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Relatoério Descritivo da Patente de Invengéo para "USO DE UMA
PREPARACAO LIPIDICA CONTENDO ACIDOS GRAXOS OMEGA-3 E
OMEGA-6, ESTA PREPARACAO, USO DE GLICEROFOSFOLIPIDI OS,
COMPOSICAO NUTRACEUTICA E ARTIGO ALIMENTAR FUNCIONA L".

Campo da Invencao

A presente invencdo se refere a preparacdes de fosfolipidios e
de lipidios polares que sédo enriquecidas com acidos graxos 6mega-3 e/ou
Omega-6 covalentemente ligados a estrutura principal lipidica. As prepara-
cOes de fosfolipidios da invencéo sdo particularmente Gteis como nutracéuti-
cos, aditivos alimentares e/ou agentes farmacéuticos para o tratamento de
varios estados, em particular aqueles relacionados a fung¢des cognitivas.

Antecedentes da Invencao

Lipidios, e particularmente lipidios polares, lipidios contendo ni-
trogénio e lipidios contendo carboidratos (fosfolipidios, esfingosinas, glicoli-
pidios, ceramidas, esfingomielinas), sdo os principais blocos construtores de
membranas celulares, tecidos e outros. Além disso, desempenham impor-
tantes papéis em processos de transdugdo de sinais e em varias vias bio-
guimicas e biossintéticas.

Glicerofosfolipidios, lipidios a base de uma estrutural principal de
glicerol e contendo um grupo terminal fosfato, séo os principais blocos cons-
trutores de membranas celulares. Como a maioria dos, se ndo todos os, pro-
cessos bioquimicos envolvem membranas celulares, as propriedades estru-
turais e fisicas de membranas em diferentes tecidos sdo cruciais para um
funcionamento normal e eficiente de membranas em todos 0S processos
bioquimicos.

A luz da emergente categoria de alimentos funcionais na area de
lipidios dietéticos, muitos beneficios para a saude foram atribuidos ao con-
sumo de certos acidos graxos. Por exemplo, relatou-se em muitos estudos
de pesquisa que acidos graxos poliinsaturados (PUFA) do tipo 6mega-3 e
Omega-6 tém varios beneficios para a saude em doenca cardiovascular, dis-
turbios imunes e inflamagéo, disturbios renais, alergias, diabetes e céancer.

Esses tipos de acidos graxos sdo de ocorréncia natural principalmente em
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peixes e algas, onde estdo aleatoriamente distribuidos nas posigdes sn-1,
sn-2 e sn-3 da estrutura principal glicerol dos triglicerideos.

A literatura profissional enfatiza a importancia de uma dieta ade-
quada contendo acidos graxos émega-3. Amplos estudos clinicos gue inves-
tigaram a importancia do acido docosaexaendico (DHA), um dos &cidos gra-
xos dmega-3 mais importantes, no cérebro, descobriram que baixos niveis
de DHA estao associados a depressao, perda de memoria, deméncia e pro-
blemas visuais. Todos os estudos mostraram uma melhora dramatica na
fungéo cerebral de idosos, quando os niveis sangliinecs de DHA aumenta-
ram.

Outros beneficios conhecidos do DHA incluem: menor risco de
arritmias, redugéo no risco de morte cardiaca subita, menores niveis de tri-
glicerideos plasmaticos e tendéncia reduzida a coagulacdo sanglinea. Além
disso, 0 DHA pode ter importéncia no campo da melhora da fungéo cerebral,
fortificacao de formulas para bebés, diabetes e cancer. Estudos nutricionais
gque investigaram a importancia do DHA no cérebro descobriram que baixos
niveis de DHA estdo associados a depressao, perda de memdria, disfuncio
cognitiva, deméncia e problemas visuais.

O corpo humanc n&o sintetiza adequadamente DHA. Conse-
quentemente, € necessario obté-lo da dieta. Os seres humanos obtém DHA
de suas dietas, inicialmente através da placenta, entdo, do leite materno e,
posteriormente, através de fontes dietéticas, como peixe, carnes vermelhas,
carnes de érgaos de animais € ovos. Peixes populares, como ¢ atum, sal-
mao e sardinhas, séo fontes ricas. Até recentemente, a principal fonte de
suplementos dietéticos de DHA eram dleos de peixe. A capacidade de enzi-
mas de produzirem a familia de produtos émega-6 € dmega-3 de acido lino-
léico e alfa-linolénico declina com a idade. Como a sintese de DHA declina
com a idade, ao se ficar mais velho, a necessidade de adquirir DHA direta-
mente da dieta ou de suplementos aumenta. De fato, varias publicacdes re-
centes sugeriram que o DHA fosse considerado como um &cido graxo es-
sencial (por exemplo, Muskiet, F. et al. (2004) J. Nutr. 134(1):183-6).

Como o DHA & importante para a transmisséo de sinais no cére-
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bro, olhos e sistema hervoso, muitos consumidores preocupados com a ma-
nutencdo da atividade mental estdo buscando uma maneira pura e segura
de suplementar seus niveis de DHA.

Demonstrou-se que acidos poliinsaturados, em particular de ca-
deia longa, como 6mega-3 e 6, conferem muitos beneficios valiosos para a
saude na populagdo. O mercado globatl de PUFAs de cadeia longa, incluindo
0 segmento alimentar, esta crescendo rapidamente.

A maioria dos esforcos na industria €, entretanto, investida no
aperfeicoamento de técnicas de processamento de PUFA e na criagdo de
qualidades de maior concentracdo de derivados de PUFA para acomodar
suplementos dietéticos e necessidades alimentares funcionais.

As comunidades académica e industrial estdo menos preocupa-
das com relacdo a avaliacdo de diferentes abordagens de distribuicdo de
PUFA para aumentar sua biodisponibilidade e sua eficicia em termos de sua
variedade conhecida de beneficios para a saude. Esses beneficios variam
da prevengao e tratamento de DCV, diabetes, disturbios e/ou declinio cogni-
tivo, distdrbios visuais, problemas cutdneos, disturbios de aprendizagem e
outros. Além disso, demonstrou-se que PUFAs auxiliam no desenvolvimento
cognitivo e visual de criancas,

Lipidios PUFA
PS-PUFA

Fosfatidilserina, também conhecida como PS, é um fosfolipidio
natural com biofuncionalidade que se tornou um dos suplementos distéticos
mais promissores no campo da nutricdo cerebral. A PS e seus beneficios
para a saude séo conhecidos das comunidades cientifica e de nutricdo des-
de a década de 70. Inimeros estudos foram conduzidos para estabelecer
essa eficacia em varias fungdes cognitivas e mentais. Esses estudos de-
monstraram que a PS pode melhorar a memdria, combater a deméncia,
combater os estagios precoces da doenca de Alzheimer, reduzir o estresse e
a tenséo, melhorar o lapso de atengao, estimular o humor e combater a de-
presséo, para nomear algumas.

A PS & um dos blocos construtores mais importantes das mem-
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branas celulares no cérebro. Portanto, o nivel de PS em membranas celula-
res no cérebro assegura a fluidez € estrutura dessas membranas. O nivel
normal assegura processos de transdugdo de sinais normais e eficientes,
consumo eficiente de glicose e outras vias biolégicas que resultem em fun-
¢des cognitivas e mentais normais.

Come a PS ndo é abundante na nutricdo humana e como em
muitas pessoas, particularmente em idosos, as vias biossintéticas responsa-
veis pela producéo de PS funcionam mal, os niveis de P8 no corpo e no cé-
rebro s&o baixos. Isso resulta em varios disturbios cognitivos e mentais, co-
mo depresséo, perda de memoria, curto lapso de atencéo, dificuldades de
aprendizagem e outros.

A suplementagao de PS nas dietas de pessoas idosas com es-
ses disturbios resultou, em muitos casos, em melhoras dramaticas desses
distdrbios. Em anos recentes, estudos demonstraram que mesmo pessoas
mais jovens podem se beneficiar da suplementagdo dietética de PS. De-
monstrou-se que a PS melhora as Capacidades de aprendizagem de estu-
dantes, melhora a memdria e o lapso de atengéo e outros.

Conseq(jentemente, € um objetivo da presente invencdo apre-
sentar preparagdes especiais de PS para uso principalmente como nutracéuy-
ticos e como aditivos alimentares funcionais.

PC-PUFA

Conforme acima mencionado, fosfolipidios s&o componentes
essenciais de todas as membranas celulares e subcelulares. A fosfatidilcoli-
na e fosfatidiletanolamina predominam quantitativamente, constituindo subs-
tancialmente a configuracdo tipica em bicamada. Fosfolipidios pertencem as
moléculas anfipaticas com um componente solivel em agua e um soltvel
em gordura, Na configuragéio em bicamada, os grupos hidrofiticos ficam dis-
postos nos lados externo e interno da membrana, na direcdo do meio cir-
cundante; os grupos lipofilicos, em contraste, ficam voltados um para o outro
no lado interno da configuracdo em bicamada.

Outros importantes constituintes de membranas biotégicas sdo o
colesterol, glicolipidios e proteinas periféricas e integradas. A estrutura béasi-
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ca de membranas bioldgicas é, portanto, uma série de unidades recorrentes
de complexos de lipidio-proteina. A membrana é assimétrica. A fungéo dos
sistemas de membrana externa (celular) e interna (subcelular) depende de
sua composicao e da integridade de sua estrutura fosfolipidica. Além de sua
presenca em membranas celulares, os fosfolipidios constituem elementos
estruturais e funcionais das monocamadas superficiais de lipoproteinas e de
tensoativos.

Da maxima importancia para a fungéo de membranas bioldgicas
¢é sua fluidez, que é decisivamente influenciada por fosfolipidios. Além do
teor de colesterol e proteinas e da natureza e carga dos grupos terminais
polares de fosfolipidios no sistema, a fluidez da membrana depende do
comprimento das cadeias de residuos de &cidos graxos na molécula de fos-
folipidio, assim como do numero e tipo de pareamento de suas duplas liga-
¢coes.

Fosfolipidios contendo acidos graxos poliinsaturados suprem o
organismo com importantes blocos construtores que melhoram a fluidez da
membrana.

Estudos conduzidos com fosfolipidios contendo PUFA demons-
traram o sequinte:

1. S&o elementos de alta energia, basicos, estruturais e funcio-
nais de todas as membranas biolégicas, como células, corplsculos sangUi-
neos, lipoproteinas e tensoativos.

2. S&o indispensaveis para a diferenciagio, proliferagio e rege-
neragao celulares.

3. Mantém e promovem a atividade biolégica de muitas protei-
nas e receptores ligados a membranas.

4. Desempenham um papel decisivo na atividade e ativacao de
inimeras enzimas localizadas em membranas, como a sédio-potassio-
ATPase, adenilato ciclase e lipoproteina lipase.

5. Sao importantes para o transporte de moléculas através de
membranas.

6. Controlam processos metabdlicos dependentes de membra-
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nas entre o espago intracelular e intercelular.

7. Os é&cidos graxos poliinsaturados contidos neles, como Acido
linoléico, sio precursores das prostaglandinas citoprotetoras e outros eico-
sandides.

8. Como doadores de colina e de acidos graxos, tém uma influ-
éncia em certos processos neuroldgicos.

9. Emulsificam gorduras no trato gastrointestinal.

10. S&0 importantes emulsificadores na bile.

11. Co-determinam a agregacéac de eritrocitos e plaguetas.

12. Influenciam reacdes imunoldgicas no nivel celular.

Fosfolipidios contendo PUFA séo teoricamente de importancia
em todas as doencas em que estruturas de membrana lesadas, niveis redu-
zidos de fosfolipidios e/ou fluidez diminuida da membrana estdo presentes.
Essa hipdtese ¢ sustentada por investigactes experimentais e clinicas de
varios disturbios e doengas associadas a membranas.

Ha estudos do principio ativo, assim como ensaios farmacolégi-
¢os e clinicos, disponiveis sobre varios disturbios e doengas relacionadas a
lesdes de membranas. Por exemple, em doengas hepaticas, as estruturas
dos hepatéeitos sio lesadas por, por exemplo, virus, solventes orgénicos,
alcool, medicamentos, farmacos ou comida gordurosa. Como consequéncia,
a fluidez e a permeabilidade da membrana podem estar perturbadas, e pro-
cessos metabdlicos dependentes de membranas, assim como atividades de
enzimas associadas a membranas podem estar prejudicadas. Isso inibe
consideravelmente o metabolismo do figado.

Outros exemplos incluem hiperlipoproteinemia, com ou sem ate-
rosclerose, distirbios hemorreoldgicos com uma razio colesterol/fosfolipidio
elevada nas membranas de plaquetas e hemacias, doengas neurolégicas,
inflamagdes gastrointestinais, doencas renais e em varios sintomas de enve-
thecimento,

Todas essas doengas muito diferentes tém em comum distirbios
de membrana comparaveis. Com moléculas de fosfatidilcolina poliinsatura-
das, esses distlirbios podem ser positivamente influenciados, eliminados ou
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mesmo meihorados além do normal, devido ao elevado teor de acidos gra-
x0s poliinsaturados. A seguir, apresentam-se alguns exemplos de mecanis-
maos que medeiam esse fenémeno:

1. Particulas de HDL enriquecidas com fosfatidilcolina contendo
PUFA s&o capazes de captar mais colesterol de lipoproteinas de baixa den-
sidade (LDL) e tecidos. Mais colesterol pode ser transportade de volta ao
figado. Essa acido sobre o transporte reverso de colesterol é Unica. Todos os
outros agentes redutores de lipidios reduzem a absorgdo de colesterol no
organismo ou a sintese de colesterol no figado e sua distribuigéo para a peri-
feria. Essas substancias, entretanto, ndo mobilizam fisiologicamente o coles-
terol ja presente na periferia.

