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RESUMO

As fases iniciais da vida representam um periodo critico no desenvolvimento do sistema
nervoso. A hiperalimentacdo durante a lactagdo tem sido documentada com prejuizos tanto no
crescimento inicial, como a saude fisica e mental em longo prazo. A nutricdo e estimulos
decorrentes de vivéncias ambientais podem ser estratégias para atenuar ou reverter 0s
possiveis efeitos negativos da hiperalimentacdo precoce. O estudo objetivou avaliar a
influéncia da suplementacdo com 0leo de coco virgem e do ambiente enriquecido em ratos
Wistar submetidos a hiperalimentacdo no inicio da vida sobre pardmetros comportamentais e
murinométricos. Foram formados dois grupos: nutrido (nove filhotes por ninhada) e
hiperalimentado (H, trés filhotes por ninhada). Entre o 7° ao 30° dia p6s-natal, 0s grupos
foram subdivididos em tratados com 6leo de coco extra virgem (OCV, 10 ml/kg/dia,
gavagem) ou veiculo. Durante todo o periodo experimental foi aferido o peso corporal. As
respostas comportamentais relacionadas a ansiedade e a memaria foram investigadas entre 31
a 35 e 65 a 70 dias de vida. Ao 36° dia de vida, foram selecionados animais do grupo veiculo
e submetidos, durante quatro semanas, a experiéncia em um ambiente enriquecido. Os
resultados mostraram que a hiperalimentacdo alterou o peso corporal, provocando excesso de
peso durante todo o periodo da pesquisa, aumento do indice de massa corporea, indice de Lee
e na relacdo circunferéncia abdominal/circunferéncia tordcica. A hiperalimentacdo e a
suplementacdo com OCV né&o alteraram 0 comportamento dos animais jovens. Os animais
adultos que haviam sido hiperalimentados apresentaram comportamento semelhante a menor
ansiedade; este efeito foi abolido pela suplementacdo com OCV. A hiperalimentacdo
ocasionou déficits cognitivos, obsevados na memoria de reconhecimento de objetos quanto a
forma, em ambas faixas etérias. A suplementacdo com OCV esteve associada com prejuizo na
memoria espacial em ratos adultos hiperalimentados precocemente. A experiéncia no
ambiente enriquecido ndo influenciou os testes de ansiedade, memoria e parametros
murinométricos avaliados. Os resultados indicam que a hiperalimentacdo reduz o
comportamento sugestivo de ansiedade no animal adulto, contudo, leva a déficits cognitivos e
altera 0 peso. O OCV ndo influencia os parametros murinométricos e esteve associado a
comportamento semelhante a ansiedade e prejuizos na memdria. O ambiente enriquecido

parece ndo interferir nos parametros avaliados.

Palavras-chave: Oleo de palmeira. Hiperfagia. Ansiedade. Memoria.



ABSTRACT

The early stages of life represent a critical period to the nervous system development.
Overfeeding during lactation has been documented with impairments in both initial growth
and long-term physical and mental health. The nutrition and stimulus from environmental
experience may be strategies to mitigate or reverse the possible negative effects of early
overfeeding. The objective of this study was to evaluate the influence of the supplementation
with extra-virgin coconut oil (VCO) or enriched environment on the behaviour and
murimetric parameters of Wistar rats submitted to overfeeding in early life. Animals formed
two groups: nourished (nine pups per litter) and overfeeding (three pups per litter). At the post
natal days 7" to 30", animals from both nutritional conditions were treated with VCO (10
ml/kg/d, gavage) or vehicle. Body weight measures were obtained overall experimental
period. Behavioral responses related to anxiety and memory were investigated between 31 to
35 and 65 to 70 days of life. At 36" day of life, animals from the vehicle group were
submitted during 4 weeks into an enriched environment. The results show that overfeeding
altered body weight, caused overweight throughout the study, increased body mass index, Lee
index and the ratio of waist circumference / chest circumference. Overfeeding and VCO
supplementation did not alter the behavior of young animals. When adults, the overfeeding
group showed a lower anxiety-like behavior, but VCO abolished such this effect. Overfeeding
caused cognitive deficits presented in the recognition memory of the objects in terms of form,
in both age groups. On the other hand, VCO supplementation was associated with impairing
in spatial memory in adults previously overfed rats. The experience in the enriched
environment did not influence anxiety, memory and the murimetric parameters evaluated.
Results indicate that overfeeding reduces the anxiety-like behavior in the adult animal;
however, it leads to cognitive deficits and increase in body weights. The VCO does not
influence murimetric data and was associated with a anxiety-like behavior and an impairment
of memory. The enriched environment does not seem to interfere with the evaluated

parameters.

Keywords: Palm oil. Hyperphagia. Anxiety. Memory.
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1 INTRODUCAO

As fases iniciais da vida, gestacdo e lactacdo, representam um periodo critico no
desenvolvimento do sistema nervoso (DOBBING, 1990; BARKER, 1997). Caracterizam-se
por divisdo celular e desenvolvimento fisiologico ocorrendo com velocidades maximas, de
forma que o sistema nervoso de mamiferos se torna mais vulneravel as demandas ambientais
nessas etapas da vida (DOBBING, 1990; BARKER, 1997). Agressdes organicas no inicio da
vida podem ter efeitos negativos sobre a fisiologia, 0 metabolismo e, consequentemente, sobre
a saude do individuo (DOBBING, 1990; MORGANE et al., 1993). Esses insultos podem
inclusive repercutir desfavoravelmente em momentos posteriores da vida. Assim, é relevante
estabelecer estratégias que possam atenuar as possiveis consequéncias deletérias ocorridas no

periodo critico de desenvolvimento do sistema nervoso central.

Ha evidéncias de que a ingestdo alimentar excessiva (hiperalimentacdo) durante a
lactacdo prejudica tanto o crescimento inicial, como a salde fisica e mental em longo prazo
(PLAGEMANN; HARDER, 2005; PLAGEMANN et al., 2010; MARTIN-GRONERT;
OZANNE, 2012). Estudos realizados com roedores obesos mostraram que estes animais
apresentam niveis elevados de citocinas inflamatdrias e expressdo reduzida do fator
neurotrofico derivado do cérebro, principalmente em areas envolvidas na regulagdo do humor
e formacdo da memoria, como o hipocampo (DINEL et al., 2011; MORRISA et al., 2014) e 0
cortex (PISTELL et al., 2010; MORRISA et al., 2014). Estes estudos mostram uma
correlacdo positiva entre a expressdo de citocinas e prejuizos no comportamento cognitivo e

emocional, podendo refletir na memoria (ANDRE et al., 2014).

Diversas estratégias tém sido sugeridas objetivando reverter os efeitos danosos da
hiperalimentacdo ao organismo. Neste trabalho é proposta a suplementacao dietética com 6leo
de coco extra virgem (OCV). O OCV possui um potencial para restabelecer o equilibrio
antioxidante, devido ao fato de ser rico em polifendis. E sabido que os polifendis contribuem
para aumentar os niveis de enzimas antioxidantes (DEBMANDAL; MANDAL, 2011), o que

reduziria a inflamacdo e a peroxidacdo lipidica (YEAP et al., 2015).

Além da nutricdo, estimulos positivos decorrentes de vivéncia em ambiente
enriquecido podem induzir a aprimoramentos da memoria e da capacidade de aprendizagem
(SAMPEDRO-PIQUERO; BEGEGA; et al, 2013). O ambiente enriquecido, na

experimentacao animal, pode ser definido como uma condicdo experimental que consiste em
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relacBes sociais, de exercicio fisico e de interagdes com objetos estimulantes de forma mais
intensa (SAMPEDRO-PIQUERO; BEGEGA; et al.,, 2013; SAMPEDRO-PIQUERO;
ZANCADA-MENENDEZ; et al., 2013; WIDMAN; ROSELLINI, 1990). Isto permite que 0s
animais mudem o seu comportamento para se adaptar ao ambiente (HIRASE; SHINOHARA,
2014), favorecendo mudangas neuroquimicas e neuroanatdémicas mensuraveis (MARMOL et
al., 2015). Os beneficios do ambiente enriquecido sdo bem documentados no hipocampo e no
cortex, areas cerebrais envolvidas com a memoéria e a ansiedade (GREENWOOD;
PARASURAMAN, 2010; SAMPEDRO-PIQUERO; ZANCADA-MENENDEZ; et al., 2013;
MARMOL et al., 2015).

Portanto, visto as evidéncias descritas anteriormente acerca de repercussdes
fisiologicas da hiperalimentacdo sobre a saude, é relevante investigar a relacdo entre a
hiperalimentacdo e as possiveis alteracbes comportamentais relacionadas a memoria e
ansiedade. Por outro lado, é mister indicar estratégias de combate aos provaveis danos
fisioldgicos decorrentes da hiperalimentacdo. Nesse contexto, o presente trabalho se propds a
investigar a influéncia do OCV e a vivéncia em um ambiente enriquecido sobre parametros

cognitivos e emocionais de animais induzidos a hiperalimentacéo durante a lactag&o.

A realizacdo deste trabalho permitiu ainda a elaboracdo do artigo “Influéncia do éleo
de coco e do ambiente enriquecido na hiperalimentagdo precoce sobre a memoria e
parametros murinométricos” que sera submetido ao periddico “Life Sciences” conforme

objetivo proposto pela presente dissertagéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Desenvolvimento do sistema nervoso

A ontogenia normal do desenvolvimento neural em roedores € diferente daquela dos
seres humanos. Os roedores tém um desenvolvimento consideravel no periodo pés-natal;
enquanto que nos humanos, a maturacdo do sistema nervoso é mais intensa na fase pré-natal
(MORGANE et al., 1993; RICE; BARONE JR, 2000). Contudo, as trés primeiras semanas de
vida pos-natal em ratos pode ser comparada aos Ultimos meses do periodo pré-natal em
humanos (BAYER et al., 1993). Pois, a sequéncia do desenvolvimento ndo varia entre as
diferentes espécies de mamiferos (MORGANE et al., 1993; RICE; BARONE JR, 2000).

O encéfalo passa por um enorme crescimento que se inicia na gestacdo e continua no
periodo pos-natal (MORGANE et al., 1993; RICE; BARONE JR, 2000). Os precursores das
células do encéfalo e da medula espinhal, que comp&em o sistema nervoso central, comecam
a se desenvolver cedo na embriogénese através do processo chamado neurulacdo (RICE;
BARONE JR, 2000). As areas especificas do sistema nervoso central comecam a se formar
com a neurogénese e migracdo de células no encéfalo anterior, mesencéfalo e encéfalo
posterior (RICE; BARONE JR, 2000). Segue-se uma sequéncia de processos de
desenvolvimento, incluindo a proliferacdo, migragéo, diferenciagéo, sinaptogénese, apoptose
e mielinizagdo (RICE; BARONE JR, 2000).

