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RESUMO

Varios estudos mostram que uma dieta balanceada e rica em &cidos graxos
poliinsaturados da familia dmega-3 (AGPIs ®-3) e a prética da atividade fisica
regularmente sdo fatores que contribuem para a qualidade de vida, podendo
melhorar a performance cognitiva, incluindo a memoria. Esse estudo investigou o
efeito da suplementacédo com 6leo de peixe em uma curta janela temporal e o efeito
da atividade fisica em dez dias de treino de natacdo, bem como o efeito da
associacdo entre esses dois tratamentos na memoria espacial de ratos Wistar
testados no Labirinto de Barnes. Também foi observado se os efeitos da
suplementacao e do exercicio perduram apdés 21 dias. Os resultados mostraram que
apenas o exercicio fisico em uma curta janela temporal foi capaz de aumentar o
aprendizado e memaria espacial e que, apés 21 dias, ndo se pode mais observar
esse efeito. Nao foi observado efeito da suplementacdo em nenhum dos dois
momentos (logo apés o treino e apds 21 dias sem treinamento). Isso indica que
existe uma necessidade maior que 12 dias de uma dieta balanceada e enriquecida
com &cidos graxos poliinsaturados da familia 6mega-3 para observar resultados no
aprendizado e memoaria espacial e que € necesséria a realizacdo de atividade fisica
com uma maior frequéncia para observar os efeitos.

Palavras-chave: Acidos graxos poliinsaturados. Oleo de peixe. Exercicio fisico.
Memoria. Labirinto de Barnes.



ABSTRACT

Several studies show that a balanced diet that is rich in polyunsaturated w-3 fatty
acids (PUFAs w-3) and regular exercising are contributing factors to the quality of life,
improving cognitive performance, including memory. This study investigates the
effect of fish oil supplementation in a short time frame and the effect of physical
activity in ten swimming training days, as well as the effect of the association
between those treatments on the spatial memory of Wistar rats tested in the Barnes
maze. It was observed whether or not the supplementation and exercising were
effective after 21 days. Results showed that only the short-term exercising was able
to improve learning and spatial memory and that, after 21 days, its effects were no
longer observable. The supplementation was not observed to have an effect in any of
the two moments (right after the training and after 21 days without training). That
indicates the necessity of a balanced diet that is longer than 12 days and enriched
with polyunsaturated w-3 fatty acids in order for it to yield results in learning and
spatial memory, and that more frequent physical activity is necessary for the effects
to be observed.

Key-words: Polyunsaturated fatty acids. Fish oil. Exercise. Memory. Barnes maze.
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1. INTRODUCAO

1.1 MEMORIA

De acordo com lzquierdo (2002), memdéria € “a aquisicdo, a formagéao, a
conservacdo e a evocacao de informacgdes”. A aquisicdo permite a ocorréncia do
processo de aprendizagem, quando algo é gravado. Conseglentemente, esse
processo de aprendizagem permite a ocorréncia da evocacao.

As memoérias podem ser classificadas em diversos tipos de acordo com sua
natureza e tempo de duracdo. De acordo com Lent (2001), em relagéo ao tempo de
duracdo, as memorias podem ser classificadas em memdéria ultra-rapida (dura
apenas alguns segundos), memodria de curta duracdo (dura minutos ou horas,
garante o sentido de continuidade do presente) e memoéria de longa duracdo (dura
horas, dias ou anos, garantindo o registro do passado e dos conhecimentos do
individuo).

Quanto a natureza, a memoéria pode ser classificada em explicita ou
declarativa (podendo ser descrita por meio de palavras) sendo subdividida em
memoéria episddica (relacionada a eventos aos quais assistimos ou dos quais
participamos), memoria semantica (quando envolve conceitos atemporais, como
conhecimentos de portugués e medicina, por exemplo) e um subtipo espacial (a
memoria das informacgfes espaciais). A memoéria espacial envolve a habilidade de
lembrar o arranjo espacial de um ambiente por meio da formacdo de um mapa
espacial no encéfalo. Assim, a memaria espacial permite saber a localizacdo de
objetos, de si mesmo, além de utilizar-se destas informacdes para possibilitar o
movimento de um lugar para outro. Ainda quanto a natureza, a memoéria pode ser
classificada como implicita ou ndo-declarativa (ndo podendo ser descrita por meio de
palavras) e pode ser subdividida em memoria de representacdo perceptual
(representa imagem de algo sem a preliminar compreensao do significado deste),
memoria de procedimentos (memorias de capacidades ou habilidades motoras ou
sensoriais), memaoria associativa (associa dois ou mais estimulos ou um estimulo a
uma determinada resposta) e memoria ndo-associativa (atenua uma resposta ou a
aumenta através da repeticdo de um mesmo estimulo). Finalmente, quanto a

natureza ainda, a memoria pode ser classificada como memdria operacional, a qual



permite o raciocinio e o planejamento do comportamento (LENT, 2001; IZQUIERDO,
2002; BIRZNIECE et al., 2006; KISS, 2010).

Os mecanismos de formacéo ou consolidacdo da memoria passaram a ser
mais bem discutidos a partir da descoberta do mecanismo conhecido como
potenciacdo de longa duracdo (LTP). Esse mecanismo consiste no aumento
persistente da resposta de neurdnios a breve estimulacdo repetitiva de um axénio
que faz sinapse com eles (IZQUIERDO, 2002). Como essa resposta pode durar
horas, semanas ou meses, assOCIOU-Se €eSSe processo com O processo de
consolidacdo de memoarias.

Atualmente sabe-se que para a formacdo e consolidacdo das memorias
relacionadas a regido CA1 do hipocampo, por exemplo, é necessaria uma excitacao
repetida de células hipocampais por meio da estimulacdo dos receptores de
glutamato AMPA, NMDA e metabotropicos. Isso propicia a intervencdo sequencial
de diversas vias metabdlicas mediadas por proteinas quinases pré e pés-sinapticas
(PKG, PKC, CaMKIl, PKA e MAPKs) que ativam sequencialmente proteinas
necessarias para a formacédo da memdria: receptores glutamatérgicos e o fator de
transcricdo constitutivo CREB. Disso, derivam as ativacbes de outros genes e
sintese de proteinas necessarias para as alteracbes morfoldgicas associadas a
constituicdo definitiva das memorias (MILNER et al., 1998; LENT, 2001;
IZQUIERDO, 2002).

Sabe-se que as memodrias transitérias e de longa duragcédo sdo armazenadas
em diversas areas corticais, podendo isso acontecer de acordo com a sua funcéo:
memarias motoras armazenadas no cortex motor, memarias visuais no cortex visual,
e assim sucessivamente. Dessas regides, elas podem ser mobilizadas como
memoéria operacional pelas areas pré-frontais, em ligacdo com é&reas do cortex
parietal e occipitotemporal. O hipocampo € importante na consolidacdo das
memorias explicitas bem como as areas corticais adjacentes ao lobo temporal
medial (BIRZNIECE et al., 2006; KISS, 2010).

Finalmente, é importante citar que o processo de consolidacdo da memoéria é
modulado, sendo “enfraquecido” ou “fortalecido” por situagdes que dao contorno aos
eventos. A emocao representa um importante componente modulador, bem como a
atencdo e o estado de alerta. A amigdala é um dos sistemas moduladores mais
importantes e esta situada no lobo temporal medial. Essa estrutura tem participagédo
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na fisiologia das emocdes, sendo que o grupo basolateral da amigdala é
reconhecido como o modulador emocional da meméria (LENT, 2001).