2. A razéo colesteroiffosfolipidio em membranas, plaquetas e
hemacias diminui e a fungéo da membrana & melhorada até a normalizagéo.,

3. Reagbes peroxidativas sao reduzidas, estruturas de membra-
na de hepatdcitos danificadas restauradas, a fluidez e fungédo da membrana
estabilizada, a imunomodulagéo e protecao celular mehorada e as fungdes
hepaticas associadas a membranas intensificadas.

4. Com a normalizacdo da razao colesterol/fosfolipidio, a bile
também é estabilizada.

5. Devido 4 sua propriedade especifica como emulsificador ativo
na superficie, a fosfatidilcolina contendo PUFA solubiliza gorduras e é usada
na redugdo dos riscos e tratamento de embolismo gorduroso.

6. A substituicdo com &cidos graxos poliinsaturados e colina po-
de ter um efeito citoprotetor no cérebro e ativar processos neuronais.

7. Lipossomas com moléculas de fosfatidilcolina polinsaturadas
podem agir como veiculos para medicamentos, como vitamina E.

Doenca Hepatica

Resultados experimentais e clinicos sustentam a hipétese de
que a aplicagéo terapéutica de fosfatidilcolina contendo PUFA tem efeitos
protetores e mesmo curativos e regenerativos sobre membranas biolégicas
de células endoteliais sinusais e hepatécitos. O efeito citoprotetor de fosfati-
dilcolina contendo PUFA foi corroborado em 7 expetimentos in vitro e em 55
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in vivo, em que se usaram 20 modelos diferentes com cinco diferentes espé-
cies de animais. Os tipos de intoxicagdo que reconhecidamente desempe-
nham um papel na etiologia de doenca hepatica foram na maloria aplicados:
substancias quimicas, medicamentos, alcool, colestase, fenémenos imuno-
1dgicos, exposicdo a radiagéo e assim por diante.

Os efeitos hepato-protetores de fosfatidilcolina contendo PUFA
foram confirmados € foram mais pronunciados quanto mais cedo a fosfatidil-
colina contendo PUFA foi administrada:

1. As estruturas de membranas estavam normais ou grandemen-
te normalizadas.

2. Infiltracdes gordurosas e necrose de hepatdcitos podiam ser
diminuidas ou mesmo eliminadas.

3. Dados correspondentes foram encontrados para a peroxida-
¢&o de lipidios, atividade de fransaminase e colinesterase e para lipidios sé-
ricos; o metabolismo das células hepaticas aumentouy.

4. O aumento da sintese de RNA e de proteinas e do teor de
glicogénio em células hepaticas indicou uma estimulagéo das células hepati-
cas.

5. A produgéo de colageno reduzida, a razdo colageno/DNA e o
teor de hidroxiprolina hepatica indicaram uma formagéo reduzida de tecido
conjuntivo.

A dosagem de fosfatidilcolina contendo PUFA variou de 525 a
2.700 mg/dia, quando administrada por via oral, e de 500 a 3.000 mg/dia em
aplicagdes intravenosas. A duragéo do tratamentou durou de poucas sema-
nas a 30 meses. As principais indicagbes hepaticas foram hepatite aguda,
hepatite cronica, esteatose hepatica, lesdo hepatica toxica, cirrose hepatica
€ coma hepatico.

Os achados clinicos, mostrando a eficacia da fosfatidilcolina con-
tendo PUFA, podem ser genericamente resumidos da seguinte maneira;

1. Methora ou normalizagéo acelerada de queixas subjetivas, de
achados clinicos e de varios valores bioguimicos.

2. Melhores resultados histolégicos, em comparag¢do com os
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grupos de controle.

3. Menor duragéo de hospitalizagao.

Resultados promissores também foram obtidos em distirbios
renais, didlise peritoneal ambulatorial crénica, hiperlipoproteinemia/ateros-
clerose, inflamagéo gastrointestinal, psoriase e outros.

Recentes estudos de pesquisa mostraram que fosfolipidios enri-
quecidos com PUFA, isolados de embrides de truta arco-iris, possuem novos
beneficios para a salde. Alguns desses beneficios incluem o tratamento de
células tumorais, inibicdo da atividade da 5-lipoxigenase, reducdo dos niveis
de gorduras neutras (como o colesterol).

Ha provas de que, em uma pessoa que receba fosfolipidios enri-
quecidos nutricionalmente, esses fosfolipidios cruzem a barreira intestinal e
a barreira hemato-encefélica, atingindo, assim, o cérebro. Recentemente,
investigadores do Ponroy Laboratories descreveram um experimento em que
camundongos desprovidos de acidos graxos essenciais, isto &, acido linoléi-
co (18:2 n-6) e acido a-linolénico (18:3 n-3), que servem como as unicas fon-
tes de LC-PUFA, foram alimentados com fosfolipidios cerebrais, e a quanti-
dade de fosfolipidios em cada parte do cérebro medida. Esses fostolipidios
foram encontrados no citoplasma, nas sinapses e em outras partes do cére-
bro (Carrie et al., (2000) J. Lipid Res. 41, 465-472).

A utilizagéo de fosfolipidios enriquecidos com PUFA apresenta
muitas vantagens em potencial do ponto de vista clinico. O fosfolipidio pode
distribuir o &cido graxo essencial a érgdos especificos ou partes do corpo,
como o ceérebro, e auxiliar na incorporacdo desses acidos graxos em mem-
branas. Outras vantagens podem surgir do fato de que fosfolipidios enrique-
cidos com PUFA nZo terdo problemas de odor, como os encontrados nas
principais fontes nutracéuticas atuais, os éleos de peixe. Além disso, alguns
estudos clinicos preliminares demonstraram que PUFA incorporado em fos-
folipidios possui eficacia superior ao PUFA transportado por triglicerideos
(Song et al. (2001) Atherosclerosis, 155, 9-18).

Estudos adicionais demonstraram que a atividade de fosfolipi-
dios ricos em DHA era diferente da de triacilglicerol rico em DHA em ratos
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espontaneamente hipertensos (lrukayama-Tomobe et al. (2001) Journal of
Oleo Science, 50(12), 945-950). Ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
foram alimentados com dietas lipidicas de teste durante seis semanas, que
continham 30% de acido docosaexandico (DHA) fosfolipidio (DHA-PL) extra-
ido de ovas de peixe ou 30% de DHA de 6leo de peixe (DHA-TG). A dieta de
controle continha dleo de milho na presenca de lipidios de teste. Apés a ali-
mentacéo, a pressdo sanglinea nos grupos de dieta DHA-TG e DHA-PL se
mostrou significativamente menor em comparagéo com o controle. O teor de
acidos graxos séricos de dcido dihomo-linoléico (DHLNA) e acido araquidd-
mico (AA) no grupo da dieta DHA-PL era significativamente menor que no
grupo de controle ou de dieta DHA-TG. Os triacilglicerol, fosfolipidio e coles-
terol total séricos nos grupos de dietas DHA-TG e DHA-PL eram significati-
vamente menores que no controle. O colesterol total hepatico no DHA-PL
era o dobro do grupo de dieta DHA-TG e do controle. O mecanismo de re-
mogéao de colesterol do sangue pelo DH-PL parece, portanto, ser diferente
do do DHA-TG. O peréxido lipidico sérico (LPQO) nos grupos de dietas DHA-
TG e DHA-PL estava essencialmente igual ao do controle.

Muitos agentes contendo PUFA apresentam estabilidade e pro-
blemas de qualidade devido ac alto grau de oxidacéo dos acidos graxos poli-
insaturados. Esses problemas requerem a incorporagdo de antioxidantes,
assim como a utilizagdo de medidas especiais que tentam reduzir essa oxi-
dacdo. A utilizagdo de fosfolipidios como veiculos de PUFA pode resultar em
maior estabilidade desses produtos devido as propriedades antioxidantes
dos fosfolipidios.

Parece que um dos mecanismos de transporte mais eficazes
para esses acidos graxos essenciais € a fixagao desses grupos a moléculas
de fosfolipidios. Demonstrou-se que os fosfolipidios atravessam a barreira
hemato-encefalica e transportam o DHA para onde é necessario.

Preocupacdes organolépticas

PUFAs séo tradicionalmente extraidos de peixes de dguas frias.
A despeito da imagem saudavel, um dos prcblemas de aceitagdo pelos con-

sumidores é o forte sabor de peixe resultante. Para resolver isso, formas
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microencapsuladas de 6mega-3 foram introduzidas nos ultimos 15 anos.
Uma etapa adicional foi o desenvolvimento de produtos contendo ovo, como
maionese e massas enriquecidas com DHA. logurtes enriguecidos com
DHA, artigos cozidos e grelhados também foram considerados.

N&o ha nenhum outro produto ou ingrediente nutricional que seja
considerado como um agente de distribuicdo de PUFA. Todos os produtos
comerciais atuais se baseiam nos préprios acidos graxos em uma forma en-
capsulada ou em alimentos enriquecidos com PUFA mediante uma alimen-
tagao especial de animais/colheitas.

Conseqlentemente, é um objetivo da presente invengio apre-
sentar preparagBes lipidicas enriquecidas com &cidos graxos émega-3 ou
émega-6 para uso principalmente como nutracéuticos e como aditivos ali-
mentares funcionais. A composicdo da dita preparacdo é tal que confere a
preparacdo a propriedade de aumentar a biodisponibilidade de PUFAs. As-
sim, com seu consumo, de preferéncia na forma de nutracéuticos, aditivos
alimentares ou composigbes farmacéuticas, o organismo pode, da maneira
mais eficiente, gozar dos beneficios proporcionados pela dita preparacéo,
conforme sera descrito em detalhes abaixo.

Este ¢ outros objetivos da invengao ficaréo claros no decorrer da
descricéo.

Sumario da Invencéog

Em um primeiro aspecto, a presente invencdo apresenta uma
preparacao lipidica em que o dito lipidio é selecionado em glicerofosfolipi-
dios e seus sais, conjugados e derivados e qualguer mistura desses, e gru-
pos acila de 4cidos graxos poliinsaturados (PUFA), particularmente grupos
acila de acidos graxos poiiinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA), de prefe-
réncia grupos acila 6mega-3 e/ou émega-6, a uma concentragdo de pelo
menos 5% (p/p) de teor de acidos graxos totais da dita preparacéo, de prefe-
réncia de mais de 10% (p/p), mais preferiveimente de 20 - 50% (p/p), em que
o dito PUFA esté covalentemente ligado ao dito lipidio.

O dito lipidio pode ser um lipidio de ocorréncia natural ou um
lipidio sintético, De preferéncia, o dito lipidio € um glicerofosfolipidio em que
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pelo menos alguns dos grupos sn-1 ou sn-2 da estrutura principal glicerol
estejam substituidos com os ditos grupos acila de acido graxo poliinsaturado
(PUFA).
Em uma modalidade particular, o dito lipidio é um glicerofosfoli-
pidio de formula I:
O—~R

O—R'

|
O—F—0—R"
0 Formula (T)

em que R” representa uma fracao selecionada deserina (PS), colina (PC), eta-
nolamina (PE), inositol (PI), glicerol (PG) e hidrogénio (&cido fosfatidico - PA), e
R e R, que podem ser iguais ou diferentes, representam independentemente
hidrogénic ou um grupo acila, em que o dito grupo acila é selecionado de
grupos acila saturados, monoinsaturados ou polinsaturados (PUFA), particu-
larmente &cidos graxos polinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA), mais
preferivelmente grupos acila dmega-3 e/ou Omega-6, e seus sais, contanto
que R e R’ ndo possam representar simultaneamente hidrogénic, e em que
os ditos grupos acila poliinsaturados compreendem pelo menos 5% {p/p) de
acidos graxos de lipidios totais, de preferéncia mais de 10% (p/p), e particu-
larmente 20 - 50% (p/p).

Em uma modalidade mais particular da dita preparagdo, R re-
presenta hidrogénio, e R’ representa um grupo acila. Alternativamente, R’
representa hidrogénio, e R representa um grupo acila.

Considerando-se essas Ultimas modalidades, quando o dito gru-
po acila ¢, de preferéncia, um grupo acila 6mega-3, pode ser um grupo eico-
sapentaenoila (EPA), docosaexaenoila (DHA) ou um grupo Omega-3 linolé-
nico. E, quando o dito grupo acila ¢, de preferéncia, um grupo acila émega-6,
pode ser um grupo araquidonoila (ARA) ou um grupo dmega-6 linoléico.
Uma possibilidade adicional é que o dito grupo acila possa ser um grupo li-
nolencila (18:3).

Em ainda outra modalidade da preparacéo da invengéo, R” pode
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ser qualquer um dentre serina, colina, etanolamina, inositol ou glicerol.

Em uma modalidade particular adicional, a identidade e o teor de
R e R’ séo predeterminados.

A preparacgéo da invengéo que compreende o composto de fér-
mula |, em que R” é serina, imita a composic¢édo da PS cerebral humana.

