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INTRODUCAO

1. ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos sado derivados de hidrocarbonetos, ou seja, sdo compostos
por uma cadeia de atomos de carbono aos quais estédo liggdos atomos de
hidrogénio. Alguns &acidos graxos ndo possuem duplas ligagbes nas cadeias
hidrocarbonadas, sendo por isso classificados como saturados; outros contém uma
ou mais duplas ligacbes nas cadeias, os chamados acidos graxos insaturados
(Lehninger et al., 1995).

As propriedades fisicas dos acidos graxos e das substancias compostas
pelos mesmos sdo determinadas pelo comprimento e pelo grau de insaturacédo da
cadeia hidrocarbonada dos mesmos (Lehninger et al., 1995). Desta forma, diferentes
propriedades quimicas, nutricionais e funcionais sao evidenciadas como
conseqliéncia das diferentes posicdes e numero de duplas ligagbes na cadeia
hidrocarbénica dos acidos graxos (Naliwaiko, 2003).

Duas importantes familias de acidos graxos poliinsaturados (AGPIs), n-6 ou
6mega-6 e n-3 ou Omega-3, sdo essenciais aos mamiferos, uma vez os mesmos
ndo serem capazes de sintetizar tais acidos graxos. Como conseqiiéncia, estes

devem ser fornecidos pela dieta (Calder, 2001; Youdim et al., 2000).

2. 0S ACIDOS GRAXOS E SUA RELAGAO COM O SISTEMA NERVOSO

Encontrados em gorduras e 6leos naturais, os acidos graxos sé&o

componentes fundamentais das membranas celulares, desempenhando importante



papel tanto na estrutura quanto nas fungdes das células (ltokazu et al., 2000;
Zimmer et al., 1999; Lehninger et al., 1995; Wainwright et al., 1994).

Os lipidios encontrados na membrana de neurbnios de mamiferos tém perfil
de &cido graxo poliinsaturado de cadeia longa (AGPI-CL) (Innis, 2000; Jensen et al.,
1996). Estes séo capazes de promover alteragées na fungdo cerebral por alterarem
as caracteristicas fisico-quimicas da membrana dos neurdnios, assim participando
ativamente de processos de sinalizacédo celular (de Wilde et al., 2002; Innis, 2000;
Farst & Kuhn, 2000).

Além disso, os AGPIs, quando incorporados em grandes quantidades pelas
membranas celulares, sdao capazes de facilitar o crescimento neuronal e a formagao
de especializagbes poés-sinapticas, os espinhos dendriticos, considerados locais
estratégicos de alteragbes morfolégicas que podem armazenar a memoéria (Carlson,
2001; Wainwright et al., 1994; Dudai, 1989). O nimero de espinhos dendriticos, o
padrdao dos ramos dendriticos e a distribuicao de sinapses nos dendritos séo
diretamente afetados pelo meio ao qual o organismo estd exposto. O ambiente,
entdo, altera a quantidade e a qualidade das conexdes neuronais, as quais, por sua
vez, refletem-se no comportamento do organismo (Martinez & Kesner, 1991).

Neurbnios em desenvolvimento exibem grande plasticidade anatémica;
mudangas morfolégicas e funcionais ocorrem nos neurbnios durante o
desenvolvimento do sistema nervoso. Tal plasticidade pode ser detectada através do
nimero e do padrdo de conexdes sinapticas, € a mesma ocorre principalmente
durante um periodo no qual o organismo também exibe rapido aprendizado. O
sistema nervoso, dessa forma, exibe periodos criticos durante os quais séo
necessarios estimulos ambientais para estabelecer ou manter certas conexdes

(Martinez & Kesner, 1991).



Os 4&cidos graxos poliinsaturados desempenham papel ativo no
desenvolvimento e plasticidade neuronal (ltokazu et al., 2000). Os primeiro dezoito
meses apds o nascimento sdo de extrema importancia para a incorporacdo de
AGPIs nas membranas cerebrais, um periodo critico para o desenvolvimento
cerebral e cognitivo (Das, 2003b; Innis, 2000; Jensen, 1996). Apenas uma pequena
quantidade do acido graxo precursor da familia n-3 (a-linolénico) encontra-se
disponivel no estoque de gordura da crianga. Logo, receber suprimento adequado
de acidos graxos essenciais ap6s o nascimento passa a ser de grande importancia
para garantir quantidade adequada de acidos graxos n-3, fundamental para o
desenvolvimento e crescimento cerebral. Quantidades inadequadas dos precursores
nos periodos de formagdo e amadurecimento do sistema nervoso central podem
resultar em prejuizos da fungdo cognitiva, dificuldades de aprendizado e debilidade

da funcéo neuronal (Das, 2003b; Simopoulos, 2002; Carlson, 2001; Innis, 2000).

3. MEMORIA

O aprendizado resulta na formagdo de novas sinapses envolvidas na
codificacdo permanente da memoria, ou seja, em alteragdes no circuito dos sistemas
cerebrais nos quais a memoéria € armazenada. Assim, circuitos de neurdnios formam
o substrato neuronal da memoéria (Martinez & Kesner, 1991). Memoria € a retengao
das representacgées internas dependentes de experiéncia ao longo do tempo (Dudai,
1989), e seria evidenciada exatamente pela alteragdo do comportamento em fungéo
dessa experiéncia prévia (Nahas, 1999). Certos comportamentos dependem do
funcionamento de especificas regides do cérebro; a memoria, assim como o acesso

a mesma, deve-se a mudangas nas conexdes e funcionamento destas regides



cerebrais (Martinez & Kesner, 1991).