AlteracGes ocorridas nessa fase podem gerar impactos muito maiores e mais
duradouros do que se ocorressem em etapas posteriores da vida. Isto conduziu ao conceito de
periodos criticos para o desenvolvimento (BARKER, 1997; DOBBING, 1990; MARTIN-
GRONERT; OZANNE, 2012; POPLI; GLADWELL; TSUCHIYA, 2013). No periodo
critico, ocorrem primeiro alteragdes permanentes na estrutura; e, em consequéncia, Sdo
afetadas as funcBes dos oOrgdos (MARTIN-GRONERT; OZANNE, 2012). Ha vérios
exemplos, em modelos de roedores, que comprovam que o ambiente de desenvolvimento
pode influenciar de forma persistente a estrutura e funcdo do encéfalo (BOURET, 2010;
PLAGEMANN, 2005; SAMUELSSON et al., 2008).

Praticamente todos os animais podem alterar seu comportamento com base em
experiéncia anterior (HOFER et al., 2006). Isso se deve a plasticidade sinaptica, que permite o
armazenamento e a recuperagdo de informages; faz com que as conexdes existentes entre 0s

neurdnios sejam fortalecidas ou enfraquecidas; e, que sinapses sejam formadas ou removidas
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(HUBENER; BONHOEFFER, 2014). A capacidade de plasticidade sinaptica e, por
consequéncia, para a aprendizagem e memoria nao é constante ao longo da vida; normalmente
apresenta picos logo ap06s 0 nascimento e, em seguida, parece reduzir com o passar dos anos
(HOFER et al., 2006; HUBENER; BONHOEFFER, 2014). No entanto, apesar de a
plasticidade neuronal ocorrer de forma mais intensa no encéfalo em desenvolvimento, ela ndo
é restrita exclusivamente a esse periodo (HUBENER; BONHOEFFER, 2014; RICE;
BARONE JR, 2000).

Fatores dietéticos tém sido reconhecidos como importantes modificadores da fungéo e
plasticidade cerebral e da saide mental (BHATIA et al., 2011). Ha evidéncias sobre como a
nutricdo durante a vida poés-natal pode influenciar a saldde em longo prazo. Tanto a
subnutricdo, como a hiperalimentacdo precoce demonstraram ter efeitos prejudiciais sobre o
organismo (MARTIN-GRONERT; OZANNE, 2012). Uma abordagem para alterar a nutrigdo
durante a vida pos-natal precoce é aumentando ou diminuindo a quantidade de leite
consumida por cada filhote. Isto pode resultar em alterac6es permanentes no peso corporal e
nos mecanismos fisiologicos do individuo (MARTIN-GRONERT; OZANNE, 2012;
PLAGEMANN; HARDER, 2005), como descrito a seguir.

2.2 Alteracdes organicas causadas pela hiperalimentagao

Nos roedores, o ambiente pos-natal precoce tem consequéncias fisiologicas e
comportamentais ao longo da vida (SPENCER; TILBROOK, 2009). Estudos demonstraram
que as condigdes de aleitamento decorrentes de tamanhos de ninhada extremamente pequenas
(3-4 filhotes por ninhada) (PLAGEMANN; HARDER, 2005; PLAGEMANN et al., 2010);
ou extremamente grandes (16-18 filhotes por ninhada) (MARTIN-GRONERT; OZANNE,

2012), podem induzir alteracdes permanentes nos perfis metabdlicos de ratos adultos.

Ratos criados em pequenas ninhadas, com apenas trés filhotes, sdo considerados
modelo experimental para estudar, tanto em curto, como em longo prazo, as consequéncias da
ingestdo alimentar excessiva no inicio da vida (PLAGEMANN; HARDER, 2005;
PLAGEMANN et al., 2010). As ninhadas de tamanho padrdo possuem em torno de nove
animais. Segundo Mcmillen e cols. (2005), ratos ndo controlam a ingestdo alimentar até o 14°-
16° dia de vida pds-natal; eles ingerem leite até atingir 0 maximo da capacidade do trato
gastrointestinal (HOUPT; EPSTEIN, 1973). Esta ingestdo abundante pode levar o animal a
hiperalimentacéo, visto que o controle hipotaldmico no inicio da vida pos-natal ainda ndo esta
totalmente estruturado (POZZO MILLER; AOKI, 1992).
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Geralmente, esse modelo de reducdo de ninhada esta associado com rapido aumento
da deposicdo de gordura na vida neonatal, seguido por persisténcia de excesso de peso e
hiperfagia ao longo da vida (PLAGEMANN; HARDER, 2005). Na idade adulta, esses
animais apresentam tolerancia reduzida a glicose, dislipidemia, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia e aumento da pressdo arterial (PLAGEMANN; HARDER, 2005;
PLAGEMANN et al., 2010). Ou seja, a hiperalimentacdo neonatal se traduz em alteracGes
funcionais e metabdlicas complexas, com caracteristicas semelhantes aquelas da sindrome
metabolica em humanos (PLAGEMANN et al., 2010). Hipotetiza-se que este fenétipo
complexo pode ser devido a "méa programacdo” dos sistemas neuropeptidérgicos
hipotalamicos, os quais estdo envolvidos na regulacdo do peso corporal e do metabolismo ao
longo da vida (PLAGEMANN; HARDER, 2005; PLAGEMANN et al., 2010).

A hiperalimentacéo e 0 excesso de peso muitas vezes estdo associados a prevaléncia
elevada de alteracbes emocionais e disfungbes cognitivas. Isto frequentemente evolui para
prejuizos comportamentais tais como dificuldades de memorizacdo e aumento do
comportamento tipo ansiedade (ANDRE et al., 2014). Essas disfuncdes foram observadas
tanto em humanos quanto em roedores (MORRISA et al., 2014). Resultados recentes tem
associado a obesidade com déficits cognitivos na infancia e que parecem persistir ao longo da
vida, interferindo no comportamento de escolha, na memoria e na tomada de decisdo
(DAVIDSON; BOUTELLE, 2015; KHAN et al., 2015; ROSS et al., 2015). Além disso, tem-
se sugerido que patologias cerebrais que conduzem a doenca de Alzheimer e outros tipos de
deméncia cognitiva na velhice podem ter suas origens em fases iniciais da vida (DAVIDSON,;
BOUTELLE, 2015).

Adicionalmente, estudos experimentais com animais tem mostrado que a obesidade
provoca uma inflamagdo no encéfalo, particularmente nas areas envolvidas na formacgdo de
memdria, como o hipocampo (DINEL et al.,, 2011; MORRISA et al., 2014) e o coértex
(MORRISA et al., 2014; PISTELL et al., 2010). Da mesma forma, estudo clinico também
tem encontrado uma associacdo entre a obesidade, inflamacao e declinio cognitivo (SWEAT
et al., 2008). Estes resultados sdo importantes, pois 0 hipocampo ndo esta apenas envolvido na
aprendizagem e na memoria, mas também no controle da alimentacdo. Os danos no
hipocampo podem aumentar a ingestdo de alimentos e resultar em ganho de peso corporal
(MORRISA et al., 2014). De fato, a hiperalimentacdo pode prejudicar a funcdo hipocampall,
visto que contribui para o ganho de peso corporal, interferindo com processos de
aprendizagem e de memoria, podendo criar um ciclo vicioso (MORRISA et al., 2014).
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Tem sido também relatado associacdo entre sobrepeso/obesidade e distdrbios de
ansiedade, e que insultos ambientais durante a infancia podem predispor ao aparecimento
dessa condicdo (LYKOURAS; MICHOPOULOS, 2011). Os transtornos de ansiedade estéo se
tornando prevalente na populagdo mundial (KESSLER; WANG, 2008). Eles estéo
relacionados a altas taxas de morbimortalidade e a prejuizos na qualidade de vida
(LYKOURAS; MICHOPOULOS, 2011). Apesar disso, os mecanismos fisioldgicos e
comportamentais associados a esta condicdo ainda ndo estdo claros (LYKOURAS;
MICHOPQULOS, 2011). Alguns pesquisadores tém encontrado associagfes positivas entre
obesidade e transtornos relacionados a ansiedade (PETRY et al., 2008; ZHAO et al., 2009).
Outros relatam ndo haver qualquer ligacdo (EJIKE, 2013). A heterogeneidade e
multifatoriedade tanto da ansiedade, como da obesidade, podem ser algumas das principais
razdes para estes resultados controversos (LYKOURAS; MICHOPOULOS, 2011). Assim, €
de extrema relevancia estudar a relacdo causal entre hiperalimentacdo, desregulacdo do peso
corporal e alteragbes comportamentais, bem como medidas terapéuticas que possam atenuar

os efeitos deletérios decorrentes desses fatores. Abaixo estdo descritas duas dessas medidas.

2.3 Suplementacéo com 6leo de coco

O 6leo de coco produzido através do método Umido é conhecido como 6leo de coco
virgem, comercializado, recentemente, como 06leo funcional (MARINA; CHE MAN; AMIN,
2009). Testes realizados para determinar o teor de compostos fendlicos no OCV revelaram
que estes continham maior teor destes compostos totais em comparagcdo com o 6leo de coco
refinado (MARINA et al., 2009). O teor fendlico total de VCO (7,78-29,18 mg equivalentes
de &cido galico/100 g de 0leo) ¢ significativamente superior ao do 6leo de coco refinado (6,14
mg de equivalentes de acido galico / 100 g de 6leo) (KRISHNA et al., 2010; DAUQAN et al.,
2011; FERNANDO et al., 2015). Acido p-cumarico, acido ferdlico, 4cido caféico, 4cido
vanilico, &cido sirigico, acido protocatecuico e &cido catequina sdo 0s principais acidos
fenolicos encontrados no 6leo de coco (MARINA et al., 2009). Além disso, o 6leo de coco
virgem € rico em &cidos graxos de cadeia média (ASSUNCAO et al., 2009; MARINA et al.,
2009; YEAP et al., 2015), apresentando diferencas na sua absorgéo, transporte e catabolismo
em relacdo aos acidos graxos de cadeia longa (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006). E constituido
principalmente pelo &cido graxo saturado laurico (ASSUNCAO et al., 2009) e possui boa
digestibilidade (MARINA et al., 2009).
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Estudos relataram indmeros beneficios do consumo do coco, incluindo efeitos
antiulcerogénico,  anti-inflamatério,  anti-hipercolesterolémico,  antimicrobiano e
hepatoprotetor (DEBMANDAL; MANDAL, 2011). Adicionalmente, os acidos graxos de
cadeia média demonstraram exercer efeito antidepressivo em roedores submetidos ao estresse
de natacdo forcada (SHINOHARA et al., 2013; YEAP et al., 2015). Isto foi observado pela
reducdo significativa no tempo de imobilidade, sugerindo um valor potencial do éleo de coco
virgem no combate aos sintomas semelhantes a estresse e depressdo (SHINOHARA et al.,
2013; YEAP etal., 2015).