Todavia, a invencéo também se refere a preparagbes compre-
endendo ¢ composto de férmula |, em que R’ & serina, que sejam diferentes
da PS cerebral humana, mas que ainda tenham melhor bioatividade, particu-
larmente em comparagio com PS de soja. Essa melhor bicatividade resulta
em efeitos benéficos tanto sobre a aprendizagem, quanto sobre a memdria
funcional na populagéo idosa, particularmente em estados com deficiéncia
colinérgica, como a doenga de Alzheimer.

A invencdo também se refere a uma preparac¢éo de PS que imita
a PS cerebral humana e & eficaz a uma dosagem mais baixa (2 - 3 vezes),
em comparacao com a PS de soja, possuindo, ao mesmo tempo, uma bioa-
tividade similar ou melhor em comparacéo com a PS de soja.

A PS pode ser de fonte vegetal, animal ou de microorganismos &
é enriquecida com PS de férmula I, em que R" representa uma fragéo serina.

A preparagéo da invengéoc pode ser adicionalmente enriquecida
com PS de férmula |, caracterizada por ter efeitos organolépticos relaciona-
dos a peixe reduzidos ou ausentes. Essa preparacédo pode ser particular-
mente adequada para incorporagdo em artigos alimentares contendo choco-
late ou & base de laticinios (incluindo leite concentrado).

A preparacdo da invengdo pode ser usada na melhora e trata-
mento de estados e distirbios cognitivos e mentais, assim como na manu-
tencéo de fungBes normais de sistemas e processos relacionados ao cére-
bro, de preferéncia ADHD, envelhecimento, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, esclerose multipla (MS), dislexia, depresséo, capacidades de a-
prendizagem, intensidade das ondas cerebrais, estresse, ansiedade, distir-
bios mentais e psiquiatricos, concentragdo e atengao, humor, utilizacio de
glicose pelo cérebro, bem-estar cognitivo e mental geral, distirbios neurolé-

gicos e disturbios hormonais.
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A preparagéo da invengdo é particularmente (til para aumentar a
biodisponibilidade de 4cidos graxos dmega-3 e 6mega-6.

A preparag&o da invengdo pode ser usada na melhora combina-
da de fungbes cognitivas e mentais, juntamente com a melhora de disturbios
ou estados de saude adicionais. Esses disturbios ou estados de saide adi-
cionais podem ser pelo menos niveis elevados de colesterol sanglineo, ni-
veis elevados de triglicerideos, niveis elevados de fibrinogénio sanglineo,
razédo HDL/LDL, diabetes, sindrome metabdlica, estados de menopausa e
pos-menopausa, distirbios relacionados a horménios, disturbios de visao,
distirbios inflamatérios, distdrbios imunes, doencas hepaticas, hepatite cré-
nica, esteatose, deficiéncia de fosfolipidios, peroxidacéo de lipidios, disritmia
da regeneragéo celular, desestabilizagdo de membranas cefulares, doenca
da artéria coronariana, pressdo sanglinea elevada, cancer, hipertensio,
envelhecimento, doenga renal, doencas cutaneas, edema, doengas gastroin-
testinais, doencas do sistema vascular periférico, alergias, doengas neuro-
degenerativas e psiquiatricas.

A preparagéo da invencdo também pode ser usada na redugao
e/ou prevencao do estresse oxidativo sérico que leva a aterosclerose, distur-
bios cardiovasculares e/ou doenca cardiaca coronariana.

A invengéo também se refere a composigdes nutracéuticas
compreendendo uma preparacao lipidica de acordo com a invengdo. A com-
posicdo nutracéutica pode estar na forma de capsulas de gel macio, com-
primidos, xaropes ou qualquer outro sistema de distribuicdo de suplementos
dietéticos comum.

Além disso, a invengdo se refere a um artigo alimentar funcional
compreendendo a preparagdo lipidica da invencdo. Esse artigo alimentar
funcional pode ser selecionado de produtos laticinios, bebidas lacteas, sor-
vetes, produtos de padaria, produtos de confeitaria, biscoitos, produtos de
soja, massas e pées, molhos, condimentos, dleos e gorduras, margarinas,
pastas, cereais, drinques e batidas, éleos e gorduras, férmulas para bebés,
alimentos para bebés (biscoitos, legumes e frutas moidas, cereais), barras,

aperitivos, doces e produtos de chocolate.
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Em ainda outro aspecto, a invencdo se refere a composicdes
farmacéuticas compreendendo a preparacéo lipidica da invencéo e, opcio-
nalmente, também compreendendo pelo menos um aditivo, diluente ou exci-
piente farmaceuticamente aceitavel. A composi¢ao farmacéutica da invengdo
também pode conter opcionalmente pelo menos um agente farmaceutica-
mente ativo.

Breve Descricdo das Figuras

Figuras 1A - D: Desempenho de ratos na aquisigéo de tarefas no
labirinto espacial de Morris

O tempo de laténcia até a plataforma nos trés dias de aquisicao
(2 sessdes por dia) de ratos idosos suplementados durante trés meses com
varios suplementos conforme detalhados abaixo foi analisado usando-se
uma camera de video, com (quadrados abertos) ou sem (circuitos fechados)
pré-tratamento de 1 mg/kg de escopolamina.

Fig. 1A: Ratos suplementados com MCT, P < 0,007.

Fig. 1B: Ratos suplementados com PS-w3, P < 0,07.

Fig. 1C: Ratos suplementados com SB-PS, P < 0,02.

Fig. 1D: Ratos suplementados com LC-PUFA, P < 0,03.

Os valores representam a média = E.P.M. para quatro a cinco
ratos por suplemento.

AbreviagBes: Lat. T.: tempo de laténcia; seg.: segundos.

Figura 2. Desempenho de ratos tratados com escopolamina em
tarefas em labirinto de 4gua de Morris no teste de sonda espacial.

Esse gréfico representa a percentagem de tempo (T.) que ratos
idosos, suplementados durante trés meses com MCT (barras aberas), PS-w3
(barras sélidas), SB-PS (barras tracejadas) ou LC-PUFA (barras listradas),
gastaram em diferentes areas apds a plataforma ter sido removida, foi anali-
sado usando-se uma cadmera de video, apds pré-tratamento com 1 mg/kg de
escopolamina. Os valores representam a média = E.P.M. de quatro a cinco
ratos por suplemento. Significancia comparada ao grupo de controle (MCT):
*P<0,02e*P<0,08.

Figuras 3A - D: Desempenho de ratos induzidos com escopola-
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mina na localizag&o da plataforma apés sua reposigao.

O tempo de laténcia até a plataforma no quinto dia do teste de
labirinto de dgua, em que a plataforma foi reposicionada entre as sessdes,
em ratos idosos suplementados durante trés meses com diferentes suple-
mentos, conforme especificado abaixo, foi analisado usando-se uma camera
de video, com (guadrados abertos) ou sem (circuitos fechados) pré-
tratamento com 1 mg/kg de escopolamina.

Fig. 3A: Ratos suplementados com MCT.

Fig. 3B: Ratos suplementados com PS-w3.

Fig. 3C: Ratos suplementados com SB-PS.

Fig. 3D: Ratos suplementados com LC-PUFA.

Os valores representam a média + E.P.M. de quatro a cinco ra-
tos por suplemento.

Abreviagbes: Lat. T.: tempo de laténcia; seg.: segundos; ir.: ten-
tativas.

Figuras 4A - B: Niveis de fosfolipidios em tecidos de ratos con-
forme medidos usando-se 'P-NMR.

Os lipidios foram extraidos de tecidos de ratos idosos gue foram
suplementados durante trés meses com MCT (barras abertas), PS-w3 (bar-
ras sdlidas), SB-PS (barras tracejadas) ou LC-PUFA (barras listradas). Os
niveis de fosfolipidios foram analisados usando-se uma maguina de 3'P-
NMR, e os niveis relativos de fosfatidilcolina dos diferentes tratamentos séo
representados.

Fig. 4A: Andlise de fipidios extraidos do figado.

Fig. 4B: Analise de lipidios extraidos do cérebro (regidc do cor-
tex).

Os valores representam a média + D.P. de quatro a cinco teci-
dos de ratos por suplemento. Significancia comparada ao grupo de controle
MCT): *P < 0,05e ** P < 0,1.

Abreviagbes: Tot. PL.: fosfolipidios totais.

Figura 5: Contagens pelos pais de criangas com ADHD de acor-
do com escalas de classificagdo comportamental.
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O gréfico representa a percentagem de criancas com ADHD que
demonstraram melhora ou falta de melhora do ponto de vista dos pais apés
dois meses de suplementagdo com dleo de canola (barras abertas), DHA
(barras sélidas) ou PS-w3 (barras hachuradas). A classificagéo inclui obser-
vacgdes referentes a tendéncias comportamentais em casa, na escola, com
irmaos ou colegas e feedback de professores. Os valores representam a
percentagem de vinte a vinte e cinco contagens de criancas com ADHD por
suplemento. Deve-se notar que doze pais Se recusaram a responder ao
questionario, e que seis criangas ndo completaram o periodo de suplemen-
tacao devido ao sabor ruim ou graves problemas de disciplina (a maioria no
grupo de controle).

Abreviacbes: Improv.: melhora; Marg. Improve.: methora margi-
nal, n.c.: nenhuma alteracéo; Deter.: deterioragéo.

Figura 6: Efeito do PC-DHA sobre o estresse oxidativo sérico.

Camundongos Apo E° foram alimentados durante 10 semanas
com placebo (barras abertas) ou PC-DHA (barras solidas). Os niveis de pe-
roxido lipidico sérico (Ser. per.) foram medidos usando-se um ensaio espec-
trofotométrico. Os valores representam a média + D.P. de 5 camundongos
por tratamento. '

Descricdo Detalhada da Invencéo

Em um primeiro aspecto, a presente invengiio apresenta uma
preparacao lipidica, em que o dito lipidio é um glicerofosfolipidio, seu sal,
conjugado e derivado, e qualquer mistura desses, e grupos acila de acido
graxo poliinsaturado (PUFA), particularmente grupos acila de acido graxo
polinsaturado de cadeia longa (LC-PUFA), de preferéncia grupos acila éme-
ga-3 e/ou dmega-6, a uma concentragdo de pelo menos 5% (p/p) de teor de
acidos graxos totais da dita preparagéo, de preferéncia de mais de 10%
(p/p), mais preferivelmente 20 - 50% (p/p), em que o dito PUFA esta cova-
lentemente ligado ao dito glicerofosfolipidio.

O dito lipidio pode ser um lipidio de ocorréncia natural ou um
lipidio sintético.

De preferéncia, o dito lipidio é um glicerofosfolipidio em que pelo
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menos alguns dos grupos sn-1 ou sn-2 da estrutura principal glicerol estejam
substituidos com os ditos grupos acita de acido graxo polinsaturado (PUFA).
Em uma modalidade particular, o dito lipidio é um glicerofosfoli-
pidio de formuia I: ‘
O—-R
O—R'
i
0—P—0—R"
0 Férmula (T)

em gue R” representa uma frag@o selecionada de serina (PS), colina (PC),
etanolamina (PE), inositol (P1), glicerol (PG) e hidrogénio (4cido fosfatidico -
PA), e Re R, que podem ser iguais ou diferentes, representam independen-
temente hidregénio ou um grupo acila, em que o dito grupo acila é selecio-
nado de grupos acila saturados, monoinsaturados ou poliinsaturados (PU-
FA), particularmente acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC-
PUFA), mais preferivelmente grupos acila 6mega-3 e/ou 8mega-6, e seus
sais, contanto que R e R’ ndo possam representar simultaneamente hidro-
génio, e em que os ditos grupos acila poliinsaturados compreendem pelo
menos 5% (p/p) de acidos graxos de lipidios totais, de preferéncia mais de
10% (p/p), e particularmente 20 - 50% (p/p).

Em uma modalidade mais particular da dita preparagédo, R re-
presenta hidrogénio, e R’ representa um grupo acila. Alternativamente, R’
representa hidrogénio, e R representa um grupo acila.

Considerando-se essas Ultimas modalidades, quando o dito gru-
po acila &, de preferéncia, um grupo acila dmega-3, pode ser um grupo eico-
sapentaenoila (EPA), docosaexaenoila (DHA) ou um grupc dmega-3 linolé-
nico. E, quando o dito grupo acila &, de preferéncia, um grupo acila dmega-6,
pode ser um grupo araquidonoita (ARA) ou um grupo dmega-6 linoléico.
Uma possibilidade adicional é que o dito grupo acila possa ser um grupo li-
nolenoila (18:3).

Em ainda outra modalidade da preparagdo da invengéo, R” pode
ser qualquer um dentre serina, colina, etanolamina, inositol ou glicerol.
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Em uma modalidade particular adicional, a identidade e o teor de
R e R’ sio predeterminados.

A preparagdo da invengdio que compreende o composto de f6r-
mula |, em que R” é serina, imita a composicao da PS cerebral humana.

Todavia, a invengdo também se refere a prepara¢bes compre-
endendo o composto de férmula |, em que R’ é serina, que sejam diferentes
da PS cerebral humana, mas que ainda tenham melhor bicatividade, particu-
larmente em comparagdo com PS de soja.

Tradicionalmente, ingredientes ativos de PS usados como su-
plementos dietéticos eram produzidos pela extragéo de cérebros de animais,
particularmente cerebros bovinos. A PS extraida de tecidos cerebrais de a-
nimais, da mesma forma que a PS cerebral humana, tem uma compaosigao
de acidos graxos que se caracieriza por niveis relativamente mais elevados
de fragbes 6mega-3, em comparacao com os niveis de émega-3 encontra-
dos em fosfolipidios de plantas.