Os neurdnios sao dotados de plasticidade estrutural e funcional. Estudos
estabelecem que os mesmos podem alterar suas propriedades integrativas,
comunicativas e, portanto, provavelmente, computacionais e representacionais com
o tempo. A plasticidade celular nos neurdnios tem conseqiéncias fisiologicas tnicas,
ja que altera a representacao da informagao nos sistemas neuronais. Tal nocao de
plasticidade neuronal levanta a questdo da relacdo entre aprendizado e
desenvolvimento. Os dois processos estdo intimamente relacionados; a
aprendizagem ¢ freqiientemente considerada como uma ontogénese progressiva do
sistema nervoso (Das, 2003b; Dudai, 1989). Mudang¢as na conectividade neuronal
conseqgilentemente determinam diretamente a competéncia comportamental
(Martinez & Kesner, 1991).

O processo de formacdo de memoérias envolve mecanismos neurais e ocorre
em etapas caracteristicas conhecidas como aquisi¢do, consolidacdo e evocagao. A
aquisicdo, processo inicial de formagao de memdria, se da no momento em que, sob
a forma de estimulos, as informacdes chegam aos sisiemas sensoriais visual, tatil,
auditivo, olfativo e/ou gustativo. Uma vez adquiridas, as mesmas s&o processadas
em memoérias de duracdes diferentes. A meméria operacional, de formacgao
imediata, fornece armazenamento temporario mantendo a informagao disponivel
enquanto ela estd sendo percebida ou processada. Tal memoéria nao deixa tragos,
dependendo exclusivamente da atividade neuronal naquele momento. A memoria
operacional fornece a possibilidade de manipulagdo da informagdo necessaria para
tarefas cognitivas complexas como aprendizado e raciocinio. Estudos comprovam o
envolvimento do cortex pré-frontal com essa espécie de memodria (Ferraz, 1999).

As memorias que deixam tracos denominam-se meméria de curta duragédo e



memoria de longa duragdo, armazenadas em separado no cérebro de mamiferos.
Na formacéo de memoérias de curta duragdo, as informagcbes sao armazenadas por
poucos segundos ou minutos. A consolidagdo da memoéria, por sua vez, caracteriza-
se por processos de formacdo de tragos estaveis de memoria através do
processamento de informacdes na forma de uma memoria de longa duracdo. Apds
realizada a consolidacdo, o traco de memoéria armazenado permanece estavel,
menos susceptivel a novas influéncias, podendo durar horas ou a vida inteira no
cérebro. Na evocagdo de uma memoéria, a informagdo armazenada volta a ser
vivenciada de forma consciente pelo sujeito que pode expressa-la na forma de um
comportamento (Das, 2003b; Ferraz, 1999).

Uma grande quantidade de estudos sugere que o hipocampo, amigdala e
septo medial atuam em uma etapa inicial da consolidagao da meméria, enquanto o
cortex entorrinal € importante para uma fase posterior da consolidacédo. As fases de
aquisicdo e consolidagdo dependem de mecanismos que ocorrem no hipocampo,
enquanto o armazenamento de longa duragdo passa, com o tempo, a ser
independente destas regidées cerebrais (1zquierdo, 1999).

Muitos estudos tém sido realizados buscando estabelecer um paralelo entre
as alteragbes na composicdo lipidica cerebral, a suplementacdao com AGPIs n-3 e
alteracdes de comportamento. Estudos de ltokazu et al. (2000) sugerem a interagdo
direta de AGPIs, em especial o Acido Docosahexaendico (DHA), sobre a
transmissao sinaptica. Jensen et al. (1996) demonstraram melhor desempenho em
ratos que receberam dieta rica em AGPIs n-3 no teste do labirinto aquatico de Morris
quando comparados ao grupo que recebeu dieta baseada apenas em racdo. Ratos
que receberam dieta deficiente em AGPIs n-3 apresentaram deficiéncia de

aprendizado no teste de memoria olfativa e no teste do labirinto aquatico de Morris



quando comparados ao grupo que recebeu dieta adequada em acidos graxos n-3
(Greiner et al., 1999). Gamoh et al. (1999) encontraram uma melhora na memoéria de
ratos suplementados cronicamente com DHA em relagdo ao grupo controle
deficiente em AGPIs n-3 frente ao labirinto radial de oito bragos. Ratos jovens com
dieta rica em AGPIs-CL n-3 apresentaram efeitos positivos na habilidade de
aprendizagem (Carrié et al., 2000).

