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RESUMO

A ingestdao nutricional durante a lactagdo exerce um papel relevante no
desenvolvimento cerebral. Exercicio, condicbes ambientais estressantes e o0
consumo de fontes lipidicas alternativas que podem afetar a funcao cerebral alertam
para a necessidade de entender melhor seus mecanismos subjacentes. O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos da suplementacdo com 6leo de coco (OC)
durante a lactacdo — associado ou ndo ao exercicio em esteira — sobre parametros
comportamentais e metabolicos em ratos Wistar estressados. Dois grupos (n= 24)
foram suplementados com OC (10 mL/kg/dia) ou solucéo veiculo (V, agua destilada
e Cremophor® 0,009%) do 15° dia ao 45° dia de vida pos-natal. Os grupos foram
subdividos em sedentarios (S) ou exercitados (Ex): OC&S (n = 12), OC&EXx (n = 12),
V&S (n = 12), V&Ex (n = 12). Durante as quatro semanas de suplementagcdo com
OC, os grupos Ex foram submetidos a 30 min/dia (5 vezes por semana) de exercicio
em esteira e tiveram seus desempenhos mensurados a cada sessdo de treino. A
velocidade na esteira iniciou com 5m/min na primeira semana e foi aumentada
gradualmente para 10 m/min, 15 m/min e 20 m/min nas trés semanas seguintes.
Ratos S foram colocados na esteira pelo mesmo periodo, porém a esteira
permanecia desligada. Entre 46 e 54 dias de vida pds-natal, todos os ratos foram
estressados através de contencdo (20 min/dia), exceto nos dias de vida pos-natal 51
e 52. Ao final deste periodo, Teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Teste de
Campo Aberto (TCA), Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO), murinometria e
perfil lipidico foram analisados. Evolucdo ponderal, desempenho do exercicio,
murinometria e perfil lipidico ndo apresentaram diferencas significantes (p > 0,05).
No LCE, o OC reduziu o indice de exploracdo dos bracos abertos (p = 0,02). No
TCA, o OC também induziu uma menor proporcao de tempo na area central (OC&S
versus OC&EX, p = 0,0075). No TRO, todos os grupos realizaram o teste de maneira
eficaz, uma vez que os ratos reconheceram o novo cenario (p = 0,0001, indice de
discriminacdo maior que 60%). Suplementacdo com OC iniciada no periodo critico
de desenvolvimento encefalico exerceu um comportamento relacionado a
ansiedade. O exercicio modificou o desempenho dos ratos do grupo OC no TCA. Os
dados contribuem para a compreensao dos efeitos do OC e Ex no estado nutricional,
na memoéria e no comportamento semelhante a ansiedade, ressaltando a
necessidade de compreender melhor como o consumo de OC, exercicio e estresse
durante o periodo critico de desenvolvimento, podem afetar o funcionamento
corporal e cerebral.

Palavras-chave: Oleo de coco. Exercicio fisico. Ratos Wistar. Memodria episddica.
Ansiedade.



ABSTRACT

Nutritional intake during lactation plays a relevant role in the brain development.
Exercise, stressful environment and the consumption of alternative lipid sources that
may affect brain function highlight the need to better understand their underlying
mechanisms. The aim of this study was to investigate the effects of coconut oil (CO)
supplementation during lactation - associated or not to treadmill exercise - on
behavioral and metabolic parameters in stressed Wistar rats. Two groups (n = 24)
were supplemented with CO (10 mL/kg/day) or vehicle solution (V, distilled water and
Cremophor® 0.009%) from 15 to 45 days of postnatal life. The groups were
subdivided into sedentary (S) or exercised (Ex): CO&S (n = 12), CO&Ex (n = 12),
V&S (n = 12), V&EXx (n = 12). During the four weeks of supplementation, the Ex
groups were subjected to 30 min/day (5 times a week) of treadmill exercise and their
performances were measured at each session. The treadmill running speed started
at 5 m/min in the first week and it was gradually increased to 10 m/min, 15 m/min and
20 m/min in the following three weeks. S rats were placed on the treadmill for the
same period, but the treadmill remained off. Between 46 and 54 days of postnatal
life, all rats were stressed by restraint (20 min/day), except on postnatal days 51 and
52. At the end of this period, the Elevated Plus Maze (EPM), Open Field Test (OFT),
Object Recognition Test (ORT), murinometric data and lipid profile were analyzed.
No significant differences were observed in body weight, exercise performance,
murinometric data and lipid profile (p > 0.05). In EPM, CO reduced the exploration
index of the opened arms (p = 0.02). In OFT, CO also induced a lower proportion of
time in the central area (CO&S versus CO&Ex, p = 0.0075). At ORT, all groups
performed the test effectively, since rats recognized the novel scenario (p = 0.0001,
object discrimination indexes were greater than 60%). Supplementation with CO
initiated in the critical period of brain development led to an anxiety-related behavior.
Exercise modified the performance of CO rats in the OFT. Data contribute to the
understanding of the CO and Ex effects on nutritional state, memory and anxiety-like
behavior, highlighting the need to better understand how CO consumption, exercise
and stress during the critical period of development may affect body and brain
function.

Keywords: Coconut oil. Physical exercise. Wistar rats. Episodic memory. Anxiety.
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1. INTRODUCAO

Durante as fases iniciais da vida ocorrem periodos criticos no
desenvolvimento cerebral, caracterizados pelo pico de atividade de determinados
eventos fisioldgicos cerebrais (neurogénese, gliogénese, mielinizacdo, migracdo e
diferenciacéo celulares) e maior rapidez na progresséo destes eventos (MORGANE
et al., 1993). Nesse momento, 0 sistema nervoso encontra-se mais susceptivel a
demandas ambientais, como a nutricdo (DOBBING, 1968; MORGANE et al., 1993).
E possivel comparar a sequéncia na ocorréncia destes eventos entre espécies,
embora o desenvolvimento de regides cerebrais em roedores acontece em dias
versus semanas e meses em humanos (RICE e BARONE JUNIOR, 2000).

Periodos criticos do desenvolvimento cerebral em humanos tém inicio na fase
pré-natal, no ultimo trimestre gestacional, e perduram até os dois primeiros anos de
vida pos-natal (SMART e DOBBING, 1971). No rato albino, modelo animal mais
utilizado para estudos experimentais na area, tais periodos ocorrem durante a
gestacdo, estendendo-se ao longo das trés semanas correspondentes a lactacdo
(MORGANE et al., 1993). Embora em roedores, o desenvolvimento neural seja mais
consideravel na fase pos-natal (RICE e BARONE JUNIOR, 2000). Ademais, outro
periodo considerado critico, neste caso para a maturacdo cerebral, é a
adolescéncia, pois € caracterizada por modificagdes neuroanatémicas (WILLING e
JURASKA, 2015). Episédios ocorridos em fases iniciais da vida podem levar a
alteracdes, se ndo permanentes, pelo menos duradouras (HERNANDEZ et al., 2008;
BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012; KOROSI et al., 2012; WILLING e JURASKA,
2015).

A nutricdo exerce um grande impacto no desenvolvimento das estruturas e
funcdes cerebrais (SCHWEIGERT; SOUZA; PERRY, 2009). Assim, uma nutricdo
adequada no inicio da vida de mamiferos é considerada fundamental para assegurar
o desenvolvimento normal do cérebro (ROCHA-DE-MELO et al., 2006). Neste
contexto, € crescente o0 interesse em estudar os efeitos da suplementacdo com
fontes lipidicas sobre a estrutura e funcdo cerebral, bem como, sobre processos
metabdlicos, considerando que o sistema nervoso é rico em lipidios que
desempenham func¢des importantes como componentes estruturais das membranas,

na mielinizacdo e na sinalizagédo; e a nutricdo é capaz de promover alteracbes na
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composicdo de &cidos graxos das membranas cerebrais (BOURRE, 1982). Além
disso, os lipidios servem como fontes de armazenamento de energia coporal (FAHY
et al., 2011).