A PS tem a seguinte estrutura;

X

o coo~ Formula IT

A PS cerebral humana se caracteriza por mais de 20 - 30% de
PS contendo acilas graxas 6mega-3, de preferéncia na posigdo sn-2 da fra-
¢éo glicerol, e principaimente DHA e EPA. Conforme acima mencionado,
fosfolipidios, e PS em particular, s&o responsaveis pela estrutura e proprie-
dades fisicas da membrana. Uma das principais propriedades fisicas gover-
nadas por fosfolipidios é a fluidez dessas membranas. Acidos graxos 6me-
ga-3, DHA e EPA em particular, também tém um papel crucial na fluidez da
membrana a luz de sua estrutura 3D dnica. Conseqlentemente, PS com
fragbes acila graxa émega-3, DHA e EPA em particular, tem uma biofuncio-
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nalidade unica, que ndo pode provir apenas do esqueleto fosfolipidico basico
desse fosfolipidio.

Considerando-se os riscos envolvidos com doencgas de prions,
particularmente a encefalopatia espongiforme bovina (BSE), assim como
outras desvantagens asscciadas a ingredientes obtidos de fontes animais,
suplementos de PS normalmente séo preparados usando-se PS originada
de lecitina de soja. Essa lecitina é enriquecida, normalmente por via enzima-
tica, com PS. Esse método de producéo resulta em PS com um peril de aci-
dos graxos de fosfolipidios de soja, que se caracteriza por um baixo nivel de
acidos graxos 6mega-3, e quase nenhum DHA e EPA. Esse ingrediente ati-
vo de PS também é conhecido como PS de soja.

Embora se tenha demonstrado que a biofuncionalidade da PS
de soja na melhora da fung&o cognitiva é similar 4 da PS bovina, ainda é
diferente da PS cerebral humana. E um objetivo da presente invengdo apre-
sentar um ingrediente de PS com uma composicéo de &cidos graxos prede-
terminada que imite a composicéo de dcidos graxos da PS cerebral humana.

E um chjetivo adicional da presente invengéo apresentar um in-
grediente de PS que, embora néo idéntico & PS cerebral de ocorréncia natu-
ral, se caracterize por melhor funcionalidade, particularmente em compara-
¢ao com PS de soja. Esse ingrediente de PS aperfeicoado tem uma compo-
sicéo de acidos graxos predeterminada.

O ingrediente de PS da presente invencdo é enriquecido com
acilas graxas 6mega-3, de preferéncia DHA, EPA ou 8mega-3 linolénico.
Além disso, a PS desta invenc&o é enriquecida com acilas graxas dmega-3
covalentemente ligadas a uma ou a ambas as posicdes sn-1 ou sn-2 da fra-
¢éo glicerol na estrutura principal da PS.

A presente invengdo também se refere a e descreve outros fos-
folipidios, como fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilino-
sitol (Pl), fosfatidilglicerol (PG) e acido fosfatidico (PA), enriquecidos com
acidos graxos 6mega-3, de preferéncia DHA, EPA ou &cido linolénico, que
estejam ligados a uma ou a ambas as posi¢des sn-1 ou sn-2 da frag@o glice-

rol do fosfolipidio. Alternativamente, os fosfolipidios da invencéo s&o enri-



10

15

20

25

30

21

quecides com &cidos graxos 6mega-6.

Quando se faz referéncia a PS na presente descrigdo, deve-se
também significar qualquer outro lipidio, como, mas n&o limitados a, os lipi-
dios polares acima relacionadaos.

Em uma modalidade preferida, a quantidade de 4cidos graxos
omega-3 (particularmente EPA, DHA ou &cido linolénico) ou 6mega-6 {parti-
cularmente ARA e acido linoléico) no ingrediente de PS da invengédo é maior
que 10% em uma ou em ambas as posi¢des sn-1 ou sn-2, de preferéncia na
posicao sn-2, de preferéncia maior que 20% e, o mais preferivelmente, maior
que 40%.

Conforme mencionado, as acilas graxas 6mega-3/6mega-6 de-
sejadas podem estar ligadas a ambas ou a apenas uma das posicoes sn-1 e
sn-2,

A composicao de acidos graxos da preparagdo de PS desta in-
vengao pode ter uma composigio de acidos graxos predeterminada similar &
ou diferente da composigéo de cidos graxos encontrada em ¢érebro huma-
no saudavel normai, contanto que tenha maior atividade, particularmente em
comparag&o com a atividade da PS de planta, por exemplo, PS de soja.

A preparacéo da preparagdo de PS enriquecida com 6mega-
3/émega-6 desta invengado pode ser enzimética, quimica ou por métodos de
biologia molecular. Resumidamente, a PS pode ser enriquecida com fracBes
Omega-3 ou dmega-6 por processos enzimaticos, por exemplo, enriqueci-
mento de um fosfolipidio/lecitina natural com &cidos graxos émega-3 por
transesterificagéo/esterificacdo enzimatica, seguida por transformacgdo do
grupo terminal em serina (usando enzimas PLD) para obter um conjugado
PS-6mega-3/6mega-6. Qutra via enzimatica & a obtencdo de uma fonte de
lecitina ou fosfolipidio que seja naturalmente rica em acidos O6mega-3, como
fosfolipidios de krill, e transformar seus grupos terminas em serina. Deve-se
nolar que a composigéo de acidos graxos da PS obtida por esse método tem
uma composica@o de Omega-3 que seja predeterminada pela fonte de esco-
lha (peixes, krill, algas e outras). Esses métodos foram descritos completa-

mente no pedido PCT co-pendente da requerente que reivindica a prioridade
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do IL158553.

O ingrediente de PS-6mega-3/6mega-6 da presente invencio
também pode ser preparado por métodos de transesterificacio/esterificagio
quimica que enriquecam as posicbes sn-1 e 2 com residuos acila dmega-3
ou dmega-6.

Esses métodos de preparagdo de PS-6mega-3 e PS-6mega-6
foram descritos no Pedido PCT co-pendente da requerente que reivindica a
prioridade do IL158553.

Alternativamente, o ingrediente de PS da presente invengéo po-
de ser preparado por GMO (organismos geneticamente modificados)/mé-
todos biotecnologicos, por exemplo, forecendo organismos produtores de
fosfolipidios como &cidos graxos dmega-3 ou dmega-6, para obter fosfolipi-
dios enriquecidos com PS 0mega-3 ou 6mega-6. Pode ser preferivel usar
plantas ou microorganismos geneticamente engenheirados, para evitar o uso
de fontes animais.

A PS desta invengao pode ter uma composicéo de dcidos graxos
6mega-3 ou 6mega-6 de uma matéria-prima de lecitina especifica, relativa-
mente rica em &acidos graxos 6mega-3 ou émega-6, enriquecida com PS pa-
ra fornecer um ingrediente de PS com niveis elevados de &cidos graxos 6-
mega-3 ou dbmega-6, em comparacdo com a PS de soja. Esse é o caso, por
exemplo, quando se usam fosfolipidios de krill como material de partida, con-
forme acima descrito.

Em uma modalidade preferida, a PS enriquecida com 6mega-3
ou 6mega-6 pode ser PS de soja ou qualquer outra PS de fonte vegetal, a-
nimal, por exemplo, krill, ou de microorganismos. Em uma modalidade prefe-
rida adicional, o enriquecimento com 6mega-3 ou émega-6 pode ser realiza-
do em uma lecitiina, que, por sua vez, é enriquecida com PS por transfosfa-
tidilagéo.

E um objetivo desta invengdo apresentar um novo ingrediente de
PS, enriquecido com &cidos graxos émega-3, que resulte em um ingrediente
com melhor eficacia em comparagéo com ingredientes contendo PS natural

ou simplesmente enriquecida.
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A preparacdo de PS aperfeicoada desta invengdo exibe maior
atividade na melhora e tratamento de estados e disturbios cognitivos e men-
tais, assim como na manutengéo das fungbes normais de sistemas e pro-
cessos relacionados ao cérebro. Esses incluem, mas ndo se limitam a, A-
DHD, esclerose miiltipla (MS), dislexia, depresséo, capacidades de aprendi-
zagem, intensidade das ondas cerebrais, estresse, distlirbios mentais e psi-
quiatricos, disturbios neuroldgicos, distirbios hormonais, concentragdo e
atencao, humor, utilizagédo de glicose pelo cérebro e bem-estar cognitivo e
mental geral.

A nova preparagao lipidica desta inveng&o exibe maior atividade
na melhora de fungbes cognitivas, conforme detalhado abaixo, do que lipi-
dios 6mega-3 ou 6mega-6 isoladamente ou PS de soja. Além disso, sob cer-
tas condigdes, ou para todos os distirbios ou especificos, a preparagéo lipi-
dica da invengéo ¢ eficaz a uma dosagem de menos de 100 mg/dia. Isso é
menos do que a dosagem didria recomendada atual de PS de soja (100 -
300 mg/dia) ou lipidios dmega-3 (aprox. 1 - 2 g/dia ou mais) atualmente dis-
poniveis no mercado. Todavia, dosagens de 100 - 600 mg/dia séo preferidas
para maior eficacia da preparagéo lipidica da invengao.

Uma importante vantagem da preparagéo de PS da invencédo é
que exibe atividade muitifuncional. Essa multifuncionalidade é exibida pela
melhora nas fungdes cognitivas e mentais, juntamente com uma melhora de
outros disturbios ou estados de sadde.

A maior atividade desse ingrediente de PS, assim como sua mul-
tifuncionalidade, pode decorrer da estrutura tnica desse ingrediente e de
sua influéncia sobre as propriedades fisicas e quimicas de membranas ceiu-
lares em tecidos cerebrais, assim como outros 6rgéos e tecidos.

A maior atividade desse ingrediente de PS, assim como sua mul-
tifuncionalidade, também pode ser atribuida & maior biodisponibilidade dos
acidos graxos 0mega-3, devido a sua incorporagédo no esqueleto da PS. As-
sim, os 4cidos graxos émega-3 podem ser distribuidos ao cérebro através da
barreira hemato-encefdlica, sendo parte da molécula de PS, que passa pron-

tamente por essa barreira. A PS funciona como uma plataforma de distribui-
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¢ao para os acidos graxos ligados a ela, para varios érgdos e tecidos, au-
mentando, dessa forma, sua biodisponibilidade.

Os distirbios ou estados de saude adicionais que sdo afetados
pela preparagéo de PS multifuncional da invengéo incluem, mas n&o se limi-
tam a, niveis elevados de colesterol sanglineo, niveis elevados de trigliceri-
deos, niveis elevados de fibrinogénio sangiiineo, razdo HDL/LDL, diabetes,
sindrome metabdlica, estados da menopausa e pés-menopausa, distirbios
relacionados a horménios, distdrbios da visdo, distlrbios inflamatérios, dis-
tuirbios imunes, doengas hepaticas, hepatite cronica, esteatose, deficiéncia
de fosfolipidios, peroxidagdo de lipidios, disritmia da regeneracédo celular,
desestabilizagdo de membranas celuiares, doenca da artéria corondria,
presséo sanglinea elevada, céncer, hipertensdo, envelhecimento, doenca
renal, doengas cuténeas, edema, doengas gastrointestinais, doengas do sis-
tema vascular periférico, alergias, doencas das vias aéreas, doengas neuro-
degenerativas e psiquiatricas.

Os novos ingredientes da invengdo podem ser distribuidos e uti-
lizados em varios produtos. Esses produtos incluem suplementos dietéticos,
alimentos funcionais, sistemas de distribuigdo farmacéutica e outros.

A preparacdo de composi¢bes farmacéuticas & bem-conhecida
na tecnica e foi descrita em muitos artigos e livros-texto, vide, por exemplo,
Gennaro A. R. ed. (1990) Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Pu-
blishing Company, Easton, Pensilvania, e particularmente as paginas 1521 -
1712.

Como suplementos dietéticos, as preparagdes da invengdo po-
dem ser usadas na forma de capsulas de gel macio, comprimidos, xaropes e
outros sistemas de distribuicdo de suplementos dietéticos comuns.

Como alimentos funcionais, as preparacdes da invengdo podem
ser incorporadas e usadas em varios alimentos, como produtos [aticinios,
sorvetes, biscoitos, produtos de soja, massas e pées, molhos, condimentos,
éleos e gorduras, margarinas, pastas, cereais, drinques e batidas, férmulas
para bebés, alimentos para bebés (biscoitos, legumes e frutas moidas, cere-
ais), barras, aperitivos, doces, produtos de chocolate.
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Como produtos farmacéuticos, as preparagdes da invengdo po-
dem ser distribuidas por via oral, intravenosa ou por qualquer outra via de
administracdo convencional ou especial.

As novas preparacdes da invengio podem estar na forma de
6leo fluido, pé, granulos, cera, pasta, emulsdo em Sleo ou aquosa, e qual-
quer outra forma que permita seu uso nas aplicacdes alvo.

Formulagdes farmacéuticas ou nutracéuticas compreendendo a
preparagdo de PS da invengdo podem incluir agentes de escoamento livre
fisiologicamente aceitaveis, outros aditivos, excipientes, dessecantes e dilu-
entes, corantes, ingredientes de aroma e sabor, e quaisquer ingredientes
que controlem propriedades fisicas, organolépticas e outras, assim como
ingredientes ativos adicionais, por exemplo, minerais, vitaminas, outros aditi-
vos nutricionais.

