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RESUMO
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A acidemia metilmalénica € um erro inato do metabolismo caracterizado pelo
acumulo tecidual de acido metilmalénico (MMA) e disfungdo neuroldgica, incluindo
convulsdes. Os acidos graxos dietéticos sdo conhecidos como fonte de energia e reduzem a
atividade convulsivante em determinados modelos experimentais agudos de convulsdo. Este
estudo investiga se o tratamento crénico com 6leo de peixe ou com acido oléico atenua as
convulsdes induzidas por MMA. Ratos Wistar machos adultos foram tratados com 6leo de
peixe (85 mg / kg), acido oléico (85 mg / kg) ou veiculo (solucdo aquosa de Cremophor EL®
0,42%, 4 mL / kg de peso corporal / dia), via oral, por 75 dias. No 73° dia foi implantada uma
canula no ventriculo lateral direito e dois eletrodos sobre o cortex parietal para o registro
eletroencefalografico. No 76° dia metade dos animais de cada grupo foi injetada com NaCl
(2,5 umol / 2,5 pL, i.c.v.), e outra metade com MMA (2,5 umol / 2,5 pL, i.c.v.), e a atividade
convulsiva foi medida por EEG e monitoramento comportamental concomitantemente. O
efeito da prostaglandina E, (PGE,) na atividade Na’, K’-ATPase foi determinada em fatias
de cortex cerebral dos animais injetados com NaCl (controle). A administragdo de 6leo de
peixe aumentou a laténcia para as convulsdes tdnico-clénicas induzidas por MMA e reduziu
a amplitude média dos registros ictais de EEG. O acido oléico diminuiu a amplitude média
dos registros ictais de EEG. O tratamento com d6leo de peixe preveniu a diminuigédo da
atividade da Na®, K'-ATPase induzida por PGE, em fatias corticais in vitro. Os resultados
suportam um papel importante anticonvulsivante do 6leo de peixe sobre as convulsdes
induzidas por MMA. A prevencgdo da redugdo da Na®, K-ATPase induzida por PGE, nos
animais tratados com 6leo de peixe pode estar relacionada a sua atividade anticonvulsivante

atualmente relatada.

Palavras-chave: Metiimalonato, convulsao, inflamagao, acidos graxos
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Methylmalonic acidemias are inherited metabolic disorders characterized by
methylmalonate (MMA) accumulation and neurological dysfunction, including seizures.
Dietary fatty acids are known as an important energy source and reduce seizure activity in
selected acute animal models. This study investigates whether the chronic treatment with
fish oil or with oleic acid attenuates MMA-induced seizures. Adult male Wistar rats were
treated with fish oil (85 mg/kg), oleic acid (85 mg/kg) or vehicle (0.42 % aqueous Cremophor
EL™, 4 mL/kg/body weight/day), p.o., for 75 days. In the 73" day were implanted a cannula
in the right lateral ventricle with electrodes over the parietal cortex for EEG recording. In the
76" day half the animals from each group were injected with NaCl (2.5 pmol/2.5 pL, i.c.v.),
and the other half with MMA (2.5 umol/2.5 puL, i.c.v.), and seizure activity was measured by
EEG recording with concomitant behavior monitoring. The effect of prostaglandin E, (PGE,)
on Na' K'-ATPase activity of slices of cerebral cortex from NaCl-injected (control) animals
was determined. Fish oil administration increased the latency for MMA-induced tonic-clonic
seizures and reduced the mean amplitude of ictal EEG recordings. Oleic acid decreased
mean amplitude of ictal EEG recordings. Treatment with fish oil prevented PGE,-induced
decrease of Na',K'-ATPase activity in cortical slices in vitro. The results support a major
anticonvulsant role for fish oil against MMA-induced seizures. The decreased sensitivity of
Na®,K*-ATPase from fish oil-treated animals to the inhibitory effect of PGE, may be related to

its currently reported anticonvulsant activity.

Key words: methylmalonate, seizure, fatty acid, fish oil, oleic acid
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item CAPITULO. Nesse item, estd o
manuscrito do artigo, submetido para a publicagdo. As se¢cbes Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se
no capitulo e representam a integra deste estudo.

Os itens, DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontram-se no final desta
dissertacdo e apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o artigo
cientifico.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO

desta dissertacéao.



1 INTRODUCAO
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1 INTRODUGAO

O termo “acidemias organicas classicas” convencionalmente define trés
diferentes tipos de doencas hereditarias: acidemias isovalérica, propidnica e
metilmalénica (Ogier de Baulny & Saudubray, 2002). Destas, a propidnica e a
metilmalénica sdo as mais frequentes, com manifestacbes de forma subita e
potencialmente letais (Wajner et al., 2001).

A acidemia metilmalénica é um erro inato do metabolismo, autossémico
recessivo, caracterizado pelo acumulo de acido metilmalénico (MMA). Este acumulo
deve-se a inibicdo ou pouca atividade da enzima metilmalonil-CoA mutase (MCM,
E.C. 5.4.99.2), dependente de vitamina B4, e responsavel pela conversdo do L-
metilmalonil-CoA em succinil-CoA na rota da degradacao de aminoacidos de cadeia
ramificada, acidos graxos de cadeia impar e do propionato (Fenton, 2001).

As manifestagdes clinicas desta doenca ocorrem normalmente na primeira
semana de vida, e s&o predominantemente neurolégicas. Assim os pacientes
afetados apresentam encefalopatia, hipotonia, retardo mental e psicomotor,
alteracbes comportamentais e neuropsiquiatricas, atrofia cerebral, anormalidades no
registro eletroencefalografico (EEG), coma e convulsées (Hoffmann et al.,, 1993,
Cornejo et al., 2003). Os sinais e sintomas da doenga variam em gravidade, de
acordo com a idade em que se instala o disturbio metabdlico (Ogier de Baulny,
2002).

Os tratamentos atualmente disponiveis para acidemia metilmaldnica,
basicamente dietéticos, ndo sao completamente eficazes na prevencdo das
manifestacdes clinicas. Neste contexto, torna-se importante a busca por novas
terapias com o objetivo de auxiliar no tratamento desta patologia.

Os acidos graxos (AG) sao tradicionalmente conhecidos como fonte de
energia e, atualmente, reconhecidos pela sua importdncia no desenvolvimento
neuronal. Um desequilibrio no aporte dietético destes AG pode contribuir para
anormalidades no neurodesenvolvimento infantil e para o desencadeamento de

doencgas neuropsiquiatricas em adultos (Richardson & Montgomery, 2005). Estudos
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sugerem que a suplementacdo com acidos graxos poli-insaturados (AGPI) n-3
exerca efeito neuroprotetor (Coluccia et al., 2009), inclusive na prevencdo de
crises convulsivas em pacientes epilépticos (Schlanger et al., 2002, Yuen et al.,
2005). No entanto, também ha evidéncias de que esta suplementagdao ndo melhora
o controle destas crises (Bromfield et al., 2008). Embora seja dificil determinar as
razbes para tais discrepancias, ha diferengas metodoldgicas importantes nestes
estudos como: o tipo e a duragdo do tratamento, doses, vias de administragao, e
desenho experimental utilizado (Taha et al., 2009a).

Desta forma, é relevante a avaliagao do efeito dos AG sobre as convulsdes
induzidas por MMA, com o objetivo de determinar novas alternativas terapéuticas

para o tratamento da acidemia metilmaldnica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento crénico com acidos graxos sobre as convulsdes

induzidas por metilmalonato em ratos.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito do tratamento crénico com 6leo de peixe e acido oléico
sobre a laténcia e as alteragdes eletroencefalograficas caracteristicas dos

episodios convulsivos induzidos pela inje¢ao de MMA em ratos.

2. Investigar o efeito do tratamento crénico com 6leo de peixe e acido oléico

sobre a atividade da enzima Na*,K'-ATPase em ratos ex vivo.

3. Avaliar o efeito do tratamento crénico com 6leo de peixe e acido oléico
sobre a reducdo da atividade da enzima Na® K'-ATPase induzida pela

incubacao com PGE, em ratos in vitro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acidemia metilmalonica

3.1.1 Fisiopatologia

A acidemia metilmalénica é um erro inato do metabolismo, autossémico
recessivo, caracterizado por um acumulo tecidual de L-metilmalonil-CoA que, por
tidlise esponténea, transforma-se em acido metiimalénico (MMA). Este acumulo
deve-se a inibicdo ou pouca atividade da enzima metilmalonil-CoA mutase (MCM,
EC 5.4.99.2), uma proteina com 150 KDa, dependente de vitamina B1,, encontrada
na matriz mitocondrial. A MCM é responsavel pela conversdo do metilmalonil-CoA
em succinil-CoA na rota da degradagcdo de aminoacidos de cadeia ramificada,
acidos graxos de cadeia impar e do propionato (Fenton, 1995), conforme mostrado
na Figura 1. Além do MMA, também ocorre o acumulo de metabdlitos secundarios
como propionato, metilcitrato, B-OH-propionato e cetonas de cadeia longa (Fenton,

1995).

Valina Timina
Isoleucina  Uracila
Metionina  Colesterol
Treonina  Acidos graxos
de cadeia impar

Propionii CoA Metilmalomni CoA i
carboxilase P Ciclo de

PROPIONIL-CoA ) \|ET|LMALONIL-CoA M=) SUCINIL-CoA  Krebs

Biotina Adenosi

ATH cobalamina
Mg2+

ACIDO PROPIONICO ACIDO METILMALONICO

Figura 1 - Metabolismo do L-metilmalonil-CoA. Fonte: modificado de Fenton & Rosemberg, 1995.
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3.1.2 Manifestacdes clinicas

As manifestagdes clinicas da acidemia metilmalénica ocorrem geralmente nas
primeiras semanas de vida, com a instalacdo da cetoacidose. Aproximadamente 15
% das criancas sobrevivem, apresentando retardo mental e psicomotor, alteracoes
neuropsiquiatricas (Dutra et al., 1993), anormalidades no eletroencefalograma (EEG)
e convulsdes (Hoffmann et al., 1993, Cornejo et al., 2003). O prognéstico da
acidemia € melhor quando o quadro cetoacidético se instala tardiamente (2 a 24
meses de vida), podendo haver auséncia de alteragbes metabdlicas e de
comprometimento neuroldgico (van der Meer et al., 1994). Oberholzer et al. (1967)
foram os primeiros a descrever a acidemia metilmalbnica, através da observagao de
quantidades elevadas de acido metilmalénico (MMA) no sangue e na urina de
criangas em cetoacidose.

O acumulo do MMA pode gerar acidose metabdlica, hipoglicemia,
hipercetonemia, hiperglicinemia, hiperamonemia, neutropenia, trombocitopenia e
deficiéncia na sintese de acidos graxos (AG) (Fenton, 2001). A hipoglicemia se deve
ao comprometimento da gliconeogénese hepatica pela inibicdo da enzima piruvato
carboxilase pelo metilmalonil-CoA (Utter et al., 1970) e pela inibicao do transporte
mitocondrial de malato pelo MMA (Halperin et al., 1971). A hipercetonemia parece
estar relacionada a duas causas: (1) elevada utilizagdo de AG pela incapacidade de
manutengdo da glicemia (Oberholzer et al., 1967); (2) inibicdo da atividade das
enzimas citrato sintetase, aconitase e isocitrato desidrogenase pelo metilcitrato, um
dos metabdlitos secundarios acumulados na acidemia metilmalénica (Ando, 1971;
Cheema-Dhadli, 1975). Outros compostos que também se encontram em
concentragdes elevadas, como o tiglato e a isoleucina, sdo responsaveis pela

inibicdo da enzima que cliva a glicina em CO, e NH,, sendo uma das provaveis

causas para a hiperglicinemia (Hillman & Otto, 1974).

Segundo Coude et al. (1979) e Glasgow & Chase (1976), o propionil-CoA, um
metabdlito importante acumulado na acidemia metilmaldnica, inibe competitivamente
a sintese de N-acetilglutamato a partir de acetil-CoA. O N-acetilglutamato, por sua

vez, € um ativador alostérico da carbamil fosfato sintetase, a enzima responsavel
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pelo primeiro passo do ciclo da uréia. Um bloqueio neste ciclo resulta em acumulo
de aménia justificando a hiperamonemia apresentada por aproximadamente 70 %
destes pacientes (Fenton et al., 1995). Além disso, a prépria inibicdo da carbamil
fosfato sintetase por ésteres de CoA pode causar hiperamonemia (Fenton et al.,
1995). No entanto, Stewart & Walser (1980) postularam que a causa da
hiperamonemia era mais complexa, uma vez que o aumento verificado nos niveis de
aspartato e citrulina sugere que o MMA possa exercer efeito inibitério sobre a
argininosucinato sintetase em ratos.

