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Resumo

O trabalho visa investigar os efeitos da suplementagéo crbnica de acidos graxos poli-insaturados (AGPIs)
Omega-3 e dmega-6 na estrutura e desenvolvimento do encéfalo de ratas Wistar, avaliando alteracdes na
barreira hematoencefalica, no fluxo sanguineo cerebral (FSC) e na morfologia e desenvolvimento de
neurdnios. Para isso, foram utilizadas 120 ratas Wistar, que foram divididas em grupos tratados com diferentes
tipos de suplementagado. Os grupos incluiram um controle ndo suplementado e grupos suplementados com
compostos ricos em 6mega-3 e 6mega-6. Antes do acasalamento as ratas foram alocadas em gaiolas
metabdlicas para monitorar o consumo alimentar e hidrico. Apés o periodo de suplementacdo, foram
eutanasiadas em diferentes fases: pré-acasalamento, ao final da gestagao, apés o parto e apés o desmame.
Foram coletados sangue, leite e tecidos, 6érgdos reprodutivos e encéfalo, os quais foram analisados
bioquimicamente, histologicamente e morfologicamente. Os dados coletados incluiram medi¢cbes de peso e
analises de estrutura celular, buscando avaliar alteragbes induzidas pela suplementagdo. Com o estudo,
espera-se encontrar a identificagdo de mudancgas na integridade da estrutura neural e encefalica, assim como
neurodesenvolvimento prejudicado, buscando proporcionar maior esclarecimento a respeito do equilibrio
entre AGPIs 6mega-3 e dmega-6 na saude e preservagao do encéfalo.

PALAVRAS-CHAVE: Fluxo sanguineo cerebral; Barreira hematoencefalica; Morfologia.
1.  INTRODUGAO

Acidos graxos (AG) sdo macromoléculas lipidicas compostas por uma cadeia de
atomos de carbono conectados a atomos de hidrogénio que estao ligados a um grupo acido
(-COOH). Acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) sdo, por sua vez, acidos graxos que
contém mais de uma ligacao dupla. Os AGPIs 6mega-3 (n-3) sdo caracterizados por ligagcao
dupla entre carbonos numero 3 e 4 na cadeia de hidrocarbonetos. Esses acidos graxos
incluem acido eicosapentaenoico (EPA), acido alfa-linolénico (ALA) e acido
docosaexaenoico (DHA). Os AGPIs n-3 sdo comumente encontrados em peixes,
especialmente EPA e DHA. AGPIs n-6 sao caracterizados por ligagao dupla entre carbonos
numero 6 e 7 na cadeia de hidrocarbonetos. Omega-6, como o &cido linoleico (LA) e o 4cido
araquidénico (AA), desempenha um papel pré-inflamatério, principalmente o acido
araquidénico (Calder, 2015; Khan et al, 2023).

AGPIs n-3 e n-6 sdo essenciais e constituem parte importante da alimentacao, nao
sendo produzidos por seres humanos e outros mamiferos devido a falta de enzimas
endoégenas para dessaturagdo de 6mega-3. Os acidos graxos, de maneira geral,
desempenham atividades importantes no organismo humano, desde estoque de energia e
fonte energética até componentes estruturais das membranas celulares. AGPIs n-3
possuem grande interesse nutricional ja que estdo constantemente atribuidos com
beneficios a saude. Com o desenvolvimento do agronegdcio e agricultura, dietas ocidentais
modernas acabam sendo constituidas por uma quantidade excessiva de n-6, resultando em
uma proporgéo nao saudavel de n-6/n-3 de 20:1, muito desequilibrada se comparada a
propor¢ao de 6:1 recomendada pela OMS (Simopoulos, 2016).
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O aumento da ingestdo de AGPIs n-6 na dieta ocidental resulta na produgéo
excessiva, especificamente, de prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, acidos graxos
hidroxilados e lipoxinas. Eicosanoides do AA sdo biologicamente ativos em pequenas
quantidades, mas quando formados em excesso, podem contribuir para a formagao de
trombos, ateromas, doengas alérgicas e disturbios inflamatérios, principalmente em
pessoas suscetiveis. Uma dieta rica em n-6 altera o estado fisioldgico para um ambiente
pré-trombatico e pré-inflamatério, aumentando a viscosidade sanguinea e vasoconstrigao.
(Simopoulos, 2000)

Tendo em vista que n-6 tem acgdes pro-inflamatorias, uma dieta com proporcdes
muito elevadas de n-6 para n-3 esta associada com uma maior probabilidade de morte por
doenca cardiovascular, assim como a prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2.