Adicionalmente, o exercicio fisico é outro fator ambiental que parece
promover efeitos benéficos sobre sistemas organicos e tem sido investigado pela
comunidade cientifica (SCOPEL et al., 2006; BAPTISTA et al., 2008; SALIM et al.,
2010; CAMERON et al; 2012; ALVES et al, 2015; KIM et al., 2015;
MOTAGHINEJAD et al., 2015; RESENDE et al., 2016). Evidéncias sugerem que a
atividade fisica, realizada no inicio da vida, atua como um fator benéfico para o
sistema nervoso diante de disturbios nutricionais, como os induzidos por dietas
restritas em calorias (DE SANTANA MUNIZ et al., 2013). A prética de exercicio fisico
pode influenciar a plasticidade e a funcéo cerebral em condi¢cdes homeostaticas ou
nao (RACHETTI et al., 2013), bem como pode induzir modificacdes neuroplasticas
na formacdo hipocampal durante a adolescéncia (DA SILVA et al., 2010) e
desempenhar efeitos metabdlicos importantes em estagios iniciais da vida (PAES;
MARINS; ANDREAZZI, 2015).

Em contrapartida, o estresse € considerado um fator ambiental que pode
exercer efeitos deletérios sobre respostas organicas (MARGIS et al., 2003; FERRAZ
et al., 2011; SHANMUGAPRIYA; SARUMATHI; SARAVANAN, 2012; GIBNEY et al.,
2014; LEE e NOH, 2015). Os sistemas neuroenddcrino, cardiovascular, imunitario e
gastrointestinal sdo os principais alvos relacionados a alteracBes funcionais
consequentes a exposicdo ao estresse (BRUDER-NASCIMENTO et al.,, 2015).
Dentre individuos expostos a estresse psicoldgico na infancia, ha um aumento da
morbidade e mortalidade por doencas crénicas relacionadas ao processo de
envelhecimento (MILLER; CHEN; PARKER, 2011). Em modelos animais,
manipulacbes realizadas no inicio de vida tém demonstrado a indugdo de
modificacdes persistentes nos aspectos da funcao cerebral, inclusive resiliéncia para
insultos subsequentes como o estresse (SINGH-TAYLOR et al., 2015).

Logo, torna-se interessante investigar alternativas que minimizem os efeitos
prejudiciais do estresse no inicio da vida, tais como o uso de produtos com
propriedades funcionais e a pratica de exercicio fisico. Um produto natural que vem
sendo estudado nos ultimos anos € o 6leo de coco (OC) (NEVIN e RAJAMOHAN,
2004; ASSUNQAO et al., 2009; BORBA et al., 2010; IPPAGUNTA et al., 2011; LIAU
et al., 2011; ALVES et al., 2015; CARDOSO et al., 2015; RESENDE et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fahy%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21704189
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Este Oleo apresenta acidos graxos saturados (AGS), sendo o &cido laurico o de
maior quantidade, e outros &cidos graxos de cadeia média (AGCM) em sua
composicdo (ORSAVOVA et al.,, 2015). O OC apresenta também compostos
antioxidantes, como polifendis e vitamina E (ARUNIMA e RAJAMOHAN, 2013).

A gordura do coco quando suplementada em dieta consumida por ratas
Wistar durante a gestacdo e a lactacdo, influenciou respostas comportamentais e
hormonais na prole adulta, inclusive no grupo de animais que sofreu um tipo de
estresse pré-natal (BORSONELO; SUCHECKI; GALDUROZ, 2011). Além disso, a
suplementacdo com OC virgem apresentou potencial antiestresse, antioxidante e
hipolipemiante em camundongos jovens submetidos a estresse (YEAP et al., 2015).
Em paralelo, a relacdo entre OC e memadria tem sido alvo de interesse devido a
provavel contribuicdo dos corpos cetdnicos, produzidos a partir dos AGCM, na
melhora de determinadas condi¢cfes clinicas que comprometem a memoria e a
cognicdo (HENDERSON e POIRIER, 2011; DOTY, 2012, FERNANDO et al., 2015).

Em relacdo ao exercicio fisico, quando realizado regularmente, este pode
exercer efeitos ansiolitico e antioxidante, melhorando danos oxidativos organicos
induzidos por estresse (CAKIR et al.,, 2010). Além disso, o exercicio fisico esta
relacionado a promocao de bem-estar psicolégico (SALMON, 2001), melhora no
desempenho da memoria (DIEDERICH et al.,, 2017), bem como pode promover
alteracdes benéficas no perfil lipidico (GOUTIANOS et al.,, 2015). Portanto, de
acordo com dados da literatura, acdes fisiologicas exercidas pelo exercicio fisico
podem atuar de maneira sinérgica a a¢des atribuidas ao referido 6leo.

Neste contexto, o exercicio fisico, quando associado ao consumo de 6leo de
coco, trata-se de uma estrategia natural e na maioria das vezes acessivel, uma vez
gue o coco é um alimento produzido em larga escala em nossa regido. Embora
estudos demonstrem que OC e exercicio sejam benéficos a diversos aspectos
fisiologicos em fases distintas de vida, os mecanismos subjacentes sao pouco
conhecidos. Dessa forma, este estudo experimental busca esclarecimentos acerca
da suplementacdo com OC associada ao exercicio fisico em esteira, realizados no
inicio da vida, na prevencao/minimizacdo de efeitos deletérios do estresse sobre
ansiedade, memoria episddica, murinometria e perfil lipidico em ratos Wistar jovens.
Este trabalho pode oferecer subsidios para estudos futuros a partir dos resultados

obtidos aqui.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oleo de coco e seus componentes: implicacdes sobre metabolismo,

memoria e ansiedade

O coco (Cocos nucifera Linn: Arecaceae) é um fruto de uma arvore cultivada
principalmente em regides tropicais e subtropicais, que além do seu valor nutricional
possui diversas propriedades medicinais: antibacteriano, antifungico, antiviral,
antiparasitario, antidermatofito, antioxidante, anti-inflamatério, hipoglicemiante,
hepatoprotetor e imunoestimulante (DEBMANDAL e MANDAL, 2011; LIMA et al.,
2015). O OC virgem e o0 extravirgem sao obtidos da polpa do coco fresco, através de
processamento Umido, com temperatura controlada e sem qualquer refinamento,
diferente do processamento tradicional para a obtencdo do 6leo a partir da polpa
seca (copra) e sem controle da temperatura (DOTY, 2012; ARUNIMA e
RAJAMOHAN, 2013). O método de extracdo dos Oleos virgem e extravirgem
promove odor e sabor caracteristicos, além de manter ou aumentar os componentes
biologicamente ativos disponiveis no produto final (DOTY, 2012; ARUNIMA e
RAJAMOHAN, 2013).

Em relacdo a composicéo lipidica do OC, 92% correspondem aos AGS, e o
maior conteudo € de &cido laurico (C12:0), cerca de 48%, embora outros ASG
estejam presentes em menores proporcdes, tais como os acidos caproico (C6:0),
caprilico (C8:0) e caprico (C10:0), miristico (C14:0) e estearico (C18:0) (ORSAVOVA
et al., 2015). Por fim, fazem parte da sua composicdo o0s &cidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) da familia émega-6, em
proporcdes inferiores comparados aos saturados, correspondendo a 6,2% e 1,6%,
respectivamente (ORSAVOVA et al., 2015).

Dentre os nutrientes, os lipidios sdo considerados um dos mais importantes
para os seres humanos (ORSAVOVA et al., 2015). Estes consistem de acidos
graxos classificados segundo o comprimento e o niumero de duplas ligacdes da
cadeia de carbono; e de acordo com a configuragéo das duplas ligacdes. Os acidos
graxos podem ser divididos AGS e insaturados (AGMI e AGPI e trans), além do

colesterol (SANTOS et al., 2013). A maioria dos lipidios, exceto os esterodis, possuli
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cadeias laterais hidrofébicas e grupos com cabecas polares em sua composi¢ao
(MURO; ATILLA-GOKCUMEN; EGGERT, 2014).

