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O tipo de dieta e o uso de certos medicamentos podem estar relacionados
dentre os fatores responsaveis pela geracdo de radicais livres. No Brasil, 0 consumo
de maior quantidade de gordura na dieta tem aumentado consideravelmente nos
altimos anos e o haloperidol tem sido o neuroléptico mais usado pela saude publica
brasileira devido ao seu baixo custo quando comparado com outras drogas
antipsicoticas. O objetivo deste estudo foi determinar a peroxidacéao lipidica através
da producdo de TBARS em tecidos de ratos, como medida de estresse oxidativo,
promovido pela ingestdo de dieta com alto teor de lipidio associada ao uso crénico
de haloperidol, avaliar a correlacdo entre o conteiudo de gordura abdominal e
concentracdo de magnésio intracelular e a correlacdo entre a concentracdo de
magneésio intracelular e a producédo hepatica de TBARS. A dieta com alto teor
lipidico promoveu aumento significativo nos niveis de TBARS em figado de ratos
Wistar quando comparado a dieta controle (ANOVA de uma via), sendo que 0 uso

cronico de haloperidol potencializou a producdo hepatica de TBARS promovido pela



dieta com alto teor lipidico, aumentando em duas vezes os niveis de TBARS quando
comparado ao grupo controle (ANOVA de duas vias). A producdo de TBARS,
promovido pela associacdo da dieta com alto teor lipidico e o uso crbénico de
haloperidol, parece estar associada com a concentracdo intraeritrocitaria de
magneésio, pois houve uma correlacdo estatisticamente positiva entre o contetdo de
magneésio intracelular e a producdo de TBARS em figado de ratos . Apoiando
trabalhos prévios que relatam uma possivel base ibnica para o desenvolvimento da
sindrome metabodlica, neste trabalho ocorreu uma correlacdo negativa,
estatisticamente significativa, entre a concentracdo de magnésio intracelular e o
conteudo de gordura abdominal considerando todos os animais, sendo que 0 grupo
consumindo dieta com alto teor de lipidio e o grupo sob uso crénico de haloperidol,

contribuiram, de maneira distinta, para este resultado.

Palavras - chaves : dieta, espécies reativas de oxigénio (EROSs), estresse oxidativo,
haloperidol (HAL), lipidio, magnésio intracelular, peroxidacdo lipidica (PL),

substancias reativas ao acido tiobarbiturico ( TBARS).
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ABSTRACT

THE EFFECT OF LONG TERM HALOPERIDOL USE ASSOCIATED
TO HIGH FAT DIET ON THE LIPID PEROXIDATION IN WISTAR RAT
LIVER

Author: llson Dias da Silveira

Adviser: Jodo Batista Teixeira da Rocha

There is a growing number of evidences, associating the oxidative stress
produced by the reactive species of oxygen, with the aging process at one hand, and
with the beginning and development of the vascular complications of several chronic
and degenerative diseases at another. The type of diet and the usage of specific
medicines may be related among the responsible factors by the generation of free
radicals. In Brazil, the consuming of higher amounts of fat on the diet has increased
in the last years and haloperidol has been the most used neuroleptic in brazilian
public health system due to its low cost when compared with other antipsychotic
drugs. The objective of this study was to determine the lipid peroxidation through
TBARS production in rats’ tissues, as an oxidative stress measure, promoted by the
high fat diet associated with the chronic usage of haloperidol, the correlation between
the abdominal fat content and the intracellular magnesium concentration as well as
the correlation between the intracellular magnesium concentration and the hepatic
production of TBARS. The high fat diet has promoted a significant increase on the
TBARS levels in Wistar rat livers when compared to the control diet (one way

ANOVA ), considering that the chronic usage of haloperidol has increased the



Vii

hepatic production of TBARS promoted by high fat diet, raising twice the levels of
TBARS when compared to control group ( two way ANOVA). The TBARS production
promoted by the association of high fat diet with chronic usage of haloperidol seems
to be related with the intra-erythrocyte concentration of magnesium, for there was a
statistically positive correlation, between the content of intracellular magnesium and
the TBARS production in rats livers . Supporting previous works that report a possible
ionic base to the metabolic syndrome development, in this dissertation a negative
correlation has occurred, statistically significant, between the intracellular magnesium
concentration and the abdominal fat content among all the animals. The group fed by
high fat diet as well as the group treated with haloperidol seems to be responsable,

by diferent ways, for this result.

Key words : diet, haloperidol (HAL), intracellular magnesium, lipid, lipid peroxidation
(PL), oxidative stress, oxygen reactive species (EROSs), tiobarbituric acid reactive
species (TBARS).
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1 INTRODUCAO

1.1. Haloperidol

O Haloperidol (HAL) (Figura 1), € quimicamente classificado como uma
butirofenona (SOUDIJN et al.,, 1967), sendo uma das drogas antipsicoticas mais
amplamente utilizada em esquizofrenia e desordens afetivas (WYSOWSKI & BAUM,
1998), possuindo uma acéo antagonista especifica nos receptores dopaminérgicos
D-2 e uma alta afinidade pelos receptores sigma, ambos no sistema nervoso central

(SNC) (CREESE et al., 1976; Mc CAN e SU., 1990; BEHL et al. 1995).

F

2

Cl

FIGURA 1: Estrutura molecular do haloperidol.

O Haloperidol decanoato (Figura 2) é o éster do haloperidol com o acido
decandico, tornando-o um neuroléptico de acdo prolongada, uma vez que o éster é
gradativamente liberado do tecido muscular, e por meio de hidrolise enzimatica, o
haloperidol penetra na circulagdo sanguinea. Tal liberacdo se faz de forma
progressiva, permitindo a obtencdo de curvas plasmaticas uniformes sem ocorréncia
de picos regulares. A administracdo de uma dose adequada produz efeito
terapéutico estavel que permanece por 4 semanas (DICIONARIO DE

ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS, 2002; COMARTY, 1987).
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FIGURA 2: Estrutura molecular do haloperidol decanoato, cuja ligagédo éster com o

acido decandico produz efeito estavel, sem ocorréncia de picos

irregulares na corrente circulatoria.

Como a maioria dos neurolépticos tipicos, o uso cronico de haloperidol pode
promover efeitos colaterais extrapiramidais, agudos e cronicos, tais como discinesia
tardia, distonia e sindrome neuroléptica maligna (CALABRESI et al., 1997;
ANDREASEN e JORGENSEN, 2000).

Ha um grande numero de evidéncias associando os efeitos adversos e
toxicos do haloperidol no Sistema Nervoso Central (SNC) com a producédo
aumentada de radicais livres (SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH, 1993;
ANDREASEN et al., 1998; ANDREASEN et al., 2003; FACHINETTO et al., 2005),
pois diversos trabalhos associam a neurotoxicidade do haloperidol ao estresse
oxidativo promovido em determinadas regiées do cérebro (POST et al., 1998;
YOKOYAMA et al., 1998; MITCHELL et al., 2002; POLYDORO et al., 2004; REINKE
et al., 2004).

Entretanto, ha uma caréncia de trabalhos sobre a producdo hepatica de

radicais livres na metabolizacdo do haloperidol pelo citocromo P450 (P 450).



O estresse oxidativo no sistema nervoso central, causado pelo uso de
haloperidol, parece estar associado a acao de seus metabolitos, pois Creese et al.
(1976) demonstraram que o piridium, quimicamente designado como 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridium (MTFP), derivado metabdlico i6nico do haloperidol
(Esquema 1), afeta profundamente o transporte de dopamina, por bloguear o0s
receptores dopaminérgicos e Rollema et al. (1994), mostraram que o piridium € um
potente inibidor do complexo | da cadeia respiratéria, e pode interferir com o
transporte de elétrons em ambos os complexos, | e Il, sendo esta uma das razdes
que levou Yokoyama a sugerir que o aumento de dopamina cerebral poderia resultar
numa producdo aumentada dos metabdlitos toxicos da dopamina contribuindo para
a neurotoxicidade do haloperidol, pois 0 metabolismo enzimético da dopamina gera
peréxido de hidrogénio, o qual podera produzir o radical hidroxil, uma neurotoxina

potente (HALLIWELL, 1992).
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ESQUEMA 1: Formacéo do piridium, derivado iénico do HAL adaptado de FANG
et al., 2001.

Fang et al. (2001), demonstraram que CYP3A4 é a mais importante isoenzima
do citocromo P450 responsavel pela maioria das vias metabdlicas do haloperidol
(Esquema 2), sendo as reac¢Bes mais comuns a dealquilacdo do haloperidol e do
haloperidol reduzido, a oxidacdo reversa do haloperidol e do haloperidol reduzido,

aromatizacdo do haloperidol e do haloperidol reduzido e a desidratacdo dos



produtos do haloperidol com formacdo de 1-metil-4-fenil-1, 2, 3,6-tetrahidropiridium

(MFTP).
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ESQUEMA 2 : Vias metabdlicas do HAL pelo CYP3A4, adaptado de FANG et al.,
2001.