Alguns resultados discrepantes, entretanto, ainda levantam dudvidas em
relacdo aos efeitos da suplementagdo com AGPIs n-3 sobre a composi¢do cerebral
de &cidos graxos e aprendizagem em ratos. Wainwright et al. (1994) alimentaram
ratos com composigoes dietéticas variadas em AGPls. Os animais suplementados
com acidos graxos n-3 e n-6 ndo exibiram diferenca de aprendizado quando
comparados com os resultados de animais mantidos em dieta deficiente em AGPIs
n-3, tanto no teste do labirinto aquatico de Morris quanto no teste de campo aberto.
Estudos de Frances et al. (1996) com camundongos demonstraram que uma dieta
restrita em acidos graxos n-3 nao altera a atividade locomotora e exploratéria dos
animais, mas reduz a habilidade de aprendizagem dos mesmos na habituagéo.
Ratos suplementados com Acido Araquidénico (AA) e DHA n&do apresentaram
desempenho diferente no labirinto aquatico de Morris quando comparados com ratos
suplementados com acidos graxos saturados ou com dieta padrao (Wainwright et al.,
1999). Estudos de de Wilde et al. (2002) utilizaram ratos suplementados com AGPls
n-3 e, de modo a mimetizar deméncia, realizaram cirurgia de hipoperfusdo nos
animais. Os animais suplementados ndo demonstraram diferengas comportamentais
quando comparados ao grupo placebo frente aos testes de labirinto em cruz elevado
(“plus maze”) e esquiva ativa. Entretanto, a suplementagdo com acidos graxos n-3

provou ser eficiente no teste do labirinto aquatico de Morris.



A literatura apresenta dados discrepantes ndo somente em se tratando de
incorporacdo de acidos graxos as membranas neuronais, como também de
alteracées funcionais refletidas em processos de memobrias. Logo, devido a
variabilidade de modelos e testes comportamentais utilizados e aos diferentes
resultados encontrados, entendemos que um maior niimero de estudos neste tema
se torna cada vez mais necessario. Nosso objetivo neste trabalho, portanto, é
investigar se ratos suplementados com 6leo de peixe, rico em AGPls n-3, desde a
fase pds-desmame até os 90 dias de idade, periodo durante o qual ocorre a
maturacao do Sistema Nervoso Central, sofrem altera¢des na formacdo de meméria

a partir dos testes de habituagao e labirinto aquatico de Morris.



OBJETIVOS

1. Investigar os possiveis efeitos da suplementacdo cronica com éleo de peixe
sobre a memoria de ratos através dos testes de habituagdo e labirinto

aquatico de Morris;

2. Avaliar possiveis alteragdes no comportamento exploratério decorrentes da

suplementacao crdnica através do teste de campo aberto.



3. MATERIAIS E METODOS

O projeto desta monografia foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do

Parana.

1. ANIMAIS

Quarenta e dois ratos Wistar machos foram obtidos do biotério do Setor de
Ciéncias Biologicas com vinte e um dias de idade. Os animais foram mantidos no
biotério do Laboratério de Fisiologia e Farmacologia do Sistema Nervoso Central sob
ciclo claro/escuro (12/12 horas) em ambiente com temperatura controlada de
22°+1°C. Com agua e alimentacédo a base de ragdo Nuvilab CR1 (Nuvital Nutrientes
S/A) a vontade, os animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos

experimentais:

1 Grupo 1 — 6leo de peixe: 3,0g/kg/dia de composto de extratos marinhos rico
em acidos graxos n-3 (Fundagdo Herbarium de Saude e Pesquisa S/A),
contendo 180mg de Acido Eicosapentaenéico (EPA n-3), 120mg de DHA e
antioxidante tocoferol por capsula.

2 Grupo 2 - gordura de coco: 3,0g/kg/dia de gordura de coco rica em acido
graxo saturado (Gordura de Coco Brasil, RMB Ltda).

3 Grupo 3 - controle: ndo suplementado, porém também manipulado e sob o

mesmo grau de estresse.
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2. SUPLEMENTACAO

Os animais foram alimentados e suplementados até a idade de noventa dias,
guando considerados adultos. A suplementacgéo didria com éleo de peixe ou gordura
de coco se deu via oral, utilizando-se pipeta de volume-ajustavel. A cada dois dias,
os animais foram pesados em balanga digital da marca GEHAKA, modeio BG-4001.
Apo6s setenta dias, apenas o processo de suplementacdo foi interrompido e os

animais passaram entdo a ser avaliados em testes comportamentais.

3. TESTES COMPORTAMENTAIS

Todos os testes comportamentais foram realizados no periodo das 13 as 17
horas. Um intervalo de dez dias entre os testes foi estabelecido de modo a minimizar

possiveis interferéncias entre os mesmos.

3.1 CAMPO ABERTO

No teste do campo aberto, uma arena circular com 1m de diametro era
limitada por uma parede circular de 40cm de altura, sendo a mesma iluminada por
duas lampadas de 60 Watts. O piso encontrava-se marcado por dezenove
guadrantes de tamanho aproximadamente correspondente ao comprimento do
animal, estando os quadrantes separados por marcas de duas areas circulares e
linhas dividindo estes circulos. A arena estava circundada por uma cortina, numa
tentativa de se evitar que o animal visse o experimentador, o que poderia causar

alteragcées no comportamento em andamento (Naliwaiko, 2004; Nahas, 1999).
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Os animais foram individualmente colocados na regido central do aparelho e
deixados explorar o ambiente durante cinco minutos. Durante este periodo, foram
mensurados o numero de secc;c")es do ambiente transpassadas pelo animal
(quadrantes), o comportamento de levantar-se nas patas posteriores (‘rearing’),
assim como o comportamento de imobilidade (‘freezing’) e de autolimpeza
(“grooming”) (Carrié et al., 2000; Nahas, 1999). Ap6s cada animal testado, o campo

aberto foi lavado com solugéo de etanol 10% (Naliwaiko, 2004; Nahas, 1999).