Os lipidios sdo biomoléculas organicas compostas, insoliveis em agua, e que
apresentam uma série de fungbes no organismo: armazenamento de energia
corporal, componentes estruturais de membranas celulares, mediadores em vias de
sinalizacdo (FAHY et al., 2011), constituintes importantes de compartimentos
celulares (membrana nuclear, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e vesiculas
como endossomos e lisossomos); e assim como as proteinas, os lipidios podem
exercer fungbes estruturais (estabilizacdo de diferentes curvaturas de membranas)
ou de sinalizacdo (MURO; ATILLA-GOKCUMEN; EGGERT, 2014), além de
desempenharem outras funcdes especializadas, como mediadores de inflamacé&o
(KIM et al., 2015; NOBRE et al., 2016; YUM; NA; SURH, 2016).

Diante do exposto, um papel relevante para funcionamento do organismo é
desempenhado pelos lipidios dietéticos. Entretanto, evidéncias tém demonstrado a
relacdo entre o consumo de gordura saturada, gordura hidrogenada (trans) e
colesterol com efeitos prejudiciais ao cérebro e declinio cognitivo (FREEMAN et al.,
2011), prejuizos na morfologia hipocampal e na meméria (GRANHOLM et al., 2008),
além de desequilibrio deletério de fragdes lipidicas sanguineas, podendo resultar em
aumento no risco de desenvolvimento de doenga cardiovascular (GRANHOLM et al.,
2008; FREEMAN et al., 2011; SANTOS et al., 2013).

O consumo de dieta com elevados teores de gordura pode promover
expressdo exagerada de citocinas pré-inflamatérias no hipocampo, que pode
acarretar em deterioracdo da memoria espacial de ratos jovens (BOITARD et al.,
2014). Além disso, quando este tipo de dieta associado a consumo excessivo de
carboidratos, pode levar a obesidade e a outros sintomas caracteristicos de
sindrome metabdlica em ratos (CAMERON et al. 2012). Em sintese, os prejuizos
acarretados pela ingestdo excessiva de certos lipidios dietéticos contribuem para
disfuncdes orgéanicas.

Em contrapartida, estudos relatam efeitos benéficos relacionados ao tipo de
gordura saturada e aos compostos antioxidantes presentes no OC virgem e
extravirgem. Segundo Marten, Pfeuffer e Schrezenmeir (2006), os efeitos sobre
composicdo corporal associados ao 6leo de coco podem ser atribuidos aos AGCM,
pois acidos graxos que possuem 6 a 10 carbonos em sua cadeia — acido graxo com

12 carbonos na cadeia por vezes € incluso nesta categoria — apresentam habilidade
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em reduzir peso corporal e, particularmente, gordura corporal (MARTEN;
PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006). Se administrado em quantidades moderadas,
0os AGCM sao mais eficazes em reduzir niveis de lipidios durante o jejum do que
AGMI ou AGPI (MARTEN; PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006). Os AGCM séo
facilmente absorvidos pelo intestino e ao se movem rapidamente para o figado,
fornecem energia para 0 organismo e apenas uma pequena parte se torna gordura
de armazenamento corporal (DOTY, 2012). Desta maneira, AGCM sé&o considerados
uma excelente fonte de energia para o desempenho fisico (ALVES et al., 2015).

Estudo realizado por Borba et al. (2010) mostrou que dieta cuja fonte de
gordura era OC reduziu o peso corporal em ratos, comparada a dieta padrdo com
6leo de soja, ambos nas mesmas quantidades em cada tipo de dieta. E importante
ressaltar que dieta composta apenas por OC € deficiente em acidos graxos
essenciais (acidos alfa-linoleico e alfa-linolénico) e tal deficiéncia pode acarretar
prejuizos a sistemas organicos, em particular ao sistema nervoso (BORBA et al.,
2010). Quando associado a acido linoléico conjugado, que se refere a uma mistura
de isbmeros do acido linoleico (C18:2 n-6), o OC apresenta efeito redutor da gordura
corporal e aumento na taxa de lipolise em roedores (IPPAGUNTA et al., 2011).

O metabolismo hepatico dos AGCM pode originar cetonas ou CcoOrpos
cetbnicos (acidos orgéanicos de cadeia curta: beta(B)-hidroxibutirato e acetoacetato,
além da acetona que € produto da degradacdo do acetoacetato) em situacdes de
baixa disponibilidade de carboidratos (HENDERSON e POIRIER, 2011; FERNANDO
et al.,, 2015). Os corpos cetdnicos sao capazes de ultrapassar a barreira
hematoencefélica e quando absorvidos pelas células nervosas, convertem-se em
acetilcoenzima A, que entra na mitocéndria e participa das rea¢des de producdo de
energia, tornando-se uma fonte energética alternativa para o cérebro na deficiéncia
de glicose (FERNANDO et al., 2015).

Em estudo recente, Wang e Mitchell (2016) investigaram as consequéncias da
ingestéo, por ratos Wistar idosos, de dietas formuladas com triglicerideos de cadeia
média (TCM) compostos por AGCM de 8 ou 10 carbonos. Resultados demonstraram
gue o0 grupo que consumiu dieta composta por TCM (C10:0) apresentou melhora na
memoria avaliada através do teste de reconhecimento da identidade de objetos e
ambas as dietas reduziram o peso corporal e melhoraram o desempenho dos
animais no teste de reconhecimento social, em comparagéo a dieta controle (6leo de

girassol). Os tratamentos com triglicerideos de 8 e 10 carbonos tiveram efeitos
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ligeiramente distintos na estabilidade sinaptica, sintese proteica e comportamento
que podem ser independentes do nivel cerebral de cetonas (WANG e MITCHELL,
2016).

Em paralelo, a comunidade cientifica tem mostrado interesse em investigar o
papel dos AG sobre ansiedade. Estudos prévios demonstraram que a administracao
de uma mistura contendo oito acidos graxos diferentes (4cidos C12:0 laurico, C14:0
miristico, C16:0 palmitico, C16:1 palmitoleico, C18:0 estearico, C18:1 cis oleico,
C18:1 trans elaidico e C18:2 linoleico), identificados no fluido amniético humano,
colostro e leite; produz efeito do tipo ansiolitico, em ratos Wistar, comparado a
drogas ansioliticas (RODRIGUEZ-LANDA et al., 2013; CONTRERAS et al., 2014). O
potencial ansiolitico desta mistura estaria relacionado a efeitos exercidos sobre 0s
canais de cloreto do receptor acido gama-aminobutirico-A (GABAA) que participam
nas acdes de substancias ansioliticas (RODRIGUEZ-LANDA et al., 2013;
CONTRERAS et al., 2014). Muitos dos AG presentes na mistura SG0 componentes
dos Oleos de coco virgem e extravirgem, sugerindo que estes o6leos poderiam
desempenhar efeito semelhante.

Além dos AGCM, o 6leo de coco apresenta em sua composicado compostos
antioxidantes, tais como polifendis e vitamina E (ARUNIMA e RAJAMOHAN, 2013).
Os polifendis e a vitamina E (tocoferdis e tocotriendis) encontram-se em quantidades
superiores no OC virgem em comparac¢ao a outros 6leos (copra, oliva e girassol).
Estes compostos contribuem para o aumento dos niveis de atividade de enzimas
antioxidantes, melhorando o estado antioxidante e, consequentemente, atuando na
prevencdo de oxidacdo lipidica e proteica (ARUNIMA e RAJAMOHAN, 2013). Os
principais acidos fendlicos encontrados no 6leo de coco séo: 4cido p-cumarico, acido
vanilico, acido protocatecuico, acido ferulico, &cido siringico, acido cafeico e
catequina (MARINA; MAN; AMIN, 2009).

Em relacéo aos polifendis presentes no OC, o acido ferulico, que representa
um destes compostos, pode exercer atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
prevenir a agregacdo do peptideo beta-amiloide (AB), envolvido na patogénese de
disturbios de memoaria e formacédo de placa amiloide, caracteristicas principais da
doenca de Alzheimer (FERNANDO et al., 2015). O &cido p-cumarico é outro
composto antioxidante presente no OC (FERNANDO et al., 2015). Devido a sua

composicdo em AGCM e antioxidantes, o OC tem sido investigado como alternativa
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na prevengdo e no tratamento de doengas neurodegenerativas, agregando-lhe
carater terapéutico (DOTY, 2012; FERNANDO et al., 2015).