1.2. Dieta com alto teor lipidico

A concentracdo normal de gordura na dieta para ratos de laboratério pode ser
considerada entre 20 % e 30 % do conteudo total de macronutrientes (carboidratos,
lipidios e proteinas) de acordo com a publicacdo Nutrient Requirements of
Laboratory Animals, 4th.revised edition, 1995. A Dieta com alto teor de lipidio é
considerada quando o percentual de gordura esta acima destes parametros supra
citados.

A dieta contendo alto teor de gordura merece uma atencdo especial, pois

além de promover estresse oxidativo em animais (FOLMER et al., 2003;



FACHINETTO et al., 2005; ZHANG et al., 2005), no Brasil as familias com maior
renda per capita, tendem a consumir um maior teor de gordura e um menor teor de
carboidratos, sendo que o consumo de gordura na populacdo brasileira aumentou
em 20 % nos ultimos 30 anos enquanto o consumo de carboidratos diminuiu 10 %
no mesmo periodo (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2004).
Além deste dado, pacientes esquizofrénicos ingerem uma maior quantidade de
gordura na dieta do que a populacdo em geral (BROWN et al., 1999).

A dieta com alto teor de lipidio esta fortemente correlacionada com o
desenvolvimento de obesidade em modelos animais, pois animais alimentados com
este tipo de dieta produzem uma quantidade aumentada de gordura visceral-
abdominal, sobretudo de gordura retroperitonial-perineal, com um consequente
aumento de peso corpéreo (AXEN et al., 2003).

A ingestdo de alta concentracdo de gordura dietética pode alterar funcdes
fisioldgicas e a saude de mamiferos, sendo por esta razdo considerada como fator
de risco metabdlico para doencas cardiovasculares e diabetes do tipo 2, conhecido
como sindrome metabolico X, em que a obesidade, resisténcia a insulina,
desenvolvimento de trombose, hipertenséo arterial sistémica, aumento do risco para
doenca coronariana isquémica e diminuicdo da capacidade cognitiva parecem ser 0s
sintomas mais proeminentes (STORLIEN et al.,, 1991; CASTELLI et al., 1992;
KURATKO et al., 1997; AXEN et al., 2003; GREENWOOD and WINOKUR., 2005 e
AOKI et al., 2006).

Mais recentemente foi demonstrado que a dieta com alto teor lipidico aumenta
a vulnerabilidade dos neurénios dopaminérgicos a neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,

6-tetrahidropiridium (CHOI et al., 2005).



De particular importancia, a dieta rica em gordura pode ser considerada um
fator de risco significativo para o desenvolvimento de deméncia vascular e Doenca
de Alzheimer, além de contribuir para o declinio cognitivo no envelhecimento
(KALMIJN, 2000) e promover lesdes hepaticas em modelos animais (GUANGHUA et

al., 2000; CHEN, 2003; MORGAN et al., 2003).

1.3. Magnésio

A recomendacdo dietética normal de magnésio para adultos tem sido
estabelecida entre 300 e 420 mg/dia, conforme revisdes do US Institute of Medicine
(1997) e German, Austrian and Swiss Nutrition Societes (D-A-CH, 2000).

Conforme VORMANN (2003), a concentracao e distribuicdo de magnésio em
adultos saudaveis € de 60-65 % nos 0ssos, 27 % nos musculos, 6-7 % em outras
células, sendo inferior a 1 % a concentracdo de magnésio no espaco extracelular.
Nos eritrécitos a concentracdo de magnésio € de 2,5 mmol/l e no soro entre 0,7-1,1
mmol/l, sendo que no soro 55 % esta na forma livre, 32% ligado a albumina e 13%
complexado com citrato, fosfatos e outras moléculas.

A deficiéncia de magnésio tem sido associada com uma ampla variedade de
condic@es clinicas como diabetes melitus tipo 2, doenca cardiovascular e Sindrome
X (LOPEZ-RIDAURA et al.,, 2004; AL-DELAIMY et al., 2004; PAOLISSO &
BARBAGALLO, 1997; RESNICK, 1993), sendo que o inicio, a progressao e as
complicacfes destas doencas podem estar associados com a producdo aumentada
de radicais livres ou com a diminuicdo da capacidade antioxidante (ROSEN et al.,
2001). De particular importancia, o magnésio pode afetar a suscetibilidade de
lipoproteinas para a peroxidacao lipidica, promovendo alteracbes de membrana e

dano tecidual (RAYSSIGUIER et al., 1993).



De acordo com BARBAGALLO et al. (1997), niveis suprimidos de magnésio
intracelular promovem, diretamente, resisténcia celular a insulina.

Para PAOLISSO E BARBAGALLO (1997), os estados caracteristicos da
resisténcia a insulina, como diabetes do tipo 2 e hipertensdo, podem ser promovidos
pela supressdo de magnésio intracelular, pois estes autores formularam uma
hipotese idnica, na qual, a concentracdo cronica intracelular alterada de ions, como
0 magneésio, age como uma via final comum, para regular o metabolismo em geral,
e, em particular, a homeostasia da glicose, a sensibilidade a insulina, o ténus
vascular periférico e a pressao sanguinea.

BARBAGALLO et al. (1999), demonstraram uma acédo direta da glutationa,
sobretudo, no estado reduzido, tanto “in vivo”, como “in vitro”, no aumento da
concentracdo de magnésio intracelular e na sensibilidade celular a insulina,
resultado apoiado pelo trabalho de LOPEZ-RIDAURA et al. (2004), que estabeleceu
uma correlacdo inversa consistente entre a ingestdo de magnésio e o risco de
diabetes do tipo 2 em homens e mulheres. Além disso, KEENOY et al. (2000),
associam as reservas corporeas de magnésio com a capacidade antioxidante total
do sangue, sendo esta capacidade antioxidante dependente da concentracdo de

albumina e glutationa reduzida.

1.4. Estresse Oxidativo

Durante o metabolismo basal normal das células aerObicas existe uma
producdo constante de espécies reativas de oxigénio (EROs), acompanhada pela
sua continua inativacdo através da acdo de antioxidantes, mantendo a integridade
estrutural e funcional das biomoléculas. Por outro lado, um aumento na producao

destas espécies reativas ou uma diminuicdo das defesas antioxidantes pode levar



ao estresse oxidativo, que esta relacionado com a etiologia ou progressdo de uma
grande variedade de doencas (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1999; MOSKOVITZ et
al., 2002).

As principais EROs produzidas durante o metabolismo basal normal das
células aerdbicas sdo o anion radical superdxido (O2" ), o perdxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (OH’) (Esquema 3). O principal sitio de formacao
enddgena do radical superéxido (O2 ) parece ser a cadeia respiratoria mitocondrial,
guando o oxigénio consumido néo € reduzido de forma tetravalente até H20, atravées
da acado da citocromo c¢ oxidase mitocondrial ( HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
O radical superoxido (02" ), também pode ser gerado pela NADH desidrogenase
(Complexo 1) e pela coenzima Q/complexo IlI (BOVERIS & CHANCE, 1973;
TURRENS & BOVERIS, 1980). A geracao de O2 , ao nivel do complexo |, pode ser
promovida pela presenca de substratos respiratérios que geram NADH, como o
malato, o glutamato e o piruvato (TURRENS & BOVERIS, 1980), e estimulada pela
rotenona, um inibidor da transferéncia de elétrons do complexo I. A coenzima Q
também estimula sensivelmente a geracdo de O2" pela NADH desidrogenase,
provavelmente durante a doacdo de elétrons do anion semiquinona, que é um
radical livre, para o0 oxigénio molecular (TURRENS, 1997). Em condicbes
fisiologicas, cerca de 2% do oxigénio consumido leva a formacdo de Oz,
proporcionalmente ao volume consumido em nivel mitocondrial (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