3.2 HABITUACAO

O teste da habituacao foi realizado no mesmo aparelho do teste de campo
aberto, mantendo-se as mesmas condi¢des e caracteristicas previamente descritas.
Durante cinco minutos, por quatro dias consecutivos, os animais foram
individualmente colocados na regido central do aparelho e deixados explorar o
ambiente. Ao longo do periodo de teste foram avaliados comportamentos que levam
a uma ampliagcdo das informacgdes obtidas pelo animal acerca do novo ambiente. A
atividade locomotora foi mensurada através da contagem do nimero de quadrantes
transpassados pelos animais e a atividade exploratéria foi quantificada através do
comportamento de “rearing” (Naliwaiko, 2004; Carrié et al., 2000; Nahas, 1999).

Apos cada animal testado, o campo aberto foi lavado com solugdo de etanol
10%. Um periodo de 24 horas entre testes foi mantido por conveniéncia e por evitar
complicagcées em relagéo ao ritmo circadiano do animal, que também tem grande

influéncia sobre os comportamentos mensurados (Naliwaiko, 2004; Nahas, 1999).
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3.3 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

O teste-de memoria foi desenvolvido no labirinto aguatico de Moeris, o qual
consiste em uma piscina circular de cor preta (1,6 m de didmetro e 0,4 m de altura)
com jgua & 23° + 1°C a 0,32 m de profundidade. O iabirinfo aquafico enconfrava-se
em uma sala com temperatura confrolada. Cartazes com figuras geométricas
estavam fixados as paredes da sala e puderam ser usados como dicas distais pelos
animais quando colocados dentro do labirinto. Quatro diferentes faosigées de partida
(ieste, oeste, norte e sul) foram estabelecidas a partir da borda da piscina. A partir
destas, quatro quadrantes foram imaginariamente demarcados, e no centro de cada
‘um foi colocada uma plataforma de acrilico transparente (11 x 14 x 30 cm) submersa
a 2 cm da superficie da agua (Naliwaiko, 2003). O desempenho dos animais foi
avaliado pela medida de laténcia (i. e., intervalo de tempo para completar a tarefa)
desde sua liberacdo até o momento em que estes enconiram a plataforma,
utilizando-se apenas um cronémetro. Este é o parametro mais utilizado na literatura

para representar os resultados (dos Santos, 1999).

3.3.1 TESTE DE MEMORIA OPERACIONAL

A estratégia do teste de memdria operacional no labirinto aquatico de Morris
consistiu em alterar a localizac&o da plataforma de acrilico a cada novo treinamento.
Sendo assim, os animais desconheciam a localizacéo da plataforma na primeira
tentativa, mas nas tentativas conseguintes puderam valer-se das informagbes
coletadas na primeira tentativa para alcangar a plataforma. A cada dia a plataforma

foi colocada submersa em um determinado guadrante (oeste, sul, norte ou leste). Os
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animais foram treinados quatro vezes em posigdes. diferentes. O tempo que o animal
despendeu para encontrar a plataforma em cada treino foi anotado. O animal que
ndo encontrou a plataforma em 60 segundos (tempo de laténcia) foi conduzido
manuaimente e deixado na plataforma por 30 segundos. Apos este tempo os
animais foram colocados diretamente em uma nova posicao de largada (dos Santos,
1999). Durante os guatro dias, a mesma seqiiéncia de procedimentos tomados no
primeiro dia foi repetida, alterando-se diariamente a posigc&o da plataforma de modo

aleatorio.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados paramétricos estdo expressos como Média + Erro Padréo da
Média (EPM) e analisados por analise de varidncia (ANOVA) de uma ou duas vias,
seguida, quando indicado, de poés-teste de Duncan. Resultados nao paramétricos
estdo representados como mediana e intervalos inter-guartis (Q25/Q75) e
submetidos a Kruskal-Wallis ANOVA. Diferencas entre os grupos foram

consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.
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RESULTADOS

1. INCREMENTO DE MASSA CORPOREA

A figura 1 representa a curva de evolugdo da massa corpérea dos animais
controle e dos suplementados com éleo de peixe ou gordura de coco ao longo de
setenta dias. A massa dos animais no dia do desmame foi considerada 100%. A
curva de ganho de massa nao apresentou diferenga estatistica significativa entre os
grupos (ANOVA de uma via, F(2,102)=0,52; p=0,59). A alteracdo na dieta de ratos
cronicamente suplementados nao exerceu influéncia sobre o ganho de peso dos
animais.
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FIGURA 1. Curva de evolugdo da massa corpérea dos animais do grupo controle e suplementados
com o6leo de peixe ou gordura de coco. Os dados estdo expressos como média + EPM de 14 animais

em cada grupo.
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2. CAMPO ABERTO

A tabela 1 apresenta o comportamento dos animais suplementados com 6leo
de peixe ou gordura de coco e do grupo controle frente ao teste de campo aberto. A
atividade locomotora dos animais nao foi significativamente diferente entre os grupos
(ANOVA de uma via, F(2,40)=0,11; p=0,93), o mesmo sendo observado em relagéo
ao comportamento de “rearing” (Kruskal-Wallis ANOVA, H(2,42)=2,47; p=0,29),
tempo de “grooming” (Kruskal-Wallis ANOVA, H(2,42)=1,85; p=0,39) e de “freezing”

(Kruskal-Wallis ANOVA, H(2,42)=0,99; p=0,61).

TABELA 1. Comportamento dos animais do grupo controle e suplementados com

Oleo de peixe ou gordura de coco quando expostos ao teste de campo aberto.