O potencial antioxidante do OC virgem e as repercussdes benéficas sobre
perfil lipidico sanguineo foram relatados previamente por Nevin e Rajamohan (2004).
Diante do exposto, €é referido na literatura que acdes benéficas promovidas pelo OC
sdo atribuidas a sua composicdo de &cidos graxos saturados de cadeia média
(AGCM) e de polifendis, inclusive como um oleo funcional antiestresse e antioxidante
(YEAP et al., 2015).

Estudos com seres humanos tém investigado prioritariamente a influéncia da
ingestdo de OC sobre parametros metabdlicos (ASSUNCAO et al., 2009; LIAU et al.,
2011; CARDOSO et al., 2015). A suplementacdo com 30 mL/dia de OC virgem esta
relacionada a diminuicdo da circunferéncia de cintura, sem promover alteracdes no
perfil lipidico em adultos jovens (LIAU et al., 2011). Ademais, Assuncdao et al. (2009)
observaram aumento dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol) e
reducado da circunferéncia de cintura em mulheres adultas ap6s o tratamento com 30
mL/dia de OC, associado a dieta hipocaldrica e exercicio fisico, durante 12 semanas.
Quando administrado em quantidades menores (13 mL/dia), o OC extravirgem
também foi capaz de promover redugdes na circunferéncia da cintura e no peso
corporal, e aumento das concentracdes séricas de HDL-colesterol em individuos
com idade mais avancada e portadores de doencas cardiovasculares com
comorbidades associadas (CARDOSO et al., 2015).

O papel do OC e seus componentes sobre memoria e cognicédo € alvo de
investigagdo conforme mencionado anteriormente. Trabalho recente demonstrou que
idosos com doenca de Alzheimer, suplementados com 40 mL/dia de OC extravirgem
durante 21 dias, apresentaram melhora cognitiva dependente do sexo, da presenca
ou auséncia de diabetes e do grau de deméncia (YANG et al., 2015). Em sintese,
tais resultados sugerem que o OC, em humanos, pode exercer acdes metabolicas
benéficas sob condicdes fisioldgicas e efeito terapéutico sob condi¢des patologicas.
Entretanto, sdo necessarias mais informacdes acerca das acbes do OC sobre
parametros comportamentais de maneira ampla.

Aléem do OC e seus componentes, outro fator que demonstra potencialidades
semelhantes, exercendo acdes benéficas sobre metabolismo e determinadas

funcBes cerebrais relacionadas ao comportamento, é o exercicio fisico.
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2.2 Efeitos do exercicio fisico em esteira sobre metabolismo, meméria e
ansiedade

Os termos atividade fisica, exercicio fisico e aptiddo fisica sdo comumente
utilizados como sinbnimos, entretanto apresentam conceitos diferentes. A atividade
fisica € qualguer movimento corporal que os musculos esqueléticos realizam,
resultando em gasto energético, tais como, exercicios de condicionamento e
atividades ocupacionais, esportivas, domésticas ou outras (CASPERSEN; POWELL,;
CHRISTENSON, 1985). O exercicio fisico € um componente da atividade fisica que
costuma ser planejado e realizado de maneira estruturada e repetitiva, cujo objetivo
final ou intermediario é o progresso ou manutencao da aptidao fisica (CASPERSEN;
POWELL; CHRISTENSON, 1985). Por sua vez, a aptidao fisica envolve uma série
de atributos que podem ser medidos através de testes especificos e que séo
relacionados a saude ou a habilidade (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON,
1985).

Pesquisas que envolvem exercicio fisico geralmente sdo conduzidas
utiizando modelos experimentais, especialmente ratos, devido a caracteristicas
como: tamanho, facil manipulacéo e apresentacdo de boas respostas ao exercicio
(GOBATTO et al., 2001). Em estudos com modelos animais, os protocolos de
exercicio devem ser reprodutiveis no que diz respeito a situacdes que ocorrem com
seres humanos (CONTARTEZE et al., 2008). Dentre os tipos de exercicio mais
utilizados nos estudos experimentais, a corrida em esteira se destaca, pois quando
usada para ratos, a intensidade do exercicio é determinada e pode ser aumentada
pelo simples ajuste da velocidade (CONTARTEZE et al., 2008). Trata-se de uma
modalidade de exercicio involuntario, pois o animal é compelido a correr. Além disso,
envolve certo grau de estresse inerente (MELLO et al., 2008).

A corrida em esteira motorizada esta associada ao aumento da taxa
metabdlica e do consumo maximo de oxigénio, induzindo um estresse metabdlico no
animal decorrente da resposta a maior demanda de oxigénio para o trabalho da
musculatura esquelética (BAPTISTA et al.,, 2008). De acordo com Baptista et al.
(2008), alguns parametros sédo associados a adaptacdes ao exercicio: perfil lipidico,
peroxidacao lipidica e modulagéo do sistema serotoninérgico periférico. Exercicio em
esteira realizado por ratos esta relacionado a: (1) aumento do HDL-colesterol; (2)

menores concentracdes plasmaticas de malondialdeido, indicador de peroxidacao
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lipidica na circulagéo, sugerindo o papel deste tipo de exercicio sobre o equilibrio
oxidativo e; (3) incremento no teor de serotonina plasmética e plaquetaria, uma
importante mediadora da resposta cardiovascular (BAPTISTA et al., 2008).

Diante de um modelo de sindrome metabdlica induzida por dieta com teores
elevados de carboidratos e gordura, o exercicio em esteira realizado por ratos, foi
capaz de reduzir massa corporal, circunferéncia abdominal (CA), concentragbes de
lipidios no plasma, e de exercer outros efeitos metabdlicos (CAMERON et al., 2012).
Além de promover respostas metabdlicas importantes, exercicio em esteira praticado
sob intensidade moderada parece possuir propriedade neuroprotetora, reduzindo
dano em células hipocampais de ratos, induzido por modelo de isquemia in vitro
(SCOPEL et al., 2006).

O hipocampo parece ser uma regiao cerebral particularmente beneficiada pela
pratica de exercicio, inclusive durante a adolescéncia, como relatado por Uysal et al.
(2015). Exercicio em esteira realizado por ratos jovens esta relacionado a aumentos
nos niveis de fator neurotréfico derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic fator,
BDNF) e fator de crescimento do endotélio vascular (vascular endothelial growth
fator, VEGF) no hipocampo e cortex pré-frontal (UYSAL et al., 2015). O BDNF tem
sido considerado um importante regulador da sinaptogénese, bem como de
mecanismos de plasticidade sinaptica subjacentes a capacidade de aprendizagem e
funcdo da memoria (CUNHA; BRAMBILLA; THOMAS, 2010). A familia VEGF e seus
receptores sdo reguladores essenciais da angiogénese e permeabilidade vascular
(TAKAHASHI e SHIBUYA, 2005).

A relagdo entre exercicio em esteira e memoria foi investigada por Mello et al.
(2008). Nesse estudo, o exercicio cronico realizado por ratos Wistar facilitou uma
medida importante da aprendizagem espacial no labirinto aquatico de Morris
(laténcia de escape), mas nao outras medidas. Mello et al. (2008) sugeriram cautela
ao interpretar os efeitos do exercicio forcado sobre funcdes cognitivas, considerando
a influéncia do estresse inerente ao exercicio sobre uma parte destes efeitos.