Em condicbes normais, o 02 ao receber um par de elétrons sofre
dismutacéo, que é a sua transformacdo em H202 na matriz mitocondrial pela acdo
da superéxido dismutase dependente de manganés (MnSOD). As enzimas

superoxido dismutase (SOD) sao especificas para a remocdo do radical O2,
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havendo além da MnSOD mitocondrial, as SOD que contém cobre e zinco
(CuznSOD), encontradas na maioria das ceélulas eucaridticas, principalmente no
citosol, podendo estar presente também nos peroxissomas, lisossomas, nucleo e no
espaco intermembranas na mitocéndria. Ha um terceiro tipo de SOD encontrada em
vegetais, que € SOD contendo ferro (FeSOD) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
O H202 é reduzido a H20 por dois tipos de enzimas : a) pela glutationa peroxidase
(GPx), enzima que contém selénio em seu sitio ativo e encontra-se amplamente
distribuida em todos os tecidos animais, removendo H202 acoplando sua reducéo a
H20 com a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH), a qual € mantida neste estado
pelo NADPH e b) pela catalase (CAT), que catalisa diretamente a decomposicao do
H20z2. A atividade da CAT esta localizada em grande quantidade nos peroxissomas,
sendo uma pequena concentracdo encontrada em mitocdndrias hepaticas, em
cloroplastos e no reticulo endoplasmatico (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Por
esta razao, todo sistema biolégico que gere O2" , também pode produzir H202 pela
dismutacéo e pela decomposi¢cdo do 02" (FRIDOVICH, 1978; HALLIWELL, 1982,
KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999). O H202 também pode ser formado diretamente
pela reducao divalente do oxigénio molecular, sendo este radical livre muito difusivel
dentro e entre as células in vivo , por ser facilmente dissolvido em H20 e também
muito toxico a maioria das células (FRIDOVICH, 1978; HALLIWELL, 1982,
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A producao intracelular do OH’' a partir da reacdo do O2° com o H202
(reacdo de Weber-Weiss postulada em 1934), ou da reac¢do do H202 com metais de
transicdo como o ferro ou cobre (reacdo descrita por Fenton em 1894), tem grande
significado biolégico devido a sua elevada reatividade e nocividade (HALLIWELL,

1982; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Normalmente, os ions de ferro e cobre
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estdo impossibilitados de catalisarem rea¢des oxidativas nos organismos vivos, pois
estdo ligados a transferrina ou a ceruloplasmina, respectivamente. No entanto,
durante a injaria celular, o ferro pode ser liberado das proteinas e acelerar o
processo de peroxidacao pela decomposicéo de hidroperéxidos lipidicos em radicais
alcoxil e peroxil (OOL )(HALLIWELL, 1982; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986).

A elevada reatividade do OH’, apesar de suas concentracdes intracelulares
extremamente baixas e de sua reduzida meia-vida, confere uma toxicidade elevada
aos organismos aerobios. Para atingir sua estabilidade, este radical transforma as
moléculas circundantes em outros radicais, que, por sua vez, também precisam
estabilizar-se . Neste processo, 0 OH' pode atacar os lipidios das membranas
celulares, além de danificar proteinas e outras moléculas organicas (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Os radicais 02" , H202, OH" e "OOL podem ser neutralizados
pelo acido ascorbico (Vitamina C), sendo que o ascorbato protege biomembranas
contra a peroxidacao lipidica, através da regeneracdo da atividade do a-tocoferol
(Vitamina E) (ROSE, 1987; ROSEN et al., 2001).

A GSH, um tripeptidio contendo tiol (-SH), possui uma alta capacidade
doadora de elétrons devido ao seu grupo sulfidrila (KIDD, 1997; HALLIWEL &
GUTTERIDGE, 1999). A GSH é um importante antioxidante de fase aquosa e cofator
essencial para varias enzimas antioxidantes, providenciando, também, protecéo para
a mitocondria contra os EROs enddgenos (KIDD, 1997). Sua alta capacidade
doadora de elétrons associada com sua alta concentragéo celular estabelece a GSH
como um grande tampédo redox, de acao redutora (KIDD, 1997). De particular
importancia, a GSH é mais concentrada no figado, onde as enzimas da fase Il do P
450 utilizam-na para converter substancias lipossollveis em conjugados de GSH

hidrossoluveis, para facilitar sua excrecdo. Enquanto fornece GSH para suas
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necessidades especificas, as células do parénquima hepatico exportam GSH para o
exterior, onde ela serve como uma fonte sistémica de —SH, com alto poder redutor
(KIDD, 1997).

A teoria dos radicais livres, associada ao envelhecimento, proposta por
HARMAN (1956) ha mais de 50 anos € considerada tdo importante quanto a
descricéo do ciclo do acido citrico proposto por KREBS na mesma época.

O dano oxidativo molecular de lipidios, proteinas e &acidos nucléicos,
promovidos pela producdo mitocondrial de radicais livres, sobretudo por EROs,
parece estar envolvido no inicio e no desenvolvimento de doencas degenerativas
relacionadas a idade, limitando a expectativa média de vida das espécies (SASTRE
et al., 2003).

A expectativa maxima de vida das espécies, as quais tém um potencial
metabolico similar, parece ser inversamente associada com a taxa de geracao de
EROs, principalmente do anion superdéxido O2° e do peréxido de hidrogénio H,0,
(SOHAL, 2002). Estes radicais livres, produzidos fisiologicamente pelos processos
metabolicos, na cadeia transportadora de elétrons, também podem ser produzidos
em varias situacdes distintas, como em reacdes catalisadas por oxidases, reacdes
catalisadas por macrofagos e neutréfilos, auto-oxidacdo de formas reduzidas de
flavoproteinas ligadas as desidrogenases (NAD/NADP),liberados das ligacdes com
as proteinas apods reducédo pela cisteina e ou acido ascérbico, decomposicdo do
acido peroxinitroso e também por proteinas do P450 (HALLIWEL & GUTTERIDGE,
1999; STADTMAN, 2002).

O tipo de dieta, o consumo de alcool, as doencas crénicas como diabetes,
hipertensdo e sindrome X, exercicios fisicos e uso de certos medicamentos sao

alguns dos principais fatores capazes de influenciar a geracdo de EROs (JAY et al.,
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2006; FOLMER et al.,, 2002; FOLMER et al., 2003; CEDERBAUM, 2001,
SHIVAKUMAR & RAVINDRANATH, 1993). Portanto, conhecer os mecanismos e
fatores capazes de aumentar a producdo de EROs seria uma maneira de prevenir
certas doencas, retardar o envelhecimento e melhorar a qualidade de vida na

velhice.

Catalase
Respiratory H,O, — H,O

Mitochondrial
Permeability Transition

Lipid Peroxidation

ESQUEMA 3 : Formacéo dos principais EROs na mitocondria celular adaptado de

Szeto, H.H. in “ Cell-permeable, Mitochondrial-targeted, Peptide
Antioxidants. AAPS Journal. 2006; 8(2): E277-E283".
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1.5. Peroxidacgéo Lipidica

A peroxidacdo lipidica (PL) é um processo natural de renovacdo das
membranas celulares. A PL também € essencial para a biossintese de
prostaglandinas e leucotrienos, assim como na fagocitose, pinocitose e lise das
membranas intracelulares (MEERSON et al., 1982). Entretanto, o estresse oxidativo
aumenta este processo e provoca dano severo nas membranas celulares
(MEERSON et al., 1982).

O processo de PL envolve a formacdo e propagacao de radicais lipidicos,
consumo de oxigénio, rearranjo das duplas ligacdes nos lipidios insaturados e a
eventual destruicdo dos lipidios da membrana, produzindo uma variedade de
produtos de degradacéo, incluindo alcoois, cetonas, aldeidos e éteres (BUEGE &
AUST, 1978; JANERO, 1990). Embora o radical livre inicial produza somente efeitos
locais, os radicais posteriores e os produtos de degradacdo possuem efeitos
biolégicos distantes do local onde o primeiro foi produzido (SOUTHORN & POWIS,
1988).

Dentre os produtos liberados esta o dialdeido malénico (MDA), cuja
quantificacdo tém sido utilizada para avaliar a extensdo do dano oxidativo, através
da reacdo com o acido tiobarbitarico (TBA), a qual tem sido usada como uma
medida de PL (OHKAWA et al., 1979; JANERO, 1990).

As membranas das células e organelas celulares sdo mais suscetiveis a PL,
pois contém grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados. Dependendo do
grau de severidade, a PL pode causar desde alteracbes na permeabilidade da

membrana até a perda da funcéo e morte celular (MEERSON et al., 1982).
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ESQUEMA 4 : Peroxidacgéo lipidica e formacdo de dialdeido maldnico e outros

produtos (http://www.biochemsoctrans.org/bst/029/0358/bst0290358

a01.gif).



2. OBJETIVOS

2.1. Justificativa

A ingestdo de dieta contendo alto teor de lipidio representa um modelo
interessante de se estudar o desenvolvimento de estresse oxidativo em tecido de
animais e as alteragdes bioquimicas associadas a este processo.

O tratamento com haloperidol tem sido amplamente documentado como uma
fonte geradora de radicais livres no Sistema Nervoso Central (SNC), sendo o
estresse oxidativo no SNC associado aos efeitos indesejaveis e toxicos do

neuroléptico.

