shown in Table 1.
Soybean oil (SO) was used as source of n-6 FA, hydrogenated vegetable fat (HVF) as source
of trans FA and fish oil (FO) as source of n-3 FA. SO had a high content of n-6 PUFA (about
50%), a low content of n-3 PUFA, and a very low content of trans FA. The HVF used had
about 20% trans FA, 18% n-6 PUFA and 0.5% n-3 PUFA. FO had about 27% n-3 PUFA,
1.7% n-6 PUFA and no detectable levels of trans FA.

The effects of AMPH administration on locomotor activity of rats supplemented with
different FA are shown in Figure 1. Duncan’s multiple range test indicated that HVF intake
caused a significant increase in locomotor activity in vehicle and AMPH treated rats, when
compared to other supplementations (control, soybean and fish oil). Post hoc test indicated

that AMPH caused a significant increase in locomotor activity in all supplementation groups.

The effects of AMPH administration on carbonyl proteins in striatum and cortex of
rats supplemented with different fatty acids are shown in Figure 2.

Post-hoc comparisons indicated that striatal protein carbonyl levels were higher in
control and HVF than in SO and FO vehicle treated groups. After AMPH repeated
administration, consumption of HVF caused a significant increase in striatal carbonyl levels,
when compared to the other groups. Furthermore striatal carbonyl levels were lower in groups
supplemented with FO and SO than in control group. AMPH administration tended to
increase carbonyl levels in all supplementary treatments; however, the increase was
significant only for the AMPH group supplemented with HVF when compared to the vehicle
HVF group (Fig. 2A).

Duncan’s test indicated that ingestion of HVF caused an increase in carbonyl levels
when compared to control and FO groups in vehicle treated groups. In rats treated with
AMPH, cortical carbonyl levels were higher in HVF fed diets than other groups. Post-hoc
comparison also indicated that AMPH increased carbonyl levels in the control and HVF

groups, when compared to theirs respective vehicle groups (Fig. 2B).

The effects of AMPH treatment on C vitamin plasmatic levels of rats
supplemented with different fatty acids are shown in Figure 3.
AMPH treatment decreased vitamin C levels in all dietary groups, with exception to

FO fed group.
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The effects of AMPH administration upon mitochondrial dehydrogenases activity
(MTT assay) in slices of brain tissues of rats supplemented with different fatty acids are
shown in Table 2.

In vehicle treated rats, MTT reduction was impaired in HVF fed rats when compared
to the other groups. Furthermore, MTT reduction was lower in cortical slices from SO than in
slices from control and FO groups. In AMPH treated rats, MTT reduction was lower in the
control and in HVF fed rats when compared to FO group. Repeated administration of AMPH
caused a marked decrease in cortical slices viability in all supplemented groups.

In vehicle treated groups, post-hoc comparisons indicated that MTT reduction
decreased in HVF and SO groups when compared to control and FO groups. In rats treated
with AMPH, MTT reduction in all supplementation groups was lower than in vehicle treated
groups. Furthermore, MTT reduction decreased in control and HVF groups when compared to

FO and SO.

4- Discussion

In the present study, we showed that the HVF supplementation caused an increase of
about 2 times in the locomotor activity, while the SO and FO did not modify this behavioral
parameter. Similarly, the AMPH administration caused an increase of 5.5 times in crossings
of rats treated with HVF against 3.9 and 3.71 times in the rats supplemented with SO and FO,
respectively. Different studies have indicated the beneficial effects of the n-3 FA (omega-3)
supplementation on BP symptoms [28, for review]. Here we observed for the first time,
greater locomotor activity susceptibility after HVF supplementation in vehicle and AMPH
treated rats, which may indicate a greater susceptibility of HVF fed animals to develop manic
like symptoms.

AMPH increases the brain levels of DA, facilitating its auto-oxidation and DA-
quinones generation. In line with this, LaVoie & Hastings, [20] demonstrated an increase in
the binding of DA-quinones to cysteine residues on proteins following methamphetamine
administration, which can impair the function of proteins. A recent animal study demonstrated
that repeated AMPH administration increased protein carbonyl formation in rat brain, leading
to the notion that repeated manic episodes may be associated with brain oxidative damage
[10; 11]. Here, it was observed an increase in protein carbonyl content in the cortex of rats
supplemented with HVF, whereas carbonyl levels were similar in control, SO and FO groups.
Repeated administration of AMPH increased carbonyl levels in striatum and cortex of HVF

supplemented animals. Of particular significance, supplementation with FO tended to be
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associated with lower levels of protein carbonylation when compared to control and HVF
supplemented groups. This was particulary evident in striatum. It was noticed that the
consumption of SO decreased striatal protein carbonylation levels. In addition, the
supplementation of FO shows some beneficial effects. In fact, the n-3 fatty acids presents in
FO preserved the plasma VIT C level induced by amphetamine, which was decreased in the
other supplementations.