Além de exercer acdes benéficas sobre metabolismo e fungédo cerebral, a
pratica regular de exercicios fisicos aerobicos tem sido relacionada a promocao de
potencial ansiolitico e parece proteger o organismo contra acdes deletérias do
estresse sobre a saude fisica e mental (SALMON, 2001). Exercicio moderado em
esteira se mostrou capaz de reduzir o estresse oxidativo em regides cerebrais

implicadas na resposta a ansiedade, atuando na prevencdo de comportamento
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semelhante & ansiedade em ratos (SALIM et al., 2010). Exercicio moderado em
esteira produziu reducdo de peso e efeitos benéficos em comportamentos
semelhantes a ansiedade e a depressdo, bem como minimizou prejuizos na
memoria e cognicdo, em modelo animal de transtorno de estresse pos-traumatico
(PATKI et al., 2014) e no tratamento com Metilfenidato, um estimulante neural cujo
uso crénico pode causar danos em areas cerebrais (MOTAGHINEJAD et al., 2015).
Entretanto, os resultados do efeito ansiolitico do exercicio em esteira s&o
controversos (UYSAL et al., 2015). Entretanto, os resultados do efeito ansiolitico do
exercicio em esteira sdo controversos (UYSAL et al., 2015).

Em sintese, o exercicio fisico praticado em esteira parece atuar como um
agente ndo farmacologico que exerce efeitos benéficos sobre fun¢cdes metabdlicas e
cerebrais, refletidos na melhora de determinadas condi¢cdes associadas a estas
funcdes (SCOPEL et al., 2006; BAPTISTA et al.,, 2008; SALIM et al., 2010;
CAMERON et al., 2012; PATKI et al.,, 2014). Dados da literatura tém reforcado a
importancia da pratica de atividade fisica e do treinamento fisico na melhora de
ansiedade, depressao e estresse psicoldgico (LAVIE et al., 2011).

A respeito do estresse, é importante salientar que este faz parte da vida
cotidiana. Tanto o estresse, quanto os hormonios associados a ele, podem produzir
efeitos adaptativos em regides cerebrais ao longo do ciclo da vida (MCEWEN, 2007).
O estresse agudo pode ter efeitos benéficos, caracterizados, por exemplo, como
melhora da memoéria (DE QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2017).
Entretanto, o estresse cronico esta mais relacionado com efeitos nocivos levando ao
desenvolvimento de disturbios emocionais e fisiolégicos (FERRAZ et al., 2011,
SHANMUGAPRIYA; SARUMATHI; SARAVANAN, 2012; ZHANG e ROSENKRANZ,
2013).
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2.3 Repercussdes do estresse cronico através da contencdo em estudos

experimentais

De acordo com Hans Selye (1976, p. 53, traducdo nossa), “estresse € a
resposta ndo especifica do corpo a qualquer demanda”. Este mesmo autor conceitua
um estressor como “um agente que produz estresse a qualquer tempo” e a sindrome
geral de adaptagdo (SGA) como “a representagéo do desenvolvimento cronolégico
da resposta aos estressores quando sua acéo é prolongada. Consiste em trés fases:
a reacdo de alarme, o estagio de resisténcia e o estagio de exaustdo” (SELYE, 1976,
p. 53, traducéo nossa).

O estresse parece ser apontado como elemento “pivot” relacionado a
prejuizos na qualidade de vida, aumentando a incidéncia de distarbios de origem
nutricional e/ou neurofisioldgica, refletindo negativamente na qualidade de vida e, em
alguns casos, até na longevidade. Desta maneira, € importante analisar efeitos do
estresse, em termos de alteracbes comportamentais e fisioldégicas, que possam
indicar acfes prejudiciais ao estado de bem-estar individual (VON BORELL, 2001).

A resposta ao estresse é selecionada a partir dos componentes cognitivo
(depende do tipo de percep¢do a situacdo ou ao estimulo, como ameacadores ou
nao ameacadores), comportamental (enfrentamento, evitacdo ou passividade) e
fisiolégico (MARGIS et al.,, 2003). As respostas neurofisiolégicas a um agente
estressor iniciam-se com a ativagdo do sistema nervoso simpatico, que promove um
rapido aumento das catecolaminas circulantes. A sequéncia de eventos envolve a
ativacao do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e o aumento da liberacéo, pelo
hipotalamo, do hormonio liberador de corticotrofina (CRH). Este leva a secrecdo de
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) da pituitaria anterior, que por sua vez,
estimula a secrecdo de glicocorticoides pelas adrenais (MARGIS et al., 2003;
FERRAZ et al., 2011). O hipotalamo e o tronco cerebral sdo considerados essenciais
para respostas autonémicas e neuroendocrinas a estressores (MCEWEN, 2007).

Eventos ocorridos no inicio da vida influenciam padrées de emotividade e de
responsividade ao estresse ao longo da vida e alteraram o ritmo de envelhecimento
cerebral e corporal (MCEWEN, 2007). O estresse é capaz de induzir o
remodelamento estrutural no hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal, promovendo

alteracbes de respostas comportamentais e fisiolégicas (MCEWEN, 2007). Além
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disso, a exposicdo ao estresse induz a geracdo exacerbada de radicais livres de
oxigénio (SHANMUGAPRIYA; SARUMATHI; SARAVANAN, 2012). Caso a resposta
ao estresse promova uma ativacdo fisiologica frequente e duradoura ou intensa,
pode ocasionar o desenvolvimento de transtornos psicofisiolégicos que predispdem
0 surgimento de transtornos mentais como ansiedade, dentre outros (MARGIS et al.,
2003).

Segundo Buynitsky e Mostofsky (2009), estresse psicolégico inclui uma
resposta emocional e/ou perceptual a um estimulo, ao passo que estresse oxidativo
envolve dano biolégico tecidual. Os métodos de estresse fisico podem incluir falta de
comida e &gua, manipulagdo, procedimentos cirdrgicos (BUYNITSKY e
MOSTOFSKY, 2009) e exercicio fisico. Exercicio agudo de natacéo, em ratos Wistar
adultos, foi capaz de alterar respostas no eixo HPA, aumentando as concentracoes
séricas de ACTH e corticosterona (CONTARTEZE et al.,, 2008). Niveis de
corticosterona também foram aumentados quando animais foram submetidos a
corrida em esteira, sendo as diferencas mais evidentes com o0 incremento da
intensidade do exercicio, ou seja, 25% acima do maximo estado estavel do lactato
(CONTARTEZE et al., 2008).

Modelos animais de estresse sdo comumente utilizados, pois a extrapolagao
para seres humanos parece razoavel e representativa quanto aos efeitos do
estresse encontrados em outras espécies (BUYNITSKY e MOSTOFSKY, 2009). O
estresse através de contencao/restricdo € o modelo animal preferido, pois é um
procedimento considerado simples, indolor, ndo provoca debilidade duradoura, e
embora seja um procedimento fisico, constitui um importante modelo de estresse
psiquiatrico (BUYNITSKY e MOSTOFSKY, 2009). Vale ressaltar que ha casos nos
qguais a contencdo e a imobilizacdo ndo produzem resposta ao estresse, pois um
pico pode ser alcancado e o animal se adapta, cessando ou atenuando a resposta
ao estresse, e isto pode ocorrer devido intensidade e duracdo insuficientes da
contencado (BUYNITSKY e MOSTOFSKY, 2009).

Diversos estudos, utilizando modelos experimentais, tém investigado as
repercussdes do estresse de contencdo sobre aspectos comportamentais e
fisioloégicos. Exposicdo prolongada a estresse de contencdo — 6 horas por dia
durante 28 dias — tem sido relacionada ao desenvolvimento de comportamentos
semelhantes a depressdo e a ansiedade em ratos (CHIBA et al., 2012). Um

protocolo de estresse de contencdo cronica de 2 horas diarias por 7 dias
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consecutivos, também estd associado a comportamento semelhante a ansiedade em
ratos (LEE e NOH, 2015). E postulado que o estresse crénico tem um papel
significante em distdrbios como ansiedade e depressdo e que tais disturbios estédo
relacionados a alteracdes funcionais da amigdala e do cértex pré-frontal (ZHANG e
ROSENKRANZ, 2013).

No estudo de Gibney et al. (2014), um modelo de estresse repetitivo através
de contencdo se mostrou capaz de provocar um aumento no tempo de imobilidade
durante o teste de natac&o forcada, um indicativo de comportamento semelhante a
depressdo em roedores. Esta imobilidade foi seguida por elevagdo nos niveis
circulantes de corticoesterona, expressao e ativacdo hepatica da enzima triptofano
2,3-dioxigenase, bem como, do aumento em sua expressao no coértex cerebral.