2.2. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar o efeito da dieta com
alto teor de lipidio e o uso cronico de haloperidol, sobre a peroxidacéo lipidica (PL)
em tecidos, a correlacdo entre o conteido de gordura abdominal e a concentracao
de magnésio intracelular e a correlacdo entre a producdo de espécies reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) e a concentracdo de magnésio intracelular em figado

de ratos.

2.3. Objetivos especificos

Considerando os aspectos acima, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos :
1) Avaliar o efeito da dieta com alto teor de lipidios sobre:

e 0 ganho de peso dos animais durante o experimento;
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e 0 peso final dos animais, apds 48 semanas de experimento;
e 0 indice de PL no figado e rim;
e a correlacdo entre o conteudo de gordura abdominal e a concentracdo de

magneésio intracelular;

2) Avaliar o efeito do uso crénico de haloperidol sobre:
e 0 ganho de peso dos animais durante o tratamento;
e 0 peso final dos animais, ap0s 24 semanas de tratamento com o
neuroléptico;
e o0 indice de PL no figado e rim;
e a correlacdo entre o conteudo de gordura abdominal e a concentracdo de

magnésio intracelular

3) Avaliar o efeito da dieta com alto teor de lipidio associada ao uso crbnico de
haloperidol, durante as Ultimas 24 semanas de experimento, sobre:

e 0 ganho de peso dos animais;

e 0 peso final dos animais;

e 0 indice de PL no figado e rim;

e a correlacdo entre o conteudo de gordura abdominal e a concentracdo de

magneésio intracelular;
e a correlagdo entre a producdo de TBARS e a concentracdo de magnésio

intracelular no figado.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Drogas

O Haloperidol decanoato (Figura 1) foi obtido da Janssen-Cilag Farmacéutica,
Séao Paulo,SP-Brasil; a Ketamina foi obtida da Dopalen/Divisédo Vet. Brands/Sespo-

Brasil. O Haloperidol e a Ketamina foram injetados intramuscularmente.

3.2. Animais e dieta

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 270 e 320 gramas; do
biotério da Universidade Federal de Santa Maria. Eles foram mantidos em caixas
plasticas, em sala com temperatura controlada (22 + 3°C), 12 horas de ciclo
claro/escuro, com luz ligada as 7h. Dieta e agua foram dados “ad libitum”.

Os animais forma mantidos e usados de acordo com as recomendacdes do
Comité sobre uso e cuidados de Animais Experimentais da Escola de Medicina
Veterinaria e Ciéncias Animais da Universidade de S&o Paulo.

Os ratos foram randomicamente divididos em dois grupos, com 16 animais
cada, sendo um grupo alimentado com dieta contendo uma concentracdo normal de
lipidios, considerado grupo da dieta controle (DC) e outro grupo alimentado com
dieta contendo alta concentracdo em lipidios, considerado grupo com dieta
gordurosa (DG). A composicdo da dieta € mostrada na Tabela 1.

A dieta foi colocada diariamente antes do ciclo escuro. As dietas foram
preparadas semanalmente e estocadas a 4°C. Os ratos receberam ambas as dietas

durante 48 semanas e foram mensalmente pesados.



Tabela 1 — Composicédo da dieta

Dieta hiperlipidica

Dieta normolipidica

Composicéo da dieta (gorda) (normal)

(9/Kg) (9/K9)
Proteinas 75,00 76,00
Carboidratos 483,00 765,00
Fibras 35,00 37,00
Acidos graxos saturados 125,00 8,00
Acidos graxos insaturados 230,00 62,00
Mistura de sal* 48,00 48,00
Residuo mineral (cinzas) 4,00 4,00
Conteudo caldrico (cal/g) 5,35 3,91

1- A mistura de sal segue a seguinte composicao (g /kg): KClI, 96,3; MgSQy,, 56,7; ZnCl,, 0,4; CuCOQOy,
0,7; MnSQ,, 1,2; farelo de osso, 449,00; sal fino, 152. Os valores foram retirados de Andriguetto
(1986).

3.3. Tratamento com Haloperidol

O uso de haloperidol (Figura 1) iniciou apds 24 semanas de alimentacdo com
as dietas, quando os dois grupos de ratos foram divididos em 4 grupos distintos.
Uma parte do grupo com dieta controle (DC) continuou recebendo dieta com
concentracdo normal em gordura e injecdo intramuscular de Oleo vegetal,
considerado grupo com dieta controle (DC) com n= 5 ao final do experimento; outra
parte do grupo com dieta controle continuou recebendo dieta com concentracao
normal em lipidios e injecdo intramuscular de haloperidol decanoato, considerado
grupo com dieta controle + haloperidol (HM), com n = 5 ao final do experimento.

Uma parte do grupo recebendo dieta com alto teor de lipidio (DG), continuou,
recebendo dieta rica em gordura e injecdo intramuscular de Oleo vegetal,

considerado o grupo com dieta gordurosa (DG), com n= 6 ao final do experimento;
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outra parte do grupo com dieta hiperlipidica continuou recebendo dieta com alto teor
de lipidios e injecao intramuscular de haloperidol decanoato, considerado o grupo
com dieta gordurosa + haloperidol (HG), com n= 7 ao final do experimento.

Os grupos tratados com haloperidol receberam a droga neuroléptica de
depdsito, haloperidol decanoato (Janssen-Cilag Farmacéutica) na dose de 38
mg/Kg, o equivalente de 1 mg/Kg/dia do haloperidol ndo conjugado. As injecdes

foram dadas via intramuscular a cada 4 semanas, durante o periodo de 24 semanas.

3.4. Preparacéo de tecidos

Apods 4 semanas da ultima dose de haloperidol, todos os ratos receberam
1mg/kg do anestésico ketamina (Dopalen/Divisdo Vet. Brands/Sespro-Brasil), e apds
foram mortos por decapitacéo.

Os figados, rins e tecido adiposo abdominal de todos os ratos foram
rapidamente removidos. Os figados e rins foram colocados em gelo e
homogeneizados em 7 vol. (g/ml) de 50 mM Tris-HCI + 0,9 % NaCl (pH 7,0). Os
homogeneizados foram centrifugados a 4000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi
usado para determinacdo de TBARS, como previamente descrito por OHKAWA et al.
(1979) e ROSSATO et al. (2002).

A gordura abdominal, constituida de gordura retroperitonial-perineal,

epididimal e mesentérica, foi pesada logo apos dissecacao dos roedores.

3.5. Concentracao de Magnésio Intracelular

Foi coletado 3 ml de sangue, por puncdo cardiaca, de todos os animais, e
colocado em tubos heparinizados, centrifugados a 1800 RPM, durante 8 minutos,

sendo desprezado o plasma.
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Os eritrécitos foram diluidos 1:100 com solucédo de cloreto de lantanio P.A.
(Merck) para eliminacéo de interferentes. Foi utilizado padrdo Merck de 1000 mg/l de
magnésio e como controle foi utilizado soro controle ControlLab®, lote OFH-3N
Anvisa/Reblas n°® PROFI 001.

As dosagens de magnésio intraeritrocitario, correspondente ao magnésio
intracelular, foram realizadas por espectrometria de absor¢c&o atdmica por chama em

espectrometro Perkin EImer Atomic Absorption 3110.

3.6. Dosagens Sanguineas

As dosagens sanguineas de glicose, colesterol, triglicérides, ALT, magnésio e
uréia foram realizadas pelo método cinético-enzimatico, com reativos da Labtest®
(Lagoa Santa-MG, Brasil) no aparelho de automacao em bioquimica Express Plus®
(Bayer diagnostics, Sant Louis-MO, USA).

As dosagens de insulina foram realizadas com reativos da Génese diagnostics

(USA) pelo método de radioimunoensaio.

3.7. Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) (SPSS for
Windows 8.0, SPSS 1998, Chicago,IL) de uma e duas vias, seguido de Teste post
hoc de Duncan quando apropriados. Os coeficientes de correlagbes foram
determinados por andlise de regresséao linear. Os valores de F estdo presentes no
texto somente quando valor de P associado com F forem < 0,05. A significancia foi

considerada quando P < 0,05.



4. RESULTADOS

4.1. Dieta com alto teor de lipidio (DG)
4.1.1. Peso corpéreo

Neste trabalho foram analisados duas situagOes distintas quanto ao peso
corpOreo dos roedores: a) ganho de peso entre os 2 grupos alimentados com
diferentes tipos de dieta, quanto a composi¢do de lipidios, durante as primeiras 24
semanas de experimento e b) peso corporeo final de todos os 4 grupos ao final do
experimento (apds 48 semanas).