O MMA inibe competitivamente, em varios tecidos, a enzima —OH-butirato
desidrogenase, responsavel pela conversdo de B—OH-butirato em acetoacetato.
Como esta é a reacdo inicial da sintese de AG, ocorre uma diminuicdo na
disponibilidade de carbonos para este fim (Patel & Owen, 1976; Dutra et al., 1993).

O metilmalonil-CoA ¢é incorporado nas por¢des terminais dos AG, inibindo a
incorporagao de acetil-CoA e malonil-CoA nestas moléculas, segundo mostrou
Cardinale (1970), em ratos. A incorporagdao de metilmalonil-CoA resulta em
alteracdes estruturais nestes AG, o que compromete o funcionamento celular. Ja
Frankel et al. (1973) observaram que o metilmalonil-CoA inibe as atividades da
acetil-CoA carboxilase e da sintetase de AG em figado e sistema nervoso de ratos

deficientes em vitamina B,, relacionando, assim, a diminui¢éo na sintese de AG ao

acumulo dos diferentes metabodlitos comuns na acidemia metilmalénica.

3.1.3 Efeito convulsivante do MMA e os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)

Estudos tém demonstrado que o acumulo de MMA inibe competitivamente a
succinato desidrogenase (SDH) e a B-OH-butirato desidrogenase cerebral in vitro
(Dutra et al., 1993). Wajner et al. (1992) observaram que o MMA reduz a produgéo
de CO; e aumenta a produgao de acido latico no cérebro, o que, segundo Siesjo
(1981), pode contribuir para o dano cerebral por acidose grave, com valores de pH
préximo a 6,0. A diminuicdo do pH intracelular é capaz de inibir, mesmo com niveis
normais de adenosina trifosfato (ATP), a recaptacdo de glutamato pela glia e, assim,

contribuir para o dano neuronal excitotéxico (Swanson et al., 1995). Pacientes com
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acidemia metilmalénica ou propiénica, em acidose, apresentam uma reduc¢ao de até
70 % da atividade da enzima citocromo oxidase (Hayasaka et al.,
1982). Desta forma, o MMA pode causar interferéncia no metabolismo aerdbico
celular, com a uma diminuigdo na produgao de ATP.

A inibicado da SDH e consequente reducdo de ATP levam a despolarizagao
celular pela faléncia das varias ATPases mantenedoras dos gradientes idnicos
através das membranas celulares, principalmente da Na®',K'-ATPase (EC 3.6.3.9)
(Nathanson et al., 1995, Malfatti et al., 2003). A despolarizagdo da membrana leva a
saida do Mg™ que bloqueia, de maneira voltagem-dependente, o canal do receptor
glutamatérgico do subtipo NMDA, e permite a entrada de Ca™* e de Na* (em menor
grau) para o meio intracelular (McDonald & Schoepp, 1993). O aumento na
concentragdo de Ca’" intracelular leva a ativagédo de enzimas dependentes deste ion
envolvidas no fenbmeno de neurotoxicidade, incluindo calpaina (Brorson et al.,
1995), fosfolipase C (Umemura et al., 1992), proteina quinase C (Rothman, 1992;
Pavlakovic et al., 1995), calcineurina (Armstrong, 1989; Snyder, 1995) e a 6xido
nitrico sintetase (Snyder, 1992), bem como a liberagdo de neurotransmissores
armazenados em vesiculas, inclusive do glutamato, de maneira dependente de
calcio. O aumento na concentracdo de potassio no meio extracelular também
contribui para o aumento do glutamato extracelular pela inibicdo e/ou reversdo dos
transportadores de glutamato na pré-sinapse e na glia (Madl & Burgesser, 1993). A
sequéncia dos fend6menos celulares descritos acima é visualisada na Figura 2.

Varios inibidores metabdlicos sdo capazes de induzir lesao celular por
mecanismos glutamatérgicos relacionados ao receptor subtipo NMDA, como 3-
nitropropionato (3-NP), malonato, rotenona, cianeto e oxi-aminoacetato. O 3-NP e o
malonato, assim como o MMA, s&o inibidores da SDH (McDonald & Schoepp, 1993,
Brouillet et al., 1994, Behrens et al., 1995, Pavlakovic et al., 1995). O padrao das
lesdes no SNC causadas pela administragdo sistémica do 3-NP, em ratos, e pela
intoxicagao acidental em humanos é, morfologicamente, semelhante aquelas
observadas em pacientes portadores da acidemia metilmalbnica, em relacdo ao
comprometimento seletivo dos nucleos da base como o caudado e putédmen
(Ludolph et al., 1991; Beal et al., 1993; Fenton & Rosenberg, 1995).

A administracédo intra-estriatal de MMA induz convulsbes em ratos adultos,
que séao inibidas por MK-801(antagonista dos receptores NMDA) e atenuadas por
succinato. Desta forma, foi possivel sugerir o envolvimento de receptores NMDA (de
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Mello et al., 1996, Royes et al., 2006) e da inibicdo da SDH nestes episodios
convulsivos (de Mello et al., 1996). Agonistas GABAA e GABAg também atenuam as
convulsdes induzidas por este acido organico, mostrando que mecanismos
GABAérgicos, particularmente a inibicao da glutamato descarboxilase, contribuem
para a excitabilidade aumentada induzida por MMA (Malfatti et al., 2007). Além
disso, antioxidantes, como a-tocoferol, acido ascorbico e gangliosideo GM1 (Fighera
et al., 1999, Fighera et al., 2003) atenuam, e agentes pro-oxidantes, como amdnia
(Marisco et al., 2003), facilitam as convulsdes induzidas por MMA. Assim, tem sido
sugerido o envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ERO) nestas convulsdes
(Royes et al., 2007), principalmente pela redugdo da capacidade antioxidante total
verficada no SNC (Fontella et al., 2000).
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Figura 2 — Modelo de faléncia energética induzida pelo metilmalonato. A inibicdo da SDH
neuronal e glial induzida pelo MMA causa faléncia energética e inibicdo das ATPases, provocando a
despolarizacdo e alteragbes nos gradientes idnicos. A despolarizagdo provoca a liberacdo de
glutamato vesicular e a perda do gradiente leva a inibigdo e/ou reversao dos transportadores de
glutamato a nivel glial e neuronal. O aumento de glutamato na fenda sinaptica e a faléncia energética,
que também atinge a membrana pds-sinaptica, induz a despolarizagédo, deslocamento de Mg™"
presente no canal do receptor NMDA e o influxo de Ca’" para o meio intracelular. O acumulo de Ca
intracelular, proveniente do meio extracelular e da inibicdo de ATPases presentes no reticulo
endoplasmastico, provavelmente esta envolvido na propagagdo do foco de despolarizagdo, na
geragao de radicais livres e na génese das convulsdes induzidas pelo MMA. Fonte: Tese de Luis
Fernando Freire Royes, 2006.
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3.2 Acidos graxos (AG)

Os lipidios sao tradicionais fontes de energia que, nos seres humanos, podem
ser de origem biossintética ou obtidos através da dieta. Estes exibem diversas
fungdes no organismo, destacando-se sua importédncia nas fungbes de reserva
energética e na constituicio de membranas celulares. Além disso, sdo agentes
emulsificantes, transportadores de elétrons, cofatores enzimaticos, mensageiros
intracelulares, horménios e ancoras hidrofobicas (Lehninger et al., 2000).

Os AG séao acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas (4 a 36 atomos
de C) saturadas ou insaturadas. Os insaturados sao classificados em séries ou
familias, de acordo com a posicao da primeira dupla ligagdo a partir da metila
terminal (C émega - w ou n). O tamanho da cadeia carbonada e o grau de
insaturacdo sao determinantes na definicho das suas propriedades fisicas
(Lehninger et al., 2000).

3.2.1 Absorgéo e transporte

Quando os lipidios sao consumidos, quer de alimentos naturais ou de uma
forma purificada, uma série de eventos fisiologicos se inicia. Acidos graxos com
cadeia carbonada curta (até 8 C), sdo absorvidos diretamente no estbmago para a
circulagao venosa. Além disso, pequenas quantidades de acidos graxos livres (AGL)
de cadeia longa podem ser absorvidos diretamente pela circulagdo portal (Vemuri &
Kelley, 2008). A maioria dos acidos graxos de cadeias média e longa segue direto
para o lumen intestinal, onde a bile auxilia na emulsificagdo, transformando-os em
micelas mistas de sais biliares e trigliceridios (TG). A formacdo destas micelas
aumenta a fracdo de moléculas lipidicas acessiveis a acdo das lipases lipossoluveis
no intestino, principalmente a lipase pancreatica. Desta forma, os TG sao
convertidos em monogliceridios e digliceridios e, posteriormente, degradados

completamente a AGL e glicerol pela acao da lipase pancreatica (Lehninger, 2000).
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Estes produtos gerados sdo absorvidos pelos enterdcitos da mucosa intestinal por
difusdo passiva (Welch & Borlak, 2008).

No reticulo endoplasmatico dos enterdcitos, os produtos da lipdlise sao re-
esterificados a TG (Welch & Borlak, 2008) e agrupados com ésteres de colesterol
dietético e apolipoproteinas especificas, formando os quilomicrons (QM; Figura 3)
(Lehninger et al., 2000). Estes sdo entdo secretados no sistema linfatico e
transportados pelo ducto linfatico toracico a veia cava superior, entrando na
circulagao sanguinea (Vemuri & Kelley, 2008). A lipase lipoprotéica, liberada pelas
células do endotélio capilar, hidrolisa os TG dos quilomicrons, liberando AGL e
glicerol. Esta enzima é ativada pelo seu cofator, a apo C-Il (Lehninger et al., 2000), e
inibida pela apo C-lll (Vemuri & Kelley, 2008). Os AGL e glicerol liberados sao
captados pelas células dos tecidos periféricos para produgdo energia ou

armazenamento (Lehninger et al., 2000).

Quilomicron
Apoliproteinas

\_ Fosfolipidios
Colesterol e et .
Trlacqlgllcerms

Figura 3 — Estrutura tridimensional de um quilomicron. Composto por ésteres de colesterol, TG,
fosfolipidios e apolipoproteinas. Estas responsaveis pela emulsificagao da lipoproteina na circulagao
sanguinea, e envolvidas no reconhecimento de receptores especificos. Fonte: Lehninger et al., 2000.

Os QM remanescentes sao captados pelo figado por endocitose e,
posteriormente, transportados ao tecido adiposo. Este transporte se da pela
circulagao sanguinea através de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL)

(Vemuri & Kelley, 2008). Os TG que entram no figado por esta via podem ser
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oxidados para fornecer energia ou servir como substrato para a sintese de corpos
cetdnicos (Lehinger et al., 2000).

Outra lipoproteina que desempenha um papel fundamental no transporte de
lipidios enddgenos é lipoproteina de alta densidade (HDL). Estas estdo envolvidas
no transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado, um processo
conhecido como “transporte reverso” (Vemuri & Kelley, 2008). No entanto, as HDL
também podem ser formadas no figado e intestino, a partir de transformacoes
metabdlicas de outras lipoproteinas em circulagao (Brunham et al., 2006).

O intestino delgado também sintetiza e secreta as VLDL formadas a partir de
lipidios sintetizados endogenamente no estado de jejum e pods-prandial (Vemuri &
Kelley, 2008). As VLDL também sao substratos para a lipoproteina lipase endotelial,
perdendo TG por hidrélise e sendo transformadas em lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDLs). E posteriormente, em lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
responsaveis pelo transporte de ésteres de colesterol para os tecidos periféricos
(Vemuri & Kelley, 2008).

A funcdo destas lipoproteinas é o transporte de lipidios do local onde sao
sintetizados para os tecidos onde serdo metabolizados ou armazenados. As
apolipoproteinas, por sua vez, sao responsaveis pela solubilizagdo e estabilizagao
dos lipidios nas lipoproteinas, evitando assim a formacgao de trombos na circulagéo
sistémica; e, algumas também agem como cofator de enzimas envolvidas no
metabolismo de lipidios. O conteudo de proteinas e lipidios € determinante para a
classificagao das lipoproteinas em QM, VLDL, IDL, LDL, e HDL. As concentragdes
plasmaticas destas lipoproteinas sdo altamente variaveis, dependendo de fatores
genéticos, idade, sexo e estado alimentar, metabdlico ou hormonal (Lehninger et al.,
2000; Vemuri & Kelley, 2008).