1.2 ACIDOS GRAXOS

Acidos graxos sdo hidrocarbonetos, sendo compostos por &atomos de
carbono ligados a atomos de hidrogénio. Quando ha apenas ligagfes simples entre
os atomos de carbono, esses sdo chamados de acidos graxos saturados. No caso
de uma ligacdo dupla entre dois carbonos, sdo chamados de acidos graxos
monoinsaturados e, se estiver presente mais de uma ligacdo dupla na cadeia, séo
denominados acidos graxos poliinsaturados (AGPIs). Essa ultima familia é dividida
em dois tipos de acordo com a regido na qual a primeira ligacdo dupla esta situada.
Quando a primeira ligacdo dupla esta a seis carbonos do carbono terminal da
cadeia, sdo chamados de acidos graxos poliinsaturados 6émega 6 (w-6). Sé&o
chamados de acidos graxos poliinsaturados émega 3 (w-3) quando a primeira
ligacdo dupla estad situada no terceiro carbono a partir do carbono terminal da
cadeia. As diferentes posi¢cées e o numero de duplas ligacbes conferem aos acidos
graxos diferentes propriedades quimicas, nutricionais e funcionais (NELSON; COX,
2011; ALBERTS et al., 2010).

O &cido linoléico (18:2n-6, LA) e o &cido a-linolénico (18:3n-3, ALA) sdo
considerados essenciais por ndo serem sintetizados pelos seres humanos. Assim, é
importante que sua obtencao seja feita pela dieta (GORJAO et al., 2009).

O acido a-linolénico é encontrado em Oleos vegetais de linhaca e canola,
sendo também encontrado em plantas e animais marinhos como o fitoplancton,
algas e peixes (HULBERT et al., 2005). Ja o &cido linoléico pode ser encontrado em
sementes de milho, soja e girassol (SANGIOVANNI; CHEW, 2005; TAPIERO et al.,
2002).

Ao ser ingerido, o LA pode ser metabolizado em um acido graxo w-6 de
cadeia longa, o acido araquidénico (AA) ou o acido dihomo-y-linolénico (DGLA). O
ALA pode ser metabolizado em um acido graxo w-3 de cadeia longa como o &cido
eicosapentaenoico (EPA) ou no acido docosahexaendico (DHA) (INNIS, 2009).

Nas membranas celulares, os acidos graxos podem ser encontrados como

constituintes dos fosfolipidios de membrana ou podem estar livres. Nas duas formas,
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0os &cidos graxos contribuem para as propriedades fisicas das membranas
biolégicas, incluindo a organizacdo da membrana, permeabilidade ibnica e
elasticidade (GORJAO et al., 2009).

Dentre os diversos AGPIs disponiveis na dieta, o encéfalo acumula
preferencialmente &cido docosahexaendico (DHA, w-3) e &cido araquiddnico (AA, w-
6) em suas membranas (INNIS, 2007).

Os acidos graxos w-3 podem influenciar fungbes fisioldgicas incluindo a
cognicdo e visdo por promover maturacdo sensorial e neuronal (INNIS, 2008).
Alguns trabalhos apontam os &cidos graxos w-3 como tendo também um efeito
antidepressivo (FERRAZ et al., 2008; DA SILVA et al., 2008; VINES et al., 2012).
Além disso, observa-se também um efeito na diminuicdo do estresse e da ansiedade
(FEDOROVA; SALEM, 2006).

O ALA e o LA participam como precursores dos eicosanoides, fatores
autocrinos ou parécrinos altamente bioativos, que podem ser subdivididos em trés
classes: as prostaglandinas, os tromboxanos e o0s leucotrienos (ANDRADE;
CARMO, 2006). Os substratos para a formacdo dos eicosandides sdo o acido
araquiddnico (AA), o acido eicosapentaendico (EPA) e o acido dihomo-y-linolénico
(DGLA), os quais, uma vez formados, atuam regulando alguns aspectos funcionais
da célula, incluindo respostas vasculares, imunolégicas e inflamatérias (YOUDIM,
2000).

O DHA representa aproximadamente 17% do total de &acidos graxos
constituintes das membranas plasméaticas neuronais (SALEM et al., 2001). Ele pode
afetar a fluidez e a permeabilidade da membrana nas regifes sinapticas, podendo
assim alterar a funcdo sinaptica e as habilidades cognitivas (CHEN; SUBBAIAH,
2007; GORJAO et al., 2009; STILLWELL; WASSALL, 2003).

A suplementacdo com DHA promove um acréscimo nos niveis de STX-3,
proteina de membrana plasmatica associada ao crescimento neuronal e a expansao
da membrana celular. A suplementacdo aumenta também os niveis de GAP-43,
proteina associada a remodelacdo axonal, com ac¢do também no aprendizado e
memoéria (CHYTROVA et al., 2010).

A dieta com 0Oleo de peixe, além de poder contribuir como um antidepressivo,
promove também um aumento do volume hipocampal, da sinaptogénese e do
nascimento de novas células no giro denteado. Ainda, o 6leo de peixe promove um
aumento da expressao de BDNF (VENNA et al., 2009).
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O fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) tem sido foco de interesse
devido ao seu papel fundamental na plasticidade neuronal. Sabe-se que o BDNF
influencia positivamente a potenciacdo de longa duracdo (LTP), estando assim,
associado a memoéria e ao aprendizado. Além disso, o BDNF pode ser um
componente muito importante para sobrevivéncia de determinados tipos de células,
agindo como neuroprotetor (BERCHTOLD et al., 2005; POO, 2001; TYLER et al.,
2002; HOPKINS; BUCCI, 2010; GOMEZ-PINILLA, 2008).

1.3 EXERCICIO FisICO

Estudos tém apontado diferentes beneficios promovidos pela atividade fisica
no organismo. Ao exercicio € atribuida a capacidade de retardar o envelhecimento,
melhorar a estrutura éssea e a musculatura (ALLEN et al., 2001; SAMORAJSKI et
al., 1985). O exercicio também pode ter um efeito benéfico para portadores de
transtorno bipolar. O exercicio aumenta a noradrenalina do plasma, a sintese de
dopamina, aumenta a resposta anti-inflamatéria e a neurogénese hipocampal,
fatores esses que ajudam na atenuacdo dos efeitos da bipolaridade (ALSUWAIDAN
et al., 2009).

Em relacdo ao sistema nervoso, sdo inUmeras as relacdes e beneficios
atribuidos ao exercicio fisico. O exercicio estimula a neurogénese, a plasticidade
sinaptica e aumenta a densidade dendritica (VAN PRAAG, 2009; VAN PRAAG et al.,
1999; STRANAHAN et al., 2007).

Alaei et al. (2008) observou uma melhora na memoéria de ratos e na
velocidade de nado no Labirinto Aquatico de Morris (LAM) ao submeter esses
animais a um treino de aproximadamente 30 dias. Outros autores também
observaram resultados positivos do exercicio fisico em relacio a memoria e
aprendizado espacial (ANDERSON et al., 2000; ASL et al., 2008).

O exercicio é capaz de afetar a subunidade NR2B do receptor NMDA, que &
responsavel positivamente na modulacdo do crescimento sinaptico e plasticidade
neural. Além disso, em animais que foram submetidos a atividade fisica, foi
observado um aumento nos niveis de STX-3, proteina de membrana plasmatica
associada ao crescimento neuronal e a expansao da membrana celular. O exercicio

também pode potencializar o efeito causado pela suplementacdo, deixando ainda
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b

mais altos os niveis de GAP-43, proteina associada a remodelagdo axonal,
aprendizado e memoéria (CHYTROVA et al., 2010).