A dieta com alto teor de lipidio, ndo produziu, efeito no ganho de peso
corporeo dos roedores durante as primeiras 24 semanas de tratamento. Andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias (duas dietas x sete determinacdes do peso
corpdreo) ndo demonstrou efeito significativo (Figura 3).

N&o houve variacdo significativa no peso corporeo final dos animais
alimentados com dieta com alto teor lipidico quando comparado com 0s animais

alimentados com dieta controle apds 48 semanas de experimento (521,43 + 64,93 vs

500,00 + 55,679) (Figura 4).

4.1.2 Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
em tecidos

Apéds 48 semanas de experimento, a dieta contendo alto teor de lipidio (DG),
promoveu um aumento significativo (ANOVA de uma via, P<0,01) nos niveis de
dialdeido malénico (MDA), utilizado como medida de TBARS, no figado dos ratos do

grupo alimentado com dieta hiperlipidica (DG), quando comparado ao grupo de ratos
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alimentados com dieta controle (DC) (49,40 + 13,29 vs 25,80 + 7,35 nmol MDA/g
tecido) (Figura 5).

Nao houve variacdo significativa nos niveis renais de TBARS, promovido pelo
uso da dieta com alto teor de lipidio no grupo DG quando comparado com 0 grupo
da dieta controle (DC), ap6s 48 semanas de experimento (40,40 + 15,47 vs. 36,73 +

8,14 nmol MDA/g tecido) (Figura 6).



24

GBo0 T

—&— Dieta controle  —— Dieta gorda

200

I=

n

(-
T

200 T

Peso corporeo

2ol &

0 4 o 12 16 20 24

_.]5[:] | | 1

Tempo (semanas)

FIGURA 3 - Peso corpéreo em ratos alimentados com dieta controle e dieta

contendo alto teor de lipidio durante 24 semanas. DC x DG, sete determinagfes do
peso corpéreo, ANOVA de 2 vias.
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FIGURA 4 - Peso corporeo final dos 4 grupos de animais, apés 48 semanas de
experimento, alimentados por ambas as dietas, com e sem tratamento com
haloperidol. A dieta com alto teor de lipidio (DG) ndo promoveu variacéo significativa
no peso corporeo final dos ratos, quando comparado ao grupo controle (DC).
ANOVA de uma via, entretanto o uso de haloperidol promoveu uma diminuicéo
significativa no peso final dos roedores de ambos 0s grupos: a) do grupo controle +
haloperidol (HM) quando comparado ao grupo controle (DC) (449,4 £ 42,3 g x 500,0
+ 55,7 g), P<0,05 e do grupo recebendo dieta com alto teor de lipidio + haloperidol
(HG) quando comparado ao grupo recebendo dieta com alto teor de lipidio (DG)
(429,33 £ 67,80 g x 521,43 + 64,93 g), P<0,05. ANOVA de 2 vias.
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PRODUCAO DE TBARS EM FIGADO DE RATOS WISTAR

90 -
80
= 70
@ 60
=250
<C
D40,
=
330*
Ezo,
&=
10
O,

DC HM DG HG

Tratamentos

FIGURA 5 - Aumento da produgdo de TBARS em figados de ratos Wistar,
estatisticamente significativo, promovido por ambos 0s grupos: a) uso de dieta com
alto teor de lipidio (DG) quando comparado com a dieta controle (DC) (49,40 + 13,29
vs 25,80 + 7,35 nmol MDA/g tecido) P<0,01 e b) uso de dieta com alto teor de lipidio
associado ao tratamento com haloperidol (HG) quando comparado com ambos 0s
grupos, bl) dieta controle (DC) (68,77 + 30,41 vs. 25,80 + 7,35 nmol MDA/g tecido)
P<0,01 e b2) dieta controle associado ao uso de haloperidol (68,77 + 30,41 vs. 32,63
+ 7,48), nmol MDA/g tecido) P<0,05. ANOVA de duas vias.
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FIGURA 6 — Producédo de TBARS em rins de ratos Wistar. O uso de dieta com alto
teor de lipidio, assim como, o uso de haloperidol associado a ambas as dietas, nédo
promoveram variagéo significativa na producédo de TBARS, em tecido renal, entre os
4 grupos distintos de ratos Wistar, apos 48 semanas de experimento.
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4.2. Haloperidol

4.2.1. Peso corpdreo

Neste trabalho, ambos os grupos tratados com haloperidol decanoato
diminuiram, significativamente, o ganho de peso corpdreo apds o inicio do
tratamento, sendo que os ratos alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio
comecaram a perder peso antes dos ratos do grupo controle quando tratados com
haloperidol, evidenciado através de uma interacdo significativa entre o peso
corporeo e o tratamento com haloperidol [F (6.150)=8,50 e P<0,01] (Teste post hoc
de Duncan) (Figura 7).

Interessante observar que até a 242 semana de experimento, em que havia
apenas a influéncia da dieta sobre os grupos, o ganho de peso ocorreu de maneira
homogénea entre os grupos, ocorrendo uma variacao, significativamente importante,
apos o inicio do tratamento de haloperidol.

O tratamento com haloperidol causou uma reducdo, estatisticamente
significativa, no peso corporeo dos ratos em ambos o0s grupos dietéticos apos 24
semanas de tratamento com o neuroléptico. De fato, o peso corpéreo dos ratos do
grupo controle tratados com haloperidol (HM) foi significativamente menor que o
peso corpoéreo dos ratos do grupo controle (DC), ao final de experimento, conforme
ANOVA duas vias; P<0,05 (449,4 + 42.3 g x 500,0 £ 55,7 g), assim como, 0 peso
corporeo, dos ratos do grupo da dieta com alto teor de lipidios, tratados com
haloperidol (HG), foi significativamente menor que o peso corporeo dos ratos do
grupo da dieta com alto teor de lipidios (DG), conforme ANOVA de duas vias;

P<0,05 (429,33 * 67,80 g x 521,43 + 64,93 g) (Figura 4).
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4.2.2. Niveis de TBARS em tecidos

O tratamento com haloperidol causou um aumento na producao de TBARS no
figado em ambos os grupos tratados, sendo que, no grupo de ratos alimentados com
dieta controle recebendo haloperidol (HM), o aumento de TBARS nao foi significativo
em relacdo aos ratos alimentados com dieta controle (DC). Entretanto, houve um
aumento, significativamente marcante, dos niveis de TBARS no figado dos ratos
alimentados com dieta gorda e tratados com haloperidol (HG) quando comparado
com ambos os grupos: a) de ratos alimentados com dieta controle (DC) ANOVA
duas vias; P<0,01(68,77 + 30,41 vs. 25,80 + 7,35 nmol MDA/ g tecido) e b) de ratos
alimentados com dieta controle tratados com haloperidol (HM) ANOVA duas vias;
P<0,05 (68,77 + 30,41 vs. 32,63 + 7,48 nmol MDA/ g tecido), respectivamente
(Figura 5).

O tratamento com haloperidol ndo promoveu variacdo significativa, na

producdo de TBARS em rim, entre os 4 grupos distintos de ratos (Figura 6).

4.3. Correlacdo entre conteudo de gordura abdominal e a

concentracdo de magnésio intracelular

Apds 48 semanas de experimento, foi encontrada uma correlagdo negativa
estatisticamente significativa entre o conteltdo de gordura abdominal e a
concentracdo de magnésio intracelular (r = - 0,54, P < 0,05 ) considerando todos os
animais, n = 23 (Figura 8).

O grupo de roedores alimentado com dieta contendo alto teor de lipidio (DG),
apresentou uma correlagdo negativa, estatisticamente significante, entre a
concentracdo de magnésio intracelular e o contetdo de gordura abdominal com

valores de P<0,05 e r=- 0,83 (Figura 9).
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O grupo controle (DC) apresentou uma correlacdo negativa, estatisticamente
nao significativa, entre o conteudo de gordura abdominal e a concentracdo de
magneésio intracelular, com valores de P= 0,087 e r=-0,82 (Figura 10).

No grupo de roedores alimentados com dieta controle e tratados com
haloperidol (HM), houve uma correlacdo negativa, estatisticamente significativa,
entre o conteudo de gordura abdominal e a concentracdo de magnésio intracelular,
sendo os valores de P= 0,03 e r=- 0,91 (Figura 11).

O grupo de ratos, alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio e
tratados com haloperidol (HG), apresentou uma correlacdo negativa, nao
significativa, entre a concentracdo de magneésio intracelular e o contetudo de gordura

abdominal, sendo os valores de P > 0,05 e r = -0,40 (Figura 12).