3.2.2 Metabolismo

O principal érgao responsavel pelo metabolismo lipidico é o figado (Vemuri &
Kelley, 2008), que é sensivel as mudangas induzidas pela dieta. Quando

carboidratos, gorduras e proteinas sdo ingeridos em quantidades que excedam as
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necessidades energéticas, o excesso € armazenado sob forma de TG. A sintese de
AG ocorre no citosol das células, preferencialmente no figado e tecido adiposo
(Vemuri & Kelley, 2008). Acetil-CoA e malonil-CoA agem como doadores de C e
NADPH como agente redutor. O acetil-CoA provém da mitocondria, saindo sob
forma de citrato, sendo regenerado a acetil-CoA pela citrato liase ao chegar no
citosol. O malonil-CoA é formado a partir da condensacdo do acetil-CoA com
bicarbonato, pela acdo da acetil-CoA carboxilase (ACC), tendo a biotina como
cofator. A partir da combinagdo do acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH ocorre a
sintese dos AG (Lehninger et al., 2000; Vemuri & Kelley, 2008). A Figura 4 exibe os
mecanismos moduladores desta sintese. A regulacdo da enzima ACC é obtida,
geralmente, através do fornecimento de acetil-CoA ou citrato produzido pelo ciclo de
Krebs. O palmitoil-CoA é um forte inibidor da ACC in vitro (Vemuri & Kelley, 2008).

-—- Citrato

.
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Figura 4 — Mecanismos de regulagdao da sintese de acidos graxos (AG). O citrato realiza um
controle alostérico positivo sobre a enzima acetil-CoA carboxilase (ACC), enquanto o palmitoil-CoA
um controle negativo. O glucagon e a adrenalina causam inativagao da ACC, pois pelo aumento de
AMPc, a mantém fosforilada; ja a insulina a ativa. O malonil-CoA inibe a carnitina acil-transferase |
(CAT-I), inibindo o transporte de AG para o interior das mitocondrias. Fonte: Lehninger et al., 2000.

O &cido palmitico livre (16:0), liberado no processo de sintese, pode ser
esterificado a lipidios complexos, alongado a acido estearico (18:0), ou dessaturado
a acido palmitoléico (16:1n-9) (Vemuri & Kelley, 2008). O acido estearico, por sua
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vez, pode ser alongado a acidos graxos saturados mais longos ou dessaturado a
acido oléico (AO; 18:1n-9) para armazenamento (Lehinger et al., 2000), conforme

Figura 5.

Palmitato
16:0
\D‘essaturar;éo
Alongame“ml Palmitoleato
16:1n-9

Estearato
18:0

\A‘.Iongamemo
Dessaturacéo J’

[ AG saturados ]
Oleato
18:1n-9

mais longos
Figura 5 — Formagao do acido oléico. Conversdes possiveis de ocorrer nos mamiferos a partir do
acido palmitico. Fonte: adaptado de Lehninger et al., 2000.

Ja, a obtengédo de energia, a nivel celular, ocorre principalmente através da
oxidagdo de AG provenientes de trés fontes principais: dieta, sintese enddgena e,
TG armazenados no tecido adiposo. Hormonios, como a adrenalina e o glucagon,
promovem a liberagcao destes AG armazenados, através da ativagdo da adenilato
ciclase na membrana dos adipdcitos e consequente aumento da adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) intracelular. Uma proteina quinase, dependente de
AMPc, fosforila e ativa a enzima lipase horménio-sensivel. Esta, por sua vez,
catalisa a hidrdlise dos TG, promovendo a liberacdo dos AG dos adipécitos para a
circulagdo (Figura 6). O glicerol formado € transportado até o figado para a
producdo de glicerol-3-fosfato, que é substrato para a glicélise e gliconeogénese
(Lehninger et al., 2000; Szepesi, 2008).
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Figura 6 — Mecanismo horménio-sensivel de liberagcdo dos acidos graxos (AG). Fonte:
modificado de: www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/picrender.fcgi.

Os AGL sao B-oxidados por sistemas enzimaticos, na matriz mitocondrial,
formando ATP, CO; e H,0O (Vemuri & Kelley, 2008). O funcionamento deste sistema
€ dependente de carnitina, que realiza o transporte dos AGL do citosol para o interior
das mitocéndrias. Sucessivas reacdes de B-oxidacdo formam acetil-CoA, NADH e
FADH,, substratos para o ciclo de Krebs e cadeia transportadora de elétrons
(Szepesi, 2008).

3.2.3 Acidos graxos (AG) dietéticos

Como anteriormente descrito, os AG ingeridos na dieta sdo utilizados para a
producdo de energia ou armazenamento. Além destas vias, ocorre a producédo de
metabalitos, como os eicosanodides, a partir da agdo das enzimas ciclooxigenase
(COX; EC 1.14.99.1) e lipooxigenase (LOX; EC 1.13.11.-). Este metabolismo é
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amplamente dependente do tipo e quantidade de AG ingeridos e do gasto energético
(Lee & Hwang, 2008).

Os acidos graxos a-linolénico (ALA; C18:3n-3), linoléico (LA; C18:2n-6) e
oléico (AO; C18:1n-9) originam as familias n-3, n-6 e n-9, respectivamente (Figura
7). Destes, somente o AO (n-9) pode ser biossintetizado pelos mamiferos. Cada
familia é sintetizada a partir de um acido graxo precursor especifico (18 C) que
passa por sucessivas reagoes de dessaturacdo e alongamento (Lauritzen et al.,
2001; Mazza et al., 2007), originando os outros membros com 20 a 22 atomos de

carbono, através da via metabdlica.

COOH n
H3C Acido linolénico
18:3 (n-3)

H3C
W\:/\:/\/\/\/\ Acido linoleico
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COOH
H3C COQH

Acido oleico
A\VAVAVAVERVAVAVAVS 18:1 (n-9)

Figura 7 — Estrutura quimica dos acidos graxos precursores (18 C) das familias n-3, n-6 e n-9.
Fonte: adaptado de Lehninger et al., 2000.

Estes acidos graxos insaturados competem enzimaticamente no processo de
formacgao dos seus metabdlitos poli-insaturados de cadeia longa, conforme ilustra a
Figura 8. As enzimas desta via metabdlica possuem uma maior especificidade pelos
AG da familia n-3; seguindo a ordem decrescente n-3 > n-6 > n-9 (Chapkin, 2008).
Desta forma, € necessario um equilibrio no aporte dietético destes AG para produzir
a mesma quantidade de produto (Simopoulos, 2002).

O ALA (n-3) e o LA (n-6) sao denominados essenciais, pois ndo podem ser

biossintetizados pelos seres humanos, sendo obtidos exclusivamente através da
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dieta (Das, 2006). Apenas alguns vegetais possuem os sistemas enzimaticos
necessarios de dessaturar os AG nas posi¢gdes n-6 ou n-3 da cadeia (Chapkin,
2008).

Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI), produzidos a partir dos acidos
graxos essenciais (AGE), constituem aproximadamente 20 % do peso seco cerebral,
dos quais um tergo é acido docosahexaendico (DHA) (Dyall & Michael-Titus 2008).
Estes AGPI sado fundamentais para a integridade estrutural das membranas,
podendo influenciar na atividade neuronal (Bourre et al., 1991). De acordo com
Salem et al. (1999) a composigao dos fosfolipidios das membranas celulares
depende, em grande parte, da quantidade e do tipo de AGPI ingeridos na dieta.
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H:C = He A N COOH HEL =V AN
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(18:2n-9) Acido y-linolénico (18:3n-6) (18:4n-3)
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Figura 8 — Vias metabdlicas das familias n-3, n-6 e n-9. Conversao dos acidos graxos insaturados
precursores nos seus metabdlitos poli-insaturados de cadeia longa. O acido a-linolénico origina os
acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA). Ja os acidos linoléico e oléico sao
precursores do acido araquidénico (AA) e acido 5, 8, 11-eicosatriendico (ETA), respectivamente.
Fonte: modificado de Calder, 2006.

Na auséncia de AGE na dieta, ocorre um deslocamento da via para a

producao de acido eicosatriendico (ETA; C20:3n-9) ou "acido de Mead", a partir do
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AO (n-9) (Fulco & Mead, 1959). Este AGPI de cadeia longa da série n-9 ndo é um
AGE, no entanto, é incorporado em fosfolipidios quando ha deficiéncia de AGE. O
ETA (n-9) ndo € um substrato para a COX, porém pode ser metabolizado pela
enzima 5-lipooxigenase (5-LOX; EC 1.13.11.34) (Jakschik et al., 1983, James et al.,
2000).

Entre as principais fontes de AGPI n-3 estdo o 6leo de alguns peixes, 6leos
de canola, linhaga e de nozes (Hulber et al.,, 2004). Os AGPI n-6 compdem
principalmente os 6leos vegetais de sementes de milho, girassol, soja, e outros
(Bartsch et al, 1999). Ja o acido oléico (n-9) € o mais comum dos acidos graxos
monoinsaturados (AGMI), estando presente em maior quantidade no 6leo de oliva
(Trichopoulou & Critselis, 2004).

3.2.4 Conversao a eicosanodides

Eicosandides sao substancias, com 20 atomos de C (do grego, “eicosr’
significa “vinte”) formadas a partir dos AGPI de cadeia longa (Bergstroem et al.,
1964). Os eicosanodides sédo considerados autacdides, ou seja, substancias que sao
geradas e agem localmente, com meia-vida curta (segundos) (Campbell & Halushka,
1996).

Através de estimulos mecanicos, fisicos e/ou produzidos por diversos
mediadores, o acido eicosapentaendico (EPA), o DHA, o acido araquidénico (AA) ou
o ETA (n-9) séo liberados dos fosfolipidios de membrana por acédo de acil-
hidrolases, particularmente da fosfolipase A; (PLA;) (Needleman et al., 1986; Akiba
& Sato, 2004). As enzimas PLA; podem ser classificadas em trés grupos: a PLA,
citosédlica (PLAxc), a PLA; secretada (PLA2s) e a PLA, citosélica independente de
Ca™ (PLAi) (Yedgar et al., 2000). O substrato determina o tipo de PLA;, por
exemplo, o AA é liberado principalmente pela acdo da PLA,c, enquanto o DHA é
liberado pela agao da PLAsi (Rosa & Rapoport, 2009).

Apés a acao da PLA,, os AG estao na forma livre e, consequentemente séo
substratos para as enzimas COX e/ou LOX para produzir prostandides
(prostaglandinas — PG e tromboxanos — TX) e leucotrienos (LT), respectivamente
(Yedgar et al., 2000), como ilustra a Figura 9.
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de membrana de membrana de membrana
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Figura 9 — Biossintese de eicosandides a partir dos AGPI. O ETA (n-9), AA (n-6) e EPA (n-3) sédo
liberados dos fosfolipidios de membrana pela acdo da PLA,. No passo seguinte, as enzimas COX
e/ou LOX catalisam a formacdo de prostandides e leucotrienos especificos para cada substrato.
Fonte: modificado de Calder, 2006.

A COX, também chamada de prostaglandina H; sintase (PGHS), foi purificada
em 1976 a partir de vesiculas seminais de ovelha (Hemler, 1976; Miyamoto, 1976), e
é considerada limitante da velocidade na rota de biossintese de PG e TX. Existem
duas isoformas: a COX-1, constitutiva em muitos tecidos; e a COX-2, associada a
respostas inflamatdrias e induzida por citocinas, fatores tumorais e fatores de
crescimento (Cao et al., 1996). Assim, as PG produzidas via COX-1 sdo usualmente
relacionadas a homeostase fisioldgica incluindo a manutencdo do ténus da
musculatura lisa, agregacao plaquetaria, e protecdo da mucosa gastrica (Smith et
al., 2000; Simmons et al., 2004). Durante uma resposta inflamatéria, a isoforma
COX-2 é induzida na maioria dos tecidos contribuindo para o reparo da leséo e para
a cronificacédo (Smith et al., 2000; Simmons et al., 2004). Esta isoforma também se
encontra na forma constitutiva, sendo expressa no figado, estbmago e cérebro
(Hoffmann, 2000). Recentemente, foi sugerida a existéncia de outra isoforma

expressa principalmente no SNC, a COX-3. Mas, na verdade, trata-se de uma
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variante de “splicing” da COX-1, que retém o intron 1 do seu RNAm. Isto confere as
proteinas COX-1 e COX-3 uma diferenca de 30 a 34 aminoacidos, dependendo da
espécie, dentro da regidao hidrofébica (Mitchell & Warner, 2006). Contudo, ainda
existem controvérsias a respeito desta isoforma ser cataliticamente ativa e sobre
suas fungdes no organismo (Davies et al., 2004; Simmons et al., 2004; Kis et al.,
2005).