N&o h& diferenca significativa no teor de &cidos graxos entre OCV e 06leo de coco
refinado, todos contendo 92% de &cidos graxos saturados, 6% de acidos graxos insaturados
monoinsaturados e 2% de acidos graxos insaturados poli-insaturados (FERNANDO et al.,
2015). No entanto, o VCO mostrou efeitos benéficos maiores do que o 6leo de coco refinado
na reducdo dos niveis de lipidios no soro e nos tecidos e na reducdo da oxidacdo de LDL por
oxidantes fisiologicos. Esta propriedade de VCO pode ser atribuida aos componentes
biologicamente ativos de polifendis presentes no 6leo (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004).
Outros trabalhos tém evidenciado que o 6leo de coco virgem € capaz de aumentar a atividade
de enzimas antioxidantes quando suplementado em dietas de roedores (DEBMANDAL,;
MANDAL, 2011). Foi sugerido que o contetdo de compostos fendlicos do OCV pode
contribuir para o aumento do nivel sérico da enzima antioxidante superdxido dismutase no
soro e encéfalo (YEAP et al., 2015) e a reducdo da peroxidacdo lipidica no soro, coracgéo,
figado e rim (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006; YEAP et al., 2015). A restauragdo de niveis de
antioxidantes no encéfalo pode ajudar a evitar danos neuronais (BORSONELO; SUCHECKI;
CALIL; et al., 2011; YEAP et al., 2015). Considerando que OCV € capaz de aumentar a
concentracdo de omega-6 e omega-9 no cértex cerebral e hipocampo de ratos, esse Gleo
parece apresentar, também, propriedades neuroprotetoras (BORSONELO; SUCHECKI;
GALDUROZ, 2011).

Em adicdo, investigacbes tém sugerido que compostos fendlicos existentes em
alimentos, como aqueles presentes no éleo de coco virgem e extra virgem, podem ajudar a
diminuir a ansiedade e a melhorar a memoria e a cogni¢do em roedores (JOSEPH; SHUKITT-
HALE; CASADESUS, 2005; SONMEZ et al., 2007) e em humanos (JOSEPH et al., 2005;
KRIKORIAN et al., 2012; SONMEZ et al., 2007). Pois, 0 extresse oxidativo induz a danos
em regides como hipocampo e cortex, as areas responsaveis pela ansiedade e memoria,

causando prejuizos comportamentais (PATKI et al., 2015).
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No entanto, h4 também estudo que indica que o consumo de dietas ricas em gordura
pode estar associado com inflamagdo no cérebro, com aumento da expressdo das citocinas
inflamatorias no hipotalamo (MARIC; WOODSIDE; LUHESHI, 2014). Isto esta diretamente
relacionado com o contetudo de gordura saturada da alimentacdo (MARIC; WOODSIDE;
LUHESHI, 2014). Em relacdo a memoria, Granholm et al. (2008) sugerem que a gordura
saturada (6leo de coco hidrogenado) pode afetar a memoria e a morfologia do hipocampo.
Ratos que ingeriram o 6leo de coco hidrogenado cometeram mais erros quando avaliados pelo
teste do labirinto aquatico radial (GRANHOLM et al., 2008). Isto pode estar associado ao fato
de que dietas ricas em gordura ddo origem a niveis mais baixos do fator neurotréfico derivado
do cérebro na formagdo do hipocampo e do cortex cerebral (GRANHOLM et al., 2008). O
fator neurotréfico também tem demonstrado exercer efeitos anti-inflamatorios diretos no
sistema nervoso central (GRANHOLM et al., 2008).

2.4 Vivéncia em ambiente enriquecido

AlteracBes permanentes no comportamento também podem ser produzidas por
experiéncias vividas, muitas das quais podem ter ocorrido em determinados periodos criticos
do desenvolvimento (HALL; PERONA, 2012; KOLB et al., 2013). Uma maneira simples de
manipular essa experiéncia € comparando animais colocados em ambientes diferentes, sendo
0 modelo do ambiente enriquecido considerado util para o estudo da plasticidade cerebral
(HALL; PERONA, 2012; KOLB etal., 2013).

A plasticidade e a adaptacdo comportamental sdo profundamente influenciadas pelas
experiéncias vivenciadas no periodo perinatal (HIRASE; SHINOHARA, 2014). O ambiente
enriquecido pode induzir mudangas comportamentais significativas, assim como altera¢des
neuroquimicas e neuroanatémicas, produzindo melhorias duradouras em tarefas de memoria e
de aprendizagem (MARMOL et al., 2015). Incorpora maior estimulagdo sensorial, cognitiva e
motora; além de exercer efeito ansiolitico (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006).
Figura 1.
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Figura 1 - Ambiente enriquecido provoca maior estimulacdo sensorial, cognitiva e motora.

Fonte: Nithianantharajah and Hannan. Nature Reviews Neuroscience 7, 697-709 (September 2006) |
d0i:10.1038/nrn1970.

O hipocampo e o cortex, regides envolvidas com diversas fungdes cognitivas, sao
algumas das areas mais susceptiveis aos efeitos do ambiente enriquecido (MARMOL et al.,
2015). Isto demonstra que a substituicdo da habitacdo padrdo de laboratorio por gaiolas
maiores, contendo numero maior de roedores e objetos estimulantes, estd relacionada a
alteragcdes em estruturas neurais e melhora de desempenho (GREENWOOQOD;
PARASURAMAN, 2010). Estudo avaliando os efeitos antioxidantes produzidos por ambiente
enriquecido, encontraram que este protocolo reduz marcadores de estresse oxidativo no

hipocampo e no cortex cerebral, e otimiza as agdes antioxidantes (MARMOL et al., 2015).

2.5 Memoria e comportamento sugestivo de ansiedade

Ha consenso na literatura sobre o papel do hipocampo de mamiferos nos processos de
aprendizagem e de memdria (SQUIRE, 1992). A memdria pode ser classificada como
memodria de curta e de longa duracdo. A memoria de curto prazo detém uma capacidade muito
limitada para armazenar informacdes; enquanto que a de longo prazo possui capacidade
essencialmente ilimitada (EYSENCK, 1988). A memoria de longa duracdo pode ser dividida
em memoria ndo-declarativa (implicita) e memoria declarativa (explicita) (SQUIRE, 1992). A
memoria ndo-declarativa esta relacionada ao processo de aquisi¢do de habilidades, sobretudo
motoras e ao desenvolvimento de habitos de estimulo-resposta (SALMON; BUTTERS,

1995). A memoria declarativa inclui memoria para rostos, layouts espaciais, trazendo uma
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imagem lembrada a mente ao invés de verbalizar (SQUIRE, 1992). O tipo de memoria
espacial envolve o conhecimento da localizacdo dentro de um contexto ambiental, com a
capacidade de codificar, armazenar e recuperar informacdes sobre localizacbes espaciais,
configuracdes ou rotas (BANNERMAN et al., 2014; KESSELS et al., 2001).

Em 1987, Ennaceur e Delacour desenvolveram uma tarefa de reconhecimento de
objeto com base na tendéncia espontanea e natural do animal para explorar a novidade
(ENNACEUR; DELACOUR, 1987). O teste ndo envolve o uso de reforco e nao requer
qualquer treinamento, 0 que torna muito pratico para uma variedade de estudos. Essa tarefa
envolve a memoria, que se compara a observada na vida cotidiana humana (ENNACEUR et
al., 2005). Nesta tarefa, os ratos sdo colocados, individualmente, em uma arena aberta e
expostos por um periodo limitado de tempo a dois objetos idénticos (fase de amostra); depois,
voltam para sua gaiola. Decorrido um determinado tempo, os ratos retornam & arena. Dessa
vez, eles sdo expostos a dois objetos diferentes (fase de escolha), um idéntico aquele
anteriormente encontrado na fase de amostra (objeto familiar); e, o outro, diferente
(representa a novidade). Em outra versdo da tarefa, € avaliada a memoria de reconhecimento
de objeto quanto a localizacdo. Nesta tarefa, os ratos estdo expostos, na fase de escolha, a dois
objetos idénticos. Da segunda vez que os animais sdo colocados na arena, 0s objetos
permanecem 0s mesmos, mas um deles tera sido movido para uma nova localizacao dentro da
arena (ENNACEUR; DELACOUR, 1987; ENNACEUR et al., 2005).

A ansiedade é definida como uma resposta normal, adaptativa, que evolui de modo a
impedir que o individuo se envolva em situacdes potencialmente perigosas. E a resposta
primaria a um perigo (BANNERMAN et al., 2014; CRYAN; HOLMES, 2005). Diferencia-se
do medo, que é a resposta a um perigo iminente, uma ameaca real. A ansiedade esta associada
a um conflito ou inseguranca, e surge quando o individuo esta diante de uma concorréncia
entre objetivos ou escolhas de resposta (BANNERMAN et al., 2014).

Visto que os mesmos sistemas neurobiolégicos medeiam a ansiedade normal e
patoldgica, modelos animais de transtornos de ansiedade tém aproveitado o conhecimento dos
padrdes de comportamento naturais de roedores para desenvolver tarefas comportamentais
(CRYAN; HOLMES, 2005). Os roedores possuem uma aversdo inata para exposicdo a
espacos bem iluminados, originada da defesa contra a predacdo. Essa area aversiva assume
diferentes formas em diferentes testes: bracos elevados abertos (labirinto em cruz elevado),
quadrantes elevados abertos (labirinto em zero elevado), um compartimento de luz (teste de
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exploracdo claro/escuro), ou a area central de um campo aberto iluminado (teste de campo
aberto); sendo esse Ultimo também 0til para avaliar atividade locomotora (CRYAN;
HOLMES, 2005; KALUEFF; TUOHIMAA, 2004).

No teste de labirinto em cruz elevado (LCE) é bem demostrado o conflito emocional
existente. Consiste em um labirinto em forma de cruz, elevado do solo, formado por dois
bracos fechados por paredes e dois abertos perpendiculares aos primeiros. Nele, o animal ¢é
obrigado a escolher se deseja explorar os bracos abertos do labirinto, que sdo potencialmente
perigosos, mas também potencialmente gratificantes; ou, ficar em seguranca, nos bracos
fechados (BANNERMAN et al., 2014). De forma semelhante, o teste de campo aberto (TCA),
constituido por uma arena com seu contorno fechado por paredes e regido central livre,
oferece liberdade ao animal de explora-la. A preferéncia do animal pela periferia do campo
aberto, ou seja, proximo as paredes, ao invés da &rea central (mais exposta), & considerada
como comportamento sugestivo de ansiedade (SIMPSON; KELLY, 2011). Em ambos os
testes, outro parédmetro indicador de comportamento sugestivo de ansiedade € o elevado
numero ou volume de bolos fecais (SIMPSON; KELLY, 2011).

Diante das evidéncias de que a hiperalimentagdo na infancia provoca alteracoes
fisioldgicas que perduram em fases posteriores da vida, tem-se questionado sobre as possiveis
alteragdes comportamentais associadas. Concomitantemente, ha relatos de que o consumo do
OCV beneficia o funcionamento encefalico, embora pouco se saiba sobre o seu papel em
aprimorar o comportamento animal. Quanto ao ambiente enriquecido, h& varios estudos, mas
poucos se dedicaram a investigar seus efeitos na vigéncia de hiperalimentacdo precoce.
Portanto, a abordagem proposta neste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo com
OCV e a vivéncia em um ambiente enriquecido sobre parametros comportamentais sugestivos

de ansiedade e memdria em ratos precocemente hiperalimentados.