Aumento nas concentracdes plasmaticas de corticosterona e no tempo de
imobilidade no teste de natacdo forcada, efeito ansiogénico, além de funcédo
cognitiva prejudicada, induzidos pela contencdo cronica de ratos (20 minutos/dia, do
90° a0 134° dia de vida pos-natal), foram relatados por Ferraz et al. (2011). O estudo
investigou a influéncia da suplementacdo com 0Oleo de peixe, que contém AGPI da
familia 6Gmega-3: acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA),
promovida na fase inicial do desenvolvimento cerebral e continuada durante o
protocolo de contencdo. Dados do estudo de Ferraz et al. (2011) mostraram que a
suplementacdo com AGPI da familia 6mega-3 foi capaz de modular os efeitos
relacionados ao estresse supracitados.

No que diz respeito ao papel do estresse cronico de contencdo sobre o
metabolismo, é referido na literatura que este modelo pode promover altera¢des no
ganho de peso corporal de ratos (CHIBA et al., 2012; SHANMUGAPRIYA;
SARUMATHI; SARAVANAN, 2012; GIBNEY et al., 2014), além de efeitos sobre o
perfil lipidico, dos ratos estressados, caracterizados por aumento nas concentracdes
plasmaticas de triglicerideos e colesterol total, além de alteragbes nas lipoproteinas
de alta, baixa e muito baixa densidade (HDL, LDL e VLDL, respectivamente)
(SHANMUGAPRIYA; SARUMATHI; SARAVANAN, 2012). No referido estudo,
alteracdes lipémicas ocorreram independente da coexposicdo a um campo
magneético estatico, que também foi investigado. Uma resposta neuronal simpatica
aumentada, decorrente do estresse, estaria envolvida na alteracdo nos lipidios

sanguineos e o aumento do LDL plasmatico poderia ocorrer devido a defeito do seu
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receptor hepatico em consequéncia de falha na sua produgdo ou funcao
(SHANMUGAPRIYA; SARUMATHI; SARAVANAN, 2012).

Percebe-se entdo que estudos experimentais que utilizaram a contencao
cronica demonstram que a exposicdo a este modelo de estresse induzido pode
acarretar alterac6es com implicag6es psicoldgicas e fisiologicas. Ao medir o nivel de
estresse, o ideal é utilizar métodos que ndo causem distarbio ao animal, e sempre
que possivel, ndo invasivos, além disso, recomenda-se usar mais de um tipo de
medida, como por exemplo, avaliacdo de alteracdes comportamentais e indicadores
bioguimicos (RIVERA, 2002).
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2.4 Utilizacdo de modelos experimentais para avaliagdo de parametros

comportamentais

Véarios modelos animais foram desenvolvidos e padronizados para o estudo
experimental da ansiedade em humanos ao longo das ultimas décadas (CRUZ e
LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Embora seja dificil assegurar que animais nao
humanos possam desenvolver as mesmas sensacoes subjetivas de ansiedade que
seres humanos, de fato, € possivel que haja uma ampla correspondéncia entre as
espécies no que diz respeito a mecanismos neurais e fun¢gdes comportamentais
subjacentes a essa emoc¢do. Quando se trata de mamiferos, como ratos e
camundongos, a correspondéncia € ainda maior (CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ,
2012).

Ao se comparar modelos utilizados para avaliacdo de fungbes psicoldgicas,
existem mais modelos animais de ansiedade do que para qualquer outra funcao
psicolégica estudada experimentalmente em humanos (CRUZ et al., 1997). Entre os
modelos mais importantes indicados neste contexto esta o teste de labirinto em cruz
elevado (LCE), largamente utilizado na pesquisa da ansiedade em ratos e
camundongos, cujo aparato consiste em dois bragcos abertos e dois bracos
envolvidos por paredes laterais, dispostos perpendicularmente uns aos outros,
formando uma cruz, e elevados alguns centimetros do solo (CRUZ e LANDEIRA-
FERNANDEZ, 2012). Outro modelo para o estudo da ansiedade é o teste de campo
aberto (TCA), realizado em uma arena circular ou quadrada circundada por paredes,
cujo assoalho é demarcado com pequenos quadrados, o que permite quantificar a
atividade locomotora e dividir as zonas central e periférica (CRUZ e LANDEIRA-
FERNANDEZ, 2012).

O LCE derivou dos experimentos realizados no laboratério de Montgomery
nos anos 50 com um labirinto em formato de Y e elevado. Nesses trabalhos, o
comportamento mais predominante foi a exploragdo dos espagos fechados em
detrimento dos abertos (MORATO, 2006). A premissa é de que a novidade
(ambiente novo) provocaria um aumento do impulso exploratério e do medo,
causando um conflito entre explorar e se proteger (MORATO, 2006). O estudo inicial
utilizando o LCE, semelhante ao que existe atualmente, foi realizado por Handley e
Mithani (1984), que demonstraram que um labirinto em formato de X e elevado do

solo apresentava uma sensibilidade tanto a drogas ansioliticas, refletida por uma
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maior atividade nos bracgos abertos, quanto a drogas ansiogénicas, refletida por uma
menor atividade nos bracos abertos. Logo, este poderia ser considerado um modelo
valido de comportamento motivado pelo medo.

Apo6s sofrer modificagbes, que concederam ao LCE o formato atual, este foi
validado comportamentalmente, fisiologicamente e farmacologicamente para ratos
por Pellow et al. (1985). O teste consiste em analisar a frequéncia de entradas e o
tempo despendido em cada tipo de braco, além de outros comportamentos:
deslocamento, congelamento (“freezing”), farejar, levantar-se, “head dippings” e
retorno aos bracos fechados (RODGERS et al., 1997). O animal explora os dois
tipos de braco, porém entra mais e permanece mais tempo nos bracos fechados,
sendo um comportamento mais tipico. Considera-se como niveis elevados de
ansiedade, as menores porcentagens de entradas e de tempo gasto nos bracos
abertos do aparato (HANDLEY e MITHANI, 1984; PELLOW et al., 1985; PELLOW e
FILE, 1986).

Diversos fatores parecem influenciar a atividade do animal no LCE: Condi¢des
de habitacdo, niveis de iluminacdo, variacbes do ciclo circadiano, manipulacéo
prévia ou exposicdo ao estresse, familiaridade com o labirinto (CAMPOS et al.,
2013). A reexposicdo ao LCE promove reducdo do comportamento exploratorio no
braco aberto e a presenca do experimentador na mesma sala também pode interferir
nos resultados do teste (CAMPOS et al., 2013).

O campo aberto foi desenvolvido por Hall (1934) que sugeriu que a defecacao
€ considerada, no campo aberto, um indicador do seu estado emocional, e é
ocasionada pela ativacdo do sistema nervoso autbnomo devido a exposi¢cdo a um
ambiente novo. O teste consiste em colocar o animal na arena por um determinado
periodo de tempo, enquanto seu comportamento € observado (HALL, 1934).

No TCA, o animal pode ter o comportamento alterado por mudancas no
tamanho da arena ou pela iluminacdo do ambiente, e a demarcacdo do piso da
arena é necessaria para permitir a quantificacdo da atividade do animal (LISTER,
1990). Medidas como defecacdo e locomocgédo sdo indices considerados Uteis na
avaliacado do TCA, logo, sugere-se que o aumento da atividade locomotora refletiria
na diminuicdo da ansiedade (LISTER, 1990). Porém, tanto a defecacdo quanto a
locomocédo podem ser influenciadas pela adocao de certos tratamentos, como por

exemplo, os que alteram a motilidade intestinal e estimulantes motores nao
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ansioliticos, respectivamente, o que torna estes indices questionaveis para avaliacao
do comportamento semelhante & ansiedade em roedores (LISTER, 1990).

Outras condutas do animal no campo aberto, como 0s baixos niveis de
exploracéo e o aumento do “freezing” também estéo relacionados a comportamento
semelhante & ansiedade. Ao passo que maior atividade exploratéria, como por
exemplo, maior tempo despendido na area central do aparato e o comportamento de
“‘levantar” do animal, séo caracteristicas associadas a niveis reduzidos de ansiedade
(WALSH e CUMMINS, 1976; ROYCE, 1977).