No SNC, a COX-2 é encontrada principalmente no cértex, hipocampo,
amigdala (Yamagata et al., 1993), hipotalamo, neurdnios, mas também em células
nao-neuronais, como astrocitos, células da microglia, células da meninge e do plexo
coroide (Vane et al., 1998; Tomimoto et al., 2000). Quantitativamente, a COX-2 &
mais abundante em neurdnios glutamatérgicos do hipocampo e coértex cerebral, e
nestas células esta enzima esta localizada nos espinhos dendriticos, onde ocorre a
transmissao sinaptica (Kaufmann et al., 1996).

O AA é o principal substrato da COX-2, produzindo cinco prostanoides
bioativos in vivo: PGD,, PGE;, PGF,q, PGl, e TXA,. Quantitativamente a principal
PG produzida no cérebro, por esta via, € a PGE; (Vidensky et al., 2003; Sang et al.,
2005), isto porque a COX-2 esta metabolicamente acoplada a PGE; sintase (Bosetti
et al., 2004). Embora o AA seja normalmente metabolizado pela COX-2, a presenca
do EPA inibe competitivamente esta via. A metabolizacdo do EPA gera prostandides
da série 3, com caracteristicas menos inflamatérias que aqueles produzidos a partir
do AA (Willian & Dubois, 1996). A COX-2 também pode usar endocanabindides
como anandamida e 2-araquidonil-glicerol como substratos. Tem sido proposto que
este metabolismo é importante na regulagdo das fung¢des destes neuromodulares
(Kim & Alger, 2004; Slanina & Schweitzer, 2005a; Slanina et al., 2005b).

As LOX séo dioxigenases que, embora contenham ferro, sdo desprovidas de
heme. Estas enzimas inserem oxigénio molecular nas posi¢cdes 5, 12 ou 15 das
cadeias alifaticas do substrato, dependendo da isoforma: 5-LOX, 12-LOX
(EC1.13.11.31) ou 15-LOX (EC 1.13.11.33), respectivamente. A atividade de cada
uma destas enzimas resulta em diferentes metabdlitos, dependendo do substrato e
do local de agcédo (MacNamara, 2006, Phillis et al., 2006, Vance & Vance, 2008). No
SNC encontram-se principalmente em neurbnios do coértex, astrécitos e
oligodendrdcitos (Smyth et al., 2006).

A producao de LT é mediada pela acdo da 5-LOX, que igualmente a COX-2,
tem o AA como seu principal substrato. Esta reac&o € realizada em dois estagios: (1)



39

oxigenagao do AA no C5 para formar acido hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE);
(2) desidratagdo do 5-HPETE formando o LTA4, um composto instavel, o qual é
biotransformado em LT bioativos (Denzlinger, 1996, MacNamara, 2006). O LTA4
pode ser convertido em LTB4, LTC,4 ou ainda, sofrer metabolizag&o transcelular. O
LTB,4 € formado através da LTA4 hidrolase, uma enzima citosdlica que contém zinco
como seu centro catalitico. Ja a agdo da enzima LTC, sintase produz o LTC4 pela
conjugacao da glutationa ao C6 do LTA4 (Denzlinger, 1996, Chu & Pratico, 2009).
Quando ocorre a metabolizagdo transcelular do LTA4, os LTBs e LTC4 sé&o
exportados ao espaco extracelular. Este ultimo € convertido em LTD,4 pela y-glutamil
transferase (y-GT) e em seguida a LTE4. Os LTC4, LTD4 € LTE4 sdo denominados
cisteinicos ou peptidicos (Denzlinger, 1996, Vance & Vance, 2008, Chebolu et al.,
2009).

De forma semelhante ao apresentado na formacéo de prostandides, a 5-LOX
também possui outros substratos. A partir do EPA s&o formados LT da série 5 e a
partir do ETA (n-9) é formado, principalmente, o LTA3 (Jakschik et al., 1983, James
et al., 1993, James et al., 2000).

3.3 Inflamagao, convulsoes e acidos graxos (AG)

3.3.1. O processo inflamatorio

A inflamacgao pode ser definida como uma resposta do sistema imunologico a
danos celulares e teciduais causados por infecgdes microbianas ou estimulos
nocivos de origem quimica e/ou fisica. O objetivo desta resposta € proteger o
organismo contra infecgbes, bem como reparar os tecidos apds eventuais danos
(Haanen & Vermes, 1995). O processo inflamatério €& caracterizado
pelo aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, vasodilatacéo e
recrutamento de células para o sitio inflamatdério. Estas alteragdes bioquimicas e
celulares sao reguladas por mediadores produzidos por células do sistema

imunoldgico e células residentes no tecido.
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De maneira geral, o processo inflamatério é dividido em duas fases: aguda e
cronica. A resposta inflamatéria aguda inicia imediatamente apds a agresséao
tecidual e pode ser observada pela presenga de edema, causado pela exsudagao de
fluidos para o intersticio. Por outro lado, a inflamagao crénica é caracterizada pela
migragdo de leucocitos da circulagdo sanguinea para a area lesionada, com a
formagdo de um tecido granulomatoso (Adams, 1976). No entanto, na fase aguda
também existe o envolvimento de neutrdéfilos, enquanto que, na fase tardia, sao os
mondcitos/macréfagos que migram para o sitio inflamatério (Huerre & Gounon,
1996).

Yoon & Baek (2005) resumem a atividade inflamatéria em duas vias
principais: uma via dependente do AA e outra independente. A via dependente de
AA esta diretamente relacionada a producgao de prostandides (PG e TX) e LT a partir
do AA. Entre os mecanismos moleculares de atividade inflamatdria independente da
via do AA podem ser citados: os produtos da degranulagdo de mastécitos (histamina
e serotonina); componentes do sistema complemento; moléculas de adeséao;
citocinas; producado de oxido nitrico (NO) (Sherwood & Toliver-Kinsky, 2004); a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e o estresse oxidativo (Barros et
al., 2010); e a ativagao do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), dentre
outros.

Os eicosanodides produzidos pela familia n-6 (AA), principalmente PG da série
2 e LT da série 4, apresentam potente efeito inflamatério, elevada capacidade de
induzir agregagao plaquetaria e quimiotatica (Calder, 2006). Como descrito
anteriormente, a PGE, é o principal prostanéide produzido por esta via, exercendo
importantes fun¢gdes no processo inflamatério, como a regulagdo da expressao de
citocinas proé-inflamatdrias em varios tipos celulares (Hinson et al., 1996; Fiebich et
al., 1997; Williams & Shacter, 1997). A PGE; exerce suas ag¢des por interagir com
receptores de membrana especificos, de quatro subtipos: EP1, EP2, EP3 e EP4
(Coleman et al., 1994; Ushikubi et al., 1998; Narumiya et al., 1999; Sugimoto &
Narumiya, 2007) que sao codificados por genes distintos
(Negishi et al., 1995). Estes receptores pertencem a superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (com sete dominios transmembrana) e ativam a adenilil
ciclase ou a fosfolipase C (PLC) (Machwate et al., 2001). Os LT nao cisteinicos
estdo envolvidos no processo inflamatério, em virtude de induzir a adesdo de

neutréfilos as células do endotélio vascular e intensificar a migragao destes para os
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tecidos extravasculares. Em concentragdes elevadas, o LTB4 estimula a agregagéao
de leucécitos polimorfonucleares promovendo a degranulagdo e a geragcéo de
superoéxido (Denzlinger, 1996). Esta atividade quimiotatica dos LT n&o cisteinicos é
mediada por dois receptores acoplados a proteina G: BLT¢ e BLT»,, sendo o primeiro
expresso exclusivamente em leucocitos polimorfonucleares humanos (Vance &
Vance, 2008). Estudos com camundongos nocaute para BLT4 confirmaram o
envolvimento deste LT na quimiotaxia, adesao e no recrutamento de leucécitos nos
tecidos inflamados (Smyth et al., 2006).

No entanto, os eicosandides produzidos pela familia n-3, PG e TX da série 3 e
LT da série 5, possuem propriedades “anti-inflamatérias” ou menos inflamatérias
(Calder, 2006) que aqueles produzidos pelo AA. LTAs, por exemplo, pode ser
considerado um agonista fraco e parcial do LTB4, em relagdo as respostas
quimiotaticas (Goldman et al., 1983).

O produto da familia n-9 (ETANn-9), LTAs, € um potente inibidor da enzima
LTA4 hidrolase, o que consequentemente impede a formagao do LTB4 que, como
descrito, € um importante mediador inflamatério (Jakschik et al., 1983, James et al.,

1993, James et al., 2000) A convergéncia destas vias pode ser visualizada pela

Figura 10.
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Figura 10 — Convergéncia das vias metabdlicas do EPA, AA e ETA. Fonte: adaptado de James et
al., 2000.

A familia n-3 possui uma série de outros efeitos anti-inflamatorios

independentes do antagonismo ao metabolismo do AA. Estudos realizados com
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culturas de células mostraram que EPA e DHA inibem a producao de IL-1B8 e TNF-a
por mondcitos e a produgdo de IL-6 e IL-8 por células endoteliais venosas. A
alimentacao com dleo de peixe (rico em AGPI n-3) diminui a produgédo de TNF-q, IL-
18 e IL-6 por macrofagos de roedores e também as concentragdes circulantes
destas citocinas na endotoxemia, ex vivo. Esta redugdo na producédo de citocinas
também foi verificada em células mononucleares humanas (Calder, 2006). Além
disso, (De Caterina & Libby, 1996) mostraram, em cultivo de células endoteliais
incubadas com DHA, uma significante diminuicdo na expressao de moléculas de
adesdo como a E-selectina, molécula de adesao celular intercelular 1 (ICAM-1) e
molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1).

Recentemente foi postulado que o EPA e o DHA sado precursores de
importantes mediadores lipidicos, a resolvina E1 e a neuroprotectina D1,
respectivamente (Le et al.,, 2009). A resolvina E1 esta envolvida na reducdo da
resposta inflamatéria pela regulagado do extravasamento leucocitario e pela redugao
da agregacao plaquetaria (Arita et al., 2005; Dona et al., 2008). Ja a neuroprotectina
D1 atua protegendo os neurdnios e as células da retina da apoptose induzida pelo

estresse oxidativo (Mukherjee et al., 2004).

3.3.2 Mecanismos putativos das convulsdes

O potencial de agéo, ou impulso nervoso, € transmitido de uma célula para
outra por uma sequéncia de eventos que se inicia com a despolarizagdo da membrana
pré-sinaptica. Com a despolarizacdo da membrana pré-sinaptica ocorre uma breve
abertura dos canais de Ca"", promovendo o influxo deste ion. A interagdo do calcio
com proteinas especificas promove a fusdo e exocitose de vesiculas sinapticas,
resultando na liberagdo de neurotransmissores. Estes neurotransmissores interagem
com receptores pos-sinapticos acoplados a canais de sodio e de calcio, o que
desencadeia a despolarizagcdo da membrana e a consequente a propagagao do
impulso nervoso (Junqueira & Carneiro, 2006, Machado, 2006). O aumento na

concentracdo de calcio intracelular e o potencial de membrana mais positivo
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promovem a abertura de canais de potassio, cuja saida do meio intracelular
reestabelece o potencial de membrana de repouso.