Molteni et al. (2002) observou que animais que realizaram exercicio
apresentaram uma elevacdo no nivel de mRNA que codifica BDNF apos 3 dias de
exercicio. O mesmo ocorreu apés 7 e 28 dias de exercicio. De fato, outros estudos
apontam a influéncia do exercicio fisico nos niveis de BDNF. Berchtold et al. (2005)
observou que animais treinados diariamente apresentaram uma elevacgao
significativa do nivel de BDNF a partir da segunda semana de treino. Esse aumento
continuou a ocorrer mesmo apos 90 dias de treino diario.

Gomez-Pinilla (2008) observou que o exercicio fisico é capaz de aumentar
os niveis de mMRNA do horménio grelina no hipocampo. Esse hormonio é secretado
pelo estbmago em resposta a uma diminuicdo de energia devido a falta de ingestéo
de alimentos (ARIYASU et al., 2001). Porém, no hipocampo, esse hormonio esta
associado com a memoéria de retencdo (CARLINI et al., 2002). Além disso, esse
autor observou que o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I), que
também pode estar associado com a cogni¢cdo, demonstrou uma elevacdo de
expressédo do seu transcrito. No entanto, quando o autor utilizou uma droga para
bloquear a acdo do BDNF, observou que o aumento do mRNA do hormoénio grelina e
do fator neurotréfico IGF-I induzido pelo exercicio ndo ocorreu, demonstrando a
importancia do BDNF no processo de cognicao.

Em apenas trés dias de exercicio fisico, Vaynman et al. (2003) observou um
aumento nos niveis de mRNA do elemento de ligacdo em resposta ao cAMP
(CREB), um fator de transcricdo que faz mediacdo nas cascatas do cAMP na
expressao génica e esta associado a formacao da LTP (MEYER et al., 1993; YIN et
al., 1996). Observou também um aumento no mMRNA da sinapsina |, fosfoproteina
associada as vesiculas pré-sinapticas, responsavel pela liberacdo de
neurotransmissores (BAEKELANDT et al., 1994). Bloqueando a acao do BDNF, o
autor observou que nao houve aumento nos niveis de mRNA de CREB ou sinapsina
[. Molteni et al. (2002) obteve resultados semelhantes.

Em Hopkins e Bucci (2010), animais exercitados durante quatro semanas,
demonstraram uma maior memoaria de reconhecimento de objetos, demonstrando o
efeito do exercicio fisico em outras regides cerebrais que ndo o hipocampo. Foi
evidenciada também uma relacé@o entre a expressdo do BNDF no cortex perirrinal e

a memoéria de reconhecimento de objetos. Ainda, foi observado um decréscimo no
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comportamento de ansiedade em animais exercitados (HOPKINS; BUCCI, 2010;
DROSTE et al., 2009).

1.4 OLEO DE PEIXE, EXERCICIO FiSICO E MEMORIA

Sabe-se que nas Ultimas décadas grande parte das criancas, adolescentes,
bem como a populagdo em geral tém se alimentado de uma maneira cada vez
menos saudavel e também ndo mantém o habito de realizar atividades fisicas. As
justificativas sdo variadas, sendo que a falta de tempo € um fator relevante para
essa situacao nos dias atuais. Além disso, tem se observado um crescente aumento
no indice de doencas da modernidade, como as doencas psiquicas, e isso pode ser
atribuido também ao estilo de vida das pessoas atualmente (SIMOPOULOQOS, 2002;
GOMEZ-PINILLA, 2011).

Uma dieta balanceada e a pratica de atividades fisicas séo fatores essenciais
para manter a qualidade de vida. A dieta com acidos graxos poliinsaturados da
familia w-3, como anteriormente descrito, pode influenciar a cognicdo de forma
positiva (INNIS, 2008), aumentar o aprendizado e memaria espacial (CHYTROVA et
al., 2010; WU et al., 2008), apresentar um efeito antidepressivo (FERRAZ et al.,
2008; DA SILVA et al., 2008; VINES et al., 2012), diminuir o estresse e ansiedade
(FEDOROVA; SALEM, 2006), podendo também auxiliar na prevencdo ou
amenizacdo dos sintomas de doencas crénico-degenerativas como Alzheimer e
Parkinson (LOU et al.,, 2008; DELATTRE, 2010). Apesar disso, a ingestao diaria
destes acidos graxos atualmente, principalmente a do acido docosahexaendico
(DHA), estd muito abaixo das doses recomendadas (MAZZA et al., 2007).

A atividade fisica contribui para uma boa qualidade de vida por meio de uma
melhora na estrutura 6ssea e musculatura, retardando o envelhecimento (ALLEN et
al., 2001; SAMORAJSKI et al., 1985), estimulando a neurogénese e a plasticidade
sinaptica (VAN PRAAG, 2009; VAN PRAAG et al., 1999; STRANAHAN et al., 2007).
O exercicio também pode servir como atenuador dos efeitos do distdrbio bipolar
(ALSUWAIDAN et al., 2009). Ainda assim, grande parte da populacdo atualmente
nao tem o habito de praticar atividades fisicas.

Percebendo o efeito benéfico desses dois fatores, alguns autores fizeram

uma associacao e observaram que grupos que realizaram os dois tratamentos
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(suplementacao e exercicio fisico) obtiveram resultados ainda melhores que grupos
que receberam apenas um dos tratamentos em relacdo ao aprendizado e memoria
espacial (CHYTROVA et al., 2010; WU et al., 2008).

Gomez-Pinilla e Zing (2010) observaram que esses dois fatores contribuem
para a homeostase do encéfalo tanto individualmente quanto em associagdo. A
suplementacao e o exercicio podem alterar os niveis de importantes substancias que
controlam a homeostase como horménios que controlam a necessidade de alimento,
fatores associados ao metabolismo energético e estresse, todos podendo influenciar
na cognicgao.

Apesar disso, existem controvérsias em relacdo a janela de suplementacdao,
sendo que diversos autores que verificam o efeito da suplementacdo com &acidos
graxos poliinsaturados da familia w-3 utilizam uma janela superior a 30 dias
(MORIGUCHI et al., 2000; LIM et al., 2005; CARRIE et al., 2000; FERRAZ et al.,
2008; FERRAZ et al., 2010; DELATTRE et al., 2010; VINES et al., 2012). No
entanto, outros estudos afirmam que um periodo curto de suplementacdo (5 a 12
dias) € suficiente para que os efeitos na memdéria espacial sejam observados
(CHYTROVA et al., 2010; WU et al., 2008).

Ainda, um aspecto importante a ser analisado é a longevidade dos efeitos
mnemonicos decorrentes de tratamentos com exercicio fisico e dieta. Muitas
pessoas, por motivos diversos, ndo podem praticar atividade fisica regularmente, por
exemplo. Existem poucos trabalhos que analisam a longevidade dos efeitos da
suplementacdo apos a sua interrupgéo e grande parte dos trabalhos que analisam a
longevidade do efeito do exercicio apds interrupcdo nédo o fazem a partir de um
periodo de treino curto (BERCHTOLD et al., 2005). Assim, € interessante observar
até que ponto a atividade fisica ou uma dieta saudavel em um curto periodo de

tempo podem trazer beneficios apos a interrupcao.



16

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da associacdo entre a dieta enriqguecida com acidos
graxos poliinsaturados da familia w-3 (DHA e EPA) realizada por 12 dias e o efeito
do exercicio fisico realizado por 10 dias, durante e apds a interrupcdo desses
tratamentos, sobre os aspectos comportamentais da memoéria e do aprendizado

espacial em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Investigar o efeito da aplicacdo simultdnea de suplementacdo e do exercicio
fisico em uma fase critica do desenvolvimento do sistema nervoso central
(animais de 30 dias de idade) sobre a aprendizagem espacial em ratos
Wistar, através da aplicacao de testes especificos;

> Verificar, apés 3 semanas de auséncia de treinamento e suplementacao, se
os efeitos do exercicio fisico e da suplementacdo com Oleo de peixe

persistem sobre a memoaria e aprendizado espacial de ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

O estudo foi realizado no Laboratério de Neurofisiologia da UFPR, no
Biotério Central do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, na sala de Fisiologia do
Exercicio e nas salas de testes comportamentais do Laboratério de Fisiologia no
Departamento de Fisiologia da UFPR.