" GRUPO  QUADRANTES  ‘REARING" ‘GROOMING"  “FREEZING”
~ Contole 61,058  31(17/38)  12(817) 135(6/25)
Oleo de Peixe 55,417,7 37(33/51) 19(9/25) 10(5/16)
Gordura de Coco 53,9+4,8 33(25/42) 10(8/16) 9,5(6/19)

Os dados de niimero de quadrantes estdo expressos como média + EPM. Os dados de “rearing’, de
tempo de “grooming” e de “freezing” estdo representados na forma de mediana e intervalos inter-
quartis (Q25/Q75). Os resultados compreendem 14 animais em cada grupo experimental.



16

3. HABITUAGCAO

3.1 ATIVIDADE LOCOMOTORA

A atividade locomotora dos animais suplementados com 6leo de peixe ou
gordura de coco e do grupo controle esta representada na figura 2. No primeiro dia
de exposig¢ao, os grupos nao apresentaram diferenga no comportamento exploratério
(ANOVA de uma via, F (2,38)=0,45; p=0,63). Nos dias subseqiientes, entretanto, os
animais suplementados com o6leo de peixe apresentaram uma diminuigao
significativa no nimero de cruzamentos realizados em relagdo aos animais do grupo
controle e suplementados com gordura de coco (ANOVA de uma via, F (4,78)=0,3;

p<0,05, seguida por pés-teste de Duncan).
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FIGURA 2. Atividade locomotora dos animais do grupo controle e suplementados com éleo de peixe
ou gordura de coco quando submetidos ao teste de habituagdo. Os resultados expressam a média +

EPM para 14 animais em cada grupo experimental. *significativamente diferente quando comparado
ao grupo controle e suplementado com gordura de coco (p<0,05).
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3.2 ATIVIDADE EXPLORATORIA

A figura 3 representa a atividade exploratéria dos animais suplementados com
gordura de coco ou 6leo de peixe e grupo controle com base no comportamento de
‘rearing”. Os animais ndo apresentaram desempenho estatisticamente diferente
entre os grupos ao longo dos quatro dias de exposicdo (Kruskal-Wallis ANOVA,

H(2,42)=2,47; p=0,29).

50 -
——— Controle
—=— QOleo de Peixe
—+— Gordura de Coco
40

Numero de rearings
w
T

N
T

i
1
—

10 T —
5

—

Dias

FIGURA 3. Atividade exploratéria dos animais do grupo controle e suplementados com Oleo de peixe
ou gordura de coco quando submetidos ao teste de habituagcdo. Os dados estdo expressos como
mediana e intervalos inter-quartis (Q25/Q75) de 14 animais em cada grupo experimental.
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3. LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

3.2 TESTE DE MEMORIA OPERACIONAL

Quando submetidos ao labirinto aquatico de Morris, os animais

suplementados com gordura de coco ou 6leo de peixe nao tiveram desempenho

diferente daquele observado nos animais controle (Figura 4). (ANOVA de duas vias,

F (6,117)=1,63; p=0,14).

50+

45—

40-

35—

30-

25—

Tempo de laténcia (s)

20~

154

10

—a— Controle
—=— Qleo de Peixe
—#— Gordura de Coco

T T T
1 2 3 4 S

Média dos treinos

FIGURA 4. Desempenho dos animais do grupo controle e suplementados com 6leo de peixe ou
gordura de coco quando submetidos ao teste de meméria operacional no labirinto aquatico de Morris.
Os resultados estao expressos como média + EPM de 14 animais em cada grupo.
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DISCUSSAO

Na literatura encontramos resultados indicando que o consumo de peixe, ou
de Oleo de peixe, ricos em AGPIs n-3, acarreta em varios beneficios a saude. Varios
estudos comprovaram que a ingestéo de peixe ou de dleo de peixe reduz o risco de
doencas cardiacas, diminui a hipertensdo e os niveis de colesterol e trigliceridios,
previne certas arritmias cardiacas e morte stbita. Além disso, a suplementacéo com
6lec de peixe tem sido associada a uma baixa incidéncia de diabetes mellitus, ao
controle de artrite reumatéide e a prevengdo ao cancer de colon (Roynette et al.,
2004; Suresh & Das, 2003; Sidhu, 2003; First & Kuhn, 2000).

Os AGPIs n-3 desempenham papel vital no desenvolvimento apropriado do
sistema nervoso. O desenvolvimento neurolégico e as funcgdes fisiolégicas do
cérebro dependem de incorporagdo adequada desses acidos graxos, em especial 0
DHA, durante periodos especificos na maturagdo da membrana neural. Logo, a
suplementacdo com AGPls n-3 garante ndo apenas um o&timo deéenvo!vimento
mental, como também melhora o aprendizado e a meméria (Das, 2003b; Sidhu,
2003; Farst & Kuhn, 2000). Animais suplementados com AGPIs-CL n-3 tém
demonstrado aumento da capacidade de aprendizagem e melhora de meméria (de
Wilde et al., 2002). Com base nestes dados, aumenta-se o interesse em investigar o
papel do dleo de peixe nas areas envolvidas com a memdria.