4.4. Correlacdo entre Concentracdo de Magnésio Intracelular e
Peroxidacéao Lipidica
Apods 48 semanas de experimento, foi encontrado uma correlacdo positiva,
estatisticamente significante, entre o conteddo de magnésio intracelular e a
producdo de TBARS em tecido hepatico (r = 0,79, P < 0,05 ) no grupo de animais
alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio tratados com haloperidol, n = 7

(Figura 13).

4.5. Dosagens sanguineas

A dieta ou tratamento com haloperidol ndo promoveu variacao significativa
nas dosagens sanguineas de insulina, glicose, colesterol, triglicérides, ALT,
magnésio e uréia entre os grupos de ratos tratados ao final do experimento (Tabela

2).
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RELACAO GANHO DE PESO CORPOREO
X
TRATAMENTO COM HALOPERIDOL DECANOATO
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FIGURA 7 - Peso corpéreo em ratos recebendo dietas e tratamento com
haloperidol. Os simbolos indicam uma diferenca significativa entre os grupos dentro
do mesmo més. Interacdo significativa entre o peso corpéreo e o tratamento com
haloperidol F (6.150)=8,50 e P<0,05 (Teste de variavel multipla de Duncan).
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CORRELACAO ENTRE CONTEUDO DE GORDURA ABDOMINAL
X
CONCENTRACAO DE MAGNESIO INTRACELULAR
Magnésio intracelular vs. Gordura abdominal (Casewise MD deletion)

Gordura abdominal= 71.076 — 6.743* Magnésio Intracelular

Correlacdo: r=-0,54
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FIGURA 8 - Correlacéo negativa, estatisticamente significante, entre o contetido de
gordura abdominal e a concentracdo de magnésio intracelular (r = -0,54, P < 0,05)

considerando todos os animais, n = 23.
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FIGURA 9 — Correlagdo negativa, estatisticamente significativa, entre o contetido

de gordura abdominal e a concentracdo de magnésio intracelular, no grupo de

roedores alimentados com dieta contendo alto teor de lipidios, P<0,05 e r = - 0,83;

n==~6.
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FIGURA 10 - Correlagdo negativa, estatisticamente ndo significativa, entre o
contetdo de gordura abdominal e a concentracdo de magnésio intracelular no grupo

de ratos alimentados com dieta controle (DC), P > 0,05 e r =-0,82, n = 05.
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FIGURA 11 - Correlagdo negativa, estatisticamente significativa, entre o contetido
de gordura abdominal e a concentracdo de magnésio intracelular, no grupo de ratos
alimentados com dieta controle tratados com haloperidol (HM), P < 0,05 e r = - 0,91;
n=>5.
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FIGURA 12 - Correlacédo negativa, ndo significativa, entre o contetido de gordura
abdominal e a concentracdo de magnésio intracelular, no grupo de ratos
alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio tratados com haloperidol (HG), P
>0,05er=-0,40;n=7.
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FIGURA 13 - Correlagéo positiva, estatisticamente significativa, entre o contetido
de magnésio intracelular e a producdo de TBARS em tecido hepatico (r = 0,79 e P <
0,05) no grupo de animais alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio e

tratados com haloperidol, n = 7.
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TABELA 2 — Dosagens sanguineas nos diferentes grupos de ratos, sem variacao

estatisticamente significativa.

GRUPO Insulina Glicose  Colesterol ALT Triglicérides Magnésio Uréia
ng/dl mg/dl mg/dl ul/ mg/dl mg/dl mg/dl

DC 6,47 141,40 105,80 + 68,78 + 152,20 + 2,67 42,00 +
1,64 41,78 36,60 21,43 64,94 0,36 10,07

DG 6,00 = 134,50 = 80,50 + 52,81 + 90,12 + 2,56 + 33,00 +
2,28 27,57 17,55 8,80 32,25 0,27 4,44

HG 4,76 + 145,62 + 95,75 + 46,82 + 105,87 = 2,71 + 34,62 +
1,73 54,38 17,56 9,40 49,82 0,45 4,62

HM 6,76 + 138,85 + 105,14 + 51,72 + 113,42 + 2,37+ 39,28 +
2,16 43,97 19,60 10,88 33,24 0,24 6,12




5. DISCUSSAO

5.1 Dieta com alto teor de lipidio
5.1.1 Efeito da dieta contendo alto teor de lipidio no peso corpdéreo

de ratos Wistar

O aumento no consumo de carboidratos e ou lipidios, na dieta da populacdo
ocidental, nos ultimos anos, tem sido associado ao declinio da funcédo cognitiva e a
fisiopatologia de diversas alteragbes metabdlicas, responsaveis por diversas
manifestacdes clinicas como a obesidade, o diabetes melitus tipo 2, a hipertenséo
arterial sistémica, o cancer e o estado pré-trombdético, além de promover estresse
oxidativo em tecidos de mamiferos ( CASTELLI et al., 1992; KALMIJN, 2000;
FOLMER et al.,, 2003; AXEN et al., 2003; IBGE, 2004; ZHANG et al. 2005;
GREENWOOD e WINOCUR, 2005; FACHINETTO et al, 2005 e AOKI t al., 2006.)

A dieta contendo alto teor de lipidio (DG) ndo promoveu variacdo significativa
no ganho de peso dos roedores, quando comparado a dieta considerada controle
(DC). Este fato deveu-se a um menor consumo dietético do grupo de ratos
alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio (DG) quando comparado com o
grupo de ratos alimentados com dieta controle (DC), pois aqueles consumiram 20 +
6 gramas/dia de dieta enquanto estes consumiram 30 + 5 gramas/dia de dieta. Além
disso, a dieta considerada controle, possuia uma concentracdo normolipidica e alta
taxa de carboidrato, o que contribuiu para que o ganho de peso durante o tratamento
e 0 peso final dos animais ap6s o experimento ndo variassem de maneira

significativa.
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5.1.2. Efeito da dieta contendo alto teor de lipidio no estresse

oxidativo em tecidos de ratos Wistar

Neste trabalho, a dieta contendo alto teor de lipidio, promoveu estresse
oxidativo em tecido hepatico de ratos quando comparados com os ratos alimentados
com dieta normal, demonstrado pela produgé&o significativamente aumentada de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), o que esta de acordo com
trabalhos anteriores, pois 0 aumento dos niveis de dialdeido malénico (MDA) em
tecidos de roedores tem sido associado a dieta com alta concentracdo de gordura
(DOBRIAN et al., 2001 e FOLMER et al., 2003).

Os niveis aumentados de TBARS, considerados como marcadores da
peroxidacao lipidica, quantificados em nmol/MDA/g de tecido, encontrados em
figados de ratos alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio, podem ter sido
produzidos por duas vias distintas de formacdo de EROs, em que o H,O; e 0 6xido
nitrico (NO) exercem uma funcao chave neste processo.

Por um lado, de acordo com HASHIMOTO (1996) e citado por NELSON e
COX (2000), altas concentracdes de lipidios, na dieta de mamiferos, resulta numa
sintese aumentada das enzimas da beta oxidacdo peroxissomal no figado, o que
pode gerar estresse oxidativo, porque nos peroxissomas a flavoproteina
desidrogenase que introduz uma dupla ligacdo no Acil-CoA, passa o0s elétrons
diretamente ao O, produzindo peréxido de hidrogénio (H.0O,) (Figura 14), o qual por
sua vez, através da reacdo com o O2° pode produzir o radical hidroxil (OH").

Por outro lado, alimentar ratos com alta concentracdo de gordura na dieta,
pode produzir um aumento na atividade hepatica da enzima oOxido nitrico sintase,
com consequente aumento da producdo de 6xido nitrico (NO), um precursor do

peroxinitrito, potente e versatil oxidante, que pode atacar uma ampla variedade de
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tecidos biolégicos, produzindo peroxidacao lipidica (Pryor e Squadrito, 1995 e WAN
et al., 1999) (Figura 15).

O estresse oxidativo, produzido no figado de ratos alimentados com dieta
contendo altas taxas de lipidios, evidenciado pelo aumento de TBARS, neste estudo,
pode ter sido produzido por dois mecanismos distintos, ou seja, por um lado atraves
de uma via metabdlica alternativa da beta oxidacdo (beta oxidacdo peroxissomal) e
por outro lado por ativacdo enzimatica no figado (da enzima Oxido nitrico sintase).
De fato, o dialdeido maldnico (MDA), produzido como resultado da oxidacdo de
acidos graxos insaturados, em membranas celulares de sistemas biologicos, pode
reagir com o acido tiobarbitarico (TBA), com producdo de TBARS. Esta reacdo do
MDA com TBA produzindo TBARS é usada para detectar e quantificar a peroxidacao
lipidica e a injaria tecidual peroxidativa (WILBUR et al. 1949; SIDWELL et al., 1954;
KENASTON et al., 1955; OHKAWA et al., 1979 e JANERO, 1990).