23

3HIPOTESE

A hiperalimentacéo durante o aleitamento pode aumentar as medidas murinométricas,
provocar comportamento semelhante a ansiedade e comprometimentos na memaria de ratos.
A suplementacdo com oOleo de coco extra virgem (OCV) ou a exposicdo a um ambiente
enriquecido podem atenuar ou reverter os possiveis efeitos deletérios da hiperalimentagéo
precoce sobre aqueles aspectos fisicos e comportamentais. Quanto a este ultimo fator, 0 OCV

e 0 ambiente enriquecido podem induzir a¢des ansioliticas e beneficios a memorizagéo.
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4 OBJETIVOS

Obijetivo Geral:

Investigar as possiveis influéncias da suplementacdo com o 6leo de coco extra virgem
ou de um ambiente enriquecido em ratos Wistar jovens e adultos submetidos a
hiperalimentacdo no inicio da vida sobre parametros comportamentais sugestivos de

ansiedade e memoria.
Obijetivos Especificos:

e Avaliar os efeitos da hiperalimentacdo, do 6leo de coco extra virgem ou do ambiente

enriquecido sobre pardmetros murinométricos;

e Analisar os comportamentos semelhantes a ansiedade e a memoria em ratos jovens e
adultos hiperalimentados durante o aleitamento e suplementados com 06leo de coco extra
virgem;

e Observar os comportamentos semelhantes a ansiedade e a memoria em animais adultos
submetidos a hiperalimentacdo durante o aleitamento e a habitacio em um ambiente

enrigquecido.
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5 METODOS
5.1 Aspectos éticos e delineamento experimental

Os cuidados com os animais foram realizados de acordo com o disposto na Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, respeitando as Resolugfes Normativas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA. Todos o0s experimentos foram
realizados ap6s aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPE, processo n°
23076.048535/2015-78 (Anexo A).

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, provenientes da colonia do
Departamento de Nutrigdo da UFPE. Esses animais foram mantidos sob condig6es padréo de
biotério, em sala com temperatura controlada (22+1°C), submetidos a um ciclo artificial claro-
escuro de 12/12 horas (o escuro iniciando-se as 18:00 h e terminando as 6:00 h), com acesso
livre a 4gua e & comida. Inicialmente, ap6s o nascimento, os ratos foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos nutricionalmente distintos: 1) Nutridos (N), constituido por
ninhadas de tamanho padrdo, contendo 9 (nove) filhotes; 2) Hiperalimentados (H), cada
ninhada era formada por 3 (trés) filhotes (Figura 2). A metodologia usada para a reducao da
ninhada (obtencdo do grupo hiperalimentado) foi baseada na descricdo de Plagemann e
Harder (2005). De acordo com estes autores, é necessario um periodo de trés dias para a rata
ajustar a producdo lactifera ao tamanho da sua ninhada, que geralmente é maior do que trés
filhotes. Ela mantém essa produc¢édo durante todo o aleitamento. Assim, quando a ninhada é
reduzida ap0s esse periodo, os filhotes tém uma disponibilidade de leite aumentada. Durante a
lactacdo, cada ninhada permanecia com o nimero de animais estipulados. Caso o nimero de
filhotes machos fosse insuficiente, a ninhada era completada com fémeas durante a lactacao,
permanecendo apenas os machos apds o desmame. Posteriormente, os animais de cada
condi¢do N e H foram subdivididos nos demais grupos experimentais, conforme apresentado

na Figura 2.
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Figura 2 — Distribuicdo dos grupos experimentais (A) e cronograma experimental (B). Os animais
foram distribuidos em grupo Nutrido (N), formado por ninhadas de 9 filhotes/rata; e grupo
Hiperalimentado (H), obtido por reducdo da ninhada para 3 filhotes/rata. Em cada condicéo
nutricional, os filhotes foram subdivididos em suplementados por gavagem com 0leo de coco extra
virgem (OCV) ou solucéo veiculo (V). Esse tratamento ocorreu do 7° ao 30° dia de vida. Ao término,
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foram realizados os testes comportamentais nos animais jovens. Em seguida, foram selecionados
animais dos subgrupos V para uma vivéncia em ambiente enriquecido (AE) durante quatro semanas.
Ap0s esse periodo, todos os grupos de animais adultos foram submetidos a testes comportamentais e a
avaliacdo murinométrica.

5.2 Experimento 1 - Suplementacgdo com 6leo de coco extra virgem

A partir do 7° até o 30° dia de vida, em cada grupo experimental (N ou H), os filhotes
foram submetidos a tratamentos diarios de suplementacdo por gavagem com o6leo de coco
extra virgem (OCV; 10 ml/kg/dia do 6leo; COPRA®, Maceio, Alagoas) ou com solucédo
veiculo (V). Conforme informacGes da COPRA® (Maceio, Alagoas), a composicao do 6leo
de coco extra virgem é a mesma do Gleo de coco virgem, diferenciando apenas a regido do
coco onde é feita a extragdo. A dose de OCV (10 ml/kg/dia) foi escolhida com base em
estudos prévios que mostravam que esta dose foi capaz de reduzir o estresse oxidativo em
ratos hipertensos (ALVES et al., 2015); apresentou acdo hepatoprotetora (ZAKARIA et al.,
2011); além de ser a Unica, segundo nossa pesquisa da literatura, que estava relacionada com
teste comportamental (YEAP et al., 2015). No trabalho de Yeap et al. (2015), foi demonstrado
que essa dose de suplementacdo com OCV promovia efeito anti-estresse durante o teste de
natacao forcada. O veiculo consistia de uma solucdo aquosa de cremophor a 0,009% (Sigma),
solvente organico utilizado para preparo da solucdo a base de 6leo de coco (diluicdo na
proporcdo OCV:V de 1:1). O OCV ¢ constituido dos seguintes acidos graxos saturados em
%/100g: C 6:0 caprdico (0,38), C 8:0 caprilico (5,56), C 10:0 céprico (4,99), C 12:0 laurico
(45,78), C 14:0 miristico (18,56), C 16:0 palmitico (8,85), C 18:0 estearico (3,39); e acidos
graxos poli-insaturados: C 18:1 Omega 9 — oleico (5,65) e C 18:2 Omega 6 — linoleico (0,94).

5.3 Experimento 2 - Protocolo do ambiente enriquecido

A partir do 36° dia de vida, animais de ambas as condi¢des nutricionais (N e H) e
tratados com o veiculo foram submetidos ao protocolo do ambiente enriquecido. Foi utilizada
uma gaiola enriquecida (Figura 3) que consistia em uma caixa de acrilico grande (100 cm de
comprimento x 60 cm de largura x 35 cm de altura), com um primeiro andar, alojando oito
animais (ANDIN et al., 2007). Os animais passavam um periodo de trés horas, durante quatro
semanas nessa gaiola, conforme adaptado da metodologia descrita por Widman e Rosellini
(1990) e Sampedro-Piqueiro e cols. (2013). O alimento e a 4gua foram ofertados no andar
superior e térreo, respectivamente. As gaiolas possuiam varios objetos estimulantes como

brinquedos, roda de corrida, casa de brinquedo, bolas, tubos de plastico de diferentes
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didmetros, entre outros (Figura 4). Para assegurar a presenga de um componente novo, a
configuracdo das gaiolas era modificada uma vez por semana. Os demais animais que ndo
foram submetidos ao ambiente enriquecido permaneceram em gaiolas padréo para roedores,
de polietileno, com dimensdes 45 cm de comprimento x 30 cm de largura x 15 cm de altura,
alojando trés ou quatro ratos (Figura 4). Apds as quatro semanas em que 0s animais viveram a
experiéncia em ambiente enriquecido, esses e todos os demais animais foram submetidos a

realizacao aos testes comportamentais.

Figura 3 — Gaiola para o ambiente enriquecido.
Fonte: Elaborada pela autora.

A

e = )

Figura 4 — Alojamento dos animais em ambiente padréo de laboratorio e enriquecido.

A — Ambiente padrdo para ratos. B — Ratos em sessdo com ambiente enriquecido.
*Escala no canto inferior esquerdo da imagem: 30 cm. Fonte: AE elaborada pela autora.
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5.4 Analise comportamental

No dia de cada experimento, os animais foram colocados na sala experimental e
permaneceram por 30 minutos antes do inicio do teste, para adaptacdo ao novo ambiente. As
anélises comportamentais foram realizadas em dois momentos, o primeiro quando jovens
(entre 31-35 dias de vida) e o segundo na idade adulta (entre 65 e 70 dias de idade). Em cada

momento foram seguidas as mesmas sequéncias dos testes descritos abaixo.

Os testes foram sempre realizados no horario da manh&, em conformidade com o ciclo
de iluminacdo do biotério. A intensidade da luminosidade no teste de labirinto em cruz
elevado foi: 205 lux nos bragos abertos, 53 lux nos bracos fechados e 135 lux no centro do

aparato. No teste de campo aberto, intensidade da luminosidade foi de 151 lux.

5.4.1 Labirinto em cruz elevado

O teste consistiu em colocar o animal em um labirinto em cruz elevado (LCE),
construido todo de madeira, 55 cm erguido do solo, contendo dois bracos fechados por
paredes e dois abertos perpendiculares aos primeiros. Ambos os bragos possuem 49 cm de
comprimento e 10 cm de largura, os bragos fechados possuem 45 cm de altura; a dimenséo da
area central foi de 10 x 10 cm (DA SILVA FRANCISCO; GUEDES, 2015).

O animal foi colocado no centro do aparato com o focinho voltado para um dos bracos
abertos, sendo permitida a exploracdo livre por 5 minutos. Apos cada teste, utilizou-se alcool
a 70% para eliminacdo de pistas olfativas. Nesse teste foram avaliados o nimero de entradas e
0 tempo gasto pelo animal nos bragos abertos e fechados. Esses parametros comportamentais
foram utilizados como os principais indicadores de comportamentos relacionados a ansiedade.
Quanto menor o numero de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos, maior o
comportamento do tipo ansioso (HANDLEY & MITHANI, 1984; PELLOW & FILE, 1986).

As sessbes foram filmadas com uma camara de video instalada no teto e em seguida
analisadas as categorias comportamentais identificadas e registradas através do programa ANY
MAZE, que consistiu em:

a) Distancia percorrida (m)
b) Tempo de imobilidade (s)
c) Numero de entradas nos bragos abertos e fechados (foi considerada uma entrada

quando o animal entrou com as quatro patas no braco);
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d) Tempo gasto nos bragos abertos (s);

e) Tempo gasto na area central (S).
5.4.2 Teste no campo aberto

O procedimento foi realizado 48 horas ap0s a realizacdo do teste LCE. Para esse teste,
os animais foram colocados, individualmente, por 5 minutos, em uma arena circular. O
aparato consiste em um campo aberto (89 cm de diametro e 52 cm de altura), cujas paredes de
madeira formam um circulo e a superficie é dividida em 3 zonas: central, intermediaria e
periferia. Durante os 5 minutos de teste, foram avaliadas medidas de locomogéo e de
atividades exploratorias, tais como: distancia percorrida (m), tempo de imobilidade (s),
nimero de entradas no centro da arena, tempo de permanéncia no centro da arena (S)
(KALUEFF; TUOHIMAA, 2004; LISTER, 1990; SIMPSON; KELLY, 2011)

O comportamento foi registrado utilizando uma camera de video e analisado com o
auxilio do programa ANY MAZE. A cada intervalo entre testes de diferentes animais,
utilizou-se alcool a 70% na superficie da arena com o intuito de eliminar quaisquer pistas

olfativas.
5.4.3 Teste de reconhecimento de objetos

Apos 24 h de realizacdo do teste de campo aberto, os animais realizaram o teste de
reconhecimento de objetos (TRO). Foram avaliadas as diferencas entre os grupos quanto a
capacidade de identificacdo de objetos. O teste foi feito em dois dias consecutivos; no
primeiro dia foi investigada a distincdo de objetos em relacdo a sua forma e no segundo dia
quanto a sua localizacdo espacial na arena.