Quando as despolarizagbes ocorrem de forma excessiva e sincronizada em
uma populacao de neurbnios, da-se a convulsdo. Desta forma, o controle do potencial
de repouso dos neurdnios é fundamental para a prevencéo de convulsées (Machado,
2006). O glutamato e o acido y-aminobutirico (GABA), principais neurotransmissores
envolvidos nas convulsdes, apresentam efeitos opostos. O GABA pode se ligar a dois
tipos de receptores, o GABA,, que consiste em um canal ibnico pds-sinaptico ativado
por ligante, permeavel a ions CI" e responsavel por um estado de hiperpolarizagao; e o
GABAg, receptor metabotrépico acoplado a proteina-G, presente tanto na pré quanto
na pos-sinapse, capaz de inativar os canais de Ca*" voltagem-dependentes e abrir os
canais de K" (MacNamara, 2006). Ja os receptores glutamatérgicos, sdo capazes de
abrir tanto os canais de Na® quanto os de Ca™" (Engel Jr. & Pedley, 2008; Kleen &
Holmes, 2008). Sendo assim, tanto a diminuigdo no potencial inibitério pos-sinaptico
(PIPS) quanto um aumento no potencial excitatério pds-sinaptico (PEPS), seriam os
provaveis mecanismos responsaveis pelo inicio da crise convulsiva. Entretanto, as
circunstancias que levam a estes estados de ativagdo, importantes para a
epileptogénese, podem ter outros fatores desencadeantes (Engel Jr. & Pedley, 2008).

Estudos recentes relatam que a chave do processo de epileptogénese pode
estar no sistema vascular (Fabene et al., 2008, Kleen & Holmes, 2008). Segundo
Fabene et al. (2008) a administragao de pilocarpina em ratos aumenta a expressao de
moléculas de adesdo leucocitarias a barreira hemato-encefalica (BHE), que s&o
importantes intermediarios para o extravasamento celular durante o processo
inflamatério. Os animais que nao apresentam aumento na expressao destas
moléculas de ades&do exibem menos convulsdes. Estes dados sugerem uma ligagcéo
patolégica entre a interagdo dos leucdcitos com o endotélio, o dano na BHE e a
geragao de convulsdes. Assim, tem sido proposto que as convulsbes estao
diretamente associadas a alterag¢des inflamatoérias vasculares do SNC (MacNamara,
2006).

As reagbes inflamatérias no SNC parecem surgir a partir da ativacédo do
sistema imunoldgico inato e do adaptativo. No cérebro de roedores, como parte do
mecanismo imunoldgico inato, os mediadores inflamatdérios sdo produzidos durante
a atividade epiléptica pela microglia, astrécitos e neurdnios (Rothwell & Luheshi,
2000). Em tecido epiléptico humano, evidéncias sugerem que a imunidade
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adaptativa e a inata contribuem pra a indugao e perpetuacido da neuroinflamagao
(Vezzani et al., 2008) que possui muitas caracteristicas celulares e bioquimicas
diferentes da resposta periférica. Em particular, citocinas como a interleucina IL-1,
TNF-a e IL-6, embora expressos em niveis muito baixos em tecido cerebral
saudavel, sdo rapidamente induzidos apos isquemia, trauma e convulsdes (Vezzani,
2005). A extensdo da neuroinflamag&o normalmente € regulada por uma variedade
de processos envolvendo, principalmente, citocinas anti-inflamatérias como a
interleucina IL-10 e endocanabindides, estes através da agao sobre os receptores
CB2 (Laye, 2010).

Na tentativa de solucionar estas questbes, citocinas e mediadores pro-
inflamatérios tém sido dosados no cérebro, no liquido cefalorraquidiano (LCR) e/ou no
sangue, apos convulsao induzida em modelos experimentais e em casos clinicos de
epilepsia (Vezzani et al., 2008). Esforcos tém sido dedicados a descrever a
localizacéo e a expressao de células especificas de moléculas pré-inflamatodrias e sua
sinalizagdo no cérebro. As citocinas podem diminuir o limiar para a inducdo da
convulsao e/ou prolongar a duragao das crises convulsivas. Além disso, mediadores
inflamatorios afetam a sobrevivéncia neuronal, induzem proliferagdo celular glial,
modificam a permeabilidade da BHE e inibem a neurogénese (Allan, 2001).

Resultados experimentais mostram dupla fungcédo da inflamagdo no SNC,
podendo ser neuroprotetora (pela redugédo das infecgdes) ou neurotdxica, por ativar
mecanismos endogenos de excitotoxicidade (Nguyen et al., 2002; Stoll et al., 2000;
Allan et al., 2001). Os efeitos neurotdxicos das citocinas e outros mediadores
inflamatdrios se devem ao aumento do glutamato extracelular, que causa um aumento
na atividade dos receptores glutamatérgicos ionotropicos e a ativagao de mecanismos
intracelulares envolvidos na producdo de espécies reativas e outros mediadores
inflamatorios, como o oxido nitrico (NO) e o AA (Allan et al., 2001). Estudos
bioquimicos tém mostrado que a IL-18 pode facilitar a neurotransmissao
glutamatérgica, por inibir a recaptagao de glutamato pelos astrécitos, aumentando os
niveis extracelulares de glutamato, que promove a ativagdo dos receptores NMDA e
consequentemente o influxo de Ca™ (Vezzani, 2008). Além disso, a IL-1p também
diminui as correntes mediadas por GABA em culturas de neurbnios hipocampais
(Wang et al., 2000) aumentando assim a excitabilidade. O efeito do TNF-a sobre as
convulsdes depende dos niveis desta citocina no cérebro e dos subtipos de receptores

ativados. A administracao i.c.v. de TNF-a, em baixas doses, reduz as convulsdes por
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interagir com o receptor TNF-a p75 (Balosso et al, 2005). Camundongos que
superexpressam altos niveis de TNF-a na glia apresentam convulsées espontaneas,
dependente da idade e da degeneracao, possivelmente mediada pelo receptor p55
(Akassoglou et al., 1997). Uma direta interacdo entre TNF-a e receptor AMPA foi
demonstrada em neurdnios hipocampais. O TNF-a, por meio dos receptores p55,
aumenta a disponibilidade de receptores AMPA na membrana celular, mas reduz a
densidade de receptores GABAa (Stellwagen, 2005), amplificando as respostas
glutamatérgicas (Vezzani, 2008).

Estudos com camundongos transgénicos sugerem que a pré-existéncia de
uma condicdo inflamatéria crdonica no cérebro pode predispor a ocorréncia de
convulsdes e promover disfungdes neurologicas. De fato, a administragéo sistémica
de LPS em camundongos adultos diminui o limiar da indu¢do de convulsdo e este
efeito é bloqueado por anti-inflamatérios (Sayyah et al., 2005).

Uma questdo fundamental é saber se a inflamagdo € um componente
etiologico da epilepsia, e/ou uma consequéncia das convulsbes e do dano celular
(Pitkanen et al., 2002). Neste contexto, tem sido demonstrado o envolvimento das PG
nas convulsdes, pois a administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de anticorpos
monoclonais anti-PGE, atenua as convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). E,
a administracéo i.c.v. de PGE; facilita o aparecimento das convulsdes induzidas por
PTZ, bem como por MMA, no hipocampo de ratos (Oliveira et al., 2008b; Oliveira et
al., 2009; Salvadori et al, 2010).

3.3.3 Aspectos fisioldgicos e funcionamento da Na*,K*-ATPase

A Na' K'-ATPase é uma proteina de membrana plasmatica, presente nas
células eucarioticas, fundamental na manutencéo da homeostase i6nica celular (Skou
& Esmann, 1992). A reacdo basica catalisada pela Na',K*-ATPase (conforme
esquema na Figura 11) é o transporte de 3 ions Na* para o meio extracelular e de 2
ions K" para o meio intracelular, usando energia proveniente da hidrdlise de 1 ATP
(Skou & Esmann, 1992). Ao regular o gradiente de Na® e K" através da membrana

plasmatica a Na*,K'-ATPase regula também, de maneira indireta a concentragdo
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intracelular de outros ions, como Ca**, CI' e H", e substancias como agua e glicose
(Skou & Esmann, 1992).

Extracelular |

Figura 11 — Esquema de funcionamento da Na',K*-ATPase. Os sitios de ligagdo para os cations séo
acessiveis alternadamente do lado citoplasmatico (conformacdo E1) e do lado extracelular
(conformacdo E2) da membrana. O processo inicia-se com a ligacdo de 3 Na® aos sitios de alta
afinidade, na superficie interna da membrana no interior da célula (E1). A fosforilagdo da enzima altera
sua conformacdo e diminui sua afinidade por Na®, levando a liberacdo deste no meio extracelular e a
ligagdo de 2 K" em sitios de alta afinidade presentes na porgédo extracelular (E2). Apés a ligagdo do K™ a
enzima é desfosforilada e retorna a sua configuragao anterior. Desta forma ocorre a liberagdo do K* no
meio intracelular (E1) e a proteina esta pronta para um novo ciclo de bombeamento. Fonte: adaptado
de Horisberger, 2004.

A atividade da Na*,K*-ATPase, no cérebro, € fundamental para a manutencdo
do gradiente eletroquimico responsavel pelos potencias de repouso e agao e captagao
e liberagdo de neurotransmissores (Stahl & Harris, 1986). Consequentemente,
alteracdes na atividade da Na*,K'-ATPase afetam a sinalizagdo celular e a atividade
neuronal (Moseley et al., 2007). Neste contexto, uma redug¢ao no funcionamento da

Na® K'-ATPase ocasiona aumento ou diminuicdo da excitabilidade neuronal,
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dependendo do grau de inibigdo induzido e do tipo neuronal afetado (Grisar et al.,
1992). A ouabaina, um inibidor da Na®,K*-ATPase, aumenta o influxo de Ca™ em
slices de cérebro de ratos (Fujisawa et al., 1965), causa convulsbes em
camundongos (Jamme et al., 1995), liberagdo de glutamato por reversdo do
transportador dependente de Na* (Li & Stys, 2001) e morte celular no hipocampo de
ratos (Lees et al., 1990). Além disso, a supressdo genética da Na*,K*-ATPase causa
prejuizo ao aprendizado espacial e aumento no comportamento tipico de ansiedade
em camundongos (Moseley et al., 2007). Também €& importante mencionar que a
atividade da Na* K'-ATPase esta diminuida no cérebro post-mortem de pacientes
com epilepsia (Grisar et al., 1992). Além disso, o grau de inibicdo da atividade da
Na®,K'-ATPase induzido pela administragéo i.c.v. de MMA, de &cido glutarico ou
injecao intraperitoneal de PTZ se correlaciona positivamente com a duragdo das
convulsdes induzidas por estes agentes (Fighera et al., 2006; Furian et al., 2007;
Souza et al., 2009), reforcando o papel importante da inibigdo da atividade Na*,K*-

ATPase nas convulsoes.

3.3.4 Efeitos bioldgicos de acidos graxos (AG)

O Odleo de peixe, rico em AGPI n-3, diminui o risco de eventos
cardiovasculares, doenga isquémica cardiaca e morte subita (Leaf, 2001; Leaf et al.,
2003; Lichtenstein et al., 2006; von Schacky & Harris, 2007; Lee et al., 2009). Tais
efeitos biolégicos tem sido atribuidos as suas propriedades anti-inflamatérias (Mori &
Beilin, 2004; Calder, 2006) e anti-trombdticas (Blok et al., 1996; Engstrom et al., 2001).

Também tem sido sugerido que a suplementagdo com AGPI n-3 exerce efeito
neuroprotetor e tem valor terapéutico em varias doengas neuroldgicas (Coluccia et al.,
2009), incluindo a prevencdo de crises convulsivas em pacientes epilépticos
(Schlanger et al., 2002; Yuen et al., 2005). No entanto, também ha evidéncias de que
esta suplementag&o ndo melhora o controle destas crises (Bromfield et al., 2008). Em
um recente estudo, in vivo, Willis et al. (2009) ndo verificaram atividade anti-
convulsivante, em modelo experimental de convulsdo induzida por acido cainico,

fluorotil ou PTZ apds suplementacdo com DHA e EPA incorporado na ragao dos
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animais. Outros estudos foram realizados com uma mistura de ALA (C18: 3n-3) e LA
(C18:3n-6) (proporcao de 1:4), o composto SR-3, que apresentou atividade
anticonvulsivante em modelo experimental de convulsdo induzida por PTZ (Yehuda et
al., 1994; Rabinovitz et al., 2004; Taha et al., 2006; Taha et al., 2009b). Yehuda et al.
(1994) teve seus resultados ratificados por Rabinovitz et al. (2004), afirmando que a
administracdo de SR-3 aumentou a laténcia e reduziu a duragdo das convulsdes
induzidas por PTZ. Ja Taha et al. (2009b), somente obteve os mesmos resultados
usando uma dose cinco vezes superior. Xiao & Li (1999) demonstraram que a
incubacao de fatias de hipocampo com EPA e DHA reduz a frequéncia de evocagao
de potenciais de acdo e aumenta o limiar de estimulagcdo de neurdnios
da regido CA1 do hipocampo. A administragdo de uma unica dose de ALA (C18: 3n-
3), em ratos, impede o aparecimento de convulsdes induzidas por acido cainico e a
consequente perda neuronal (Lauritzen et al., 2000; Blondeau et al., 2002).