A utilizagéo de lipidios dmega-3 em uma variedade de aplica-
¢oes, e particularmente como ingrediente de alimentos funcionais, & prejudi-
cada devido a seu odor de peixe distinto. Assim, outra vantagem dos ingre-
dientes de fosfolipidios enriquecidos com émega-3 da invencéo é que tém
reduzido odor ou sabor de fragbes acila 6mega-3, devido a ligagao covalente
desses grupos a estrutura principal da PS. Isso aumenta a pressdo de vapor
desses materiais, reduzindo, portanto, seu aroma distinto. Assim, a ligacédo
covalente de acidos graxos 6mega-3 & estrutura principal do fosfolipidio, par-
ticularmente PS, altera e melhora suas propriedades de sabor. Além disso, o
ingrediente de PS da invengdo também oferece maior estabilidade aos &ci-
dos graxos dmega-3 sensiveis & oxidagao. Sabe-se que fosfolipidios em ge-
ral, e PS em particular, agem como antioxidantes e estabilizadores.

Esses beneficios tornam a preparagéo lipidica da invencéo alta-
mente benéfica e importante em vérias aplicagdes e particularmente em ali-
mentos funcionais, em que estabilidade, aroma e sabor sdo exigéncias fun-
damentais.

Alem disso, esses novos ingredientes podem ser formulados
com lipidios adicionais para uma biofuncionalidade e eficacia ainda maiores.

Os derivados com lipidics polares de PUFA, como os derivados
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de PS-PUFA, exibiram alta estabilidade como uma preparacéo e, além dis-
so, em varias aplicagbes alimentares, usados nos ensaios clinicos da pre-
sente invengdo. A estabilidade desses compostos sensiveis decorre da
combinagdo covalente de fosfolipidios, conhecidos no passado para uso
como conservantes, e fracbes PUFA instaveis.

Os novos ingredientes da invengéo podem ser distribuidos e uti-
lizados em uma variedade de produtos. Esses produtos incluem suplemen-
tos dietéticos, alimentos funcionais, sistemas de distribuicdo farmacéutica e
outros.

Exposta e descrita, deve-se compreender que esta invengéo néo
se limita aos exemplos, etapas de processo e materiais particulares aqui ex-
postos, pois essas etapas de processo e materiais podem variar. Também
se deve compreender que a terminologia aqui usada é usada apenas para
fins de descrigdo de modalidades particulares e n&o se destina a ser limitati-
va, pois 0 ambito da presente invengéo sera limitado apenas pelas reivindi-
cacbes anexas e seus equivalentes.

Deve-se notar que, conforme usado neste relatério e nas reivin-
dicagbes anexas, as formas singulares “um?, “uma”, “0” e “a” incluem os plu-
rais referentes, a menos que o contetido determine claramente de outra for-
ma.

Em todo este relatério e nas reivindicagbes que se seguem, a
menos que o contexto requeira de outra forma, a palavra “compreende”, e
variagbes como “compreendem” e “compreendendo”, deve ser entendida
como implicando a incluséo de um inteiro ou etapa declarado ou grupo de
inteiros ou etapas, mas ndo a exclus@o de qualquer outro inteiro ou etapa ou
grupo de inteiros ou etapas.

Os Exemplos a seguir sdo representativos de técnicas emprega-
das pelos inventores na realizagdo de aspectos da presente invencgdo. Deve-
se notar que, embora essas técnicas sejam exemplificativas de modalidades
preferidas para a pratica da invengéo, aqueles versados na técnica, a luz da
presente descricdo, reconhecerdo que inimeras modificacdes podem ser

feitas, sem sair do espirito e &mbito desejado da invencao.
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Exemlos
Exemplo 1
Métodos:
Animais ¢ dieta

Ratos machos Wistar originados das mesmas colénias foram
obtidas na Harlen. Cinqiienta ratos foram aleatoriamente dividides em cinco
grupos com suplementos dietéticos, além de sua dieta normat: (i) um grupo
alimentado com 0,1 g de triglicerideos de cadeia média (MCT)/1 mL de ma-
triz de suplemento (grupo MCT); (i} um grupo alimentado com 0,1 g de trigli-
cerideos de DHA/EPA (20/30% de composigéo de acidos graxos totais, dilu-
ido com MCT para gerar 30% (p/p) de composto de LC-PUFAY1 mL de ma-
triz de suplemento (grupo LC-PUFA); (ifi) um grupo alimentade com 0,1 g de
PS derivada de lecitina de soja (20% de SB-PS p/p)/1 mL de matriz de su-
plemento (grupo SB-PS}; e (iv) um grupo alimentado com 0,1 g de PS-w3
{20% de PS p/p e composicdo de LC-PUFA total de 30%)/1 mL de matriz de
suplemento (grupc PS). As matrizes de suplemento foram armazenadas a -
20°C, e porgées frescas foram alimentadas aos ratos todos os dias. Todos
os suplementos foram manipulados para minizar a oxidagdo dos acidos gra-
xos. Os ratos consumiram a dieta e dgua a vontade. Todos os ratos foram
alojados em um ambiente padrdo, em que a temperatura foi mantida a 24 +
0,5°C, e a umidade relativa foi mantida a 65 + 5%, com periodos de 12 h de
luz e escuriddo. O peso corporal foi medida no inicic e no término do periodo
de ratamento.

O composto PS-w3 usado neste estudo imita a composigdo de
acidos graxos da PS cerebral de mamiferos, com relagao a seu teor de DHA
(20%). Genericamente, em células animais, a composicdo de acidos graxos
de PS varia de tecido para tecido, mas n&do parece se assemelhar aos fosfo-
lipidios precursores, por causa da utilizagao seletiva de espécies molecula-
res especificas para biossintese ou por causa da remodelagem do lipidio
mediante reacBes de desacilagdo-reacilagdo. No plasma humano, as espé-
cies 1-estearoil-2-oleoila e 1-estearoil-2-araquidonoila predominam, mas, no

cérebro e em muitos outros tecidos relacionados, as espécies 1-estearoil-2-
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docosaexaenoila s&o muite abundantes (O'Brien et al. (1964) J. Lipid Res.
5(3):329-38). Um trabalho inicial de Yabuuchi et al. (Yabuuchi et al. (1968) J.
Lipid Res. 9(1):65-7} estabeleceu que o teor de DHA na massa cinzenta bo-
vina € de até 30% da composicao de acidos graxos totais; a maior parte da
quantidade total de DHA estava localizada na posi¢éo sn-2 (60%). Foi a PS
cerebral bovina que Toffano e Bruni relataram no infcio da década de 80
como um composto farmacologicamente ativo, que neutraliza alteragdes re-
lacionadas a idade no sistema nervoso central (Toffano et al. (1980) Phar-
macol. Res. Commun. 12:829-845).

Testes comportamentais

O teste de labirinto de dgua, que foi desenvolvido por Morris
{(Stewart, C. A. e Morris R. G. (1993) The water maze. In: Behavioural Neu-
roscience: A Practical Approach. Vol. 1 (Saghal, A., ed.), pp. 107-122. Oxford
University Press, Nova lorque, NY), usa um tanque circular {137 ¢m de dia-
metro, 35 cm de profundidade) construido de plastico branco opaco. E en-
chido com agua (21 - 22°C) a uma profundidade de 28 ¢cm, e a 4gua é torna-
da opaca pela adicio de tinta de latex branca n&ao téxica solivel. Na versdo
de localizag&o do labirinto, o rato desenvolve um mapa espacial de indica-
¢Oes extra-labirinto, que €, entdo, usado para localizar a plataforma. Assim,
a distncia nadada até a plataforma e o tempo levado fazendo isso devem
diminuir com as sessdes de testes (dias), quando o rato aprende a localiza-
¢ao da plataforma. Além disso, espera-se que, se o rato tiver aprendido a
localizag&o da plataforma com relacéo as indicagdes extra-labirinto, sua res-
posta inicial no ensaio de sondagem serd a de nadar diretamente para o
quadrante em que espera encontrar a plataforma. Assim, a distincia nadada
(e o tempo gasto) no quadrante alvo deve ser maior que nos outros dois
quadrantes (excluindo o quadrante de partida). A distancia nadada até a pla-
taforma, assim como a laténcia para atingir a plataforma foram monitoriza-
das usando-se um sistema de vigilincia a base de video. O teste comporta-
mental foi conduzido durante o ciclo escuro, quando ¢s ratos estavam nor-
malmente mais ativos.

A piscina estava localizada em uma sala de teste, em que havia
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muitas indicacdes espaciais extra-labirinto. Nos trés primeiros dias, exigiu-se
que os ratos localizassem a plataforma escondida (15,5 ¢cm x 15,5 cm) situa-
da 1 ¢m abaixo da superficie da dgua. Houve duas sessdes de teste de a-
quisic@o por dia, com guatro ensaios por sess@o. Em cada ensaio, o rato era
colocado, voltado para a parede, em um dos quatro quadrantes no tanque e
deixado nadar durante um maximo de 60 segundos. Uma vez que o rato en-
contrasse a plataforma, permanecia 18 durante 5 segundos antes de ser de-
volvido & gaiola, que foi mantida quente sobre uma almofada aquecedora.
Se o rato falhasse em encontrar a plataforma dessa vez, era colocado nela
durante 5 segundos antes de ser devolvido a gaiola. Cada um dos oito en-
saios conduzidos a cada dia foi iniciade de um quadrante diferente, com a
ordem determinada pseudo-aleatoriamente (ndo duas vezes do mesmo qua-
drante) e variando-se a cada dia. O intervalo entre ensaios (ITI) foi de 120
segundos, contado do término de um ensaio até ¢ inicio do seguinte. No
quarto dia, seguido por uma sesséo conforme acima mencionada, a plata-
forma foi removida do tanque, e se conduziu um ensaio de sondagem colo-
cando-se o rato no quadrante oposto ao da plataforma e, entdo, deixando-se
que nadasse durante 60 segundos. No dia seguinte ao ensaio de sondagem,
os ratos foram testados com uma sessdo em que o labirinto foi preparado
conforme anteriormente descrito, seguido por uma sesséo em que a plata-
forma foi reposicionada no centro do quadrante oposto. A laténcia para en-
contrar a plataforma em cada ensaio foi registrada. Escopolamina (1 mg/kg)
foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos antes dos ensaios
indicados.

Extracao de lipidios e andlises de NMR

Ao término dos testes comportamentais, os ratos foram aneste-
siados com Halotano e, entdo, decapitados. Tecidos hepéticos e cerebrais
foram rapidamente removidos e armazenados (a -80°C). A fragéo lipidica
dos tecidos de rato foi extraida usando-se uma verséo modificada da técnica
descrita por Bligh e Dyer 1959 (Bligh e Dyer (1959) Can. J. Biochem. Physi-
ol. 37, 911-917). Resumidamente, 500 - 700 mg e 300 - 1.200 mg de tecidos

hepatico e cerebral, respectivamente, foram homogenegizados em uma solu-
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¢do de CDCI3, metanol e CS-EDTA (1:2:2 viv:v). Os homogenatos foram
adicionalmente agitados usando-se um banho ultra-sénico (10 min, 80°C),
seguido por agitagao vigorosa adicional (20 min). A raz&o relativa dos fosfo-
lipidios nos homogenatos foi medida usando-se *'P-NMR de alta resolugéo a
121 MHz com um espectrdmetro 7.06 Tesla General Electric.

Esses homogenatos foram adicionalmente analisados quante a
sua distribuicdo de 4cidos graxos. Em primeiro lugar, os lipidios exiraidos
foram dessalinizados por cromatografia de fase reversa usando-se uma co-
luan RP-18 (Williams et al. (1980) J. Neurochem., 35, 266-269); adicionou-se
dieptadecanoil fosfatidilcolina como um padréo interno antes de se carregar
a coluna. Os fosfolipidios foram separados de lipidios neutros, como coleste-
rol, em placas de gel de silica-gel (Merck 60) reveladas em isoexano: éter:
acido férmico 80:20:2 (v:v:v). O ponto de fosfolipidios foi visualizado por pul-
verizagéo de soluglo de primulina e comparado com padrdes de fosfolipidios
auténticos. Adicionou-se éster henicasondico metilico (C21:0) como um 2°
padréao intemo, e os fosfolipidios foram convertidos em ésteres metilicos por
hidrélise acida suave com HSO4 metandlico a 1% durante uma noite a
50°C. O perfil de acidos graxos das diferentes amostras foi determinado por
cromatografia de gés-liguido.

Resultados

Efeitos antideméncia de PS derivada de cértex cerebral bovino
(BC-PS) foram demonstrados por vérios estudos duplo cegos e controlados
com placebo, vide a reviséo de (Kidd P. (1996) Alt. Med. Rev. 1(2):70-84).
Na década passada, demonstrou-se que tanto BC-PS, quanto PS transfosfa-
tidilada com lecitina de soja (SB-PS) recuperam a amnésia induzida por es-
copolamina em roedores, embora a composigdo de 4cidos graxos seja con-
sideravelmente diferente entre esses compostos (Zanotti A. et al. (1986)
Psychopharmacology (Berl). 90(2):274-5; Claro F. et al. (1999) Physiol. Be-
hav. 67(4):551-4; Sakai M. (1996) Nutr. Sci. Vitaminol. (Téquio) 42(1):47-54;
Furushiro M. et al. (1997) Jpn. J. Pharmacol. 75(4):447-50). Os meios de
administragdo de PS nesses estudos foram predominantemente intraveno-

808 ou intraperitoneais, embora Furushiro et al. descrevessem também a
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administragéo oral de SB-PS que antagonizava os efeitos amnésicos da es-
copolamina. Entretanto, no dltimo estudo, o investigador usou uma dose
consideravelmente elevada de SB-PS, variando entre 60 e 240 mg/kg.