A primeira etapa do TRO consistiu em colocar animais para explorar por 5 minutos o
ambiente com dois objetos idénticos. Passados 50 minutos, os animais foram novamente
colocados na mesma arena por 5 minutos. Nessa segunda etapa, a capacidade do animal em
reconhecer a forma ou a localizagédo espacial dos objetos foram avaliadas, trocando-se um dos
objetos por outro novo, com caracteristicas diferentes. Se diante dos dois objetos, um
conhecido (da etapa anterior) e outro “novo” (seja na forma ou na posi¢do), o rato reconhecer
0 objeto apresentado na primeira andlise, ele, entdo, passara mais tempo explorando o objeto
“desconhecido (novo)”, demonstrando assim reconhecimento de objetos “familiar versus
novo” (VIANA et al.,, 2013). Para minimizar a influéncia de preferéncias naturais para

determinados objetos ou materiais foram escolhidos objetos feitos de vidro, com
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caracteristicas semelhantes, tais como, cheiro, textura, grau de transparéncia, peso,
comprimento. Entre cada etapa, 0s objetos e 0 campo aberto foram limpos com alcool 70%

para remover pistas olfativas que pudessem interferir no ensaio seguinte.

No primeiro dia foi avaliada a discriminacdo da forma: dois objetos idénticos (A e B)
foram posicionados na arena para a primeira analise. Ap6s 50 minutos, os animais foram
recolocados no campo aberto (segunda sessdo) com o mesmo objeto A (conhecido), porém, o
objeto B substituido por outro C (desconhecido), da mesma cor, tamanho e cheiro do objeto
A, mas com uma forma diferente. O animal, entdo, diferenciard as formas quando, nessa
segunda sessdo, passar mais tempo explorando o objeto com a forma desconhecida (VIANA
et al., 2013) (Figura 5A).

No segundo dia, foi analisada a capacidade de localizacdo espacial: dois objetos
idénticos (A e B) foram colocados em determinadas posi¢cdes no campo aberto. Passados 50
minutos, os animais foram novamente colocados no campo aberto (segunda sessdo) na
presenca dos mesmos objetos (A e B), todavia, neste segundo momento a posicdo de A se
manteve (posicdo conhecida), e a localizagdo de B foi modificada. O animal distingue uma
posicdo desconhecida quando ele gasta mais tempo explorando o objeto nessa posicao
(VIANA et al., 2013) (Figura 5B).

Para a analise do comportamento no reconhecimento de objeto, foram utilizados dados
referentes ao indice de discriminacgdo (%), fundamentado no tempo de explora¢do do objeto
novo (quanto a forma ou localizacdo) dividido pelo tempo total gasto na exploracdo de ambos
0s objetos (antigo e novo). Formula: indice de discriminacdo (%) = [tempo no objeto novo +
(tempo no objeto antigo + novo)] x 100 (AKKERMAN et al., 2012; GAINEY et al., 2016).

Apos a realizacdo dos testes, os videos foram analisados com o auxilio do programa
“ANY MAZE” e a exploragdo ativa de um objeto foi definida quando o animal cheirava ou
tocava o objeto com o focinho e/ou com as patas dianteiras. Caso o animal sentasse sobre 0
objeto ou o derrubasse, ndo foi considerado como um comportamento exploratério (DERE et
al., 2005; O’CALLAGHAN, et al., 2007; MELLO et al., 2008).
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Figura 5 - llustragdo do teste de reconhecimento de objetos. Foram avaliadas as diferengas na
capacidade de identificacdo de objetos. A - Primeiro dia em relacdo a sua forma. B - Segundo

dia em relacdo a localizacdo na arena.
Fonte: Viana et al. Litter size, age-related memory impairments, and microglial changes in rat dentate gyrus:
Stereological analysis and three dimensional morphometry. Neuroscience, v. 238, p.280-296, 2013.

5.5 Avaliacéo do peso corporal e murinométrica

O peso corporal foi obtido semanalmente, a partir do sétimo dia de vida pds-natal até o
final o experimento. Utilizou-se balanca eletronica de semi-precisdo (FILIZOLA - Balanca
MF 3/1-, Brasil).

Apos a finalizagdo dos testes comportamentais dos animais adultos, o comprimento
corporeo (focinho-anal), a circunferéncia toracica (CT) e abdominal (CA) foram aferidos com

uma fita métrica para analise de parametros murinomeétricos, conforme descrito a diante:

e Indice de Massa Corporea (IMC): peso corporal (g) / comprimento corpéreo? (cm?)
(NOVELLI et al., 2007).

e indice de Lee: raiz cubica do peso corporal (g) /comprimento corpéreo (cm)
(NOVELLI et al., 2007).

e Relacdo CA/CT (cm) (NOVELLI et al., 2007).

Os parametros acima foram utilizados como um instrumento de avaliacdo da gordura

corporal em ratos, bem como um indicador de alteracGes lipémicas (NOVELLI et al., 2007).
5.6 Anélise Estatistica

Todos os dados foram expressos em media + desvio padrdo (DP) e analisados
estatisticamente utilizando o software SigmaStat 3.5. Os dados murinomeétricos, a avaliacao
dos comportamentos tipo ansiedade e memoria foram submetidos ao teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foram analisados através da ANOVA de duas vias,
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seguida do teste para comparacbes multiplas Holm-Sidak. As diferencas foram
estatisticamente significantes quando P<0,05.

6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal
Nos quatro grupos, a ANOVA de duas vias revelou um efeito do tamanho da ninhada
sobre o peso corporal ao longo do tempo. Os animais H apresentaram pesos corporais maiores
em comparacgdo ao grupo N nos seguintes dias: 7 (F 43 = 19,249; P<0,001), 14 (F 343 =
81,977; P<0,001), 21 (F (3.43) = 108,222; P<0,001), 30 (F (3.43y = 50,790; P<0,001) e 60 (F (343
= 10,780; P=0,002). Os grupos que receberam suplementacdo com OCV ndo apresentaram
alteracdo no peso corporal nas idades avaliadas (Grafico 1).
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Gréfico 1. Evolucdo do peso corporal dos ratos amamentados em ninhadas com 9 e 3 filhotes (condicdo N e H,
respectivamente). (A) Peso corporal do 7° ao 21° dia de vida. (B) Peso corporal do 30° ao 60° dia de vida. Os
dados estdo representados em média + DP (10 ratos/grupo). *Diferenca entre os grupos N e H (ANOVA de duas

vias seguida do teste de Holm-Sidak, P<0,05). N: nutrido. H: hiperalimentado. OCV: éleo de coco extra virgem
10 ml/kg/dia. V: solugéo veiculo.
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6.2 Experimento 1
6.2.1 Animais jovens
6.2.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado e de Campo Aberto

O comportamento dos ratos jovens no LCE néo foi afetado significativamente pelo
tamanho da ninhada durante o periodo de lactacdo, nem pela suplementacdo. Contudo, nao
houve interacdo entre os dois tratamentos. Em relacdo ao TCA, os ratos do grupo N-OCV
apresentaram menor atividade locomotora, a julgar pela menor distancia percorrida em
relagdo ao N-V (F 337 = 10,017; P=0,003; Tabela 1).

Tabela 1 - Teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e de campo aberto (TCA) em ratos jovens. Os animais foram
provenientes de ninhadas com 9 ou 3 filhotes (N e H, respectivamente) e subdivididos em suplementados com 6leo de
coco extra virgem (10 ml/kg/dia, por gavagem) ou veiculo. Os dados sdo representados em média + DP. *Diferenca
entre suplementacdo com V e OCV (ANOVA de duas vias seguida do teste de Holm-Sidak, P<0,05). N: nutrido. H:
hiperalimentado. OCV: 6leo de coco extra virgem. V: solucéo veiculo.

Grupos experimentais

Testes comportamentais N-V H-V N - OCV H-OCV
(n=11) (n=10) (n=10) (n=10)
LCE
Distancia total percorrida (m) 13,37 +1,23 13,30 +2,22 11,38 +1,03 11,54 +1,11
Tempo de imobilidade (s) 35,58 +16,64 35,03 £8,07 47,72 £13,92 40,45 £11,74
N° de entradas no braco aberto 8,64 +3,04 7,50 £2,27 8,90 +2,47 8,70 £1,70
Tempo no braco aberto (s) 50,53 £15,13 32,55 +9,28 48,19 +14,79 44,21+8,16
Tempo no centro (s) 33,98 £11,58 36,61 +9,83 36,93 +5,60 49,81+12,44
N° de entradas no braco fechado 11,82 £2,89 13,30 £2,26 9,50 £2,42 9,30 £2,11
N-V H-V N - OCV H-0CV
(n=11) (n=10) (n=10) (n=10)
TCA
Distancia total percorrida (m) 28,50 +4,06 28,16 £3,59 23,45 +2,46* 30,39 +4,28
Tempo de imobilidade (s) 28,09 +18,32 17,04 6,54 21,96 +7,80 15,56 +5,67
N° de entradas na area central 8,18 +3,97 9,20 +£2,53 6,60 £2,95 7,40 £1,26
Tempo na area central (s) 18,92 £8,27 18,76 4,08 15,13 £4,82 16,65 16,61

m - metros; s - segundos.

6.2.1.2 Teste de Reconhecimento de objeto

No que se refere ao desempenho dos animais nos testes relacionados & memoria, a
analise demonstrou que o0s animais tiveram a memoria preservada, apresentando um indice de

discriminagdo acima de 60%, exceto o grupo H-V em relagdo a memdria espacial (Gréfico
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2B). Mesmo assim, todos os grupos exploraram mais 0 objeto novo/deslocado versus
familiar/estacionario (P<0,0001).