No cérebro, lipidios correspondem a 50-60% do peso total, sendo 35% apenas de
n-3. DHA é responsavel por 40% do total de n-3 no tecido neuronal (Dighriri et al, 2022).
AGPIs regulam a estrutura e fungao de neurdnios, células gliais e células endoteliais, por
esse motivo a diversidade de AG dos fosfolipidios cerebrais podem influenciar propriedades
biofisicas na membrana, como por exemplo, a fluidez. O funcionamento correto das
proteinas de membrana do neurdnio é dependente do potencial de membrana, ocupacao
do receptor, associagdes intermoleculares dependentes de fosforilagdo e composicao de
proteinas e lipidios (Conquer et al, 2000; Bazinet, 2014). Além disso, AGPIs apresentam
papel importante na sobrevivéncia neuronal, neurogénese, fungao sinaptica e na regulagao
da inflamagéo cerebral. Portanto, ndo é estranho uma alimentacdo desregulada no
consumo de AGPIs estar comumente associada com disturbios neurolégicos e queda
cognitiva (Bazinet, 2014).

A ingestao de n-3 aparenta ter resultados benéficos no cérebro, como um efeito
neuroprotetor no envelhecimento do cérebro, freando a atrofia cerebral e proporcionando
aumento do volume de matéria cinzenta (Bos et al, 2016). Outro beneficio relacionado a
ingestdo de n-3 é o aumento do fluxo sanguineo cerebral (FSC), reacdo comumente
associada a AGPIs n-3 por conta de sua atividade anti-inflamatéria. FSC prejudicado esta
geralmente associado a doengas neurodegenerativas como o Alzheimer por exemplo
(Haast et al, 2015)

Estudos demonstraram uma associagao entre o consumo de n-3 com a reduc¢ao do
risco e desenvolvimento nos sintomas de Alzheimer e deméncia. Pacientes com Alzheimer
em estagio inicial podem sofrer atraso na perda de desempenho cognitivo e melhora na
qualidade de vida quando sob uma suplementacéao de n-3 (Freund-Levi et al, 2006). Além
disso, o estudo Framingham Heart Study (Schaefer et al, 2006) demonstrou uma redugao
de 47% no risco de desenvolvimento de deméncia em pacientes com alto nivel de DHA
plasmatico. O estudo demonstrou também que a ingestdo de peixes atua como uma fonte
importante de DHA na dieta, tendo em vista que os pacientes com os niveis de DHA
plasmatico mais alto tiveram uma ingestao de peixe mais alta se comparada com os outros
pacientes. Entretanto, o DHA derivado dos peixes representou menos da metade da
ingestao total.

Em contrapartida, individuos com menor consumo e prevaléncia de n-3,
especialmente DHA, em comparagédo com n-6, apresentam piora cognitiva e maiores riscos
de desenvolvimento de Alzheimer (Conquer et al, 2000). E valido ressaltar que doencas
neurolégicas estdo muito associadas com fatores genéticos e outras questdes como
educacao e fatores socioecondémicos.

Outro tépico muito discutido quando se fala em AGPIs é a obesidade, ja que o
numero de individuos obesos vem aumentando e por consequéncia o crescimento de
problemas a saude relacionados com a obesidade, como por exemplo, hipertenséo,
diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares. Um dos principais motivos para a ocorréncia
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da obesidade € o desequilibrio no metabolismo energético, no qual o hipotalamo
desempenha grandes fungoes.

O hipotalamo € um importante componente do sistema nervoso central, recebendo
sinais de horménios periféricos e nutrientes para assim integrar o sinal e promover equilibrio
energético no corpo, regulando o comportamento alimentar, consumo de energia e
metabolismo. Neurdnios selecionados do hipotalamo possuem moléculas capazes de
detectar o estado energético do organismo. Apds a ativagao ou inibigao por fatores centrais
e sistémicos, como neurotransmissores, hormonios, citocinas e nutrientes, essas moléculas
desempenham um importante papel na regulagdo de respostas neuronais, permitindo
controle da homeostase energética do corpo como um todo. Portanto, a inflamagéao no
hipotalamo esta geralmente presente em individuos obesos ou com disturbios metabdlicos
(Fang et al, 2018; Dragano et al, 2020).

O nucleo arqueado do hipotalamo € a principal area do cérebro que controla a
ingestao e o consumo de energia, além de controlar o equilibrio energético do corpo. Caso
haja inflamagdo, o mecanismo de regulagédo do equilibrio € destruido no hipotalamo. A
obesidade é causada principalmente por inflamacgéo hipotalamica cronica de baixo grau.
Varias pesquisas sugerem que os AGPIs n-3 tiveram o efeito anti-inflamatério, mas o efeito
sobre a obesidade nao foi claro (Fang et al, 2018).

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 120 ratas da linhagem Wistar, aproximadamente 75 dias de idade,
obtidas e mantidas no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Apds um periodo
de dez dias de aclimatagdo, os animais foram distribuidos em grupos experimentais
distintos:

Grupo Controle (CTLE) — fémeas nao submetidas a nenhuma intervencéao
experimental; Grupo Suplementado com n-3 (SPL3) - fémeas suplementadas diariamente
com 4,0 g/kg de um composto de extratos marinhos, rico em acidos graxos n-3; Grupo
Suplementado com n-6 (SPL6) - fémeas suplementadas diariamente com 4,0 g/kg de um
composto de extratos vegetais, rico em acidos graxos n-6.