No estudo apresentado, a dieta dos ratos foi suplementada com
0s tratamentos acima mencionados (dietas i, i, iii, iv e v) durante trés meses
antes de se realizar o teste de labirinto. No estagio de aquisicdo (Figuras 1A
- 1D), ha um aumento esperado e acentuado no tempo de laténcia para en-
contrar a plataforma apds a administragdo de escopolamina (1 mg/kg) de
todos os grupos. Embora as curvas de laténcia dos grupos de MCT e PS-w3
sejam similares, ha uma diferenca estatisticamente menor na mudanca da
laténcia induzida pela escopolamina no grupo de PS-w3 com relacéo a la-
téncia apresentada pelo grupo de MCT (valor P < 0,07 versus valor P <
0,0007, respectivamente). Da mesma forma, os grupos tratados com SB-PS
ou LC-PUFA demonstraram um efeito reduzido da escopolamina em suas
curvas de aprendizagem com relagdo ao grupo de MCT (veja Figuras 1A -
1D). Tendo todos os grupos aprendido a tarefa a uma taxa similar, os dados
se assemelham aos apresentados por Blokland et al. (Blokland et al. (1999)
Nutrition 15(10):778-83), que ndo mostrou nenhuma diferenca entre PS obti-
da de diferentes fontes e veiculo vazio em um teste de labirinto de dgua.

O que é particular ao presente ensaio é a taxa acelerada de a-
prendizagem da tarefa sob a sedagdo com escopolamina. Isso ndo havia
sido anteriormente demonstrado (Furushiro et al. (1997) id ibid.; Suzuki et al.
(2000) Jpn. J. Pharmacol. 84, 86-8). Deve-se notar que, nesses estudos, o
roedor enfrentava uma tarefa diferente (evitagéo passiva). Em Suzuki et al.
2001 (J. Nutr. 131:2951-6), os investigadores utilizaram ratos consideravel-
mente mais velhos (24 - 25 meses de idade) do que os testados no presente
ensaio. O tempo de laténcia na etapa de aquisicdo foi consideravelmente
mais longo para ratos idosos em comparag&o com os jovens que foram tes-
tados {oito semanas). De maneira interessante, embora o tempo de laténcia
no presente ensaio de ratos ndo-sedados seja ligeiramente comparavel aos
ratos mais jovens testados por Suzuki et al. (Suzuki et al. (2001) id ibid.), o

tempo de laténcia da amnésia induzida por escopolamina no grupo de MCT
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se assemelha ao obtido no estudo descrito para ratos mais velhos. Em con-
cluséo, a escopolamina induziu um tempo de laténcia longo comparavel no
grupo de controle (MCT). Esse efeito foi aumentado a um grau diferente pelo
tratamento a longo prazo dos ratos com PS ou LC-PUFA.

No ensaio de sondagem, os ratos tratados com PS-w3 mostra-
ram uma tendéncia distintamente maior do que os tratados com MCT (P <
0,085) de estarem presentes na zona em que a plataforma estava localizada
durante a aquisi¢éo da tarefa (Figura 2), indicando que os ratos haviam a-
prendido a localizagdo espacial da plataforma. Além disso, ratos tratados
com PS-w3 apresentaram uma tendéncia reduzida (P < 0,08) a nadarem na
zona periférica, mas, ao invés, fizeram-no na zona central. Essas ultimas
indicacdes, apresentadas pelo grupe de PS-w3, estdo relacionadas a uma
caracteristica mais aventureira e.poderiam estar ligeriamente correlaciona-
das com o ensaio de comportamento em campo aberto. De maneira interes-
sante, em Blokland et al. (Blokland et al. {(1999) ib ibid.) camundongos trata-
dos com BC-PS demonstraram uma tendéncia ndo significativa, mas clara, a
serem menos aventureiros ne ensaio de comportamento em campo aberto,
gastando menos tempo na area central. Com relagdo as notaveis capacida-
des de aprendizagem demonstradas pelos ratos que foram tratados com PS-
w3, € interessante comparar seu desempenho na tarefa em labirinto de 4gua
de Morris no teste de sondagem espacial com o obtido pelos animais trata-
dos com SB-PS por Suzuki et al. {Suzuki et al. (2001) ib ibid.). Embora a
percentagem de tempo gasto no quadrante em que a plataforma estava lo-
calizada fosse similar (~45%), é notavel que a dosagem no presente estudo
fosse apenas um terco dos niveis de administragio de Suzuki et al. 2001 (20
mg/kg versus 60 mg/kg, respectivamente). De fato, no presente estudo néo
houve nenhuma alteragdo significativa no tempo que os raios tratados com
SB-PS (20 mg/kg) gastaram no quadrante, quando comparados com os va-
lores obtidos pelo grupo tratado com MCT (Fig. 1C e Fig. 1A, respectivamen-

te). Em resumo, as capacidades de aprendizagem do grupo tratado com PS-

‘w3 foram acentuadamente mais altas do que no controle, em um nivel con-

sideravelmente baixo de administragédo de PS. Além disso, os ratos tratados
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com PS-w3 eram menos conservadores e mais aventureiros no estudo do
labirinto na auséncia da plataforma.

Finalmente, os dados mais proeminentes e notaveis obtidos no
presente estudo foram a resposta ao reposicionamento da plataforma. Todos
0s grupos apresentaram uma laténcia mais curta para encontrar a platafor-
ma na primeira sesséo, quando comparados a obtida pelo grupo tratado com
MCT, sob sedagéo com escopolamina (Figuras 3A - 3D). Esses dados suge-
rem que o LC-PUFA, e mais potentemente PS, pode atenuar a amnésia in-
duzida por escopolamina, conforme anteriormente exposto por outros estu-
dos (vide referéncias selecionadas acima).

Surpreendentemente, na segunda sessfo, ndo houve diferencas
entre a laténcia para encontrar a plataforma apds seu reposicionamento em
todos os grupos, exceto o grupo tratado com PS-w3. De fato, parece que,
em todos os tratamentos, exceto PS-w3, n&o houve processo de aprendiza-
gem da posicédo da piataforma. O grupo de PS-w3 apresentou um compor-
tamento notavelmente diferente; parecia ndo haver nenhum retardamento na
aprendizagem da plataforma reposicionada nos ratos tratados com esse
farmaco antimuscarinico. A capacidade do grupo tratado com PS-w3 de lo-
calizar a plataforma apos ter sido reposicionada parecia ser contraditéria
com o resultado obtido anteriormente no teste de sondagem espacial (Fig.
2), em que esses ratos mostraram preferéncia pelo terceiro quadrante. Pear-
ce e colegas (Pearce et al. (1998) Nature 396: 75-77) tentaram resolver essa
discrepancia descrevendo dois meios de memorizagdo de uma localizagdo
espacial especifica. Um é usar um mapa cognitivo que codifica informacdes
a cerca da relagédo geométrica entre © objeto e varios marcos (0 método do
mapa cognitivo), e o outro é o uso de vetores de direcéo que especificam a
diregdo e a distancia a partir de um Unico marco até o objeto (0 método do
vetor de diregdo). No presente teste, os ratos podiam localizar a plataforma a
partir das indicagbes acima mencionadas efou a partir da distancia e dire¢éo
com relagao as paredes. No teste de aquisicdo e de sondagem espacial,
ambos os métodos contribuiram para a contagem de vezes em que a plata-

forma foi achada. Entretanto, no teste de reposicionamento, as capacidades
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cognitivas que estéo relacionadas com o método de vetor de direcédo e a
memoria de curto prazo (memdria funcional) fizeram a diferenca. O método
de vetor de diregéo, porque a distancia da parede n&o foi afetada pelo repo-
sicionamento (apenas o quadrante), e a memdria funcional, devido aos be-
neficios da memorizacéo das areas ja exploradas que permitam uma busca
eficaz na piscina.

Relatou-se anteriormente que o mecanismo pele qual PS atenua
o efeito da escopolamina poderia ser atribuido ndo apenas a um efeito bené-
fico sobre o circuito colinérgico, mas também que a PS poderia ter um efeito
sobre o sistema neuronal serotonérgico (Furushiro et al. (1997) id ibid.). Pa-
rece que os dados apreseniados poderiam ser o resultado da alteragéo de
mais de um sistema neuronal, possivelmente o dopaminérgico. Em um estu-
do anterior (Drago et al. (1981) Neurobiol. Aging 2(3):209-13), sugeriu-se
que a alteragdo nas mudancas comportamentias obtidas entre ratos idosas
tratados com BC-PS e seus controles poderia ser atibuida ndo apenas a
modificagdes na transmissdo colinérgica e serotonérgica, conforme acima
descrito, mas também por afetar o sistema catecolaminérgico (como a do-
pamina). Nesse estudo, a aquisi¢éo facilitada do comportamento de evitagéo
ativa, conforme estudada em situagdes de teste de caixa de langamento e
saltar sobre um poste, e a retencéo de respostas de evitagdo ativa e passiva
eram melhores nos ratos tratados com PS. Tsakiris (Tsakiris, S. (1984) Z.
Naturforsch. (C), 39(11-12):1196-8) relatou um efeito indireto da PS sobre a
adenilil ciclase relacionada & dopamina, mediante mecanismo de fluidez da
membrana. De maneira interessante, também foi relatado (Chalon et al.
(1998) J. Nutr,; 128(12):2512-9) que uma dieta enriquecida com um alto ni-
vel de (n-3)PUFA podia resultar em um efeito sobre a fungao dopaminérgica
cortical. Pode-se considerar que a existéncia de LC-PUFA na estrutura prin-
cipal dos fosfolipidios fosse altamente benéfica em termos desse mecanismo
de multineurotransmissores.

As andlises bioguimicas dos presentes resultados em tecidos
hepaticos (Fig. 4A) mostram que, em ratos suplementados com PS durante

trés meses (SB-PS e PS-w3), havia um aumento notavel nos niveis dos fos-
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folipidios precursores, isto é, fosfatidilcolina (PC). Esses dados s@o consis-
tentes com observagbes anteriores referentes ao figado e seu importante
papel na captacao de fosfolipidios e no metabolismo primério da maioria dos
acidos graxos. Wijendran e colegas (Wijendran et al. (2002) Pediatr. Res.
51:265-272) descreveram um estudo em que babuinos eram alimentados
com LC-PUFA marcado na estrutura principal da PC e trigliceridecs, e de-
monstraram que os niveis de incorporacéo de LC-PUFA em uma estrutura
principal de fosfolipidios no figado era mais elevado do que o grau de incor-
poracao de LC-PUFA na estrutura principal de triglicerideos. Além disso, os
niveis de PS de ratos alimentados com PS$-w3 estavam elevados em andli-
ses de tecidos corticais da distribuicdo de fosfolipidios (Figura 4B), em com-
paragdo com MCT. De maneira interessante, o perfil de acidos graxos dos
fosfolipidios desses cortices (Tabela 1) demonstra uma elevacdo acentuada
no teor de DHA dos ratos alimentados com PS-w3 (P = 0,007). Uma eleva-
¢éo similar foi observada para ratos alimentados com LC-PUFA, entretanto,
em grau reduzido em comparagdo com o tratamento com PS-w3 (14,6 ver-
sus 17,5, respectivamente, P = 0,03) e MCT (14,6 versus 12,3, respectiva-
mente, P = 0,02). Essa diferenga nos niveis de DHA entre os dois grupos de
6mega-3 poderia sugerir uma maior biodisponibilidade de DHA quando é
esterificado na estrutura principal de fosfolipidios, em vez de triglicerideos.
Conclusdes similares foram tiradas por Lemaitre-Delaunay e colegas (Lemai-
tre-Delaunay et al. (1999) J. Lipid Res.; 40:1867-1874), quando estudaram a
cinética e o destino metabdlico de DHA marcado em triglicerideos versus
seu enriguecimento em lisofosfatidilcolina, e por Wijendran et al. (Wijendran
et al. (2002) id ibid.) no estudo acima mencionado com babuinos.

De maneira interessante, esse aumento no teor de DHA nos cér-
tices tanto de ratos alimentados com PS-w3, quanto com LC-PUFA é acom-
panhade por uma diminui¢&o estatisticamente significativa nos niveis de &ci-
dos oléicos e, em grau ligeiramente menor, de acido linoléico (Tabela 1) na
fragdo de fosfolipidios. Alteragcbes similares nas razdes do perfil de acidos
graxos foram demonstradas por outros, por alimentacéo de roedores com
gorduras dietéticas enriquecidas com LC-PUFA (por exemplo, Yamamoto et
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al. (1987) J. Lipid Res. 28:144-151). O grupo de SB-PS mostrou um perfil
muito semelhante ao grupo de MCT.

Em resumo, o melhor desempenho no teste de labirinto de agua
de Morris dos ratos tratados com PS-w3 sob sedagdo com escopolamina
sustenta fortemente a poténcia da PS-w3 como um agente antideméncia e
antiefeitos de perda de meméria associados a idade. Essa melhora cognitiva
também é sustentada pela evidéncia bioquimica dos niveis elevados de fos-
folipidios nos tecidos hepatico e cerebral (Figs. 4A - 4B) e com o0s niveis ele-
vados de DHA fixado aos fosfolipidios do cértex de ratos alimentados com
PS-w3.