Na tarefa de reconhecimento do formato do objeto, a analise indicou diferenca quanto
ao objeto novo entre os grupos com tamanhos da ninhada distintos. O grupo H-V apresentou
um prejuizo no reconhecimento do objeto alterado em relagdo ao controle (H-V (66,03 + 7,59
%) versus N-V (80,66 * 6,96 %), F 337 = 6,407; P=0,016). Grafico 2A.
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Grafico 2 - Indices de discriminagio para os testes de reconhecimento de objeto quanto a sua forma (A) e
localizacéo espacial (B) em ratos jovens. Os animais foram amamentados em condi¢des normais (N) ou de indugao
a lactagdo excessiva (H) e suplementados, por gavagem, com 6leo de coco extra virgem (10 ml/kg/dia), ou veiculo.
Os dados sdo representados em média + DP. #Diferenca intergrupo (N-V versus H-V). *Diferenga intragrupo (novo
versus familiar e estacionario versus deslocado) (ANOVA de duas vias seguida do teste de Holm-Sidak, P<0,05). N:

nutrido. H: hiperalimentado. OCV: éleo de coco extra virgem. V: solugdo veiculo.
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6.2.2 Animais adultos

6.2.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado e de Campo Aberto

Ao 65° dia de vida, o0 comportamento dos ratos no LCE foi afetado significativamente
pelo estado nutricional, induzido por alteragdo no nimero de filhotes por ninhada. O grupo H
apresentou comportamento de menor grau de ansiedade, observado pelo maior nimero de
entradas nos bracos abertos (N-V versus H-V, F (330 = 14,102; P<0,001). Entretanto, ratos H-
OCV apresentaram um numero de entradas nos bragos abertos menor que os H-V (F 3z30) =
14,102; P<0,001). Também foi evidenciado um menor ndmero de entradas nos bracos
fechados no grupo N-OCV em relagdo ao N-V e H-OCV (F 30) = 13,117; P=0,001). No
TCA, ndo foram observadas diferengas significativas. Os dados comportamentais estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e de campo aberto (TCA) em ratos com 65 a 70 dias de
vida. Durante a lactacdo os ratos foram amamentados em ninhadas com 9 ou 3 filhotes (condicdo N e H,
respectivamente) e subdivididos conforme a suplementacéo, por gavagem, com éleo de coco extra virgem (10
mil/kg/dia) ou veiculo. Os dados sdo representados em média + DP. #Diferenca entre as condicdes N e H.
*Diferenca entre suplementacdo com V e OCV (ANOVA de duas vias seguida do teste de Holm-Sidak, P<0,05).

N: nutrido. H: hiperalimentado. OCV: 6leo de coco extra virgem. V: solucédo veiculo.

Grupos experimentais

Testes comportamentais N-V H-V N - OCV H-O0CV
(n=08) (n=09) (n=09) (n=08)
LCE
Distancia total percorrida (m) 10,79+1,61 11,79+1,75 8,09+1,48 8,92+1,26
Tempo de imobilidade (s) 49,41+20,61 58,52+24,35 100,80+21,41 107,84+14,37
N° de entradas no braco aberto 6,13+1,89 10,33+2,45% 7,44+3,75 5,13+0,99*
Tempo no braco aberto (s) 44,78+14,51 61,67+25,28 33,04+13,54 29,84+9,80
Tempo no centro (s) 52,31+15,50 48,47+13,22 41,51+17,82 33,60+11,68
N° de entradas no brago fechado 14,38+%3,42 13,67+3,12 8,22+2,11* 15,38+3,85"
N-V H-V N - OCV H-O0CV
(n=08) (n=09) (n=09) (n=08)
TCA
Distancia total percorrida (m) 20,90+2,36 24,37+2,50 20,58+3,50 22,73+4,51
Tempo de imobilidade (s) 47,85%21,20 27,98+13,91 34,27+17,92 31,79+24,83
N° de entradas na area central 3,13+2,59 3,33+1,80 4,67+2,92 2,25+1,49
Tempo na area central (s) 11,70+9,89 11,8745,77 11,87+8,05 6,96%1,24

m - metros; s - segundos.
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6.2.2.2 Teste de Reconhecimento de objeto

Na tarefa de reconhecimento do formato do objeto, ndo houve diferenca entre os
grupos (Gréfico 3A). Quanto ao teste de memoria espacial, o grupo H-OCV (51,89 + 13,18
%) reconheceu menos o objeto deslocado em relacdo aos grupos N-OCV (64,59 + 4,48 %) e
H-V (70,95 +10,31 %) (F (3,30 = 4,365; P=0,045) (Grafico 3B).

Com excecdo do grupo H-OCV, que apresentou um indice de discriminagdo abaixo de
60% e ndo diferiu na exploracdo objeto deslocado versus estacionario no teste de memaria
espacial, todos os animais apresentaram a memoria preservada (P<0,0001). Dados

apresentados no Gréafico 3B.
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localizacéo espacial (B) em ratos com 65 a 70 dias de vida. Durante a lactagéo foram divididos em ninhadas com
9 ou 3 filhotes (condicdo N e H, respectivamente) e subdivididos conforme a suplementagéo, por gavagem, com
6leo de coco extra virgem (10 ml/kg/dia) ou veiculo. Os dados sdo representados em média = DP. #Diferenca
intergrupo (N-V versus H-V; H-V versus H-OCV; N-OCV versus H-OCV). *Diferenca intragrupo (novo versus
familiar e estacionario versus deslocado) (ANOVA de duas vias seguida do teste de Holm-Sidak, P<0,05). N:

nutrido. H: hiperalimentado. OCV: dleo de coco extra virgem. V: solugdo veiculo.



38

6.2.2.3 Dados murinométricos

A suplementacdo com o OCV realizada no periodo critico da vida pés-natal, ndo
modificou de maneira significativa os dados murinométricos nos diferentes grupos
experimentais. Entretanto, os animais dos grupos hiperalimentados mostraram alteragdes nos
parametros murinométricos. Foi observado que os grupos H-V e H-OCV apresentaram maior
relacdo CA/CT (F (1,26) =17.37 P=0.0003) e maior IMC (F (1,34) =18.65 P=0.0001) ao
serem comparados com seus respectivos controles. Quanto ao indice de Lee foi observado que
0 grupo H-OCV apresentou um maior indice em relacdo ao N-OCV (F (1,32) =14.86
P=0.0005). Dados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados murinométricos em animais adultos, divididos previamente em grupos com condigdes normais
de amamentagdo ou favoravel para lactacdo excessiva (respectivamente, em ninhadas com 9 e 3 filhotes) e
subdivididos conforme a suplementagdo, por gavagem, com éleo de coco extra virgem (10 mi/kg/dia) ou veiculo.
#Diferenca entre as condicdes N e H. Os dados sdo representados em média + DP (ANOVA de duas vias). N:

nutrido. H: hiperalimentado. OCV: éleo de coco extra virgem. V: solugdo veiculo.

Dados murinométricos

Grupo
experimental CAICT IL IMC
N -V (n=08) 1,07+0,04 0,326+0,007 0,69+0,04
H - V (n=09) 1,15+0,04* 0,335+0,008 0,77+0,05%
N-OCV (n=09) 1,10+0,03 0,329+0,007 0,68+0,05
H-OCV (n=08) 1,18+0,08" 0,341+0,011% 0,77+0,08%

CAJ/CT - relagdo circunferéncia abdominal/toracica; IL (g/cm) - indice de Lee; IMC (g/m?) - indice de massa

corporal.

6.3 Experimento 2 - Vivéncia em ambiente enriquecido
6.3.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado e de Campo Aberto

No LCE e TCA ndo houve interferéncia da experiéncia ambiental em relacdo a
comportamentos sugestivos de ansiedade nos parametros avaliados (ANOVA duas vias,
P>0,05). Em relacdo a locomocéo, os animais do grupo H-AE realizaram mais entradas nos
bragos fechados em relagcdo ao grupo H-S/AE e N-AE (F (30 = 7,258; P=0,011). Dados

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Teste do Labirinto em Cruz elevado (LCE) e de Campo Aberto (TCA) em ratos com experiéncias
ambientais diferentes. Os animais foram amamentados em ninhadas com 9 ou 3 filhotes (condicdo N e H,
respectivamente). A partir do 36° dia de vida foram subdivididos em vivéncia no AE e sem AE por quatro semanas.
Os dados sdo representados em média + DP. *Diferenca entre as condigdes N e H. *Diferenca entre condicbes de
habitagdo S/AE e AE (ANOVA de duas vias seguida do teste de Holm-Sidak, P<0,05). N: nutrido. H:

hiperalimentado. S/AE: habitacdo padrdo. AE: ambiente enriquecido.

Grupos experimentais

Testes comportamentais N - S/IAE H - S/AE N - AE H - AE
(n=08) (n=09) (n=08) (n=09)
LCE
Distancia total percorrida (m) 10,79+1,61 11,79+1,75 12,03+1,64 13,45+2,18
Tempo de imobilidade (5) 49,41+20,61 58,52+24,35 82,13+14,33 84,70+17,33
N° de entradas no braco aberto 6,13+1,89 10,33+2,45 7,00%2,45 10,78+2,49
Tempo no braco aberto (s) 44,78+14,51 61,67+25,28 46,76+25,44 37,33+17,83
Tempo no centro (s) 52,31+15,50 48,47+13,22 47,83+11,95 52,73+11,91
N° de entradas no brago fechado 14,38+3,42 13,67+3,12 12,25+0,71 16,89+3,30%*
N - SIAE H - S/AE N - AE H - AE
(n=08) (n=09) (n=08) (n=09)
TCA
Distancia total percorrida (m) 20,90+2,36 24,37+2,50 20,97+2,50 21,91+2,67
Tempo de imobilidade (s) 47,85+21,20 27,98+13,91 56,28+18,37 33,28+8,42
N° de entradas na area central 3,13+2,59 3,33+1,80 7,25+2,71 10,33+5,39
Tempo na area central (s) 11,70+49,89 11,8745,77 13,95+3,85 21,83+12,95

m - metros; s - segundos.

6.3.2 Teste de Reconhecimento de objeto

No que se refere ao desempenho dos animais nos testes relacionados a memoria, a
analise demonstrou que 0s animais tiveram a memoria preservada, apresentando um indice de
discriminacdo acima de 60% (P<0,0001).

Ao comparar com 0s animais em habitacdo padrdo, o ambiente enriquecido ndo

influenciou os testes de meméria realizados. Grafico 4.
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Grafico 4 - indices de discriminacdo para os testes de reconhecimento de objeto quanto a sua forma (A) e
localizacdo espacial (B) em ratos com experiéncias ambientais diferentes. Os animais foram amamentados em
ninhadas com 9 ou 3 filhotes (condicdo N e H, respectivamente). A partir do 36° dia de vida foram subdivididos
em vivéncia no AE e sem AE por quatro semanas. Os dados sdo representados em média + DP. *Diferenca
intragrupo (novo versus familiar e estaciondrio versus deslocado) (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Holm-Sidak, P<0,05). N: nutrido. H: hiperalimentado. S/AE: habitagcdo padrdo. AE: ambiente enriquecido.

6.3.3 Dados Murinométricos

A experiéncia de vivéncia no ambiente enriquecido n&do influenciou os dados

murinométricos em relagdo ao controle. Tabela 5.

Tabela 5 - Dados murinométricos em animais adultos com experiéncias ambientais diferentes. Os ratos foram
amamentados em ninhadas com 9 ou 3 filhotes (N e H, respectivamente). A partir do 36° dia de vida foram
subdivididos em vivéncia no AE e sem AE por quatro semanas. Os dados sdo representados em média + DP
(ANOVA de duas vias). N: nutrido. H: hiperalimentado. N: nutrido. H: hiperalimentado. S/AE: habitacdo padréo.
AE: ambiente enriquecido.