Foram utilizados ratos Wistar machos (numero total de animais: 48) com
idade de 30 dias, obtidos no Biotério Central do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
UFPR. Os animais permaneceram sob ciclo claro/escuro (12/12 horas), com
temperatura ambiente controlada de 22°C + 1°C, sendo mantidos em caixas
coletivas (60 x 25 x 15 cm), nas quais eram colocados 4 ratos. O sepilho foi trocado
em dias alternados e os animais receberam agua e racdo (Nuvilab CR1 — Nuvital
Nutrientes S/A) a vontade.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética da UFPR sob o Artigo de
namero 140. Todos 0s experimentos contidos nesta pesquisa seguiram as normas
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Aos 30 dias de vida os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos
diferentes:

»  Grupo Controle (C): esses animais nao foram suplementados com dleo

de peixe e néo realizaram o treino de natagao.

» Grupo Controle/Exercitado (CE): esses animais nao foram

suplementados com 6leo de peixe e realizaram o treino de natacao.

>  Grupo Oleo de Peixe (OP): esses animais foram suplementados com

Oleo de peixe e nao realizaram o treino de natacgéo.

> Grupo Oleo de Peixe/Exercitado (OPE): esses animais foram

suplementados com 6leo de peixe e realizaram o treino de natacao.

3.3 TRATAMENTOS
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3.3.1 Suplementagéo

Os animais pertencentes aos grupos suplementados com Oleo de peixe
receberam um volume de 3,0 ml/kg/dia de composto enriquecido com acidos graxos
poliinsaturados (12% de DHA, 18% de EPA e antioxidante tocoferol), administrado
via oral através de uma agulha de gavagem. As capsulas contendo 6leo de peixe
foram doadas pela empresa Herbarium Laboratério Botanico Ltda. Os animais
pertencentes aos grupos ndo suplementados com Oleo de peixe receberam agua
filtrada via oral através de uma agulha de gavagem para mimetizar a manipulacéo

recebida pelos animais dos demais grupos.

3.3.2 Treino de natacéo

Os animais pertencentes aos grupos que realizaram atividade fisica foram
levados a sala de Fisiologia do Exercicio no Departamento de Fisiologia para o
treino de natagdo. Os animais foram treinados durante 60 minutos por dia e nadaram
com carga de 5% do peso corporal (GOMES et al., 2006). Os animais pertencentes
aos grupos que ndo realizaram atividade fisica eram levados a sala de treino para

mimetizar a movimentacao.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos em dois grupos, um grupo foi submetido ao
Experimento 1 e outro ao Experimento 2. No experimento 1 ocorreu a
suplementacdo com o6leo de peixe por 12 dias consecutivos para 0S grupos
suplementados (OP e OPE) e a mimetizacdo com agua para 0S grupos nao
suplementados (C e CE). Concomitantemente, ocorreu a natagao para 0S grupos
exercitados (CE e OPE). O treino de natagdo teve a duragdo de uma hora diaria
durante 10 dias no total, sendo esses dias divididos em dois grupos de cinco dias
consecutivos separados por um dia para descanso. Ainda, no 6° dia de
suplementacao, os animais foram submetidos ao teste de Barnes com duracédo de 6
dias. No 13° dia, os animais foram submetidos ao teste do Campo Aberto e

posteriormente ortotanasiados.
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No Experimento 2 os animais receberam o mesmo tratamento em relagéo a
suplementacao e ao treino de natagdo realizados no experimento 1. Porém, apos o
término da suplementacédo (12° dia), esses animais foram submetidos a um intervalo
de 21 dias sem suplementacao e/ou treino de natacdo. Apos os 21 dias, esses foram
submetidos ao teste de Barnes e Campo Aberto e, posteriormente, ortotanasiados.

Para maiores detalhes a respeito do desenho experimental vide Figura 1.

[ SUPLEMENTAGAO |

EXPERIMENTO 1 [_ExeRcicio |
n=24 [ |

: 13°
‘ — 5Sdias  _ \ _6°ao11°d|a_‘ ‘dia

= |

Labirinto de Bames 1dia de Campo Aberto e Ortotanasia
intervalo
| SUPLEMENTAGAO |
e | |
21 0 o 0y
I _ 1240 12° dia = ‘ — dias —‘ - Wao 39° _ ‘ \ 41dia

A

Labirinto de Bames Tdiade Campo Aberto e Ortotanasia
intervalo

Figura 1. Desenho Experimental representando o Experimento 1 e o Experimento 2.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os ratos foram testados para verificar o aprendizado espacial através do
Labirinto de Barnes e para a verificagdo da atividade motora foi utilizado o Teste de
Campo Aberto.

Estes testes aconteceram em dois momentos especificos. Primeiramente a
partir do 6° dia de tratamento (Experimento 1) e numa segunda fase, apds 3
semanas do término do tratamento (Experimento 2). Neste momento, 0s ratos se
encontravam na fase na qual ndo existia suplementacdo e/ou treinamento. O
objetivo desta testagem era verificar se os efeitos do 6leo de peixe e da atividade
fisica sobre a memoaria e aprendizado perduram por um tempo maior depois de

cessado o tratamento.
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3.5.1 Labirinto de Barnes

O teste do Labirinto de Barnes foi utilizado conforme descrito por Barnes
(1979). Esse teste é utilizado para verificar o aprendizado espacial em roedores.

A estrutura do labirinto consiste em uma plataforma circular (120 cm do
diametro) com 18 furos equidistantes (diametro de 5 cm) ao longo do perimetro,
sendo que esta plataforma esta elevada a 90 cm do chao. O labirinto foi utilizado na
cor preta, a fim de fornecer bastante contraste entre a superficie e o rato, de modo
gue o software pudesse reconhecé-lo.

O labirinto estava delimitado por duas paredes brancas e duas cortinas
formando uma sala na forma de um quadrado. Cada uma das paredes e das cortinas
possuia uma pista (presente através de representacfes de formas geométricas).

No labirinto de Barnes, o animal recebe um estimulo aversivo com o intuito
de fazé-lo escapar da superficie aberta da plataforma para uma camara escura e
pequena situada sob a plataforma chamada de “caixa alvo”. O estimulo aversivo
utilizado foi um estimulo sonoro.