O volume de dleo correspondente ao peso de cada animal foi administrado via oral
diariamente, utilizando uma pipeta de volume regulavel. Apos 20 dias de suplementacao,
as fémeas dos quatro grupos acasalaram com machos Wistar ndo suplementados. Durante
as fases de acasalamento, gestacao e lactacdo a dieta foi mantida com os respectivos
acidos graxos para garantir a transferéncia desses compostos para os fetos em
desenvolvimento, tanto pela circulacédo placentaria quanto pelo aleitamento materno. Com
a confirmacao da prenhez ou néo, as ratas foram separadas para a coleta dos dados.

Cinco dias antes do acasalamento, as ratas foram individualmente alocadas em
gaiolas metabdlicas durante 24 horas para medir o volume de urina, o peso total das fezes,
e o consumo alimentar e hidrico. Durante o periodo experimental, a sensibilidade periférica
a glicose foi avaliada por meio do teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (BOGDANET
et al., 2020; SMALL et al., 2022).

As ratas foram designadas para eutanasia em diferentes momentos: no dia do
acasalamento (PRE), ao final da gestagdo (DG18), apds o parto (DPN03) ou apds o
desmame (DPN21). O sangue total foi coletado e centrifugado para separagao do plasma,
que foi armazenado em ultra freezer para analises bioquimicas. Nessas datas também foi
realizada a coleta dos macréfagos peritoneais, por meio da injegédo de 10 mL de tampéo
PBS pH 7,4 na cavidade abdominal.

Durante a fase de lactacao, o leite das ratas foi coletado nos dias DPNO3 e DPN21
por ordenha manual sob estimulo de ocitocina e armazenado para analises bioquimicas.
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As amostras serdo submetidas ao processo de desidratacdo em concentracdes
crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e absoluto) seguido de diafanizacdo em xilol e
inclusdo em parafina de cera de abelha (3%) (Bancroft & Gamble, 2008; Carson & Hladik,
2009). Os blocos de parafina serdo cortados em micrétomo utilizando-se da técnica de
seccionamento seriado do encéfalo a uma espessura de 5-7 um, para analise histologica
(Kiernan, 2015; Feldman & Wolfe, 2014). Apds cortado o material sera submetido ao
processo de desparafinacdo onde utilizara o xilol trés ao xilol um. Logo apds sera feito o
processo de reidratagdo em concentragcdes decrescentes de etanol (absoluto, 95%, 90%,
80% e 70%). As laminas serdo coradas utilizando Hematoxilina e Eosina (H&E) e Violeta
de cresil, visando a diferenciacdo entre os componentes celulares e a avaliagcdo das
alteracbes estruturais no tecido nervoso, como por exemplo neurbnios e substancia
cromdfila (Bancroft & Gamble, 2008; Kiernan, 2015). As Iaminas coradas serao analisadas
em microscopio optico, com especial atengdo para a integridade do tecido neuronal, a
presenga de alteragdes na estrutura celular, alteragdes hipotalamicas, apoptose, necrose,
e outras possiveis lesdes teciduais associadas a exposigdo aos acidos graxos. (Kumar et
al.,, 2020; Lobo et al., 2017). Posteriormente, serdao fotografadas por meio de um
microscopio digital, a fim de registrar e comparar as diferencas de cada grupo
suplementado com AGPIs(Krishnamurthy & Weinbauer, 2014; Drury & Wallington, 1980).
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3. RESULTADOS ESPERADOS

Com o presente estudo, espera-se encontrar, assim como em estudos de mesmo
carater, alteragbes morfoldgicas e funcionais no encéfalo, tais como mudangas na estrutura
neural, como redugédo no tamanho e altera¢des na fluidez da membrana, e de areas do
encéfalo como o hipotalamo, aumento ou reducao do volume de massa cinzenta presente,
interferéncias no fluxo sanguineo cerebral, tendo em vista os efeitos pré e anti-inflamatérios
resultantes da suplementacdo de AGPIls, assim como alteracbes na barreira
hematoencefalica.

4, CONSIDERAGOES FINAIS

A suplementacao de AGPIs n-3 tem cada vez mais ganhado atencgao por conta de
seus potenciais beneficios a saude, em particular, suas propriedades anti-inflamatdrias e
as maneiras que sua suplementacgao afeta no desenvolvimento do sistema nervoso central.
No encéfalo, lipidios, incluindo acidos graxos, desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento, manutengao e fungao das células. Entretanto, a literatura é escassa
quando se trata de avaliar os efeitos de dosagens supra recomendadas desses acidos
graxos na estrutura do encéfalo. Dado esse contexto, o trabalho visa avaliar os potenciais
efeitos da suplementacéao cronica de AGPIs n-3 e n-6 no encéfalo de ratos Wistar.
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