Sabe-se gue a relagao existente entre o contetido de AGPIs no cérebro e sua
fungao pode ser constatada a partir de experimentos comportamentais e testes de
meméria. A neurcbiologia do aprendizado e da meméria requer ferramentas para
quantificar o rendimento comportamental, assim como métodos comportamentais

Unicos a pesquisa (Dudai, 1989). Para identificar as bases anatdbmicas ou
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fisiologicas da aprendizagem e memoéria, devem ser medidas aiteragdes anatdmicas,
bioquimicas ou fisiolégicas nas especificas regibes cerebrais envolvidas na
aprendizagem e na lembranca de uma tarefa especifica (Martinez & Kesner, 1991).
O teste do campo aberto vem se mostrando de grande importancia em
estudos sobre cogni¢cdo animal, principalmente pelo fato dos procedimentos de tal
teste permitirem ndo somente a investigacdo das propriedades dos sistemas de
memoéria, como também a avaliagdo das condicdes sob as quais se é possivel
induzir a atividade exploratéria nos animais testados. A tabela 1 apresenta o
comportamento dos animais suplementados com 6leo de peixe ou gordura de coco e
do grupo controle frente ao teste de campo aberto. As atividades relacionadas a
obtencdo de informacdo acerca do meio sdo usadas como medida de
comportamento exploratério e do nivel de excitabilidade, uma vez que a atividade
locomotora e o comportamento de levantar-se nas patas posteriores (‘rearing®)
frequientemente se correlacionam com outras atividades como autolimpeza corporal
(“grooming”) e completa auséncia de atividade exploratéria (“freezing”). A atividade
locomotora dos animais ndo foi significativamente diferente entre os grupos, o
mesmo sendo observado em relagcdo ao comportamento de “rearing”, tempo de
“grooming” e de “freezing”. Tais resultados demonstram que tanto o comportamento
exploratério quanto a emocionalidade dos animais ndo sofreram influéncia da
suplementacao cronica com 6lec de peixe. Estudos de Naliwaiko et al. (2004) com
ratos suplementados com 6leo de peixe ou gordura de coco ndoc demonstraram
diferencas de atividade locomotora entre os grupos no teste do campo aberto. Ratos
adultos suplementados com 6leo de peixe nao apresentaram aumento na étividade
locomotora e exploratéria quando comparados com ratos em dieta equilibrada em

AGPIs n-6 e n-3. Entretanto, tais diferengas foram encontradas em ratos jovens
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(Carrié, et al., 2000). Animais suplementados com &acidos graxos n-3 e n-6 néo
exibiram diferenca de aprendizado no teste de campo aberto quando comparados
com os resultados de animais mantidos em dieta deficiente em AGPls n-3
(Wainwright et al.,1994). Estudos de Frances et al. (1996) com camundongos
demonstraram que uma dieta restrita em acidos graxos n-3 ndo modifica a atividade
locomotora e exploratéria dos animais frente ao teste de campo aberto. Logo, o teste
do campo aberto serve como ferramenta ao representar o padrdo geral de
comportamento dos animais testados (Eilam, 2003).

O uso de um maior nimero de tentativas no teste de campo aberto pode
trazer vantagens relacionadas a possibilidade de investigar habituagdo e
aprendizagem (Nahas, 1999). Quando expostos ao teste de habituacdo, os animais
suplementados com 6leo de peixe apresentaram uma queda na atividade
Iocombtora ao longo dos dias, quando comparados com os animais dos grupos
controle e suplementados com gordura de coco (Figura 2). A diminuicao de
respostas ao longo dos dias sugere a agdo do 6leo de peixe sobre a formacéo da
memoria no teste de habituacdo, uma forma de aprendizagem néo associativa
caracterizada pelo gradual declinio de determinada resposta a um estimulo repetido
(Dudai, 1989; Martinez & Kesner, 1991). Estudos de Frances et al. (1996) com
camundongos demonstraram que uma dieta restrita em acidos graxos n-3 reduz a
habilidade de aprendizagem dos mesmos na habituagao. Carrié et al. (2000), porém,
ndo encontraram interacdo entre dieta e habituagéo, ja que tanto o grupo controle
guanto o suplementado por 6leo de peixe diminuiram a atividade locomotora. Em
relacdo ac comportamento de “rearing”, os animais suplementados com 6leo de
peixe nao apresentaram desempenho estatisticamente diferente quando

comparados com os grupos controle e suplementado com gordura de coco (Figura
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3). No entanto, o protocolo e os pardmetros utilizados no presente trabalho diferem
dos utilizados por Frances et al. e Carrié et al.,, os quais utilizaram apenas a
atividade locomotora dos animais como medida. Os resultados encontrados no teste
de habituagéo sao suportados pelos dados do teste do campo aberto na medida em
que este comprova que as diferencas encontradas ao longo dos dias ndo sdo
oriundas de outras alteracbes comportamentais, evitando-se assim a possivel
evidéncia de resultados falsamente positivos entre os testes.