Embora seja dificil determinar as razdes para tais discrepéncias, ha
diferengcas metodoldgicas importantes entre estes estudos, por exemplo, o tipo e a
duracao do tratamento, doses e vias de administragao e, desenho experimental (Taha
et al., 2009a).

E sabido que a deficiéncia de AGPI n-3 pode afetar a atividade de canais
idnicos e de enzimas como a Na*,K*-ATPase, interferindo na transducéo de sinal e,
ainda, modificar a afinidade de receptores de diferentes neurotransmissores em
neurdénios (Horrocks & Farooqui, 2004).

Embora o mecanismo molecular de atuagdo do DHA sobre os canais ibnicos
nao esteja completamente elucidado (Horrocks & Farooqui, 2004), sabe-se que
disparos repetidos de potenciais de agcao podem ser inibidos pelo bloqueio de canais
de Ca'™ e Na" voltagem-dependentes (Itokazu et al., 2000).

Contudo, ndo ha relatos na literatura se o tratamento crénico com AG nas
convulsdes induzidas por MMA. Desta forma, esta avaliacdo € necessaria na

determinacao de novos alvos terapéuticos para a acidemia metilmaldnica.
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4 CAPITULO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados na
forma de manuscrito (secdo 4.1), que foi submetido para publicacédo na revista
Epilepsia. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias

Bibliograficas, encontram-se no mesmo.

4.1. Manuscrito

“Oleo de peixe atenua as convulsdes induzidas por metilmalonato”
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Summary

Purpose: Methylmalonic acidemias are inherited metabolic disorders characterized by
methylmalonate (MMA) accumulation and neurological dysfunction, including seizures.
Dietary fatty acids are known as an important energy source and reduce seizure activity in
selected acute animal models. This study investigates whether the chronic treatment with fish
oil or with oleic acid attenuates MMA-induced seizures.

Methods: Adult male Wistar rats were given fish oil (85 mg/kg), oleic acid (85 mg/kg)
or vehicle (0.42 % aqueous Cremophor EL™, 4 mL/kg/body weight/day), p.o., for 75 days. In
the 73™ day were implanted a cannula in the right lateral ventricle with electrodes over the
parietal cortex for EEG recording. In the 76" day half the animals from each group were
injected with NaCl (2.5 umol/2.5 pL, i.c.v.), and the other half with MMA (2.5 pumol/2.5 uL,
1.c.v.), and seizure activity was measured by EEG recording with concomitant behavior
monitoring. The effect of prostaglandin E, (PGE,) on Na',K'-ATPase activity of slices of
cerebral cortex from NaCl-injected (control) animals was determined.

Results: Fish oil administration increased the latency for MMA-induced tonic-clonic
seizures and reduced the mean amplitude of ictal EEG recordings. Oleic acid decreased mean
amplitude of ictal EEG recordings. Only the treatment with fish oil prevented PGE;-induced
decrease of Na', K™ - ATPase activity in cortical slices in vitro.

Discussion: The results support a major anticonvulsant role for fish oil against MMA -
induced seizures. The decreased sensitivity of Na", K'-ATPase from fish oil-treated animals to

the inhibitory effect of PGE, may be related to its currently reported anticonvulsant activity.

Key words: methylmalonate; seizure; fatty acid; fish oil; oleic acid



53

Introduction

Dietary fatty acids are known as an important energy source. However, the primary
functions of free fatty acids and complex lipids extends to other biological functions,
including structural function in membranes, receptor ligands, second messengers,
immunomodulators, within others, resulting in cognitive, neurophysiological, and behavioral
changes (Yehuda, et al. 1999).

Fish oil is a common source of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA), being
particularly rich in eicosapentaenoic acid (EPA; C20:5n-3) and docosahexaenoic acid (DHA;
C22:6n-3) (Duda, et al. 2007). DHA is the most abundant n-3 PUFA of the brain (Dyall &
Michael-Titus 2008), being particularly important for the structural integrity of neuronal and
non-neuronal membranes (Bourre, et al. 1991). Interestingly, fish oil has been suggested to
increase life span, at least in part due to its cardiac antiarrhythmic properties which decreases
the risk for cardiovascular events, ischemic heart disease and sudden death (Leaf 2001, Lee, et
al. 2009, Lichtenstein, et al. 2006, von Schacky & Harris 2007). In addition, PUFAs have
significant anti-inflammatory (Calder 2006, Mori & Beilin 2004) and anti-thrombotic effects
(Blok, et al. 1996, Engstrom, et al. 2001), through the modulation of prostaglandin,
leukotriene and cytokine pathways.

It has been suggested that n-3 PUFAs may directly influence neuronal activity, since a
deficiency of these fatty acids alters cell homeostasis by decreasing Na',K'-ATPase (EC
3.6.3.9) activity, a crucial enzyme for ionic gradient maintenance (Gerbi, et al. 1999). In fact,
the administration of a single dose of alpha-linolenic acid (ALA; C18:3n-3) prevents kainic
acid-induced seizures and neuronal loss in hippocampus of rats (Blondeau, et al. 2002,
Lauritzen, et al. 2000). Moreover, a mixture of alpha-linolenic and linoleic acids (ratio of 1:4),
decreases pentylenetetrazol (PTZ)-induced seizures (Rabinovitz, et al. 2004, Taha, et al. 2006,
Taha, et al. 2009b, Yehuda, et al. 1994), supporting the view that n-3 PUFAs decrease
seizures. However, it was recently reported that DHA and EPA supplementation in the diet
does not change the threshold for fluorothyl-, PTZ-, kainic acid-, or 6 Hz current-induced
convulsions in mice (Willis, et al. 2009).

In what concerns the effect of n-3 PUFAs supplementation in the clinics, there are
reports that these substances prevent seizures in epileptic patients (Schlanger, et al. 2002,
Yuen, et al. 2005), although there is also a report that n-3 PUFA supplementation does not
improve seizure control (Bromfield, et al. 2008). While it is difficult to determine the reasons

for such a discrepancy, there are methodological differences in these studies that may account
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for it, including type and duration of treatment, doses and routes of administration, and
experimental design (Taha, et al. 2009a).

Oleic acid is a predominant component of olive oil and of the Mediterranean diet
(Trichopoulou & Critselis 2004). It is a monounsaturated n-9 fatty acid (OA; C18:1n-9) that is
converted to eicosatrienoic acid (ETA; C20:3n-9) by A5 and A6 desaturases and elongases.
ETA effectively inhibits LTB4 synthesis, decreasing inflammatory response (Evans, et al.
1985, James, et al. 2000, Stenson, et al. 1984). In addition, oleic acid was reported to either
have no effect (Zhu & Smart 2005) or inhibit endothelial NO synthase, decreasing the
production of this inflammatory mediator (Davda, et al. 1995, Kuroda, et al. 2001). However,
no study has addressed whether oleic acid decreases neuroinflammation or associated
neurological dysfunctions, such as seizures.

Methylmalonic acidemias are inherited metabolic disorders characterized by
accumulation of methylmalonate (MMA) in tissue and body fluids, due a deficiency of the
enzyme methylmalonil-CoA mutase (EC 5.4.99.2). The affected infants who survive longer
present a variable degree of mental retardation and severe neurological dysfunction, including
seizures (Fenton 2001). The involvement of reactive oxygen species (ROS) in the convulsive
behavior elicited by MMA has been suggested (Royes, et al. 2007) since MMA-induced
seizures are attenuated by the antioxidants a-tocopherol, ascorbic acid and GM1 ganglioside
(Fighera, et al. 2003, Fighera, et al. 1999) and increased by pro-oxidants, such as ammonia
(Marisco, et al. 2003).

Although accumulating evidence suggests that antioxidants and anti-inflammatory
treatment (unpublished observations) may decrease MMA-induced seizures, no study has
addressed whether dietary supplementation with fish oil and oleic acid alters the seizures

induced by MMA.
Materials and methods
Animals and Reagents
Forty-eight adult male Wistar rats, weighing on average 201 + 26.2 g at the beginning
and 330 + 32.7 g at the end of the experimental period, were used. Animals were maintained

under controlled light and environment (12:12 h light—dark cycle, 24+1 °C, 55% relative

humidity) with free access to food (Supra'™, Santa Maria, Brazil) and water. The rat chow
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was submitted to gas chromatography analysis to evaluate the fatty acids components. All
experimental protocols were designed aiming to keep the number of animals used to a
minimum, as well as their suffering. These were conducted in accordance with national and
international legislation (guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation —
CONCEA - and of U.S. Public Health Service's Policy on Humane Care and Use of
Laboratory Animals — PHS Policy), and with the approval of the Ethics and Aninalm
Welfare Committee Research of the Federal University of Santa Maria.

Oleic acid was obtained from Synth (Sao Paulo, Brazil), and Cremophor™ EL was
purchased from Basf (Germany). Fish oil was extracted from commercially available capsules
(Proepa™, Aché Laboratories, Brazil) and also was submitted to gas chromatography

analysis. All the other reagents were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).

Gas chromatography analysis

Samples were saponified in methanolic KOH solution and esterified in methanolic
H,SO4 solution (Hartman & Lago 1973). Methylated fatty acids were analyzed using an
Agilent Technologies Gas Chromatograph (HP 6890) equipped with a HP-INNOWax
capillary column (polyethylene glycol, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um) and flame ionization
detector. The injector port was set at 250°C and the carrier gas was nitrogen (0.9 mL/min).
After injection (1 pL, split ratio 50:1), the oven temperature was increased from 120°C to
250°C at 20°C/min and held at 250°C for 13.5 min. Standard fatty acid methyl esters (Sigma,
Saint Louis, USA) were subjected to the same conditions and their retention times were used
to identify the fatty acids. Results were expressed as percentage of the total area of the

identified fatty acids.

Treatment

Animals were initially divided into three groups (n = 16 in each group), at random: (1)
control, daily treated with vehicle (0.42% aqueous Cremophor™ EL, v/v); (2) Fish oil, daily
treated with a solution of 2.12% fish oil (w/v in vehicle); (3) Oleic acid, daily treated with a
solution of 2.12% oleic acid (w/v in vehicle). All solutions were administrated by gavage
(p.o.) at the dose 4 mL/kg body weight/day (Ferrari, et al. 2008) for 75 days. The weight of

the animals was monitored daily.
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Surgical procedures

In the seventy-third day of treatment the animals were anesthetized with Equithesin
(1% phenobarbital, 2% magnesium sulfate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol, 11%
ethanol, 3 mL/kg, i.p.) and placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under stereotaxic
guidance, a cannula was inserted unilaterally into the right lateral ventricle (coordinates
relative to bregma: AP 0 mm, ML 1.5 mm, V 2.5 mm from the dura) (Paxinos & Watson
1986). Chloranphenicol (200 mg/kg, i.p.) was administered immediately before the surgical
procedure. Two screw electrodes were placed over the parietal cortex, along with a ground
lead positioned over the nasal sinus. Intracerebroventricular infusions were carried out by a
guide cannula, which was glued to a multiplin socket, and inserted through a previously
opened skull orifice. The electrodes were connected to a multipin socket and, together with

the guide cannula, were fixed to the skull with dental acrylic cement.
EEG recordings and susceptibility to MMA-induced seizures

In the 76™ day (twenty-four hours after treatment completion), susceptibility to MMA-
induced seizures was assessed. The procedures for EEG recording and intracerebroventricular
injection of drugs were carried out as previously described (Paulson, et al. 2000). Briefly, the
animals were allowed to habituate to a Plexiglas cage (25 x 25 x 60 cm) for at least 10 min
before EEG recording. The rats were then connected to the lead socket of a swivel, which was
connected to digital encephalographic equipment (Neuromap EQSA260, Neurotec, Brazil)
inside a Faraday’s cage. Routinely, a 10 min baseline recording was obtained to establish an
adequate control period. EEG signals were amplified, filtered (0.1 to 70.0 Hz, bandpass),
digitalized (sampling rate 256 Hz) and stored in a PC for off-line analysis, as described below.
Half of animals from each group were injected with NaCl (2.5 pmol/2.5 pL, i.c.v.), and the
other half with MMA (2.5 umol/2.5 pL, i.c.v.), to induce seizures. All drugs were injected
over 1-min period by using a Hamilton syringe, and an additional minute was allowed to
elapse before removal of needle to avoid backflow of the drug through the cannula. Drug
doses and time of administration were based on pilot experiments. Seizures were defined by
the occurrence of episodes consisting of the following alterations in the recording leads:

spikes (> 2 X baseline) plus slow waves; multispikes (> 2X baseline, > 3 spikes/complex)
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plus slow waves or major seizure (repetitive spikes plus slow waves, > 5 sec). Rhythmic
scratching of the electrode headset rarely caused artifacts, which were easily identified and

discarded.