A Tabela 1 resume o efeito do LC-PUFA dietético de diferentes
fontes sobre o perfil de acidos graxos em fosfolipidios cerebrais de ratos
Wistar idosos. Os &cidos graxos da fragdo de fosfolipidios purificada foram
analisados por cromatografia de gas-liquido. Os principais 4cidos graxos sdo
expresscs como % dos acidos graxos totais nos fosfolipidios. Os valores
representam media + DP de quatro ratos diferentes por tratamento. A signifi-
cancia estatfstica entre diferentes suplementos e o grupo de MCT & apresen-
fada a seguir: * P < 0,05; ** P < 0,01.

Tabela 1
Acidos graxos MCT LC-PUFA SB-PS PS-w3
C16:.0 12,9+14 14,6 4,7 13,7 £4,7 136 +4,4
Ci6:1 1,0£0,7 1,0+0,3 1,5+0,4 1,56+£08
C18:0 17,9210 201 £1,3* 17,228 180x55
C18:1 (n-9) 36,5+1,8 32,028 37,0+6,8 30,7 £ 4,1
C18:1 (n-7) 3,7+£05 434+0,2* 40+03 48x1,5
Cci8:2 72 0,7 4,5 +0,6* 71+26 5127
C20:1 2,5+0,5 2908 2,104 2,3+0,3
c22:6 12,3=1,7 14,6 + 0,6 12,4 +3,2 17,56+ 2,4™
C24:1 3,4+1,0 3,313 2,8+0,9 20+12"
restante 2,7 +0,1 28=x04 2,1x0,9 45+ 30

Exemplo 2 - PS-6mega-3 no tratamento de criangas com ADHD
O disturbio de déficit de atencéo/hiperatividade (ADHD) engloba
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uma ampla constelagéo de problemas comportamentais e de aprendizagem,
e sua definicéo e diagndstico permanecem controvertidos (Kamper (2001) J.
Pediatr. 139:173-4; Richardson et al. (2000) Prostaglandins Leukot. Essent.
Fatty Acids, 63(1-2):79-87). A etiologia do ADHD é reconhecida tanto como
complexa, quanto multifatorial. Tradicionalmente, ADHD é o diagndstico u-
sado para descrever criangas que sdo desatentas, impulsivas e/ou hiperati-
vas. Aproximadamente 20 - 25% das criangas com ADHD mostram uma ou
mais incapacidades de aprendizagem em matematica, leitura ou soletrar
(Barkley R. A. (1980) Attention-deficit hyperactivity disorder: a handbook for
diagnosis and treatment. Nova lorque, Guilford Press). Criangas com ADHD
freqlientemente tém problemas de desempenho académico e prestar aten-
¢80 e podem ser desorganizadas, ter autodisciplina ruim e ter baixa auto-
estima. Uma estimativa conservadora é de que 3 - 5% da populagéo em ida-
de escolar tenham ADHD (American Psychiatric Association. Diagnostic and
statistical manual of mental disorders, 42 ed. (DSM-IV) Washington, DC:
American Psychiatric Association, 1994). Os tratamentos para ADHD inclu-
em ferapia comportamental e medicamentos, principalmente metilfenidato
(Ritalin®. Medicamentos psicoestimulantes e antidepressivos sio freqiien-
temente usados para acalmar criangas com ADHD, com uma taxa de efica-
cia de ~75% (Swanson et al. Except. Child 1993; 60:154-61). As vantagens
do uso desses medicamentos incluem rdpida resposta, facilidade de uso,
eficacia e relativa seguranga. As desvantagens incluem possiveis efeitos
colaterais, incluindo apetite e crescimento diminuidos, insdnia, maior irritabi-
lidade e hiperatividade de rechaco quando o medicamento perde o efeito
(Ahmann et al. (1993) Pediatrics; 91:1101-6). Além disso, esses medicamen-
tos néo resolvem as causas subjacentes de ADHD. Assim, estudos para elu-
cidar os contribuintes em potencial para os problemas comportamentais em
ADHD podem levar a estratégias de tratamento mais eficazes para algumas
criangas.

Acidos graxos Omega-3 estdo especificamente implicados na
manutengéo da fungéo do sistema nervoso central. Uma deficiéncia em 4ci-

dos graxos n-3 em ratos e macacos foi associada & disfungdo comportamen-
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tal, sensorial e neurolégica (Yehuda et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA;
90:10345-9; Reisbick et al. {(1994) Physiol. Behav. 55:231-9; Enslen et al.
{1991) Lipids; 26:203-8). Vérios estudos focalizaram o metabolismo de Aaci-
dos graxos essenciais em criangas com ADHD (Colquhoun et al. (1981)
Med. Hypotheses; 7:673-679). Relatou-se que criangas com hiperatividade
tém mais sede que criangas normais e &m sintomas de eczema, asma e
outras alergias (Mitchell et al. (1987) Clin. Pediatr.; 26:406-11). Por exemplo,
em um estudo transversal em meninos de 6 a 12 anos de idade de Indiana
central, demonstrou-se que 53 individuos com ADHD tinham propor¢ées
significativamente mais baixas de acidos graxos chave nos lipidios polares
plasmaticos {4cido araquidénico (AA; 20:4n-6), 4cido eicosapentaendico (E-
PA; 20:5n-3) e 4acido docosaexaendico (DHA; 22:6n-3)) e nos lipidios totais
de hemacias (20:4n-6 e 22:4n-6) do que 43 individuos de controle (Stevens
et al. {1995) Am. J. Clin. Nutr.; 62:761-8). Entretanto, publicacbes recentes
(Hirayama et al. (2004) Eur. J. Clin. Nutr.; 58(3):467-73; Voigt et al. (2001} J.
Pediatr.; 139(2):189-86) que investigaram se a suplementagdo com DHA
resultaria em melhora dos sintomas de criangas com ADHD sugeriram que
se deve prestar uma atencéo cuidadosa a qual(ais) acido(s) graxo(s) é(séo)
usado(s). Nesses estudos, a suplementagéo com DHA demonstrou apenas
efeitos benéficos marginais, se o fez.

Recentemente, sugeriu-se que uma das possiveis solugbes para
as deficiéncias de nutrientes que sdo comuns em ADHD poderia ser a su-
plementagdo com PS (Kidd (2000) Altern. Med. Rev.; 5(5):402-28).

Método
Sujeitos e dieta

Noventa criangas de 8 a 13 anos de idade, diagnosticadas de
acordo com o DSM-IV como ADHD, foram aleatoriamente designadas, de
maneira duplo cego, para receber PS-w3 (300 mg/d; contendo um total de
450 mg/d de DHA/EPA), 450 mg/d de DHA/EPA ou éleo de canola (30 por
grupo) durante dois meses, ndo tomando, aoc mesmo tempo, medicagdo es-
timulante ou outros suplementos. A caracterizagdo dos sujeitos como ADHD

incluiu uma contagem menor que -1,8 no Teste de Variaveis de Atencéo.
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Andlise dos Dados

Ao término do ensaio, as criangas com ADHD foram avaliadas
de acordo com escalas de classificagdo comportamental pelos pais (escala
de classificagdo de Connor).

Resuitados e Discusséio

O uso de terapias complementares & particularmente comum
entre pacientes com estados cronicos, incurdveis ou fregiientemente recor-
rentes. Por exemplo, o uso de terapias médicas complementares ou alterna-
tivas (CAM) € comum em criangas com céncer, asma e fibrose cistica. Os
pais ou sujeitos que procuram CAM tipicamente o fazem porque essas tera-
pias s&o mais consistentes com seus valores, ddo mais confianga e séo per-
cebidas como mais naturais e menos arriscadas do que tratamentos con-
vencionais. A maioria desses pacientes ndo abandona terapias oficiais, mas
usa ervas e outras formas de CAM como tratamentos adjuvantes. Apenas
uma minoria (< 40%) fala com seus pediatras a cerca do uso de CAM. Por
causa do estigma e efeitos colaterais que acompanham o uso de medica-
mentos estimulantes, muitas familias se voltam para CAM para tratar ADHD.
Tipicamente, apenas 70% das criancas respondem a estimulantes como Ri-
talin®, e daquelas que o fazem, aproximadamente metade relata efeitos cola-
terais de suas medicagbes. Em um levantamento australiano em 290 fami-
lias vistas em um centro de referéncia multidisciplinar para ADHD, 64% ha-
viam tentado pelo menos uma “outra terapia®, mais comumente restricdo
dietética, suplementagdo multivitaminica e terapia ocupacional (Stubberfield
et al. (1999) J. Paediatr. Child Health; 35:450-3).

No estudo apresentado, a suplementagéo diferente foi formulada
em uma pasta de chocolate popular (ide abaixo). O uso dessa matriz permite
que os pais administrem os tratamentos em uma forma n&o-convencional a
suas criangas e proporciona uma reduzida caracteristica de efeito organolép-
tico dos compostos de origem marinha (vide abaixo).

O levantamento de classificagéo pelos pais ao término do perio-
do de tratamento, mediu o déficit de atengao, hiperatividade e impulsividade

das criangas, assim como a agresséo, conforme avaliada pelos pais, profes-
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sores, irmaos e colegas. Os resultados indicam um efeito placebo distinta-
mente grande. Esse efeito é ligeiramente reduzido se as criangas com A-
DHD tratadas com placebo que n&o tiverem completado o estudo devido a
uma grave deterioragdo comportamental forem levadas em consideragéo.
Parece que a maioria dessas criangas insistiram para que voltasse a admi-
nistragdo de Ritalin®. Entretanto, os dados atuais também demonstram cla-
ramente que o PS-w3 é um agente potente. No total, ~70% dos pais das cri-
angas com ADHD tratadas com PS-w3 indicaram alguma melhora na conta-
gem comportamental de suas criangas, ao passo que 50% desses pais a-
presentaram indicagbes claras de mdltiplos efeitos benéficos do suplemento
sobre o comportamento de suas criangas. Esse efeito proeminente é 2,2 ve-
zes maior que a melhora obtida com placebo (~30%). A comparagéo da con-
tagem pelos pais de LC-PUFA sobre o comportamento de criancas com
ADHD com a classificacdo paralela que seguiu trés meses de administracéo
de PS-w3 indica que este Ultimo apresenta uma contagem mais alta. Embo-
ra ambos os compostos demonstrassem um grau similar de melhora margi-
nal, PS-w3 tinha uma taxa acentuadamente mais elevada de melhora subs-
tancial (47% versus 35%, respectivamente) com a menor taxa de auséncia
ou efeitos deteriorantes (21% e 11% versus 26% e 17%, respectivamente).
Esses efeitos da suplementagdo com PS-w3 poderiam ser atribuidos tanto a
uma maior biodisponibilidade de acidos graxos démega-3, quanto aos efeitos
bem documentados da PS sobre 0 humor, estresse e ansiedade.
Exemplo 3 - Efeito do consumo de PC-DHA em camundongos ApoE?®
Métodos
Dieta do Animal

Camundongos deficientes em apolipoproteina E (ApoE?) (Hayek
T. et al. (1994) Biochem. Biophys. Res. Commun. 201:1567-1574) de 8 se-
manas de idade foram aleatoriamente distribuidos (5 camundongos cada)
em lecitina enriquecida com LC-PUFA (30% de 6mega-3 de composi¢io de
acidos graxos totais; grupos de PC-DHA) ou placebo. Os camundongos fo-
ram alimentados, além da dieta de ragfo regular, uma vez a cada trés dias
com 25 UL de PC-DHA ou PBS, por gavage oral, durante 10 semanas.
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Cada camundongo consumiu aproximadamente 5 mL de &-
gua/dia e 5 g de ragéo/dia.
Peroxidacdo de lipidios séricos

O soro foi diluido a 1:4 em PBS. A suscetibilidade do soro & oxi-
dacdo foi determinada por incubagdo da amostra de soro com 100 mM do
composto gerador de radicais livres cloridrato de 2’,2"-azobis 2’-amidinopro-
pano (AAPH), que € um composto azo soluvel aquoso que se decompde
termicamente preduzindo radicais peroxila a uma taxa constante. A forma-
¢éo de substéncias reativas tiobarbitiricas (TBARS) e de perdxidos de lipi-
dios foi medida e comparada a soro que havia sido incubado sob condigdes
similares, mas sem AAPH.

Resultados e Discusséo

Camundongos ApoE? sdo amplamente usados como um modelo
animal para aterosclerose, pois desenvolvem hipercolesterolemia grave e
lesbes aterosclerdticas com uma dieta de racéo. Além disso, a aterosclerose
acelerada esta associada a uma peroxidagédo de lipidios aumentada das li-
poproteinas plasmaéticas e células arteriais nesses camundongos (Hayek T.
et al. (1994) ib ibid.; Keidar S. (1998) Life Sci. 63:1-11).

A Figura 6 mostra como o consumo prolongado de PC-DHA por
camundongos ApoE? resultou em uma clara tendéncia (P < 0,10} a reducéo
da suscetibilidade sérica & oxidacdo induzida por AAPH em 16% (em com-
para¢do com o placebo).