Dentre os variados procedimentos e aparelhos desenvolvidos para avaliar o
desempenho de animais em labirintos, o teste do labirinto aquatico de Morris vem se
destacando nos estudos sobre a neurcbiologia da memoéria. Através de
manipulagcbes simples no labirinto aquatico, é possivel criar diferentes
procedimentos comportamentais que permitem estudar alguns sistemas de
memobria, entre eles a memoéria operacional (dos Santos, 1999). Quando submetidos
ao labirinto aquatico de Morris, os animais suplementados com gordura de coco ou
6leo de peixe nao tiveram desempenho diferente daquele observado nos animais
controle (Figura 4). Alguns dados da literatura também sugerem que dietas
enriquecidas em AGPIs n-3 ndo demonstram efeito sobre o aprendizado no labirinto
aquatico de Morris. Animais suplementados com acidos graxos n-3 e n-6 néo
exibiram diferenga de aprendizado quando comparados com os resultados de
animais mantidos em dieta deficiente em AGPIs n-3 (Wainwright et al.,1994). Ratos
suplementados com DHA ndo apresentaram desempenho diferente quando
comparados com ratos suplementados com acidos graxos saturados ou com dieta
padrao (Wainwright et al., 1999). Naliwaiko et al., (2004) ndo encontraram efeito da
dieta enriquecida em AGPls n-3 sobre o aprendizado no labirinto aquatico, assim

como Carrié et al. (2000).
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Outros trabalhos, contudo, apresentam resultados discrepantes. Ratos que
receberam dieta rica em AGPIs n-3 demonstraram um melhor desempenho no teste
do labirinto aquatico de Morris quando comparados ao grupo que recebeu dieta
baseada apenas em ragao (Jensen et al.,1996). A suplementacdo com AGPIs n-3
também provou ser eficiente no teste do labirinto aquatico de Morris em estudos de
de Wilde et al. (2002). Tais experimentos, porém, avaliaram os animais expostos ao
labirinto aquatico ao longo de nove e seis dias respectivamente, em contraste com
quatro dias de teste aplicado no presente trabalho e nos estudos previamente
citados. Dessa forma, a duracdo do teste pode nado ter sido suficiente para se
evidenciar algum efeito da suplementagcao com AGPIs n-3. Em estudos de Greiner et
al., (1999), ratos que receberam dieta pobre em AGPIls n-3 apresentaram deficiéncia
de aprendizado no teste do labirinto aquatico de Morris quando comparados com o
grupo controle. Como nao se trata de efeitos da suplementacdo com AGPIs n-3, mas
sim da deficiéncia destes, este dado torna-se dificil de ser comparado ao nosso
estudo.

Inameros estudos tém avaliado a acdo de AGPIs-CL sobre o comportamento.
No entanto, os trabalhos apresentam grande diferenca entre porcentagem de éacido
graxo utilizada, via de administragdo, modelos e protocolos de testes empregados
para evidenciar diversos comportamentos, além de diferengas entre espécies
estudadas. Devido a essa ampla variabilidade, os resultados encontrados passam a
ser de dificil comparagéo. Sendo assim, mesmo a suplementacéo com 6leo de peixe
ter sugerido um efeito sobre a memadria, um maior nimero de estudos nesta area

ainda se torna necessario.



24

CONCLUSAO

Considerando os dados encontrados na literatura e os resultados obtidos
neste trabalho, podemos sugerir que o 6leo de peixe, quando avaliado pelo teste de
habituacdo, foi habil em melhorar o aprendizado dos animais cronicamente
suplementados, evidenciando seu efeito sobre a memodria. No entanto, quando
avaliado pelo teste do labirinto aquatico de Morris, o 6leo de peixe ndo demonstrou
acao sobre a meméria dos animais suplementados.

Assim, este estudo permitiu constatar a capacidade da suplementagdo
cronica com Oleo de peixe em promover alteragbes comportamentais,
incrementando a resposta a habituacao, dessa forma demonstrando seu efeito sobre
a memoria dos animais suplementados. A suplementagao crénica com 6leo de peixe
aparenta ter acdo especifica em diferentes regides cerebrais envolvidas na

aprendizagem e na I'em'brangar de uma determinada tarefa.



25

REFERENCIAS

CALDER, P.C. n-3 polyunsaturated fatty acids, inflammation and immunity: pouring
oil on troubled waters or another fishy tale? Nutrition Research, v.21, p.309-341,

2001.

CARLSON, S.E. Docosahexaenoic acid and arachidonic acid in infant development.

Seminars in Neonatology, v.6, p.437-449, 2001.

CARRIE, | GUESNET, P.: BOURRE, B-M.;. FRANCES, H. Diets containing long-
chain n-3 polyunsaturated fatty acids affect behaviour differently during development

than ageing in mice. British Journal of Nutrition, v.83, p.439-447, 2000.

DAS, U.N. Long-chain polyunsaturated fatty acids in the growth and development of

brain and memory. Nutrition, v.19, p.62-65, 2003.

DAS, U.N. Can memory be improved? A discussion on the role of ras, GABA,
acetylcholine, NO, insulin, TNF-a, and long-chain polyunsaturated fatty acids in

memory formation and consolidation. Brain & Development, v.25, p.251-261, 2003.

DUDAI, Y. The Neurobiology of Memory-Concepts, Findings, Trends. Oxford:

University Press, 1989, 340p.

EILAM, D. Open-field behavior withstands drastic changes in arena size.

Behavioural Brain Research, v.142, p.53-62, 2003.



FERRAZ, A.C. Estudo dos efeitos fisiologicos do alcaldide ricinina, um
estimulante do sistema nervoso central extraido da planta Ricinus communis.
Porto Alegre, 1999. 163 f. Dissertacdo (Doutorado em Fisiologia) - Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.

FRANCES, H.,; MONIER, C.,; CLEMENT, M.; LECORSIER, A; DEBRAY, M;
BOURRE, J.-M. Effect of dietary a-linolenic acid deficiency on habituation. Life

Sciences, v.58, n.21, p.1805-1816, 1996.