Taken together, the increase in protein carbonylation in rats supplemented with HVF
indicates that trans FA can increase cerebral susceptibility to oxidative damage, which can
contribute to neuronal injury. Slices from cortex and striatum obtained from HVF
supplemented rats had decreased viability. Of particular significance, the viability of slices
obtained from rats supplemented with FO was higher than those supplemented with SO.
Repeated administration of AMPH caused a marked decrease in the viability of brain slices
and supplementation with FO had a modest neuroprotective effect.

In the literature, the biological effects and safety of trans FA consumption are
controversial [30]. In this sense, all the observations related to these fatty acids become very
important, because they are consumed in rather large amounts in industrialized countries (2-
8g /day), which correspond to about 2.5% of total energy [2].

In this sense, the omega-3 FA supplementation becomes especially important because
the majority of diets contain great quantity of n-6 and insufficiency of n-3 fatty acids [27]. In
fact, DHA is the precursor of neuroprotectin D1, a potent neuroprotective mediator which
attenuates apoptotic processes by OS [6].

In conclusion, this study suggests that the predominance of trans FA in the diet can be
associated with spontaneous or AMPH-induced hyperactivity, which can indicate behavioral
abnormalities linked with maniac symptoms, found in psychiatry diseases. Consequently,
further detailed investigations are urgently needed to establish the nutritional safety of trans
FA in humans. Furthermore, in view of the putative predictability of AMPH-induced
hyperactivity as a model of mania, it becomes important to conduct a large epidemiological
study to determine a possible link between trans FA consumption and bipolar disorders in

industrialized societies.
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Legends for Tables

Table 1- Fatty acid composition (% of total identified FA) of the dietary supplementation.

Table 2- -Ex-vivo brain slices viability in cortex (A) and striatum (B) of supplemented rats
with different diets (control-C, soybean 0il-SO, hydrogenated vegetable fat-HVF or fish oil-
FO) for 8 weeks (n=8). Experiments were performed after seven daily injections of dl-
amphetamine (4mg/kg/mL-ip). The lowercase letters show significant differences between the
diets within the same treatment; Asterisk show significant differences between the different
treatments within the same supplementation. “Different from C, (P<0.05); *Different from

HVF (P<0.001); “Different from FO (P<0.05); *Different from vehicle (P<0.001).
Legends for Figures

Figure 1- Spontancous locomotor activity and the behavioral responsiveness to amphetamine,
in open-field (number of crossing responses) of supplemented rats with different diets
(control-C, soybean 0il-SO, hydrogenated vegetable fat-HVF or fish 0il-FO) for 8 weeks
(n=8). Behavioral evaluation was carried out 2 hours after the last injection of seven daily
injections of dl-amphetamine (4mg/kg/mL-ip). Data are expressed as mean+S.E.M. "Different
from HVF within the same treatment (P<0.05); *Different from vehicle within the same

supplementation (P<0.001).

Figure 2- Accumulation of protein carbonyl in striatum (A) and cortex (B) of supplemented
rats with different diets (control-C, soybean 0il-SO, hydrogenated vegetable fat-HVF or fish
0il-FO) for 8 weeks (n=8) and treated with seven daily injections of dI-AMPH (4mg/kg/mL-
ip). Data are expressed as meantS.E.M. The lowercase letters show significant differences
between the diets within the same treatment; Asterisk shows significant difference between
treatments within the same supplementation. “Different from control within the same

treatment (P<0.05), ®Different from HVF (P<0.05); *Different from vehicle (P<0.001).

Figure 3- Plasmatic vitamin C levels of supplemented rats with different diets (control-C,
soybean 0il-SO, hydrogenated vegetable fat-HVF or fish oil-FO) for 8 weeks (n=8) and
treated with seven daily injections of dl-AMPH (4mg/kg/mL-ip). Data are expressed as
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mean+S.E.M. “Different from control within the same treatment (P<0.05), "Different from

HVF within the same treatment (P<0.05); *Different from vehicle within the same

supplementation (P<0.001).

Table 1: Percentile composition of the fatty acids of the supplementation.

SO HVF FO
Saturated 0,8 25,94 46,10
Monounsaturated 0,11 0,13 -
Trans 0,15 19,79 -
PUFASs n-6 50,21 10,44 27,02
PUFAs n-3 5,48 0,48 26,49
Table 2: Brain slices mitochondrial viability.
Striatum Cortex
Vehicle AMPH Vehicle AMPH
C 100 40.7+2.2 100 5542.0°
SO 84.8+3.9%0¢ 62.3+ 2.6 85.3+4.0*P¢ 59+0.8
HVF 68.2+3.0° 53.7+1.8%" 73.4+2.9% 55.7+1.4"
FO 93+ 0.9° 61.7+0.7%>" 95.7+0.6° 6340.9 >
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5. DISCUSSAO

O aumento do consumo de produtos industrializados ricos em AGT se deve as suas
propriedades de melhorar as caracteristicas fisicas, sensoriais e o tempo de prateleira dos
alimentos (AZEVEDO, 1999), porém causa também uma preocupagado sobre o impacto desses
AG sobre a fisiologia e desenvolvimentos de doengas fisicas e neuro-psiquiatricas.