Dados murinométricos

Grupo
experimental CAICT IL IMC
N - S/AE (n=08) 1,13+0,08 0,327+0,006 0,70+0,03
H - SIAE (n=09) 1,11+0,05 0,328+0,010 0,72+0,06
N - AE (n=08) 1,13+0,08 0,333+0,006 0,73+0,04
H - AE (n=09) 1,11+0,06 0,337+0,006 0,76+0,03

CAJCT - relagéo circunferéncia abdominal/toracica; IL (g/cm) — indice de Lee; IMC (g/m?) — indice de massa
corporal.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho foi investigado se a hiperalimentacdo induzida pela reducdo da
ninhada, a suplementagdo com OCV, em uma dose diaria de 10 ml/kg/dia, durante o periodo
critico do desenvolvimento e a vivéncia em um ambiente enriquecido podem influenciar
pardmetros murinométricos, o comportamento semelhante a ansiedade nos testes do LCE e
TCA e, ainda, a memoria através do TRO.

A criacdo de ratos em pequenas ninhadas, em compara¢do com ninhadas de tamanho
padrdo, € considerada um modelo animal para o estudo em curto ou longo prazo das
consequéncias de um excesso alimentar no inicio da vida (PLAGEMANN; HARDER, 2005;
PLAGEMANN et al., 2010). A reducdo da ninhada ao terceiro dia de vida proporciona aos
filhotes maior disponibilidade ao leite da mae, devido a uma reducdo na competicdo pelo
alimento; pois, € feito um ajuste inicial da producdo do leite materno em fungdo do nimero
total de filhotes nascidos, antes da reducdo da prole (DAVIDOWA; PLAGEMANN, 2001).
Além disso, o desenvolvimento do controle hipotalamico sobre a regulacdo do apetite ocorre
predominantemente ap0s o0 nascimento, em roedores; de forma que ndo ha dominio completo
da ingestdo até o 15°-16° dia de vida pds-natal (MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER,
2005). Assim, quando ha grande oferta de leite, os filhotes se alimentam até atingirem a
plenitude do intestino (HOUPT; EPSTEIN, 1973; PLAGEMANN et al., 1999; MCMILLEN;
ADAM; MUHLHAUSLER, 2005; PLAGEMANN; HARDER, 2005). Todos esses estudos
convergem para o fato de que a reducdo da ninhada é uma técnica eficiente em promover
hiperalimentacdo durante o periodo de aleitamento e reforcam o desenho experimental

utilizado nesse estudo.

Em nosso trabalho, o peso corporal dos animais foi avaliado durante todo o periodo
experimental para verificar se haveria influéncia da alimentag&o precoce sobre o crescimento
normal. Observamos que 0s animais do grupo H apresentaram peso corporal maior do que 0s
controles, corroborando com a hipdtese de uma persisténcia de alteracdo corporal provocada
pela hiperalimentacdo neonatal. Adicionalmente, foi encontrado maior IMC, indice de Lee e
relacdo CA/CT nos animais dos grupos H. Os resultados reforcam dados de outros estudos
que evidenciaram que uma ingestdo cal6rica aumentada durante a lactacdo esta associada com
rdpido aumento de deposicdo de gordura, persisténcia de excesso de peso e hiperfagia ao
longo da vida (PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN; HARDER, 2005;
PLAGEMANN et al., 2010). Diante disso, a inducdo do excesso alimentar perinatal tem sido
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relacionada a alteragdes funcionais e metabolicas complexas semelhantes aquelas que

acontecem quando a sindrome metabdlica afeta seres humanos (PLAGEMANN et al., 2010).

Recentemente, o OCV vem sendo conhecido e comercializado como um o6leo
funcional (MARINA et al., 2009). Na literatura, pode-se encontrar inimeras propriedades
medicinais do coco, como antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria, antidermatites,
antioxidante, hipoglicemiante, hepatoprotetora, imunoestimulante, antidepressiva, entre outras
(DEBMANDAL; MANDAL, 2011; YEAP et al., 2015). No entanto, ndo ha consenso de que
a ingestdo de derivados do coco promova modificagbes na composi¢do corporal dos
individuos. Pesquisa experimental realizada com mulheres obesas constatou que o consumo
de 6leo de coco promoveu reducédo da circunferéncia abdominal (ASSUNCAO et al., 2009).
Em nosso trabalho, a suplementacdo com OCV nos roedores nédo influenciou o peso corporal
de forma significativa, nem as medidas murinométricas, independentemente do estado
nutricional. Hamsi et al. (2015) também ndo encontraram diferencas no peso corporal dos
ratos que receberam OCV em relacdo ao grupo controle. Sugere-se, portanto, que o conteido
de &cidos graxos de cadeia média presente no OCV o torna de facil digestdo e absorcao,
apesar do seu elevado teor em &cidos graxos saturados. Desta forma, ele ndo favorece o
acumulo de gordura corporal quando consumido fresco (HAMSI et al., 2015).

A hiperalimentagdo muitas vezes esta associada a alta prevaléncia de alteragdes
emocionais e disfuncdes cognitivas (ANDRE et al., 2014). O LCE é um teste comportamental
amplamente utilizado que permite avaliar o comportamento do tipo ansiedade e os efeitos
ansiogénicos ou ansioliticos de diferentes drogas ou procedimentos experimentais
(HANDLEY & MITHANI, 1984; PELLOW & FILE, 1986; CONTRERAS et al., 2014). O
teste permite a exploracdo do conflito entre o comportamento natural dos roedores em
explorar novos espacos e evitar espacos abertos/iluminados (CONTRERAS et al., 2014). E
evidenciado um comportamento semelhante a ansiedade quando, geralmente, os animais
apresentam menor tempo gasto nos bracos abertos (HANDLEY & MITHANI, 1984;
PELLOW & FILE, 1986). Atualmente, a tendéncia é utilizar mais de um modelo para
determinar as agdes ansioliticas, incluindo o teste do campo aberto (CONTRERAS et al.,
2014).

Quando adultos, o grupo H-V apresentou comportamento sugestivo de menor grau de
ansiedade, como demonstrado pelo maior nimero de entradas no braco aberto do LCE, em

relacdo ao seu controle N-V. Corroborando com nossos dados, Spencer & Tilbrook (2009)
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demonstraram que pequenas ninhadas durante a lactacdo, além de aumentar o peso corporal,
induz a um comportamento semelhante a reducdo de ansiedade na idade adulta. Uma possivel
explicacdo para esse efeito seria uma menor concorréncia pela atengdo materna (SPENCER,;
TILBROOK, 2009). E comprovado na literatura que a atengio materna, através de cuidados
mais intensos e de higiene durante o desenvolvimento, pode ter efeitos pronunciados em
longo prazo sobre o comportamento do animal (FRANCIS; MEANEY, 1999; FISH et al.,
2004; CARVALHO et al., 2016). Tem sido descrito que as ratas dispendem um periodo de
tempo determinado na frequéncia de cuidados e de limpeza de seus filhotes. Este tempo
independe do tamanho da ninhada. Assim, quanto menor o numero de filhotes, maior atengédo
cada um deles recebe (CHAMPAGNE et al., 2003). Ademais, ratos criados com maior

atencdo materna apresentam melhor exploracdo a novos ambientes (CALDJI et al., 1998).

Entretanto, quando associado a hiperlimentacdo com a suplementacdo com OCV, a
suplementacdo foi capaz de reverter o efeito ansiolitico observado no grupo H. Apesar de o
OCYV ser considerado um alimento funcional devido ao seu conteldo em compostos fendlicos
e acdo antioxidante (MARINA et al., 2009), nossos achados ndo encontraram beneficios
guanto a ansiedade. Ha relatos na literatura de que uma mistura artificial de acidos graxos
presentes no liquido amnidtico humano produz efeitos ansioliticos similares aos do diazepam
em ratos Wistar adultos (CONTRERAS et al., 2011; GARCIA-RIOS; RODRIGUEZ-
LANDA; CONTRERAS, 2013). Esta mistura de &cidos graxos, composta pelos acidos
laurico, miristico, palmitico, palmitoleico, estearico, oleico, elaidico e linoleico, assemelha-se
aquela encontrada no OCV (CONTRERAS et al., 2013). Como se pode notar, os achados de
Contreras et al (2013) diferem dos nossos. Essa discrepancia pode ser justificada pelas
diferencas nas concentragdes dos constituintes da mistura de &cidos graxos versus do OCV.

Dentre aqueles acidos graxos presentes no OCV esta o acido miristico. Estudo relata
que esse acido graxo exerce acdes semelhantes a de depressores do sistema nervoso central,
quando presente em doses mais elevadas do que aquela encontrada no liquido amniético
humano (CONTRERAS et al., 2014). Isto produziria hipoatividade motora, comportamento
similar ao que foi encontrado em nossa pesquisa; pois 0s animais jovens nutridos tratados
com OCV apresentaram menor atividade locomotora em relagcdo ao controle. Dessa forma, €
plausivel inferir que 0 OCV na dose administrada possa exercer um certo efeito sedativo, mais
do que ansiolitico. Contudo, essa hipo6tese precisa ser investigada com maior propriedade
através de estudos do tipo dose-reposta.
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O OCV também promoveu prejuizos nos processos mnemonicos, o que diverge do
encontrado na literatura. E demonstrado que os polifendis presentes no OCV, como o &cido
ferulico, podem exercer acBes anti-inflamatdria e prevenir a agregacdo do peptideo beta-
amiloide (AP), envolvidos na patogénese de distirbios de memoria (FERNANDO et al.,
2015). A suplementacdo com OCV no periodo critico do desenvolvimento ocasionou
comprometimento no reconhecimento do objeto deslocado em animais adultos
hiperalimentados no inicio da vida. Isto é, os ratos passaram menor tempo explorando os
objetos, cuja localizacdo se encontrava modificada em relacdo aos seus controles. Na
literatura é documentado que animais normais demonstram uma tendéncia para exploracao
maior da novidade em detrimento do que lhe é familiar (ENNACEUR et al., 2005). A
preferéncia por um objeto novo significa que a apresentacdo do objeto familiar existe na
memoria dos animais (ENNACEUR, 2010); entretanto, pode haver algumas ocasides em que
0 oposto pode ocorrer (ENNACEUR et al., 2005).

Nos ratos adultos, todos os grupos apresentaram memoria preservada a julgar pelos
indices de discriminacdo maior do que 60% na tarefa de reconhecimento de objetos quanto a
forma. No entanto, no teste de memoria espacial o grupo H-OCV apresentou deficiéncia, com
uma taxa de discriminacdo abaixo da probabilidade de 60% (VIANA et al., 2013) e ndo
diferiu o tempo de exploracdo deslocado versus estacionadrio. Fatores genéticos ou
ontogénicos, bem como algumas intervencbes farmacologicas podem levar os animais a
passar mais tempo em um objeto familiar ou em um local familiar do que em um objeto novo
ou em um novo local (ENNACEUR et al., 2005). Nessas situacOes, a interpretacdo dos

resultados pode envolver ansiedade, atencdo e memoria (ENNACEUR et al., 2005).