FURST, P.; KUHN, K.S. Fish oil emulsions: what benefits can they bring? Clinical

Nutrition, v.19, n.1, p.7-14, 2000.

GAMOH, S.; HASHIMOTO, M.; SUGIOKA, K.; HOSSAIN, M.S.; HATA, N.; MISAWA,
Y.; MASUMURA, S. Chronic administration of docosahexaenoic acid improves
reference memory-related learning ability in young rats. Neuroscience, v.93, n.1,

p.237-241, 1999.

GREINER, R.S.; MORIGUCHI, T.; HUTTON, A.; SLOTNICK, B.M.; Jr. SALEM, N.
Rats with low levels of brain docosahexaenocic acid show impaired performance in

olfactory-based and spatial learning tasks. Lipids, v.34, p.239-243, 1999.

INNIS, S.M. The role of dietary n-6 and n-3 fatty acids in the developing brain.

Developmental Neuroscience, v.22, p.474-480, 2000.



27

ITOKAZU, N.; IKEGAYA, Y.; NISHIKAWA, M.; MATSUKI, N. Bidirectional actions of
docosahexaenoic acid-on hippocampal neurotransmissions. in vivo. Brain Research,

v.862, p.211-216, 2000.

IZQUIERDO, 1. Os labirintos da meméria. Ciéncia Hoje, v.25, n.148, p.38-43, 1999.

JENSEN, M.M.; SKARSFELDT, T.; H@Y, C.E. Correlation between level of (n-3)
polyunsaturated fatty acids in brain phospholipids and learning ability in rats. A
multiple generation study. Biochimica et Biophysica Acta, v.1300, p.203-209,

1996.

LEHNINGER, A.L;; NELSON, D.L;; COX, M.M. Principios de Bioquimica. Sdo

Paulo: Sarvier, 1995. p.179-197.

MARTINEZ Jr, J.L; KESNER, R.P. Learning and Memory-A Biological View. 2

ed. California: Academic Press, Inc., 1991, 563p.

NAHAS, T.R. O teste do campo aberto. In: XAVIER, G.F. Técnicas para o Estudo

do Sistema Nervoso. Sao Paulo: Pléiade, 1999, p.197-215.

NALIWAIKO, K. Efeito antidepressivo do 6leo de peixe na geragdo F1 de ratos
cronicamente suplementados. Curitiba, 2003. 56 f. Dissertagdo (Mestrado em

Biologia Celular) - Setor de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do Parana.



28

NALIWAIKO, K.; ARAUJO, R.L.F.; DA FONSECA, R.V.; CASTILHO, J.C;
ANDREATINI, R.; BELLISSIMO, M.1.; OLIVEIRA, B.H.; MARTINS, E.F.; CURI, R;;
FERNANDES, L.C.; FERRAZ, AC. Effects of Fish Oil on the Central Nervous
System: A New Potential Antidepressant? Nutritional Neuroscience, no prelo,

2004.

ROYNETTE, C.E.; CALDER, P.C.; DUPERTUIS, Y.M.; PICHARD, C. n-3
Polyunsaturated fatty acids and colon cancer prevention. Clinical Nutrition, v.23,

p.139-151, 2004.

dos SANTOS, AM.G. Aprendizagem e meméria no labirinto aquatico de Morris. In:
XAVIER, G.F. Técnicas para o Estudo do Sistema Nervoso. Sado Paulo: Pléiade,

1999.

SIDHU, K.S. Health benefits and potential risks related to consumption of fish or fish

oil. Regulatory Toxicology and Pharmacology, v.38, p.336-344, 2003.

SIMOPOULOQS, A.P. The importance of the ratio of omega-6/omega-3 essential fatty

acids. Biomedicine & Pharmacotherapy, v.56, p.365-379, 2002.

SURESH, Y.; DAS, U.N. Long-Chain Polyunsaturated Fatty Acids and Chemically
Induced Diabetes Mellitus: Effect of ©-3 Fatty Acids. Nutrition, v.19, p.213-228,

2003.



29

WAINWRIGHT, P.E.; HUANG, Y-S.; BULMAN-FLEMING, B.; LEVESQUE, S.
McCUTCHEON, D. The effects of dietary fatty acid composition combined with
environmental enrichment on brain and behavior in mice. Behavioural Brain

Research, v.60, p.125-136, 1994.

WAINWRIGHT, XING, H.C.; WARD, G.R.; P.E.; HUANG, BOBIK, E.; AUESTAD, N;
MONTALTO, M. Water maze performance is unaffected in artificially reared rats fed
diets supplemented with arachidonic acid and docosahexaenoic acid. Nutritional

Neurosciences, v.129, p.1079-1089, 1999.

de WILDE, M.C.; FARKAS, E.; GERRITS, M.; KILIAAN, A.J;; LUITEN, P.G.M. The
effect of n-3 polyunsaturated fatty acid-rich diets on cognitive and cerebrovascular
parameters in chronic cerebral hypoperfusion. Brain Research, v.947, p.166-173,

2002.

YOUDIM, KA., MARTIN, A.; JOSEPH, J.A. Essential fatty acids and the brain:
possible health implications. International Journal of Developmental

Neuroscience, v.18, p.383-399, 2000.

ZIMMER, L.; DURAND, G.; GUILLOTEAU, D.; CHALON, S. n-3 polyunsaturated fatty
acid deficiency and dopamine metabolism in the rat frontal cortex. Lipids, v.14,

p.251, 1999.