A hiperatividade locomotora induzida por ANF ¢ um pardmetro comportamental
avaliado em modelos animais de mania (EINAT e cols., 2000; MACHADO-VIEIRA e cols.,
2004). Em nosso estudo, observamos que o grupo experimental suplementado com AGT
apresentou um aumento da atividade locomotora (114%) per se, a qual foi potencializada
(456%) pela administracdo de anfetamina, enquanto os outros AG utilizados no experimento
apresentaram um menor aumento, correspondendo a 286% e 272% para AG n-6 e AG n-3,
respectivamente. Estes resultados orientam para uma hipotese que tém ganhado espaco na
literatura: o consumo elevado de AGT predispde o SNC as doencas neuroldgicas e/ou
neuropsiquiatricas, observados pelo crescente aumento de sua incidéncia nos paises
ocidentais. Até o momento ndo existem estudos que comprovem a influéncia deste AG sobre
a fisiologia neuronal, conduzindo a continuidade das pesquisas.

Além destes resultados comportamentais, nds também observamos que o0s grupos
suplementados com AG n-6 e n-3 apresentaram uma reducdo de 38 e 48% no contetdo de
proteinas carboniladas no estriado, enquanto o grupo suplementado com AGT nao modificou
este parametro. Por outro lado, apds a administragdo de anfetamina, somente os animais
suplementados com AGT apresentaram um aumento (39%) da oxidacdo de proteinas no
estriado. Juntos, podemos considerar que os AGT podem modificar neurdnios estriatais,
predispondo esta regido cerebral as agressdes externas, incluindo, as drogas psicoestimulantes
como a anfetamina.

A suplementagdo com AGT também causou um aumento per se na oxidagao de
proteinas no cortex, a qual foi potencializada pela administracdo de anfetamina. Como este
efeito da anfetamina foi prevenido pelas outros AGs, podemos considerar que os AGT tornam
os tecidos neuronais mais suscetiveis aos danos da anfetamina..

Tem sido demonstrado que os AG n-3 apresentam propriedades anti-apoptoticas
(SIMOPOULOS, 2006; YAVIN, 2006). Aqui, nds observamos que o grupo experimental
suplementado com AG n-3 apresentou maior viabilidade mitocondrial nos tecidos neuronais

avaliados em todos os grupos experimentais, isso pode ser explicado pelo fato da ANF
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aumentar a formacdo de EROs e gerar alteracdes nas funcdes basais da mitocondria o que
pode levar a morte celular (GRAHAM, 1978; BERMAN e HASTINGS, 1999). Apos o
tratamento com ANF, o grupo que apresentou uma maior prote¢do sobre esse parametro
também foi o AG n-3.

A suplementagdo com AG n-3 preveniu a reducdo dos niveis de Vit C induzido pela
ANF, esse resultado se relaciona com os baixos niveis de proteina carbonil encontrado nos
animais suplementados com os AG n-3, mesmo apds o tratamento com a ANF. Os nossos
resultados estdo de acordo com outros dados apresentados na literatura, quando os AG n-3
mostraram efeitos sobre os pardmetros oxidantes / antioxidantes, prevenindo o
desenvolvimento de EO (HASHIMOTO e cols., 2002; YAVIN e cols., 2002; CALON e cols.,
2004; WU e cols., 2004; BAZAN, 2005).

A alteragdo dos padrdes alimentares nos paises ocidentais também alterou a proporcao
de ingestdo n-6/n-3. Estima-se que na década dos anos 80, a média de ingestdo diaria de EPA
e de DHA nos Estados Unidos era de aproximadamente de 50 mg/pessoa e 80 mg/pessoa,
respectivamente (SIMOPOULOS, 2006). Estes valores estdo muito abaixo das necessidades
recomendadas, que variam de 220- 400 mg para o EPA, e de 400- 900 mg para o DHA
(MAZZA e cols., 2007; YOUDIM, MARTIN e JOSEPH, 2000). At¢ o momento, nao existem
estudos no Brasil que reportem a propor¢do do consumo desses AG pela populagdo, mas
acredita-se ser semelhante aos descritos nos Estados Unidos, especialmente nas grandes
cidades. Considerando que a ingestdo balanceada de AG n-6/n-3 ¢ fundamental para a
integridade anatomica e funcional das membranas neuronais (FARKAS e cols., 2002), as
alteragdes destas a partir da dieta podem influenciar no desenvolvimento de doencas, as quais
podem ser caracterizadas como neuro-psicopatologias e/ou disturbios psiquidtricos

(SHAPIRO, 2003).
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6. CONCLUSOES

Ao contrario do que foi observado com a suplementagdo com os AG n-3, os AGT
mostraram efeitos nocivos sobre os parametros oxidante/antioxidante, sobre a viabilidade
mitocondrial e atividade locomotora, o que podemos relacionar com uma pré-disposicao ao
desenvolvimento de mania, levando em consideracdo que a mesma ¢ usada como um modelo
de TB. Estudos da influéncia dos AGT em modelos animais de outras desordens neuroldgicas
e/ou neuropsiquidtricas sdo urgentemente necessarios, bem como estudos epidemiologicos
para determinar uma possivel ligagdo entre consumo de AGT e a incidéncia de TB em

sociedades industrializadas.
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