Para o teste, os ratos foram submetidos primeiramente a um periodo de
adaptacdo. Essa adaptacéo foi modificada a partir do protocolo inicial de Barnes
(1979). Os ratos foram colocados diretamente na “caixa alvo”. Assim que tentavam
sair e andar sobre a plataforma, o estimulo aversivo era acionado e permanecia
ligado até que o rato entrasse novamente na “caixa alvo”. Esse periodo teve a
duracdo de 4 minutos para cada rato, sendo que agueles que estavam dentro da
caixa alvo assim que os quatro minutos expiravam, eram imediatamente retirados e
colocados em suas caixas. Aqueles que estavam sobre a plataforma, eram
conduzidos até a caixa alvo, o estimulo era desligado e la permaneciam por 30
segundos, sendo posteriormente retirados e colocados em suas caixas. Assim que 0
periodo de adaptagcdo acabava, o rato era conduzido até sua caixa como
anteriormente descrito e la permanecia por um minuto, voltando para realizar o seu
primeiro teste (teste 1). No teste 1, o rato era colocado no centro da plataforma e
sobre ele era colocado um cilindro impedindo que o animal pudesse perceber o
ambiente externo. O animal permanecia nessa condi¢cdo por 30 segundos. Assim
gue esse tempo expirava, o cilindro era retirado, o estimulo aversivo acionado e o

software passava a captar o0 movimento do animal. O animal tinha quatro minutos
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para explorar o ambiente e encontrar o buraco alvo, entrando na caixa alvo. Assim
que isso acontecia, o estimulo era desligado e o rato era deixado la por um minuto e
depois levado até a sua caixa. Quando o animal ndo entrava na caixa alvo dentro
dos 4 minutos, o mesmo era conduzido até a caixa alvo e la permanecia por 1
minuto, sendo posteriormente retirado e colocado em sua caixa. Entre um teste e
outro o labirinto era limpo com solucéo de etanol 10% para eliminar pistas olfatorias.
Em adicdo a limpeza, o labirinto era submetido a ventilacéo para eliminar a umidade
e também eliminar pistas olfatérias. Durante a captacdo, o software mensurava a
distancia percorrida pelo animal, sua velocidade, laténcia para entrar na caixa alvo,
laténcia para encontrar o buraco alvo, tempo no centro da plataforma, tempo na
regido periférica da plataforma e tempo despendido proximo ao buraco alvo. Além
disso, eram mensurados os erros e 0s padrbes de procura.

No segundo dia, os ratos realizaram os testes 2 e 3. A metodologia utilizada
foi exatamente a mesma utilizada para o teste 1, sendo que o rato realizava o teste 2
e era colocado em sua caixa por um minuto, retornando logo em seguida para
realizar o teste 3. Para o dia 3 e dia 4 a metodologia empregada foi a mesma, sendo
realizados os testes 4 e 5 no dia 3 e testes 6 e 7 no dia 4. Para o quinto dia (teste 8),
a plataforma sofreu uma rotacdo de 135°, modificando assim a posi¢do do buraco
alvo e consequentemente da caixa alvo. O objetivo era verificar se o rato lembrava-
se onde o buraco alvo estava localizado. Para isso, a partir desse teste, foi
mensurado o tempo em que o rato permanecia em cada um dos quadrantes da
plataforma (sendo a posicéo antiga do buraco alvo no quadrante nordeste e a nova
posicdo no quadrante sudoeste). Nesse mesmo dia, foi realizado mais um teste (9)
para cada um dos animais utilizando a mesma metodologia. No sexto e ultimo dia,
foram realizados mais dois testes (10 e 11) com o buraco alvo nessa mesma posi¢ao

(quadrante sudoeste).

3.5.2 Teste do Campo Aberto

Este teste avalia a atividade motora do animal. O teste foi realizado em uma
arena circular com 100 cm de diametro, fechada com paredes laterais com 40 cm de
altura, iluminada por uma lampada de 100 watts e com O pisO escuro para
proporcionar contraste com o animal, facilitando a captacéo pelo software. A arena

estava circundada por uma cortina, numa tentativa de se evitar que o animal
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pudesse se distrair com o0 ambiente, 0 que poderia causar alteracbes no
comportamento em andamento.

Cada animal foi colocado na regido central da arena e pdde explorar o
ambiente durante 5 minutos. Foi mensurada a distancia percorrida, a velocidade e a
exploracdo vertical (rearing), comportamento no qual o animal se levanta para
explorar o ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas traseiras. Apés
cada animal ser testado, o campo aberto foi limpo com solucdo de etanol 10%
(NALIWAIKO et al., 2004).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados paramétricos foram expressos como Média = Erro Padrdo da
Média (EPM) e analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma via ou ANOVA
de medidas repetidas de trés vias, seguidas, quando indicado, de pOs-teste de
Duncan. Diferencas entre o0s grupos foram consideradas estatisticamente

significativas para p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 LABIRINTO DE BARNES

Os padrbes de procura durante a realizacdo do teste foram categorizados
em trés tipos diferentes como descrito por Barnes (1979). Todos os padrdes foram
observados em cada um dos grupos. No Experimento 1, o padréo randémico, aquele
no qual o animal investiga muitos buracos retornando ao centro do labirinto
freqientemente apés fazer uma investigacdo na borda, foi observado principalmente
nos primeiros dias (Figura 2A). Com mais experiéncia no labirinto, os animais
apresentaram uma tendéncia em adquirir um padrdo de procura em série no qual
eles faziam investigacbes de buraco a buraco sistematicamente até chegar ao
buraco alvo (Figura 2B). Nesse padréo, o animal passava a maior parte do tempo na
periferia do labirinto e ndo cruzava o centro com tanta frequéncia. Por volta do
guarto dia, observou-se com mais freqiiéncia o padréo de procura espacial no qual o
animal utiliza as dicas espaciais e dirige-se diretamente ao buraco alvo ou a uma
regido muito proxima a esse (Figura 2C). No Experimento 2, todos os padrdes de
procura também foram observados em cada um dos grupos. O padrdao randémico foi
observado com maior freqiiéncia nas primeiras tentativas, ocorrendo um declinio da
utilizacdo desse padrdo com o passar dos dias. O padrdo de procura em série foi
observado com maior freqiiéncia no total, sendo predominante principalmente no dia
3. Observou-se o padréo de procura espacial, mas ndo da forma acentuada como
observado no dia 4 do experimento 1. As figuras 3A e 3B mostram a utilizacdo de
cada um desses padrbes por cada um dos grupos ao longo de cada uma das
tentativas nos experimentos 1 e 2, respectivamente.

O primeiro buraco investigado assim que o teste era iniciado quando o
animal deixava o centro do labirinto foi observado. Houve uma tendéncia em o
primeiro buraco investigado estar cada vez mais proximo do buraco alvo da tentativa
um (dia 1) a tentativa sete (dia 4) em ambos o0s experimentos. Com a mudanga da
localizac&o do buraco alvo na tentativa oito (dia 5), os animais dirigiam-se a regides
proximas a antiga localizacdo, havendo uma mudanca em direcdo a nova

localizag&o com o decorrer das demais tentativas (9, 10, 11).
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Figura 2. Representacdo dos tipos de padrbes de procura utilizados pelos animais durante a
realizacdo do teste de Barnes: (A) padréo de procura randémico, (B) padrdo de procura em série, (C)
padrédo de procura espacial.
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Figura 3A. Porcentagem de cada padrdo de procura utilizado por cada um dos grupos ao longo dos

dias no Experimento 1.
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Figura 3B. Porcentagem de cada padrdo de procura utilizado por cada um dos grupos ao longo dos
dias no Experimento 2.

No Experimento 1 foi observada, durante a tentativa 8 (dia 5), uma tendéncia
dos animais de todos 0s grupos em permanecer por mais tempo no quadrante onde
estava localizado o buraco alvo anteriormente (quadrante NE). Isso sugere que 0s
animais aprenderam a ir ao local correto para achar o buraco alvo e ndo o faziam de
acordo com uma possivel pista presente no proprio labirinto. Ndo houve uma
diferenca estatistica significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, F(3,20)=1,20;
p=0,33) em relacdo ao percentual de tempo de permanéncia no quadrante onde o
buraco alvo estava localizado anteriormente, sugerindo que houve um aprendizado
espacial para os animais de todos os grupos (Figura 4A). No Experimento 2 ocorreu
um comportamento semelhante. Também ndo houve uma diferenga estatistica
significativa entre os grupos (ANOVA de uma via, F(3,20)=0,83; p=0,49) em relacéo

ao parametro descrito acima (Figura 4B).



% Tempo NE

26

(o]
o
]
(o]
S

D
o
1
[o2]
L

N
?