A dieta contendo alto teor de lipidio ndo promoveu variacao significativa na
producdo de TBARS, em tecido renal dos roedores apO6s 24 semanas de
experimento. A diferenca na significancia da producdo de TBARS, nos tecidos
hepatico e renal dos roedores, promovido pela dieta contendo alto teor de lipidio,
pode ser explicada pela inducdo diferencial das enzimas oxidativas de &acidos
graxos, nos peroxissomas destes tecidos, pois no tecido renal de ratos, as enzimas
oxidativas peroxissomais sdo mais refratarias a beta-oxidacdo em relacdo as
enzimas peroxissomais hepaticas (SHARMA et al, 1989). Estes dados reforcam o
possivel envolvimento da beta oxidagdo peroxissomal de acidos graxos, contidos na

dieta de roedores, na geracdo aumentada de EROs em figado de ratos Wistar.
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FIGURA 14 — Comparacédo da R-oxidagcdo na mitocondria e nos peroxissomas. No
primeiro passo oxidativo, os elétrons no sistema peroxissomal, passam diretamente
para o oxigénio, gerando H,O,. A dieta com alto teor de lipidios, estimula a [3-
oxidacdo peroxissomal nos hepatdcitos, aumentando a producdo de H,O, gerado

neste processo (Fonte: Lehninger Principles of Biochemistry, 3™., 2000).
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FIGURA 15 - Sintese do éxido nitrico, a partir da L-arginina, pela enzima éxido

nitrico sintase, com subsequente producdo de peroxinitrito e peroxidacdo lipidica.

(Fonte: www.dadamo.com/wiki/wiki.pl/Nitric_Oxide).
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5.1.3. Efeito da dieta contendo alto teor de lipidio na correlacdo
entre a concentracdo de magnésio intracelular e o conteddo

de gordura abdominal em ratos Wistar

A correlacdo negativa, estatisticamente significativa, entre o contetdo de
gordura abdominal e a concentracdo de magnésio intracelular, observada no final do
experimento, considerando todos os animais (Figura 8), foi promovida pelo grupo de
ratos alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio (DG) e pelo grupo de ratos
sob uso crénico de haloperidol (HM), pois de uma andlise de correlagédo individual
de cada grupo, foram o0s Unicos que apresentaram uma correlacdo negativa,
estatisticamente significativa, com valores de P=0,042 e r= - 0,83 (Figura 9) e P=
0,03 e r = -0,91, respectivamente. Esta correlagcdo encontrada no presente estudo,
demonstrando que, quanto maior é o contetdo de gordura abdominal, menor é a
concentracdo de magneésio intracelular, refor¢ca trabalhos prévios que relacionam
uma base ibnica, na qual a deficiéncia de magnésio intracelular estabelece uma
importancia fundamental no mecanismo da Sindrome X, em que a obesidade,
sobretudo pelo aumento da gordura abdominal, esta presente junto as outras
manifestagdes clinicas, tais como a hipertenséo, a resisténcia a insulina, o diabetes
tipo 2 e as doencgas vasculares (RESNICK, 1993). De fato, diversos estudos clinicos
e experimentais sugerem uma associacdo entre a concentracdo plasmatica e
intracelular de magnésio com risco aumentado a véarias desordens metabdlicas
(PAOLISSO e BARBAGALLO., 1997; ROSOLOVA et al., 1997; BARBAGALLO et al.,
1999; FREEDAMAN et al.,, 1999; HANS et al., 2002 e LOPEZ-RIDAURA et al.,
2004.) O resultado encontrado neste trabalho, na correlagdo entre a concentracao
de magnésio intracelular e o conteudo de gordura abdominal, promovido pela dieta

contendo alto teor de lipidio, estabelece uma relagdo importante na promocao da
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Sindrome X em ratos, pois alimentar ratos com dieta contendo alto teor de lipidio

pode promover a Sindrome X (AXEN et al., 2003).

5.2. Haloperidol

5.2.1. Efeito do haloperidol no peso corporeo de ratos Wistar

Os resultados mostraram que o uso cronico de haloperidol promoveu uma
diminuicdo significativa no peso corporeo dos animais quando comparado aos
respectivos grupos controles. A perda do ganho de peso promovido pelo uso de
haloperidol comecgou apos 12 semanas de tratamento com o neuroléptico (Figura 7),
sendo que, a diminuicdo do peso corporeo dos animais tratados com haloperidol, em
relacdo aos animais nao tratados, continuou significativo até o final do experimento
(Figuras 4 e 7).

Este estudo sugere que a perda de peso dos roedores alimentados com dieta
contendo alto teor de lipidio e tratados com haloperidol, pode estar associado ao
estresse oxidativo marcante, ocorrido no figado deste grupo, pois além de ser o
anico grupo a perder peso, de maneira significativa, durante o tratamento com
haloperidol, obteve 0 menor peso corpéreo associado aos maiores niveis de TBARS
no tecido hepatico, ap6s 48 semanas de experimento quando comparado aos
demais grupos. Além disso, os ratos alimentados com dieta contendo alto teor de
lipidio tiveram uma ingesta menor de alimento quando comparado ao grupo de ratos
alimentados com dieta controle. Portanto o uso crénico de haloperidol associado a
dieta contendo alto teor de lipidio produz perda de peso corpéreo em roedores, pois
a toxicidade do haloperidol, evidenciada pela diminuicdo do ganho e peso corpéreo

final dos animais tratados com o neuroléptico associado a dieta contendo alto teor
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de lipidio (HG) promoveu perda de peso, significativamente marcante, quando

comparado a animais com dieta normolipidica (DC) e sem uso de haloperidol.

5.2.2. Efeito do haloperidol no estresse oxidativo em tecidos de

ratos Wistar

Os resultados deste estudo evidenciaram, claramente, que o uso cronico de
haloperidol promoveu uma potencializagcdo na agéo da dieta gorda na promoc¢ao do
estresse oxidativo no figado de roedores, determinado, pelo aumento marcante dos
niveis de TBARS, neste tecido, quando comparado aos grupos DC e HM.

Este trabalho sugere que a metabolizacdo hepatica do haloperidol, por um
lado, e a beta-oxidacdo perixossomal associada a inducdo enzimética da enzima
oxido nitrico sintase hepatica, promovidos pela dieta com alto teor de lipidio, por
outro lado, séo os fatores responséaveis pelo aumento marcado de TBARS no figado
de ratos Wistar.

De fato a metabolizacdo do haloperidol parece ser fonte geradora de radicais
livres, pois nas reacdes de oxidacdo hepatica, o citocromo P450 (P450) funciona
como um sistema transportador de elétrons, o qual tem sido mostrado produzir
espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais superoxido formado pela
reducao univalente do oxigénio molecular (WHITE e COON, 1980 e MINAMIYAMA
et al., 2004).

Apenas 1% do haloperidol é excretado na urina sem sofrer alteracdo, o
restante € metabolizado no figado de mamiferos pelas enzimas do citocromo P450
(P450), as quais séo responsaveis pelo metabolismo de varias drogas, xenobidticos

e substratos endégenos (FORSMAN e LARSSON, 1978; GORROD e FANG, 1993).
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Ha varias isoformas do P450 envolvidas nos varios tipos de reacdes na
metabolizacdo do haloperidol com formacao de diversos intermediarios metabolicos
(FANG et al., 2001). A isoforma CYP3A4 € a mais importante isoenzima do P450
responsavel pela maioria das vias metabdlicas do haloperidol em humanos (FANG et
al., 2001), enquanto que a CYP3A2 € uma das principais isoenzimas presente nos
microssomas de ratos machos (MINAMIYAMA et al., 2004). A CYP3A2 produz mais
EROs por quantidade de P450 que qualquer outra isoforma como CYP2C11,
CYP2B1 e CYP1A2 (MINAMIYAMA et al., 2004). A CYP3A4 é considerada como
isoforma homologa da CYP3A2 do figado de rato, e por esta razdo é descrita como
forma ativa na formacéo catalisadora de EROs em microssoma hepatico humano
(PUNTARULO e CEDERBAUM, 1998).

A administracdo cronica de haloperidol também tem promovido estresse
oxidativo em tecido hepatico, pela diminuicdo da glutationa reduzida (GSH),
considerado o principal tampéao bioldgico intracelular devido ao seu grupamento tiol
na reducdo de EROs, com consequente diminuicdo da taxa glutationa
reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSS) (SHIVAKUMAR e RAVINDRANATH, 1993.
e VAIRETTI et al., 1998.). De fato, a deplecéo de glutationa reduzida (GSH) aumenta
0 estresse oxidativo induzido pelo oOxido nitrico (NO) no hepatocito de ratos
(SINBANDHIT-TRICOT et al., 2003).