Na', K' - ATPase activity measurements

Since Na", K'-ATPase activity deficiency has been associated to seizures (Jurkat-Rott,
et al. 2004), and this enzyme has recently been identified as a target for PGE, in the brain
(Oliveira, et al. 2009), the effect of chronic treatment with fatty acids on basal and on PGE;-
induced decrease of Na',K'-ATPase activity was measured. After the EEG recordings the
animals injected with 2.5 umol NaCl (control) were killed by decapitation and the cerebral
cortex was dissected. Slices (400 um thick) were prepared with a Mcllwain tissue chopper
and maintained in a pre-gassed (carbogen) aCSF containing (in mM): 1.25 NaH,POy; 22
NaH,COs; 1.8 MgSOQy; 129.0 NaCl; 1.8 CaCly; 3.5 KCI; 10 D-glucose, and pH was adjusted
to 7.4 with carbogen. Slice viability was assessed at 0, 30, 60 and 90 min after preparation by
measuring lactate dehydrogenase release by using a standard commercial kit (Labtest™,
Brazil). Cortical slices were viable for more than 60 min after preparation, and all
experiments were performed within this time window (data not shown). Slices were incubated
with PGE, (1 uM) or vehicle (aCSF) for 30 min at 37 °C, as described by Oliveira et al.
(2009). After the incubation period, the medium was discarded and slices were gently
homogenized (7 — 10 strokes) in ice-cold 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) for Na',K'-ATPase
activity determination (Wyse, et al. 2000). Briefly, the assay medium consisted of 10 mM
Tris-HCI1 (pH 7.4), 0.1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 5 mM KCI, 6 mM MgCl, and 50 pg of
protein in the presence or absence of ouabain (I mM). The reaction was started by the
addition of adenosine triphosphate (Tris salt) to a final concentration of 5 mM. After 30 min,
the reaction was stopped by the addition of 70 pL of 50 % (w/v) trichloroacetic acid.
Appropriate controls were included in the assay for non-enzymatic hydrolysis of ATP. The
amount of inorganic phosphate (Pi) released was quantified by the colorimetric method
described by Fiske and Subbarow (1925), using KH,PO, as reference standard. Specific
Na",K"-ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-insensitive activity from

the overall activity (in the absence of ouabain) and expressed in nmol Pi/mg protein/min.



58

Statistical analyses

Latencies for partial (myoclonic jerk, accompanied by EEG alteration) and for tonic-
clonic seizures were analyzed by Kruskal-Wallis nonparametric ANOVA followed by the
nonparametric Dunn’s multiple comparison test and presented as median and interquartile
ranges. The mean amplitude of EEG recordings, total time spent in tonic-clonic seizures and
the Na",K'-ATPase activity were analyzed by parametric one- or two-way ANOVA followed
by the Student-Newman-Keuls test and expressed as mean + S.E.M.. A probability of P<0.05

was considered significant, and H and F values are shown only if P<0.05.

Results

Fatty acid composition of standard rat chow and fish oil

The fatty acid composition of the rat chow was as follows: 4.5 % of total fat, being
saturated fatty acids (25.4 %), oleate (33.1 %), other monounsaturated fatty acids (1.2 %),
linoleate (37.3 %), and a-linolenate (2.9 %). The fatty acid composition of fish oil capsules
was as follows: EPA (19.8 %), DHA (12.3 %), oleate (15.2 %), other monounsaturated fatty
acids (13.3 %), and saturated fatty acids (39.4 %), confirming the specifications of the

manufacturer (Aché Laboratories, Brazil).

Evaluation of susceptibility to MMA-induced seizures

Since the animals were subjected to a long-term treatment, the effect of fatty acids on
weight gain was evaluated along time. Fish oil and oleic acid supplementation did not alter
weight gain (P>0.05, data not shown).

Figure 1 shows the effect of fish oil and oleic acid on MMA (2.5 umol/2.5 uL, i.c.v.)-
induced seizures, measured as latency for myoclonic jerks (first behavioral manifestation of
seizures) accompanied by EEG alteration (A), and for generalized tonic-clonic seizures (B).
Statistical analysis revealed that the fish oil increased latency for generalized tonic-clonic
seizures [H(2) = 7.730; P<0.03; Fig 1B], but did not alter the latency for myoclonic jerks (Fig
1A). Oleic acid (4 mL/Kg, p.o., daily), on the other hand, did not alter MM A-induced seizures
(P>0.05).
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Representative EEGs showing MMA-induced seizures and the anticonvulsant effect of
fish oil are presented in Figure 2. Baseline EEG recordings are shown in the figures 2A, 2C
and 2E, and were not altered by fish oil or oleic acid treatment. The injection of MMA caused
the appearance of multispike plus slow waves and major seizure activity (Fig 2B). Multispike
plus slow waves coincided with myoclonic jerks. Generalized convulsions appeared in the
electroencephalographic recordings as the major seizure activity, and were characterized by 2-
3 Hz high-amplitude activity. After the ictal discharge, postictal EEG suppression and slow
waves were observed, correlating with behavioral catalepsy. In addition, EEG recordings
confirmed that fish oil increased the latency for MMA-induced generalized tonic-clonic
seizures (Fig 2D) and that oleic acid did not alter the seizures induced by MMA (Fig 2F).

Quantitative analysis of EEG recordings revealed that treatment with fatty acids
decreased the mean amplitude (in pV) of EEG recordings of MMA-induced seizures. Seizure
episodes were considered less severe in the animals that received fish oil and oleic acid in
comparison with vehicle [F(2,20) = 7.04; P<0.01], since mean amplitude of ictal EEG

recordings was significantly decreased in these groups (Figure 3).

Na',K"- ATPase activity

Figure 4 shows the Na',K'-ATPase activity on cortical slices, to evaluate whether the
chronic treatment with fatty acids would alter the inhibitory effect of PGE, on pump activity.
The supplementation with fish oil (4 mL/kg, p.o.) and oleic acid (4 mL/kg, p.o.) did not alter
the Na" K'-ATPase activity on cortex of treated animals (P>0.05). The incubation with PGE,
decreased the Na',K'-ATPase activity in cortical slices of vehicle [F(2,21) = 3.78; P<0.01]
and oleic acid groups [F(2,21) =4.10; P<0.01], but not in slices obtained from fish oil-treated
animals (P>0.05).

Discussion

In the present study we showed that chronic treatment with fish oil attenuates MMA-
induced seizures, measured by the increased latency for tonic-clonic episodes and the reduced
mean amplitude of ictal EEG recordings. Oleic acid did not alter the latency for seizures, but

decreased the mean amplitude of ictal EEG recordings. In addition, this study shows that
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chronic treatment with fish oil in vivo renders slices of cerebral cortex more resistant to PGE,-
induced decrease of Na',K'-ATPase activity in vitro.

The elevated consumption of fish oil results in an increased proportion of n-3 PUFAs
in membrane phospholipids (Calder 2006, Serhan, et al. 2003). EPA competes with
arachidonic acid for COX and LOX (Calder 2006), decreasing the synthesis of
proinflammatory eicosanoids, such as PGE, (Trebble, et al. 2003), TXA, (Caughey, et al.
1996), LTB4 (Lee, et al. 1985). In addition, EPA gives rise to a different family of
eicosanoids: the 5-series leukotrienes (LTBs ¢ LTEs) and the 3-series prostaglandins and
tromboxanes (Calder 2006), which are less active as inflammatory agents than arachidonic
acid derivatives. Oleic acid is converted to ETA (n-9), which is also a substrate for 5-LOX,
producing LTAj3. This leukotriene decreases LTB, synthesis by inhibiting LTA4 hydrolase, in
the arachidonic acid cascade (Jakschik, et al. 1983, James, et al. 2000). The inhibition of this
pathway has been observed in rats (Stenson, et al. 1984) and humans (Cleland, et al. 1994)
during essential fatty acids restriction, leading to elevated ETA (n-9) concentrations and
inhibition of inflammatory response.

Accumulating evidence suggests a role for inflammatory mediators and Na',K'-
ATPase in seizure development (Vezzani 2005). Accordingly, it has been shown that while
monoclonal antibodies anti-PGE, attenuates, the injection of PGE, facilitates PTZ-induced
(Oliveira, et al. 2008b) and MMA-induced (unpublished observations) seizures. Interestingly,
PGE, decreases Na',K'-ATPase activity in the hippocampus of rats (Oliveira, et al. 2009),
and Na',K'-ATPase inhibition has been associated to seizure development (Jamme, et al.
1995). The current finding that chronic treatment with fish oil in vivo renders slices of
cerebral cortex more resistant to PGE,-induced inhibition of Na",K'-ATPase in vitro is
particularly interesting. It suggests that a component of fish oil may: 1) activate or generate a
metabolite that competes with PGE, for EP1, EP3 or EP4 receptors, whose activation
decrease Na',K -ATPase activity (Oliveira, et al. 2008a); 2) activate or generate a metabolite
that triggers EP2 receptors, whose activation increases Na',K'-ATPase activity (Oliveira, et
al. 2009); 3) induce EP1, EP3 or EP4 receptor desensitization or attenuation of coupled
mechanisms; 4) induce EP2 receptor sensitization or facilitation of EP2-coupled mechanisms.

Notwithstanding, PUFAs may decrease inflammation by mechanisms independent of
decreased eicosanoid production (Calder 2006). In line with this view, EPA and DHA
decrease IL-1PB, TNF-a (Chu, et al. 1999), IL-6 and IL-8 production in in vitro and ex vivo
(Calder 2006, De Caterina, et al. 1994, Khalfoun, et al. 1997). Since increased IL-1p, TNF-a
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and IL-6 brain levels have been causally linked to seizures (Vezzani 2008), it is also plausible
that the currently reported protective effect of fish oil against MMA-induced seizures could
occur via inhibition of cytokines production and release. Since in the current study we did not
evaluate the effect of fish oil on cytokine levels, this possibility awaits further investigation.

It is worth remarking that n-3 PUFAs decrease Na" (Xiao, et al. 1995, Young, et al.
2000) and Ca™" currents in rat hippocampus (Vreugdenhil, et al. 1996, Xiao, et al. 1997). It is
known that DHA accelerates Na'-channel inactivation and slows down the recovery from
inactivation. These effects of PUFAs on Na' currents would reduce the ability of neurons to
fire from relatively depolarized levels, increase their refractory period, and reduce the
maximal firing rate (Vreugdenhil, et al. 1996, Young, et al. 2000). Furthermore, it has also
been suggested that DHA causes an electrostatic effect on the Na™ channel voltage sensor,
decreasing its sensitivity (Borjesson, et al. 2008). As regards the K channels, n-3 fatty acids
affect the concerted opening step and, to less degree, the early transitions during channel
activation (Borjesson, et al. 2008). In addition, it has been shown that K™ channels are
activated by PUFA (Ordway, et al. 1995, Rouzaire-Dubois, et al. 1991). Therefore, it is not
possible to rule out a direct action of a fish oil component on ionic channels as the mechanism
of the currently described anticonvulsant effect of this agent.

It is also worth pointing out that long-term treatment with long-chain n-3 fatty acids
decreases neuronal death in CA1 and CA3 subfields of the rat hippocampus (Ferrari, et al.
2008). This neuroprotection could enhance GABAergic transmission and reduce seizure
susceptibility, since n-3 PUFA decreases GABAergic cell loss in animals with pilocarpine-
induced epilepsy (Andre, et al. 2001, Vreugdenhil, et al. 1996).