% Tempo NE
I
L

o
1
N
L

C CE oP C CE OoP

Figura 4. Porcentagem de tempo despendida no quadrante NE no teste 8, apds ter ocorrido a rotagédo
da plataforma em 135°. O quadrante NE é o quadrante onde estava localizado o buraco alvo antes da
rotacdo. Experimento 1 (A) e Experimento 2 (B). Os resultados expressam a média + EPM para 6
animais em cada grupo e foram analisados por ANOVA de uma via seguida de teste de Duncan.

A figura 5A mostra o desempenho dos animais de cada um dos grupos do
Experimento 1 em relacdo ao tempo para encontrar o buraco alvo e entrar,
denominado laténcia. A avaliacdo da memodria de referéncia espacial indica que
houve efeito do exercicio fisico (F(1,20)=12,97; p<0,001), dos dias (F(5,100)=15,42;
p=<0,0001) e da interacao exercicio fisico X dias (F(5,100)=2,73; p<0,05). Nao foi
observado um efeito significativo da suplementacéo (F(1,20)=0,42; p=0,52), nem das
interacbes suplementacdo X dias (F(5,100)=0,46; p=0,80), suplementacdo X
exercicio fisico (F(1,20)=0,23; p=0,63) e exercicio fisico X suplementacdo X dias
(F(5,100)=2,06; p=0,07). Foi observada uma diferenca significativa na laténcia entre
0 grupo C e os demais grupos (CE, OP e OPE) no dia 2 (p<0,05), do grupo C em
relacdo aos grupos CE e OPE no dia 3 (p<0,001) e do grupo OP em relacdo aos
grupos CE e OPE no dia 3 também (p<0,001).

A figura 5B representa 0 mesmo parametro descrito acima para o
Experimento 2. A avaliacdo da memoria de referéncia espacial indica que houve
efeito dos dias somente (F(5,100)=11,95; p<0,0001). Nao houve efeito do exercicio
fisico (F(1,20)=0,14; p=0,71) e da interagdo exercicio fisico X dias (F(5,100)=0,30;
p=0,91) ao contrario do que ocorreu no experimento 1. Nao foi observado um efeito
significativo da suplementacdo (F(1,20)=0,01; p=0,90), nem das interacdes
suplementacdo X dias (F(5,100)=0,27; p=0,93), suplementacdo X exercicio fisico
(F(1,20)=0,10; p=0,75) e exercicio fisico X suplementacdo X dias (F(5,100)=0,43;
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p=0,83) assim como ocorreu no Experimento 1. N&do foi observada uma diferenca

significativa na laténcia entre os grupos em nenhum dos dias de teste.
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Figura 5A. Representacdo da Laténcia Total dos grupos (em segundos) ao longo dos dias. Os
resultados foram expressos como média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados
por ANOVA de medidas repetidas de trés vias seguida pelo teste de Duncan. *p<0,05, diferenca entre
0 grupo controle e demais grupos; **p<0,001, diferenca do grupo C em rela¢éo aos grupos CE e OPE
e diferenca do grupo OP em relacdo aos grupos CE e OPE.

1801

1204

Laténcia Total

60+

0 T T T
0 1 2 3 4 5 6

Dias

Figura 5B. Representacdo da Laténcia Total dos grupos (em segundos) ao longo dos dias. Os
resultados foram expressos como média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados
por ANOVA de medidas repetidas de trés vias seguida pelo teste de Duncan.

A figura 6A mostra o desempenho dos animais de cada um dos grupos (C,
CE, OP e OPE) em relacao aos erros observados durante o teste no Experimento 1.
Houve um efeito do exercicio fisico (F(1,20)=6,05; p<0,05) e dos dias
(F(5,100)=10,65; p<0,0001). Nao foi observado efeito da suplementacdo
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(F(1,20)=0,38; p=0,54), assim como nao foi observado efeito das interacdes
suplementacdo X exercicio (F(1,20)=0,80; p=0,38), suplementacdo X dias
(F(5,100)=0,44; p=0,82), exercicio X dias (F(5,100)=1,10; p=0,36) e suplementacao
X exercicio X dias (F(5,100)=1,04; p=0,40). Nao foi observada diferenca significativa
em relacdo ao numero de erros entre 0s grupos em nenhum dos seis dias de teste.
A figura 6B representa 0 mesmo parametro para o Experimento 2. Houve um
efeito somente dos dias (F(5,100)=13,42; p<0,0001), ndo havendo o efeito do
exercicio fisico (F(1,20)=0,12; p=0,73) observado no Experimento 1. Nao foi
observado efeito da suplementacdo (F(1,20)=0,57; p=0,46), assim como nao foi
observado efeito das interacdes suplementacdo X exercicio (F(1,20)=0,01; p=0,90),
suplementacdo X dias (F(5,100)=0,93; p=0,46), exercicio X dias (F(5,100)=0,48;
p=0,79) e suplementacdo X exercicio X dias (F(5,100)=0,13; p=0,99). Néao foi
observada diferenca significativa em relacdo ao numero de erros entre 0s grupos em

nenhum dos seis dias de teste.
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Figura 6A. Representacdo dos erros dos grupos ao longo dos dias. Os resultados foram expressos

como média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas de trés vias seguida pelo teste de Duncan.
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Figura 6B. Representacdo dos erros dos grupos ao longo dos dias. Os resultados foram expressos
como média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas de trés vias seguida pelo teste de Duncan.

A figura 7A mostra o desempenho dos animais de cada um dos grupos (C,
CE, OP e OPE) em relacdo a distancia percorrida durante o teste no Experimento 1.
A avaliacdo da média de distancia percorrida por cada um dos grupos ao longo dos
dias indica que houve efeito apenas dos dias (F(5,100)=14,74; p<0,0001). N&o foi
observado efeito da suplementacdo (F(1,20)=2,89; p=0,10) ou do exercicio fisico
(F(1,20)=0,53; p=0,47), da mesma forma que nao foi observado efeito das interagdes
suplementacdo X exercicio (F(1,20)=0,04; p=0,85), suplementacdo X dias
(F(5,100)=1,02; p=0,41), exercicio X dias (F(5,100)=0,12; p=0,99) ou suplementacao
X exercicio X dias (F(5,100)=1,81; p=0,12). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos para a distancia percorrida em nenhum
dos seis dias de teste.

A figura 7B mostra 0 mesmo que a figura 7A, mas para o Experimento 2. A
avaliacdo da meédia de distancia percorrida por cada um dos grupos ao longo dos
dias indica que houve efeito apenas dos dias (F(5,100)=15,63; p<0,0001) como
ocorreu com o Experimento 1. Também néo foi observado efeito da suplementacéo
(F(1,20)=0,13; p=0,72) ou do exercicio fisico (F(1,20)=0,09; p=0,76), da mesma
forma que ndo foi observado efeito das interacfes suplementacdo X exercicio
(F(1,20)=0,34; p=0,56), suplementacdo X dias (F(5,100)=0,70; p=0,63), exercicio X
dias (F(5,100)=0,25; p=0,94) ou suplementacdo X exercicio X dias (F(5,100)=0,14;
p=0,98). N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre oS grupos

para a distancia percorrida em nenhum dos seis dias de teste.
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Figura 7A. Representacdo da distancia percorrida (em metros) pelos animais ao longo dos dias. Os
resultados foram expressos como média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados
por ANOVA de medidas repetidas de trés vias seguida pelo teste de Duncan.
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Figura 7B. Representacdo da distancia percorrida (em metros) pelos animais ao longo dos dias. Os
resultados foram expressos como média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados
por ANOVA de medidas repetidas de trés vias seguida pelo teste de Duncan.