O desempenho comportamental também pode ser analisado através da
mem©éria episdédica por meio do teste de reconhecimento de objetos (TRO) de
acordo com a identidade ou localizacdo espacial do objeto, com base na curiosidade
natural que roedores apresentam ao explorar o que € considerado novidade
(AKKERMAN et al., 2012). A TRO é comprovadamente um teste de avaliacdo das
funcbes de memoéria em animais e possui Varias caracteristicas que a torna
adequada para estudar a neurobiologia da memoédria (ENNACEUR e DELACOUR,
1988).
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3. HIPOTESES

- Os animais suplementados com o OC no inicio da vida apresentam um melhor
desempenho fisico, avaliado através de medida de treinabilidade, durante o

exercicio na esteira.

- A suplementacdo com o OC, realizada no inicio da vida em animais posteriormente
submetidos a estresse de contencdo, provoca: efeito ansiolitico, melhora da
mem©ria para o reconhecimento de objetos, reducdo de parametros murinométricos

e manutencao de indices lipémicos adequados.

- A prética do exercicio fisico potencializa todos os efeitos supracitados em ratos

suplementados com OC.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Investigar a influéncia da suplementacdo com OC associada ou nao ao
exercicio fisico em esteira no inicio da vida, em ratos jovens submetidos
posteriormente ao estresse de contencdo, sobre parametros comportamentais e

metabolicos.

4.2 Objetivos especificos:

¢ Monitorar a evolucdo ponderal ao longo do periodo de experimentacéao.

e Avaliar o desempenho fisico dos animais suplementados com OC ou solugéo

veiculo, no inicio da vida, durante a pratica de exercicio em esteira.

¢ Analisar locomocao, ansiedade e memoéria em ratos suplementados com OC,
exercitados ou ndo no inicio da vida, e posteriormente submetidos ao

estresse de contengao.

e Averiguar se a suplementagcdo com OC realizada no inicio da vida modifica
murinometria e perfil lipidico pds-estresse de contencdo e se tal efeito €

otimizado pela pratica do exercicio fisico em esteira.
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5. METODOS

5.1Aspectos éticos e delineamento experimental

Os procedimentos experimentais aqui descritos receberam parecer favoravel
da Comissdo de Etica no Uso de Animais — Cento de Biociéncias/UFPE (Processo
n® 23076.048534/2015-23, vide Anexo A) e foram realizados no periodo entre 6
horas e 14 horas. Condi¢Ges de habitacdo e procedimentos experimentais estiveram
em conformidade com a Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008; e seguem as
diretrizes nacionais (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —
CONCEA) e as normas internacionais para 0 uso e bem-estar de animais,
estabelecidas pelo National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (Bethesda, Maryland, USA).

No presente estudo foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar,
provenientes de 10 ninhadas, advindos da col6nia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. O nimero de ratos neonatos foi reduzido
para 9 filhotes por ninhada e apenas os filhotes machos de cada ninhada foram
aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos experimentais: suplementados, via
gavagem, com Oleo de coco (OC/n = 24) ou solucéo veiculo (V/n= 24).

A solucdo veiculo foi preparada utilizando somente agua destilada e
Cremophor 0,009% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA) ao passo que, a
solucéo de 6leo de coco foi preparada a partir de amostra comercializada de 6leo de
coco extravirgem (COPRA®, Maceid, Alagoas, Brasil) contendo os seguintes acidos
graxos saturados em %/100g: C 6:0 capréico (0,38), C 8:0 caprilico (5,56), C 10:0
caprico (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 Aacidos graxos insaturados: C 18:1 Omega 9 —
oleico (5,65) e C 18:2 Omega 6 — linoleico (0,94). O odleo foi diluido na solucdo
veiculo a 50% (1:1). A dose de 0leo de coco estabelecida foi baseada na literatura
(ZAKARIA et al.,, 2011; ALVES et al., 2015; YEAP et al.,, 2015). O volume final
administrado para todos os animais foi 20 mL/kg/dia.

Em cada grupo suplementado com OC ou com solucdo veiculo, havia 2
subgrupos: exercitados em esteira durante o periodo da gavagem e sedentarios. A
gavagem e o exercicio em esteira foram realizados entre o 15° dia e o 45° dia de
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vida pés-natal, durante um periodo de 4 semanas — de segunda a sexta-feira (DA
SILVA PEDROZA et al., 2015). Ao final deste periodo foram realizados os demais
procedimentos e andlises conforme o desenho experimental (Figura 1).

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos no biotério
localizado nas dependéncias do Departamento de Nutricdo. Estes ficaram alojados
em caixas para gaiola de prolipropileno (com tampa em arame inox, nas dimensodes
de 51 cm x 35.5 cm x 18.5 cm, além de comedouro e bebedouro), forradas com
maravalha esterilizada, que eram trocadas duas vezes por semana ou conforme a
necessidade. As condicdes ambientais eram controladas: temperatura de 23 + 1°C,
umidade em torno de 50% a 60% e um ciclo claro/escuro de 12h/12h com luzes
acesas as 06h00. Tanto as mées como seus filhotes receberam agua filtrada e racéo
padréo para roedores com 23% de proteina (“Presence”, Purina®, Paulinia, S&o
Paulo, Brasil) ad libitum. Ap6s o desmame (21 dias pds-natal), os filhotes machos

foram alojados de 2 a 4 por gaiola e permaneceram sob as mesmas condi¢coes

supracitadas.
GRUPOS EXPERIMENTAIS
ANIMAIS SUPLEMENTADOS ANIMAIS SUPLEMENTADOS
COM OLEO DE COCO COM SOLUGAO VEICULO
(OCin= 24) (Vin= 24)
EXERCITADO SEDENTARIO EXERCITADO SEDENTARIO
(OC&Exin=12) | (OC&S/n=12) (V&Ex/n = 12) (V&S/n = 12)

Dias correspondentes ao periodo de experimentacdo
1 5 15 21 (desmame) 45 46 54 55 63
2 a 4 ratos/gaiola

5 vezes por semana

—— — o\ S — J
N Y Testes comportamentais
Divisdo de ratos Exercicio em esteira e suplementacéo Contencao 20 Murinometria
neonatos/ninhadas com OC ou solugao veiculo min/dia Coleta de sangue para analise
(n=9) do perfil lipidico
Sacrificio

Figura 1 — Desenho Experimental. Sequéncia de procedimentos realizados com ratos jovens da
linhagem Wistar. Os filhotes foram distribuidos aleatoriamente em grupos suplementados via
gavagem, com 6leo de coco extravirgem (10 mL/kg/dia) ou solucao veiculo (20 mL/kg/dia, Cremophor
0,009% - Sigma®); e seus respectivos subgrupos (exercitado em esteira e sedentario). Ao término do
periodo de gavagem e exercicio em esteira, 0s animais foram submetidos a estresse por meio de
contengdo, e posteriormente foi realizada a coleta e andlise de dados, conforme descrito acima.
Todos os procedimentos experimentais relatados foram realizados das 6 as 14 horas.
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5.2 Acompanhamento da evolucéo ponderal

O peso corporal dos animais foi mensurado a partir do 15° dia de vida pos-
natal até o final do experimento - por volta de 60 a 63 dias de vida - com o auxilio de
uma balanca eletrénica (Filizola MF-3/1, Industrias Filizola S.A. Sdo Paulo, Brasil)
presente no biotério. Embora os animais tenham sido pesados regularmente para o
calculo do volume a ser administrado via gavagem, para acompanhamento da
evolucdo ponderal durante o periodo experimental, o peso corporal aferido no inicio
de cada semana foi avaliado, sendo que para a primeira semana de intervenc¢ao foi

considerado o 15° dia de vida p6s-natal.