In summary, our data demonstrate that the long-term treatment with fish oil attenuates
MMA-induced seizures. This finding is consistent with the view that PUFAs have
anticonvulsant activity (Taha, et al. 2010), and that increasing the intake of these fatty acids
may be particularly beneficial to methylmalonic acidemic patients, for whom PUFA
supplementation has been reported to decrease triglycerides without causing adverse effects
(Aldamiz-Echevarria, et al. 2006). However, more studies are necessary to clarify the

mechanisms by which fish oil decreases seizures.
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Figure 1
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Figure 1- Effect of fish oil on the latency for myoclonic jerks (A), and tonic-clonic seizures
(B) induced by MMA (2.5 pmol/2.5 uL, i.c.v.). Data are presented in seconds, as median and
interquartile range, for n = 8 in each group. * Indicates a significant difference compared with

the control group (P < 0.05).
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Figure 2
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Figure 2 — Representative electroencephalographic recordings from the parietal cortex CTX)
of animals that received vehicle (A-B), fish oil (C-D) or oleic acid (E-F), showing that fish oil
(D) increased latency for seizures and reduced mean amplitude of ictal events. Oleic acid (F)
reduced mean amplitude of ictal events. Black and white arrows indicate MMA injection and

beginning of seizures, respectively.
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Figure 3 — Effect of fish oil or oleic acid on the mean amplitude of EEG recordings in the
parietal cortex of animal injected with MMA (2.5 pmol/2.5 uL, i.c.v.). N = 8 in each group. *
P<0.05, when compared with respective vehicle (Mean + S.E.M.).
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Figure 4
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Figure 4 — Fish oil prevents PGE,-induced decrease of Na" K'-ATPase activity in cortical
slices. Data are presented in nmol Pi/mg protein/min, as mean + S.E.M., for n = § in each

group. * Indicates a significant difference compared with the control group (P < 0.05).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que o tratamento crénico com éleo de
peixe atenua as convulsdes induzidas por MMA. Este efeito anticonvulsivante foi
verificado pelo aumento da laténcia para os episddios convulsivos ténico-clénicos e
pela reducao da amplitude média dos registros de EEG ictais (durante as crises
convulsivas). Em contrapartida, o acido oléico ndo alterou a laténcia para as
convulsdes, porém, diminuiu a amplitude média dos registros de EEG ictais. Além
disso, este estudo mostrou que o tratamento crénico com éleo de peixe in vivo
preveniu a diminuicdo da atividade da Na*,K*-ATPase induzida por PGEo,, in vitro.

O consumo elevado de 6leo de peixe resulta em um aumento da proporgao
de AGPI n-3 nos fosfolipidios de membrana (Serhan et al. 2003; Calder, 2006).
Como ja descrito anteriormente, o EPA compete enzimaticamente com o AA nas
vias da COX e LOX (Calder, 2006), diminuindo a sintese de eicosandides pro-
inflamatdrios, tais como PGE; (Trebble al., 2003). Neste contexto, o EPA origina
mediadores menos inflamatérios ou “anti-inflamatérios”. Ja o ETA (n-9), formado a
partir do acido oléico, principalmente durante a restricdo de AGE, influencia
indiretamente no processo inflamatério através da inibicdo da producédo do LTB4
(James et al., 2000).

Evidéncias sugerem o envolvimento mutuo de mediadores inflamatorios
(Oliveira et al., 2008a) e da Na',K'-ATPase (Jamme et al., 1995, Oliveira et al.,
2009) no desenvolvimento das convulsdes (Vezzani, 2005). O fato do tratamento
crdénico com oleo de peixe in vivo prevenir a reducdo da atividade da Na* K*-ATPase
in vitro, é particularmente interessante e suporta um papel protetor do 6leo de peixe
contra o efeito deletério da prostaglandina E, contra a Na*,K*-ATPase. Assim, pode-
se sugerir que algum componente do dleo de peixe possa: (1) ativar ou gerar um
metabdlito que venha a competir com a PGE; pelos receptores EP1, EP3 e EP4,
cuja ativagéo diminui a atividade da Na*,K*-ATPase (Oliveira et al., 2008a); (2) ativar
ou gerar um metabdlito que estimule os receptores EP2, cuja ativagdo aumenta a
atividade da Na*,K*-ATPase (Oliveira et al., 2009); (3) induzir a dessensibilizagéo

dos receptores EP1, EP3 e EP4 ou a atenuacgao da atividade dos mecanismos pos-
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receptor acoplados; (4) induzir a sensibilizagdo dos receptores EP2 ou a facilitagao
da atividade dos mecanismos pos-receptor acoplados.

Nao obstante, os AGPI n-3 podem diminuir a inflamagao por mecanismos
independentes da produgédo de eicosanodides (Calder, 2006), como a redugdo dos
niveis de citocinas pré-inflamatérias (De Caterina et al., 1994; Khalfoun et al., 1997,
Calder, 2006), a inibicdo da ativagdo do NF-kB (Goua et al., 2008), e a diminui¢cado na
expressdo de moléculas de adesao (De Caterina & Libby, 1996). O aumento dos
niveis de IL-1B, TNF-a e IL-6 no cérebro tem sido relacionado ao desenvolvimento
de crises convulsivas (Vezzani, 2008). E plausivel que o efeito protetor verificado
com o 6leo de peixe possa ser mediado pela inibicdo da producéo e/ou da liberagao
de citocinas. No presente estudo nao foi avaliado o efeito do 6leo de peixe sobre os
niveis de citocinas, porém esta € uma possibilidade interessante para futuras
investigacoes.

Os efeitos dos AGMI, como o acido oléico, sobre a inflamacgédo ainda nao
estdo totalmente definidos. Ha evidéncias de que o acido oléico reduz a expressao
de moléculas de adesao como E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 (De Caterina & Libby,
1996), bem como um efeito inibitorio sobre a ativagdo do NF-kB (Carluccio et al.,
1999). Porém, um efeito inibitorio (Ciapaite et al., 2007) e nenhum efeito (Hennig et
al. 2000) sobre o NF-kB também foram descritos.

Os AGPI n-3 também atuam como moduladores de canais idnicos e,
consequentemente, da transdugao de sinal (Kitajka et al., 2002). Estes compostos
diminuem as correntes de Na™ (Xiao et al., 1995; Young et al., 2000) e de Ca™ em
hipocampo de ratos (Vreugdenhil et al., 1996; Xiao et al., 1997), e aumentam as de
K*, afetando principalmente a etapa da abertura (Borjesson et al., 2008). O DHA
acelera a inativacdo dos canais de Na®, retarda a recuperagdo desta inativacéo, e
ainda reduz o numero de disparos de potencial de agao em fatias de hipocampo de
ratos (Vreugdenhil et al., 1996; Young et al., 2000). Além disso, tem sido sugerido
que o DHA exerce um efeito eletrostatico sobre o sensor dos canais de Na’,
diminuindo sua sensibilidade (Borjesson et al., 2008). Ja os AGMI nao alteram o
limiar de disparo do potencial de acdo e sdo praticamente ineficazes como
moduladores dos canais de Na®, Ca™ e K’ (Kang et al., 1995). Desta forma, &
possivel que um dos mecanismos envolvidos no efeito anticonvulsivante do éleo de

peixe envolva a modulagao de canais ibnicos.
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E importante ressaltar que o tratamento a longo prazo com AGPI n-3 diminui a
morte neuronal nos subcampos CA1 e CA3 do hipocampo de ratos (Ferrari et al.,
2008). Esta neuroprotecédo poderia aumentar a transmissdo GABAérgica e reduzir a
susceptibilidade as convulsdes, uma vez que os AGPI n-3 diminuem a degeneragéao
celular GABAérgica em animais com epilepsia induzida por pilocarpina (Vreugdenhil
et al., 1996, Andre et al., 2001).

O entendimento dos mecanismos de inducdo e manutencao das convulsdes é
fundamental para o desenvolvimento de novas terapias, tanto para a acidemia
metilmalénica quanto para a epilepsia. Atualmente, o tratamento dos pacientes
portadores de acidemia metilmalonica inclui medidas terapéuticas como: (1)
remogao de toxinas através de transfusdes de sangue ou hemodialise; (2) restricao
proteica (dieta isenta de aminoacidos valina, isoleucina, leucina, metionina e
treonina); (3) terapia com vitamina B12, nas acidemias metilmalbnicas por deficiéncia
deste cofator (Orgier de Baurny & Saudubray, 2002); (4) administracdo de L-
carnitina, propiciando a excrecdo urinaria de propionil-carnitina, reduzindo a
toxicidade do propionato (Burns et al., 1996); (5) administragdo de metronidazol para
reduzir a produgcédo de propionato pela flora bacteriana (Leonard et al., 2001); (6)
administracdo de ascorbato para diminuir os efeitos da deficiéncia de glutationa
(Treacy et al., 1996). Neste interim, € interessante que o diazéxido, uma droga que
ativa o canal de K*, & capaz de proteger tecidos isquémicos e prevenir lesdes
celulares e teciduais provocadas por acido metilmalénico (Kowaltowski et al., 2006).

Recentemente, Salvadori et al. (2010) verificaram que um inibidor seletivo da
COX-2 (celecoxibe) é capaz de atenuar as convulsdes induzidas por MMA, devido a
inibicdo da producdo de PGE,. Porém, é importante ressaltar que inibicdo crénica da
COX-2 também diminui a produc¢ao de PGl,, o que leva a um aumento no numero de
eventos cardiovasculares fatais, 0 que impede o uso destes farmacos por periodos
prolongados, particulamente em pacientes com outros fatores de risco para infarto
agudo do miocardio e acidente vascular cerebral (Marlett, 2009; Amer et al., 2010).

Sabe-se que os niveis de PGD, estdo aumentados durante a fase latente e no
periodo inter-ictal das crises convulsivas cronicas (Naffah-Mazzacoratti et al., 1995)
induzidas por pilocarpina, e que tal prostaglandina apresenta atividade

anticonvulsivante (Akarsu et al., 1998; Fostermann et al., 1998). Uma redugéo dos
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niveis cerebrais de PGD, poderia aumentar a excitabilidade neuronal, facilitando o
aparecimento de
crises convulsivas (Akarsu et al., 1998; Forstermann et al., 1998). Como a inibigao
seletiva da COX-2 aumenta a disponibilidade de acido araquiddnico para a COX-1
que, no cérebro, esta acoplada funcionalmente a PGD, sintase, é possivel que a
agao anticonvulsivante dos coxibs ocorra pela divergéncia da via do acido
araquidénico, resultando numa alteragdo no balango entre as acgbes da PGE; e
PGD,, de certa forma analogo ao que propomos aqui como possivel mecanismo de
acao dos AGPI.

Os tratamentos atualmente disponiveis para acidemia metilmalénica ndo sdo
completamente eficazes na prevengao das manifestagdes clinicas da doenga. Desta
forma, tornam-se necessarias novas alternativas terapéuticas, independentes da
inibicdo da COX-2, e que produzam menos efeitos colaterais. Neste interim, os
resultados evidenciados no presente estudo podem contribuir para o entendimento
da fisiopatologia da acidemia metilmalénica e no estabelecimento de novas condutas
terapéuticas.

Embora os pacientes metilmalonicacidémicos apresentem alteragdes
comportamentais e bioquimicas tais como convulsées (Fenton & Rosenberg, 1995),
compativeis com o modelo experimental utilizado, é dificil extrapolar resultados
obtidos com animais para seres humanos, e estudos especificos com pacientes séo
necessarios para avaliar as implicagdes clinicas dos resultados encontrados.

Em resumo, neste estudo foi demonstrado que o tratamento a longo prazo
com Oleo de peixe atenua as convulsdes induzidas por MMA. Estes resultados
indicam que o 6leo de peixe, rico em AGPI n-3, possui atividade anticonvulsivante, e
que o aumento da ingestdo destes acidos graxos pode ser especialmente benéfico
para pacientes metilmalonicacidémicos. De acordo, tem sido relatada a diminuicéo
dos niveis de trigliceridios plasmaticos nestes pacientes através da suplementacgéo

com AGPI n-3, sem causar efeitos adversos (Aldamiz-Echevarria et al., 2006).
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. O tratamento crénico com 6leo de peixe aumenta a laténcia e reduz a
amplitude média dos registros eletroencefalograficas e o tratamento
crénico com acido oléico nao altera a laténcia, porém reduz a amplitude
média dos registros eletroencefalgraficos caracteristicos das convulsbdes
induzidas por MMA.

2. O tratamento crénico com 6leo de peixe ou acido oléico ndo altera a

atividade da enzima Na*,K*-ATPase em ratos ex vivo.

3. O tratamento crénico com 6leo de peixe previne a reducao da atividade da
enzima Na®,K'-ATPase induzida pela incubagdo com PGE, em ratos in
vitro e o tratamento crbnico com &acido oléico nao previne redugao da
atividade da enzima Na® K'-ATPase induzida pela incubagdo com PGE,

em ratos in vitro.
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