A figura 8A mostra a média da velocidade dos animais de cada um dos
grupos ao longo dos dias de teste no Experimento 1. Foi observado um efeito do
exercicio fisico (F(1,20)=17,04; p<0,001), dos dias (F(5,100)=2,25; p<0,05) e da
interacdo exercicio X dias (F(5,100)=2,63; p<0,05). Nao foi observado efeito da
suplementacao (F(1,20)=1,01; p=0,33), bem como né&o foi observado efeito entre as

interacOes suplementacdo X exercicio (F(1,20)=0,08; p=0,77), suplementacdo X dias
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(F(5,100)=1,08; p=0,38) ou ainda suplementacao X exercicio X dias (F(5,100)=0,98;
p=0,44). Foi observado um aumento na velocidade do grupo OPE em relacdo aos
demais grupos no dia 3 (p<0,05) e no dia 4 foi observado aumento na velocidade
média do grupo CE em relacdo aos grupos C e OP (p=<0,05).

A figura 8B mostra o parametro descrito acima para o Experimento 2. Foi
observado um efeito dos dias (F(5,100)=4,93; p<0,001) como no Experimento 1. Ndo
foi observado efeito do exercicio fisico (F(1,20)=0,008; p=0,93) assim como nao foi
observado efeito da interacdo exercicio X dias (F(5,100)=1,06; p=0,39) ao contrario
do observado no experimento anterior. Ndo houve efeito da suplementacéo
(F(1,20)=0,57; p=0,46), das interacbes suplementacdo X exercicio (F(1,20)=0,14;
p=0,71), suplementacdo X dias (F(5,100)=1,31; p=0,26) ou ainda suplementagdo X
exercicio X dias (F(5,100)=0,24; p=0,94). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos para a velocidade em nenhum dos seis

dias de teste, ao contrario do observado no experimento 1.
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Figura 8A. Representacdo da média da velocidade percorrida (em cm/s) por cada um dos grupos ao
longo dos dias. Os resultados expressam a média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram
analisados por ANOVA de medidas repetidas de trés vias seguida de teste de Duncan. *p<0,05,
diferenca entre o grupo OPE e demais grupos; **p<0,05, diferen¢a entre o grupo CE em relacdo aos
grupos C e OP.
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Figura 8B. Representacéo da média da velocidade percorrida (em cm/s) por cada um dos grupos ao
longo dos dias. Os resultados expressam a média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram
analisados por ANOVA de medidas repetidas de trés vias seguida de teste de Duncan.

4.2 CAMPO ABERTO

Para o Experimento 1 (Figura 9), a distancia percorrida pelos animais
durante o teste nao foi significativamente diferente entre os grupos (ANOVA de uma
via, F(3,20)=0,05; p=0,98) assim como a velocidade (ANOVA de uma via,
F(3,20)=0,05; p=0,98). Assim, ndo houve diferenca significativa na atividade
locomotora dos animais entre 0s grupos.

No Experimento 2 (Figura 10) também nédo houve diferenga estatisticamente
significativa em relacéo a distancia percorrida pelos animais (ANOVA de uma via,
F(3,20)=1,08; p=0,38) bem como a velocidade (ANOVA de uma via, F(3,20)=1,08;
p=0,38).

Em relacdo ao comportamento de exploracdo vertical, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos para o Experimento 1 (Figura 9) (ANOVA de uma via,
F(3,20)=0,33; p=0,80) bem como para o Experimento 2 (Figura 10) (ANOVA de uma
via, F(3,20)=0,85; p=0,48).
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Figura 9. Experimento 1. Representacdo de (A) distancia percorrida (em metros), (B) da velocidade
média percorrida (em cm/s) e (C) da exploracdo vertical por cada um dos grupos. Os resultados
expressam a média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados por ANOVA de uma via
seguida de teste de Duncan.
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Figura 10. Experimento 2. Representacdo de (A) distancia percorrida (em metros), (B) da velocidade
média percorrida (em cm/s) e (C) da exploragédo vertical por cada um dos grupos. Os resultados
expressam a média + EPM para 6 animais em cada grupo e foram analisados por ANOVA de uma via

seguida de teste de Duncan.
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5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados, pode-se afirmar que ha uma
diferenca no aprendizado e na memodria espacial dos animais dependente do
grupo/tratamento.

Em relagdo ao padrao de procura utilizado, observou-se uma tendéncia em
apresentar uma estratégia de procura randémica nos primeiros dias, sendo logo
substituida por uma estratégia em série e finalmente, nos ultimos dias, uma
estratégia espacial na maioria das vezes. Essa situacdo também foi observada em
outros estudos (BARNES, 1979; INMAN-WOOQOD et al., 2000; FOX et al., 1998).

Na tentativa 8 foi realizada uma rotacdo no labirinto de 135°. Isso foi
importante para demonstrar quais animais haviam aprendido a localizacao do buraco
alvo. Esses animais ficariam uma porcentagem de tempo maior no quadrante onde
antes estava localizado o buraco alvo. Com essa tentativa, foi possivel observar que
0s animais de todos os grupos haviam aprendido a localizacdo, sendo que nao
houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo a porcentagem de tempo
que ficaram no quadrante onde estava localizado o tlnel de escape. Além disso,
essa tentativa foi importante para evidenciar se 0s animais ndo estavam utilizando
alguma pista presente no préprio labirinto, sendo ela visual ou olfatéria. Caso isso
acontecesse, tais animais ndo apresentariam um comportamento semelhante aos
demais (ficando maior quantidade de tempo no quadrante onde o buraco alvo estava
localizado anteriormente), e se dirigiriam diretamente ao buraco alvo, na localizacao
atual. Embora isto tenha ocorrido algumas vezes, foi possivel considerar como uma
situacdo acidental, visto que na proxima tentativa, os animais apresentaram 0
comportamento esperado.

Diversos estudos mostram que a suplementacdo com 6leo de peixe ou um
nivel adequado de &cidos graxos w-3 é capaz de aumentar o aprendizado e a
memoéria espacial. No entanto, a janela de suplementacéo utilizada nesses estudos
equivale a um periodo superior a 30 dias (MORIGUCHI et al., 2000; MORIGUCHI;
SALEM, 2003; LIM et al., 2005; CARRIE et al., 2000). Outros estudos que analisam
o efeito da suplementacdo com o6leo de peixe também utilizam uma janela maior que
a utilizada nesse estudo (FERRAZ et al., 2008; DELATTRE et al., 2010; VINES et

al.,, 2012). Porém, alguns autores defendem que uma pequena janela de
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suplementacdo (5 a 12 dias) é suficiente para se observar beneficios cognitivos
(CHYTROVA et al., 2010; WU et al., 2008).

Nesse trabalho, foi utilizada uma janela de suplementacédo curta de apenas
12 dias. No entanto, ndo foi observado efeito da suplementacédo no aprendizado e
memoria espacial como encontrado em Wu et al. (2008) e Chytrova et al. (2010).
Pode-se explicar essa diferenca por varios motivos. Primeiramente, o numero
amostral utilizado nesse estudo é pequeno, podendo ter mascarado os resultados.
Além disso, o teste utilizado por esses autores para avaliar o aprendizado e memoria
espacial foi o LAM, enquanto que nesse estudo utilizou-se o Labirinto de Barnes.
Ainda, apesar de a janela de suplementacdo desse estudo ser equivalente a
utilizada pelos autores, os testes iniciaram-se a partir do 6° dia, assim era necessario
gue aproximadamente uma semana de suplementacdo fosse suficiente para se
observar efeitos comportamentais.