Questdes organclépticas

A utitizagéo de lipidios 6mega-3 em uma variedade de aplica-
¢Oes, e particularmente como ingrediente de alimentos funcionais, é prejudi-
cada devido a seu odor de peixe distinto. Assim, outra vantagem dos ingre-
dientes de fosfolipidios enriquecidos com 8mega-3 da invengéo é que tém
odor ou sabor de fragdes acila émega-3 reduzido, devido a liga¢éo covalente
desses grupos a estrutura principal de PS. Isso aumenta a presséo de vapor
desses materiais, reduzindo, portanto, seu aroma distinto. Assim, a ligagao
covalente dos acidos graxos dmega-3 & estrutura principal do fosfolipidio,

particularmente PS, altera e melhora suas propriedades de sabor. Além dis-
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s0, 0 ingrediente de PS da invengdo também oferece maior estabilidade a
oxidacdo de 4cidos graxos dmega-3 sensiveis. Sabe-se que fosfolipidios em
geral, e PS em particular, agem como antioxidantes e estabilizadores.

Esses beneficios tornam essa nova preparacdo de fosfolipidios
da invengéo altamente benéfica e importante em uma variedade de aplica-
¢Bes, e particularmente em alimentos funcionais, em que a estabilidade, a-
roma e sabor sdo exigéncias fundamentais.

Além disso, esses novos ingredientes podem ser formulados
com lipidios adicionais para uma biofuncionalidade e eficécia ainda maiores.

O composto de partida usado para o ensaio clinico aciima men-
cionado em pacientes com ADHD foi PS enriquecida com LC-PUFA mistura-
da com 6leo de peixe. Qriginalmente, esse produto e ¢ dleo de peixe de con-
trole foram formulados em produtos alimentares como batras energeticas,
entretanto, as respostas de painéis de especialistas foram categoricamente
devastadoras, indicando graves problemas organolépticos. Para superar es-
sa barreira de sabor, o produto de PS-w3 da invengéc foi desoleizado. O
produto final desse processo era uma pasta gue, quando reformulada com
gorduras saturadas organolépticas inertes ou dominantes, podia ser facil-
mente formulada em barras de chocolate, pastas de chocolate, flocos de
milho revestidos de chocolate, produtos laticinios de baixa gordura ou leite
concentrado. Cada uma dessas formulagdes tinha uma objegao organolépti-
ca evidentemente reduzida tanto por painéis de especialistas, quanto por
voluntarios do ensaio.

Os lipidios polares derivados de PUFA, como os derivados de
PS-PUFA, exibiram alta estabilidade como uma prepara¢éo e, além disso,
em varias aplicagdes alimentares usadas nos ensaios clinicos desta inven-
cao. Essa estabilidade desses compostos sensiveis decorre da combinagao
covalente de fosfolipidios, conhecidos no passado para uso como conser-
vantes e fragdes de PUFA instavel.

A estabilidade de um dleo de peixe comercialmente preparado
(acido graxo dmega-3) para a dieta de roedores de laboratorio (Lytle et al.
(1992) Nutr. Cancer; 17(2):187-94) ou como um enriguecimento em gorduras
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em pasta (Kolanowski et al. (2001) Int. J. Food Sci. Nutr.; 52(6):469-76) foi
abordada por varios estudos, pois aumentou a atencéo do publico quanto
aos efeitos benéficos de LC-PUFA. Um grande esforgo foi despendido na
manutengao da estabilidade oxidativa do éleo de peixe, pois esses acidos
graxos estio sujeitos a uma rapida e/fou ampla oxidagao e outras alteragtes
quimicas por exposicdo ao ar, luz ou calor durante o processamento ou
quando armazenados durante varios periodos de tempo. A solugdo comum
apresentada nesses estudos foi a suplementagdo da matriz de 6leo de peixe
com antioxidantes como hidroxitolueno butilado, hidroxiquinona butilada e
alfa-tocoferol, ou, alternativamente, diluigdo do 6leo de peixe concentrado
até um limite de 1% em uma matriz de gorduras saturadas. Entretanto, Song
e colegas {Song et al. (1997) Biosci Biotechnol. Biochem.; 61(12).2085-8) ja
haviam avaliado a estabilidade peroxidativa de 6leos contendo DHA na for-
ma de fosfolipidios, triglicerideos e ésteres etilicos no escuro a 25°C, em
uma fase a granel, durante 10 semanas de armazenamento. Eles demons-
traram que 6leo contendo DHA na forma de fosfolipidios era mais resistente
a degradagéo oxidativa do DHA do que na forma de triglicerideos ou ésteres
etilicos em uma fase a granel.

Os produtos contendo PS-w3 acima mencionados utilizados pa-
ra os estudos clinicos foram testados quanto a seu prazo de validade e es-
tabilidade a temperatura ambiente. O PS-w3 enriquecido formulado em leite
condensado (1 g de produto por 10 mL de leite) foi analisado por *'P-NMR
quanto a estahilidade em ciclos de congelamento-descongelamento durante
uma semana, e se descobriu que era estavel. Na segunda fase, PS-w3 em
uma matriz de pasta de chocolate (0,75 g de produto por 20 g de pasta de
chocolate) foi testada quanto & estabilidade apds duas semanas de armaze-
namento a temperatura ambiente. Essa formulagéo também apresentou uma
percentagem estavel de PS na analise por *'P-NMR. Em conclus&o, foi pos-
sivel de estabelecer que fosfolipidios contendo w3 séo altamente estaveis a
temperatura ambiente, assim como em ciclos de congelamento-descon-
gelamento, em oposicdo a triglicerideos contendo w3, que se sabe que rapi-

damente decaem apds 0 consumo do antioxidante.
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REIVINDICACOES
1. Uso de uma preparacdo de glicerofosfolipidio, caracterizado
pelo fato de que a referida preparacdao compreende uma mistura de conju-
gados de glicerofosfolipidio de serina com EPA e DHA, e em que cada con-
jugado de glicerofosfolipidio tem a férmula 1:
0—R

O—R'
i
O—P—0—R"

Formula ()

em que R” representa uma fracao de serina, e pelo menos um R
e R’ é acila do grupo eicosapentaenoila (EPA) ou docosaexaenoila (DHA),

em que a quantidade de EPA e DHA presente na preparacao
constitui 20-50% (p/p) do teor total de acidos graxos da referida preparacéo,
na preparagcédo de uma composicao farmacéutica ou nutracéutica, ou alimen-
to funcional compreendendo-a,

para a manutencao, melhora e tratamento de estados cognitivos
e mentais em crian¢as ou adultos, em que em criancas a condicao é seleci-
onada a partir de Disturbio do Déficit de Atencdo (ADD)/Disturbio do Déficit
de Atencdo com Hiperatividade (ADHD), dislexia, perda de memoria e dis-
turbios de aprendizagem, intensidade das ondas cerebrais, utilizacao de gli-
cose pelo cérebro, estresse, ansiedade, distirbios comportamentais de cri-
angas, concentragao e atencédo, humor, bem-estar cognitivo e mental geral,
distarbios neurolégicos e distarbios hormonais, e em que em adultos, a con-
dicdo €& selecionada a partir de Distarbio do Déficit de Atencao
(ADD)/Disturbio do Déficit de Atengcdo com Hiperatividade (ADHD), perda de
memoaria e disturbios de aprendizagem, particularmente em idosos, depres-
sdo, doenca de Parkinson, esclerose multipla (MS), dislexia, envelhecimen-
to, declinio coginitivo, capacidade de aprendizagem, intensidade das ondas
cerebrais, utilizacdo de glicose pelo cérebro, estresse, ansiedade, concen-
tracdo e atencdo, humor, bem-estar cognitivo e mental geral, distlrbios neu-
rologicos e disturbios hormonais,

em gue a mistura ndo é idéntica a fosfatidilserina (PS) do cére-
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bro humano ou mamifero de ocorréncia natural.

2. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato
de que o EPA e ADH sao de uma fonte marinha, particularmente peixe, krill
ou algas.

3. Uso, de acordo com a reivindicagéo 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de que R representa hidrogénio, e R’ representa uma acila do grupo ei-
cosapentaenoila (EPA) ou docosaexaenoila (DHA).

4. Uso, de acordo com a reivindica¢ao 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de que R’ representa hidrogénio, e R representa uma acila do grupo ei-
cosapentaenoila (EPA) ou docosaexaenoila (DHA).

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que o referido glicerofosfolipidio imita a composi-
cdo de &cidos graxos e/ou o perfil de acidos graxos da fosfatidilserina cere-
bral humana (PS) e/ou PS cerebral de mamiferos.

6. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que o referido glicerofosfolipidio é derivado de
gualquer fonte vegetal, animal ou de microorganismos.

7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5,
caracterizado pelo fato de que o referido glicerofosfolipidio é sintético.

8. Uso, de acordo com a reivindicacéo 7, caracterizado pelo fato
de que o referido glicerofosfolipidio € preparado por transfofatidilacdo enzi-
matica de uma fonte de lipidio, de preferéncia qualquer fonte de origem ve-
getal, animal ou de microorganismos.

9. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8,
caracterizado pelo fato de que o referido glicerofosfolipidio é desoleizado.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9,
caracterizado pelo fato de que o referido glicerofosfolipidio é caracterizado
por ter um odor de peixe reduzido ou ausente.

11. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10,
caracterizado pelo fato de que a referida preparagédo é usada em uma com-
posicao nutracéutica selecionada a partir de capsulas macias, comprimidos,

xaropes ou qualquer outro sistema de distribuicdo de suplementos dietéticos
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comum.

12. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10,
caracterizado pelo fato de que a referida preparagédo é usada em um alimen-
to funcional selecionado a partir de produtos laticinios, sorvetes, biscoitos,

5 produtos de soja, produtos de padaria, massas e paes, molhos, sopas, ali-
mentos preparados, alimentos congelados, condimentos, produtos de confei-
taria, 6leos e gorduras, margarinas, pastas, recheios, cereais, produtos ins-
tantaneos, drinques e batidas, formulas para bebés, alimentos para bebés
(biscoitos, legumes e frutas moidas, cereais), barras, aperitivos, doces e

10 produtos de chocolate.

13. Preparacado glicerofosfolipidica, caracterizada pelo fato de
gue compreende uma mistura de conjugados de glicerofosfolipidio de serina
com EPA e DHA, e em que cada conjugado de glicerofosfolipidio tem a for-
mula 1:

O0—R

O—R'
i
O—P—0—R"

15 Formula ()

em que R” representa uma fracao de serina, e pelo menos um R
e R’ é acila do grupo eicosapentaenoila (EPA) ou docosaexaenoila (DHA),
em que a quantidade de EPA e DHA presente na preparacao
constitui 20-50% (p/p) do teor total de acidos graxos da referida preparacéo,
20 na preparagédo de uma composicao farmacéutica ou nutracéutica, ou alimen-
to funcional compreendendo-a, e
em gue a mistura ndo é idéntica a fosfatidilserina (PS) do cére-
bro humano ou mamifero de ocorréncia natural.
14. Preparacéo, de acordo com a reivindicagcéo 13, caracterizada
25 pelo fato de que o referido glicerofosfolipidio é preparado a partir de uma
fonte de fosfolipidios por transfosfatidilacdo, seguida por desoleizacdo do
produto da transfosfatidilagao.
15. Preparacao, de acordo com a reivindicagdo 13 ou 14, carac-

terizada pelo fato de que o referido fosfolipidio é derivado de uma fonte ve-
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getal, microbiana e marinha, de preferéncia peixo, krill ou algas, e € adicio-
nalmente desoleizado.

16. Uso de um glicerofosfolipidio, como definido em qualquer
uma das reivindicagbes 13 a 15, caracterizado pelo fato de que é para pre-
paracdo de composi¢cOes farmacéuticas e/ou nutracéuticas e/ou artigos ali-
mentares funcionais com melhores propriedades organolépticas.

17. Uso, de acordo com a reivindicagédo 16, caracterizado pelo
fato de que a referida preparacdo é usada em uma composi¢ao nutracéutica
selecionada a partir de capsulas de gel macio, comprimidos, xaropes ou
qualquer outro sistema de distribuicdo de suplementos dietéticos comum.

18. Uso, de acordo com a reivindicacédo 16, caracterizado pelo
fato de que a referida preparacdo é usada em um artigo alimentar funcional
selecionado a partir de produtos laticinios, sorvetes, biscoitos, produtos de
soja, produtos de padaria, massas e paes, molhos, sopas, alimentos prepa-
rados, alimentos congelados, condimentos, produtos de confeitaria, 6leos e
gorduras, margarinas, pastas, recheios, cereais, produtos instantaneos,
drinques e batidas, formulas para bebés, alimentos para bebés (biscoitos,
legumes e frutas moidas, cereais), barras, aperitivos, doces e produtos de
chocolate.

19. Composicdo nutracéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende um glicerofosfolipidio, como definido em qualquer uma das rei-
vindicagbes 13 a 15, na forma de uma capsula de gel macio, comprimido,
xarope, ou qualquer outro sistema de distribuicdo de suplementos dietéticos
comum.

20. Artigo alimentar funcional, caracterizado pelo fato de que
compreende um glicerofosfolipidio, como definido em qualquer uma das rei-
vindicagOes 13 a 15.

21. Artigo alimentar funcional, de acordo com a reivindicacgéo 20,
caracterizado pelo fato de que é selecionado de produtos laticinios, sorvetes,
biscoitos, produtos de soja, produtos de padaria, massas e paes, molhos,
sopas, alimentos preparados, alimentos congelados, condimentos, produtos

de confeitaria, 6leos e gorduras, margarinas, pastas, recheios, cereais, pro-
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dutos instantaneos, drinques e batidas, formulas para bebés, alimentos para
bebés (biscoitos, legumes e frutas moidas, cereais), barras, aperitivos, do-

ces e produtos de chocolate.
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