N&o houve variacao significativa na geracdo de EROs no tecido renal de ratos
Wistar promovido pelo uso cronico de haloperidol, pois o tecido renal ndo participa

da metabolizacdo do haloperidol.
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5.2.3. Efeito do haloperidol na correlacao entre a concentracao de

magnésio intracelular e o contetdo de gordura abdominal

Os resultados demonstraram que, ambos 0s grupos tratados com
haloperidol, promoveram uma correlagcdo negativa, entre a concentragcdo de
magnésio intracelular e o conteldo de gordura abdominal, sendo que, apenas no
grupo alimentado com dieta controle recebendo haloperidol (HM), a correlagao foi
estatisticamente significativa, com r=- 0,91 e P < 0,05. Estudos prévios demonstram
que, o uso de haloperidol, em pacientes esquizofrénicos, pode diminuir os niveis
plasmaticos de magnésio e aumentar 0s niveis intracelulares deste ion divalente
(NECHIFOR et al., 2003 e 2004), o que esta de acordo com os resultados
encontrados em nosso estudo, pois em tese, o fato deste antipsicotico melhorar os
niveis intracelulares de magnésio pode ter contribuido, além da toxicidade desta
droga, para o menor peso corpéreo encontrado nos grupos de animais tratados (HM
e HG). De fato, o efeito do HAL no grupo de roedores alimentados com dieta
controle (HM) foi mais significativo (P=0,03) dentre as quatro correlacbes negativas,
pois o valor de P referente a correlacdo entre a concentracdo de magnésio

intracelular e o contetdo de gordura abdominal foi o menor de todos.
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5.2.4. Efeito do haloperidol na correlacao entre a concentracao de

magneésio intracelular e a peroxidacao lipidica

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram claramente, que o
haloperidol associado a dieta com alto teor de lipidio, promoveu uma super produgao
dos niveis de TBARS, como medida de estresse oxidativo, no figado de ratos, sendo
este aumento da producdo de TBARS, correlacionado com a concentragdo de
magnésio intracelular, conforme demonstrado por correlacdo positiva,
estatisticamente significativa, entre a producéo hepética de TBARS e a concentracao
de magnésio intracelular, no grupo de ratos alimentados com dieta contendo alto
teor de lipidio e sob uso crénico de HAL (r = 0,79 e P < 0,05) (Figura 13). De fato, a
metabolizacdo do HAL pelo P 450, potencializou, o efeito de dieta com alto teor de
lipidio, na PL em figado dos roedores, sendo a producdo de EROs, neste grupo
(HG), correlacionada, positivamente, com a concentracao intracelular de magnésio,
pois de acordo com NECHIFOR et al., 2004., o HAL ao aumentar a concentracao
intraeritrocitaria de magnésio promove um efeito maior, havendo uma relacéo entre o
efeito antipsicético da droga com niveis intracelulares aumentados de magnésio.

Este resultado estd de acordo com trabalho prévio, em humanos,
demonstrando que o tratamento com haloperidol promoveu, um aumento
estatisticamente significativo, de magnésio intraeritocitario, nos pacientes
esquizofrénicos sob uso do neuroléptico quando comparado a pacientes sem uso de
haloperidol (NECHIFOR et al., 2003 e 2004). Entretanto, em ratos, ndo ha
publicacbes prévias sobre esta correlacdo entre o uso crénico de haloperidol e a
concentracdo de magnésio intracelular.

O mecanismo pelo qual o haloperidol promoveu um aumento da concentracao

de magnésio intracelular em humanos ndo esta esclarecido. Os resultados deste
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estudo sugerem que, o aumento significativamente marcante de TBARS em figado
de ratos Wistar, promovido pela alimentacdo com alto teor de lipidio associado ao
uso crénico de HAL deve-se a producdao de O2 pela metabolizacdo do
neuroléptico, que ao reagir com H,0O, promovido pela beta-oxidacdo peroxissomal
de acidos graxos no hepatdcito, por um lado, e ao reagir com o NO produzido pelo
aumento da atividade da enzima Oxido nitrico sintase, por outro, produziu os EROs
OH" e ONOO |, de potente acao oxidante em sistemas biolégicos.

A correlacdo positiva entre os niveis de TBARS e a concentracdo de
magneésio intracelular no figado dos ratos do grupo HG, parece ter sido influenciado
tanto pelo HAL, que aumenta ambos, 0s niveis intracelulares de magnésio
(NECHIFOR et al, 2003 e 2004.) e a producado de O2" neste tecido, como pela GSH,
que é mais concentrada neste tecido, amplamente utilizada pelas enzimas da fase Il
do P 450, pois a concentracdo de magnésio intracelular é proporcional aos niveis de
GSH (BARBAGALLO et al, 1999).

A producdo de TBARS em figado de ratos Wistar correlacionado com o
aumento significativo de magnésio intracelular, promovido pelo uso de haloperidol
associado a dieta com alto teor de lipidio, precisa ser melhor investigado, pois o
efeito de drogas na geracdo de estresse oxidativo em tecidos pode se dar de
diferentes maneiras, algumas previamente relatadas e outras a serem melhor

elucidadas.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e apresentados nesta dissertacao,

podemos inferir que :

- 0 consumo crénico de dieta contendo alto teor de lipidio produz PL em figado de
ratos Wistar, provavelmente, pela agcdo oxidante de EROs H202, OH e ONOQ", pois
um aumento de gordura na dieta estimula a B-oxidacdo peroxissomal de acidos
graxos, com a producdo aumentada de H202 (HASHIMOTO, 1996) e também pelo
aumento da enzima oxido nitrico sintase hepatica, com producdo aumentada de NO
(WAN et al, 1999), precursor do potente agente oxidante ONOO~ (PRYOR e

SQUADRITO, 1995);

- os dados apresentados, na correlacdo negativa entre o conteudo de gordura
abdominal e a concentragdo de magneésio intracelular, promovidos pela dieta com
alto teor de lipidio, reforcam trabalhos prévios que apontam o aumento do consumo
de gordura na dieta como uma das provaveis causas da Sindrome X, também
conhecida como Sindrome Plurimetabdlica, Sindrome Dismetabdlica ou Sindrome
Metabdlica, em que a diminuicdo do magnésio intracelular, citado como uma
provavel base idnica desta patologia, esta associado com as manifestacdes clinicas
desta doenga, em que um dos sintomas mais proeminente e patognomdnico é a
obesidade, sobretudo o aumento de gordura abdominal, a resisténcia a insulina e a

hipertensao arterial sistémica (PAOLISSO E BARBAGALLO, 1997);
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- a toxicidade do haloperidol pode ser observada através do ganho de peso dos
ratos, pois 0 neuroléptico diminuiu 0 ganho de peso em ambos o0s grupos de ratos
tratados, sendo que o grupo de ratos alimentados com dieta com alto teor de lipidio
e tratados com haloperidol ocorreu uma perda acentuada do peso corporeo em
relacdo aos demais grupos, em apenas 12 semanas de tratamento, mantendo-se até
o final de experimento, sugerindo uma associagao entre o estresse oxidativo no

figado deste grupo com a perda de peso;

- 0 tratamento com haloperidol potencializou a agdo da dieta com alto teor de lipidio
na producdo de TBARS no figado de ratos Wistar, pois enquanto a dieta com alto
teor de lipidio produz H202 e NO, através da B-oxidagao peroxissomal e aumento na

atividade da oxido nitrico sintase, respectivamente, a metabolizagédo hepatica do
haloperidol pelo P 450 é fonte geradora de radicais O2~ (WHITE e CONN, 1980,

MINAMIYAMA, et al., 2004), o qual, além de possuir agao oxidante, reage com H202

e NO produzido pela dieta com alto teor de lipidio, formando OH e ONOO";

- a correlagao positiva entre a produgédo de TBARS e a concentragdo de magnésio
intracelular, no figado de ratos alimentados com dieta contendo alto teor de lipidio e
uso crénico de haloperidol, reforga nossos argumentos de que o estresse oxidativo
ocorreu pelo aumento da producdo de EROs, e ndo pela diminuicdo da defesa
antioxidante, sobretudo da GSH (principal tamp&o celular antioxidante), pois a
concentragdo intracelular de magnésio € diretamente dependente da concentragéo
de GSH, e fatores que diminuem os niveis de GSH diminuem a concentracdo de
magneésio intracelular com diminui¢do da capacidade antioxidante (KEENOY et al.,

2000 e BARBAGALLO et al., 1999).
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