Apesar de ter sido observada uma diferenca significativa entre o grupo C e
OP no dia 2, acredita-se que essa diferenca seja decorrente do pequeno numero
amostral, visto que ela nao foi mantida no dia 3. Além disso, de acordo com Wu et al.
(2008) e Chytrova et al. (2010), quando a suplementacao e o exercicio possuem um
efeito significativo, os animais que recebem os dois tratamentos devem apresentar
um efeito aumentado em relacdo aos animais que recebem apenas um dos
tratamentos, o que nao foi observado nesse trabalho. Observou-se que 0s animais
gue receberam os dois tratamentos apresentaram resultados semelhantes aos
animais exercitados apenas, evidenciando que o aumento do aprendizado e
memoria espacial nesse estudo pode ser atribuido ao exercicio fisico.

Foi possivel observar um efeito do exercicio fisico no teste em relagéo a
laténcia para entrar no buraco alvo ao contrario do observado por Barnes et al.
(1991) ao testar animais idosos exercitados no labirinto. O teste foi iniciado apos o
quinto dia de exercicio fisico, demonstrando assim que poucos dias de exercicio
fisico sdo suficientes para que haja um aumento da memdria espacial. Esses
resultados corroboram com resultados obtidos por diversos autores (VAYNMAN et
al., 2004; VAYNMAN et al.,, 2007; WU et al.,, 2008; CHYTROVA et al., 2010).
Vaynman et al. (2004, 2007), observou que ratos submetidos ao exercicio fisico por
apenas uma semana foram capazes de apresentar uma performance

significativamente melhor em relagdo a controles n&do exercitados no Labirinto
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Aquatico de Morris (LAM). Chytrova et al. (2010) também observou um efeito do
exercicio fisico no LAM com apenas uma semana de treino.

Em relacdo aos animais que realizaram o teste 21 dias ap6és o término do
tratamento, foi observada uma melhora ao longo dos dias, demonstrando que os
animais aprenderam o local do buraco alvo. No entanto, n&o foi possivel observar
efeito do exercicio fisico ou da suplementacdo em relacdo aos animais controles. Em
relacdo a suplementacéo, era esperado que nao fosse observado efeito algum, ja
gue nao houve efeito desse tratamento no experimento 1. Proenca (2010) observou
que animais que receberam acidos graxos poliinsaturados da familia w-3 por meio
de maes suplementadas durante a gestacédo, por meio do leite materno durante a
lactacdo até os seus 21 dias de idade, apresentaram melhora no aprendizado e
memoria espacial em relacdo ao grupo controle no LAM apés terem ficado 70 dias
sem o tratamento. No entanto, observa-se que a janela de suplementacéo utilizada
foi uma janela grande e feita em um periodo critico para o desenvolvimento do
sistema nervoso.

Quanto aos animais exercitados, apesar de ter sido observado efeito do
exercicio no aprendizado espacial daqueles animais que realizaram o teste
enquanto treinavam (Experimento 1), ndo foi possivel observar esse mesmo efeito
para os animais testados apés 21 dias. Assim, pode-se concluir que com apenas dez
dias de exercicio fisico, ndo se pode observar os efeitos comportamentais desse
tratamento apd6s 21 dias. Pode-se fazer uma associacdo entre esses resultados
comportamentais e resultados obtidos por Berchtold et al. (2005) através da
dosagem do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo. O BDNF
tem sido foco de diversos estudos pelo seu papel na plasticidade neuronal e sua
relacdo com a memoria espacial associada ao hipocampo (BERCHTOLD et al.,
2005; DRAGANSKI; MAY, 2008; GOMEZ-PINILLA, 2008; GOMEZ-PINILLA et al.,
2008; HOPKINS; BUCCI, 2010; VAYNMAN et al., 2004; VAYNMAN et al., 2007).
Alguns autores observaram que o exercicio permite um aumento de BDNF no
hipocampo (NEEPER et al.,, 1995; VAYNMAN et al., 2003). Assim, os resultados
apresentados nesse trabalho sédo corroborados pelos resultados obtidos por
Berchtold et al. (2005). Esse autor observou os niveis de BDNF no hipocampo 0, 1,
3, 7 e 14 dias ap6s o término de um periodo de 28 dias de exercicio diario ou em
dias alternados. Chegou a conclusdo de que o nivel de BDNF permanece elevado

até uma semana apos o término do exercicio (treino diario), enquanto que para um
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treino no periodo de 28 dias em dias alternados (14 dias no total), o nivel de BDNF
apos trés dias do término de exercicio ja ndo € significativamente maior em relacéo
aos controles. Pode-se afirmar assim que o0s resultados apresentados nesse
trabalho estdo de acordo com o esperado. Em um cronograma de 10 dias de
exercicio no total, era de se esperar que apos 21 dias sem treino, ndo houvesse
mais o efeito do exercicio na aprendizagem espacial.

Em relacdo aos erros durante a realizacdo do teste, foi observada uma
melhora ao longo dos dias para os animais de todos 0s grupos, sendo que 0 nimero
de erros diminuiu ao longo dos dias. No entanto, ndo foi observada nenhuma
diferenca entre os grupos quanto a quantidade de erros cometidos em ambos os
experimentos, apesar de no experimento 1 ter se observado um efeito do exercicio
fisico na quantidade de erros cometidos. Nao se tem conhecimento de nenhum outro
trabalho utilizando a suplementacdo com 6leo de peixe e exercicio fisico que tenha
utilizado como teste comportamental o labirinto de Barnes e tenha, assim,
contabilizado os erros de cada grupo. Dessa forma, acredita-se que a
suplementacdo e o exercicio fisico ndo tenham sido eficazes para que os animais
tratados cometessem menos erros durante o teste em relagdo a animais controle.

Em relacdo aos resultados referentes a velocidade dos animais durante o
teste, observou-se uma influéncia dos dias de teste em ambos os experimentos,
sendo que os animais aumentavam a velocidade durante o teste ao longo dos dias.
No experimento 1, observou-se um efeito do exercicio fisico na velocidade, o que
nao foi observado no experimento 2, como esperado. Ainda no experimento 1 foi
observada um aumento na velocidade do grupo OPE em relagcédo aos demais grupos
no dia 3 e no dia 4 foi observada um aumento na velocidade do grupo CE em
relagcdo aos grupos C e OP. Observando a velocidade, poder-se-ia dizer que as
diferencas nas laténcias poderiam estar ocorrendo devido a diferencas ambulatérias
entre 0S grupos e ndo necessariamente devido a um aprendizado espacial. No
entanto, resultados obtidos da distancia percorrida pelos animais durante o teste
mostram que ndo houve diferenga entre os grupos em nenhum dos experimentos,
ocorrendo diminuicdo da distancia percorrida ao longo dos dias para todos 0s grupos
de ambos os experimentos. Além disso, mensura¢cfes tanto da distancia e da
velocidade no teste do campo aberto indicam habilidade motora equivalente entre os

grupos de ambos experimentos. Isso evidencia que o aprendizado e memoria
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espacial, além da velocidade maior dos animais exercitados, contribuem para uma

menor laténcia durante o teste.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados apresentados nesse trabalho, pode-se dizer que a pratica
de exercicio fisico em apenas 10 dias aumentou o aprendizado e memaria espacial.
No entanto, a suplementac¢do durante um curto periodo de tempo (5-12 dias) néo foi
capaz de melhorar essas habilidades.

Ainda, a associacao entre os dois tratamentos (suplementacdo e exercicio)
nao se apresenta como algo vantajoso em relacdo a animais que realizaram apenas
0 exercicio fisico.

O treino de natacao de 10 dias nao foi suficiente para se observar o efeito na
memoria espacial apds 21 dias sem treinamento algum.

Mais estudos sdo necessarios no intuito de observar qual a janela de
suplementacdo minima para que os efeitos no aprendizado e memdria espacial
sejam observados, bem como o tempo méaximo de duracdo do efeito da atividade

fisica e da suplementacao dentro dessas janelas.
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