No que se refere a relacdo alimentacdo precoce e memdria, 0 grupo H-V apresentou
prejuizo mnemonico quando jovem. Este grupo apresentou um menor indice de discriminagéo
no teste de reconhecimento de forma do objeto em relacdo ao seu controle N-V, além de
apresentar uma taxa de discriminacdo abaixo da probabilidade de 60% no teste de memoria
espacial. A dieta no inicio da vida tem um grande impacto na programacdo de mecanismos
fisiologicos em longo prazo (PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN; HARDER, 2005;
PLAGEMANN et al., 2010). A hiperalimentacdo pds-natal pode estimular o estabelecimento
de um perfil pro-inflamatério crénico (DE LUCA, S. et al., 2015; DE LUCA et al., 2016).
Dietas com alto teor de gordura induzem microgliose; isto resulta em remodelacao sinaptica,
apoptose neuronal e prejuizos a neurogénese no hipotadlamo. Adicionalmente, interrompe a

conectividade hipotalamica com regides cerebrais importantes na fungdo cognitiva, como o
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hipocampo e o cortex (DE LUCA et al., 2016). Processo semelhante pode ocorrer com a
hiperalimentacdo precoce; pois, a microglia ainda esta amadurecendo neste periodo, 0 que a
torna susceptivel a alteracbes permanentes (DE LUCA et al.,, 2016). A microgliose no
hipocampo pode ser encontrada ap6s apenas 14 dias de hiperalimentacdo e persistir na idade
adulta (DE LUCA et al., 2016).

Quando adultos, ndo houve diferencas entre 0s grupos experimentais no teste de
reconhecimento do formato do objeto, independentemente do fator hiperalimentacéo ou OCV.
De Luca et al. (2015; 2016) observaram que ratos hiperalimentados no inicio da vida
apresentavam deficits na memdria de reconhecimento de objeto. Entretanto, achados da
literatura também mostram que filhotes que recebem uma atencdo materna maior podem
apresentar um melhor desenvolvimento sinaptico dos sistemas neurais que medeiam 0s
processos cognitivos, bem como aumento da sobrevivéncia de neurdnios hipocampais (FISH
et al., 2004). Isto é refletido em beneficios comportamentais e fisioldgicos persistentes (LIU
et al., 2000; MEANEY, 2001; BREDY et al., 2003; FISH et al., 2004; CARVALHO et al.,
2016). Em nosso estudo, o cuidado materno possivelmente maior na ninhada de tamanho
reduzido pode ter superado o efeito deletério da hiperalimentagdo. Contudo, essa reposta foi
observada apenas quando 0s animais atingiram a idade adulta, o que pode ser reflexo da

necessidade de uma maior maturagdo neuronal.

E amplamente reconhecido que o hipocampo estd associado a VArios processos
comportamentais. Esta regido cerebral e o cértex, incluindo cértex entorrinal, perirrinal e
para-hipocampal, desempenham um papel importante na memaoria (AGGLETON et al., 2010;
BAXTER, 2010; ANTUNES; BIALA, 2012). A regido do cortex perirrinal esta envolvida no
reconhecimento de objetos, com informagdes béasicas sobre familiaridade ou novidade de um
objeto (HAMMOND; TULL; STACKMAN, 2004). Quando ha algum dano nessa estrutura
cerebral, o desempenho nas tarefas de memoria de reconhecimento pode ser prejudicado
(ALBASSER et al., 2009). Em nosso estudo, ndo foi possivel avaliar a morfologia das regides
envolvidas com a formagdo de memdrias. Contudo, a administragdo de OCV durante o
periodo de desenvolvimento do encéfalo pode ter modificado estrutural ou funcionalmente

essas regioes.

Outra estrutura encefalica que merece destaque em investigacdes comportamentais € o
hipocampo. Ele € subdividido funcionalmente nas regides dorsal e ventral. Cada uma dessas

regides estd associada a um conjunto distinto de comportamentos (BANNERMAN et al.,
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2004). O hipocampo dorsal esta mais associado a aprendizagem e memoria, principalmente a
aprendizagem espacial (BANNERMAN et al., 2004). Estad envolvido na memorizacdo de
objetos, codificando informacfes sobre a experiéncia do objeto (HAMMOND; TULL;
STACKMAN, 2004). Em especial, a &rea CA1 (Cornu ammonis 1) esté relacionada com a
comparagdo de memorias anteriores e informages recebidas do ambiente (SCHLICHTING;
ZEITHAMOVA; PRESTON, 2014), podendo sinalizar a presenca de novidade (LARKIN et
al., 2014; SCHLICHTING; PRESTON, 2015). O hipocampo ventral relaciona-se mais com o
comportamento do tipo ansiedade (BANNERMAN et al., 2004). E possivel que a
hiperalimentacdo precoce e/ou a suplementagdo com OCV tenham alterado funcionalmente o
hipocampo, ocasionando as mudangas comportamentais observadas em nosso estudo nos

animais jovens.

Concernente a interagdo ambiente enriquecido e estado nutricional, observamos que o
ambiente enriquecido ndo influenciou os parametros murinométricos. Mosaferi et al. (2015)
encontraram aumento do peso corporal em ratos que habitavam um ambiente enriquecido em
comparagdo com aqueles que viviam isolados, mas ndo entre 0S que permaneceram em
gaiolas padréo. E essa diferenca desapareceu quando todos 0s animais passaram a conviver na
gaiola padrdo (MOSAFERI et al., 2015). E demonstrado na literatura que gaiolas simples
geram uma reacdo de estresse nos ratos; condi¢cdo que pode ser minimizada pelo ambiente
enriquecido (MOSAFERI et al., 2015). Outro estudo também evidenciou que ratos machos
alojados em condic¢des enriquecidas durante seis semanas ganharam mais peso do que 0s que
viveram em condicdo isolada (KONKLE et al., 2010). No nosso estudo, 0s animais que ndo
foram para o ambiente enriquecido permaneceram em gaiolas padrdo, o que pode ter gerado
resultados divergentes quando comparados aos dados da literatura.

Tem sido documentado que o ambiente enriquecido favorece respostas
neuroprotetoras. Hipotetiza-se que esse efeito seja decorrente de acbes antioxidantes
promovidas pelo ambiente; pois, a vivéncia em um ambiente enriquecido é capaz de reduzir
marcadores de estresse oxidativo no hipocampo e no cortex cerebral (MARMOL et al., 2015).
Ha discrepancias nos achados da literatura quanto a condicdo de criacdo e 0 comportamento
de ansiedade em roedores. Estudos mostram que o ambiente enriquecido exerce um papel
ansiolitico, enquanto outros relatam ndo existir efeito sobre o comportamento ansioso
(MOSAFERI; BABRI; EBRAHIMI; et al., 2015). Em nosso trabalho, ndo evidenciamos
alteragdo no comportamento entre 0s animais que tiveram vivéncias ambientais diferentes.

Existem relatos de que ratos vivenciados em ambiente enriquecido apresentam atividade
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locomotora menor no TCA e uma habituacdo mais rapida em comparacdo com controles, o
que indica melhor adaptacdo a um novo ambiente (BRENES; PADILLA; FORNAGUERA,
2009; SIMPSON; BREE; KELLY, 2012; MOSAFERI; BABRI; EBRAHIMI; et al., 2015).

Em relacdo ao teste no LCE, alguns estudiosos sugerem existir um efeito ansiolitico,
enquanto outros relatam que o ambiente enriquecido ndo apresenta influéncia sobre o
comportamento (BRENES; PADILLA; FORNAGUERA, 2009; SIMPSON; BREE; KELLY,
2012; SAMPEDRO-PIQUERO et al., 2013; MOSAFERI; BABRI; EBRAHIMI; et al., 2015).
Semelhantemente ao nosso estudo, Brenes e cols. (2009) encontraram que as condi¢cOes de
criacdo ndo afetaram o comportamento relacionado a ansiedade no LCE, observando apenas

maior entrada nos bracos fechados pelos ratos que vivenciaram um ambiente enriquecido.

A exposicdo ao ambiente enriquecido estd relacionada com um aumento da
neurogénese na regido do hipocampo e um aprimoramento da memoria espacial (NILSSON et
al., 1999). E considerado um modelo experimental indutor de plasticidade cerebral (HIRASE;
SHINOHARA, 2014), podendo ocasionar altera¢cbes neuroquimicas e neuroanatémicas, e
produzindo melhorias duradouras em tarefas de memoéria e de aprendizagem (MARMOL et
al., 2015). Em nosso estudo, encontramos que 0s grupos AE discriminaram corretamente o
objeto novo e o deslocado nos testes; no entanto, ndo diferiram dos grupos controles. Ueda,
Shakakibara & Yoshimoto (2005) também ndo observaram diferencas no teste de memdria
espacial em ratos adultos em gaiolas padrdo e em enriquecimento ambiental. Entretanto, no
teste de reconhecimento da forma do objeto, o estudo de Kazlauckas et al. (2011) demostrou
que o ambiente enriquecido melhorou o desempenho dos animais com um aumento da razéo

de discriminagdo em relagéo ao controle.

Desse modo, evidenciamos que as intervengdes nutricionais no inicio da vida sdo
capazes de influenciar a composi¢do corporal, bem como comportamentos do tipo ansiedade e
memoria. E importante destacar que a suplementacdo com OCV durante o desenvolvimento
do sistema nervoso, na dose de 10 ml/kg/dia, parece ser uma estratégia pouco eficaz contra a
ansiedade, a redugdo de medidas corporais e ao aprimoramento cognitivo. Quanto a vivéncia
em ambiente enriquecido, ela demonstrou ndo exercer efeitos substanciais sobre o

comportamento.
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8 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que a hiperalimentacéo,
induzida pela reducédo da ninhada durante o periodo de aleitamento, produz déficits cognitivos
nos animais jovens, mas seus efeitos ndo persistem até a idade adulta. Além disso, 0s animais
hiperalimentados apresentam comportamento sugestivo de menor ansiedade quando adultos.
Contudo, a hiperalimentacdo neonatal altera o peso corporal em curto e longo prazos, bem
como 0s parametros murinométricos. Todos esses achados demonstram o papel crucial da

alimentacdo no inicio da vida sobre o funcionamento e o metabolismo normal do organismo.

Sobre 0 OCV, constatamos que a suplementacdo no inicio da vida ndo influencia os
pardmetros murinométricos. Adicionalmente, deve-se ter precaugdo quanto ao seu consumo,
principalmente se associado a hiperalimentacdo precoce. O O&leo esteve associado a
comportamento semelhante a ansiedade e a prejuizos na memoria. S&80 necessarias

investigacOes adicionais para melhor compreensédo do papel do OCV no organismo.

Por fim, o ambiente enriquecido parece nédo interferir em comportamentos do tipo
ansiedade, na memoria, nem na composicéo corporal. Todavia, ele pode representar uma boa

estratégia de neuroprotecao.
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Recife, 15 de junho de 2016,
Oficlo n° 6016

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.* Manuella Batista de Oliveira Hornsby
Departamento de Nutricio

Centro de Ciéncias da Saude

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n® 23076.048535/2015-78

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Permambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado. “Influéncia da suplementagdo com dleo de coco
virgem e do ambiente enriquecido sobre ansiedade e memoria em ratos
submetidos a ingestio alimentar excessiva no periodo de lactagdo"”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animals encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas Internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagio e Julgamento pela CEUA-UFPE

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins

cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutricdo - Atenciosamente,

CCS/UFPE, Animais: ratos, Linhagem: Wisfar Sexo:

machos; Idade: 3-120 dias, Peso: 15-400g; O processo

encontra-se aprovado, mas houve solicitagdo de mais 48 :

animais para continuidade do projeto. Desta forma, o n° total Prof Or, Pedro V. Carel

de animais da pesquisa é de 108 ratos, l it i