5.3 Procedimentos gerais para o treinamento fisico

Os ratos foram submetidos ao exercicio fisico caracterizado pela corrida em
esteira motorizada para ratos (Insight EP-131, 0° de inclinacdo, Ribeirdo Preto, S&o
Paulo, Brasil). Foram seguidos os parametros para o exercicio moderado conforme
descritos previamente na literatura (SCOPEL et al., 2006; BATISTA-DE-OLIVEIRA et
al., 2012), realizados pelos grupos OC&Ex e V&EX e sédo descritos na Tabela 1. Os
animais sedentarios (grupos OC&S e V&S) foram colocados na esteira pelo mesmo
tempo de sessdo de treino e de periodo do treinamento, em dias e semanas,

entretanto, a esteira permaneceu desligada.

Tabela 1 — Parametros do treinamento fisico.

Parametros 18 24 3@ 42

do exercicio semana semana semana semana

Numero de
sessoes por 5 5 5 5

semana

Velocidade
5m/min 10m/min  15m/min  20m/min

empregada

Tempo
30min/dia 30min/dia 30min/dia 30min/dia
empregado

Fonte: Adaptado de Batista-de-Oliveira et al. (2012).
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Para mensuracédo do desempenho fisico dos animais durante o exercicio na
esteira, foi utilizada uma escala de 1 a 5 conforme descrito na tabela a seguir. Os
animais dos grupos OC e V foram avaliados individualmente e diariamente quanto
ao seu desempenho fisico. No final de cada semana de treino foi calculada uma
média representativa da semana de cada animal, e caso o valor obtido ndo fosse um

numero inteiro, foi arredondado.

Tabela 2 — Medida de treinabilidade para avaliacdo do desempenho do
rato na esteira.

Classificacao Desempenho
1 O rato se recusou a correr.
2 Corredor abaixo da média -
esporadico, para e vai, sentido
errado.

Corredor na média

Corredor acima da média -
consistente, ocasionalmente
caiu para tras na esteira.

5 Bom corredor - permaneceu,
consistentemente, na frente da
esteira.

Fonte: Rachetti et al. (2013).

5.4 Protocolo de estresse induzido

Entre 46 e 54 dias de vida pds-natal (exceto nos dias 51 e 52), quarenta e oito
ratos foram submetidos a acdo de um agente estressor que consistiu em um
protocolo de estresse cronico, por meio de contencéo repetida, descrito previamente
por Zhang e Rosenkranz (2013). Para promover o estresse, 0s animais foram
removidos de suas gaiolas e colocados em um sistema de contengéo de hemicilindro
durante 20 minutos por sessao. A contencéao foi realizada em tubo de acrilico cristal
de 4 mm, com dimensdes internas em mm (A x L x C): 45 x 52 x 205 para ratos de 0
a 350g. O contensor apresentava 10 furos laterais de 9,5 mm para permitir a
ventilacdo e evitar o superaquecimento (Insight® Equipamentos Cientificos LTDA -
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil).
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O animal foi mantido dentro do tubo em uma posi¢cédo ereta com uma leve
compresséo do corpo, mas mantendo movimento, embora restrito, da cabeca e dos
membros (Figura 2). O periodo de experimentacdo para o estresse crénico induzido
foi de 9 dias, durante esse periodo, a contencao foi realizada em uma sessao por dia
em 7 dos 9 dias conforme o esquema a seguir (Figura 3). No estudo de Zhang e
Rosenkranz (2013), este modelo foi considerado efetivo, pois foi capaz de promover
aumento do comportamento semelhante a ansiedade em ratos adolescentes e
adultos, embora ndo tenha prejudicado a atividade locomotora dos animais,
avaliados no LCE no dia seguinte ao término do periodo de conten¢do. Realizou-se
tal modelo de exposicdo ao estresse com o intuito de reduzir a habituacdo a

contencéo, que de outra maneira poderia ser eminente (KANT et al., 1985; STAMP e
HERBERT, 1999 apud ZHANG e ROSENKRANZ, 2013).

Figura 2 — Animal posicionado dentro do contensor conforme descrito anteriormente.

@ w “glmed
ol )

Fonte: autor

Contencéo
Contencéo
( \ F)\ Inicio da analise comportamental

N R TR TR TR TR N
| | | | | | | I |
DA 1 23 4 56 78 9 10

Figura 3 — Esquema do protocolo de estresse de contencéo. Os ratos foram
contidos por 5 dias consecutivos, com 2 dias de intervalo (sem manipulacdo),
seguidos de 2 dias de contencao. Este modelo reduz a habituacéo ao estresse
de contencao.

Fonte: Zhang e Rosenkranz, 2013.
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5.5 Analise comportamental

Em seguida, ao final do periodo de contencao, os ratos realizaram testes para
avaliacdo da locomocéo, ansiedade e memoaria, a partir do 55° dia de vida pés-natal,
conforme descrito a seguir. Nos dias dos testes comportamentais, os ratos foram
transportados do biotério até a sala experimental, um ambiente com condi¢des de
habitacdo semelhantes as do biotério, e permaneceram dentro das gaiolas por um
periodo de 30 a 60 minutos antes do inicio do teste para adaptacdo ao novo
ambiente.

Os testes para andlise comportamental descritos sdo: labirinto em cruz
elevado (LCE), campo aberto (TCA) e teste de reconhecimento de objetos (TRO)
realizado no campo aberto. A luminosidade no local em que os aparatos foram
montados seguiu a metodologia descrita por Viana et al. (2013). As sessfes de cada
teste foram filmadas com o auxilio de uma camera de video (Lifecam Cinema HD
720P H5D-00013, Microsoft®) instalada no teto, localizada acima do aparato. Os
videos gerados foram salvos em pastas no computador para analises posteriores.
Ademais, dados referentes a sessé@o de cada animal foram registrados em planilhas
especificas para cada teste.

Entre as sessdes, quando havia a presenca de produtos de excreg¢do do
animal no campo aberto ou no LCE, estes foram contabilizados e recolhidos com o
auxilio de papel. Além disso, o LCE, o campo aberto, e 0os objetos utilizados nha TRO
foram higienizados com &lcool a 70%, visando a eliminacdo de pistas olfativas que
pudessem influenciar a sessao seguinte.

Os parametros comportamentais foram avaliados com o auxilio do programa
ANY-maze Video Tracking System versdo 4.99m (ANY-maze™- Stoelting Co., Wood
Dale, lllinois, USA) , que se trata de um sistema de monitoramento em video
desenhado para automatizar testes comportamentais avaliados através do registro
dos rastros dos animais em movimento no decorrer do experimento. Alguns aparatos
podem utilizar o Video Tracking para monitoramento dos animais, tais como o campo

aberto e o labirinto em cruz elevado.

5.5.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjok_O62sbOAhUFDJAKHU-aBDYQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.stoeltingco.com%2Fanymaze%2Fvideo-tracking.html&usg=AFQjCNGkpNUGpTxUwcYB66fz8kEBWI3AnQ&bvm=bv.129759880,d.Y2I
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O teste de LCE foi realizado no dia seguinte ao término da contencdo. O
aparato para a realizacao do teste consistiu em um labirinto em madeira na forma de
cruz formado por quatro bracos — dois bracos fechados por paredes (45 cm de
altura) e dois abertos (perpendiculares aos primeiros) medindo 49 cm de
comprimento por 10 cm de largura, e elevados a 55 cm elevado do solo. O aparato
conta também com uma area central de 10x10 cm conectada aos bragos abertos e
fechados. Apds o tempo de adaptacdo, o animal foi colocado cuidadosamente no
centro do aparato, com o focinho voltado para um dos bracos abertos, onde foi
permitida a exploragéo livre por 5 minutos.

As seguintes categorias comportamentais foram analisadas:

- Indice de discriminacg&o/exploracéo (%) nos bracos abertos, nos bracos fechados e
na area central. Foi calculado baseado na raz&o entre o tempo de permanéncia no
local do aparato e o tempo total de exploracéo.

- Distancia percorrida no aparato (metros).

5.5.2 Teste de Campo Aberto (TCA)

O TCA foi realizado considerando um intervalo de 48 horas em relacdo a
realizacdo do teste de LCE. O aparato para a execu¢ao do TCA consistiu em uma
arena, também conhecida como campo aberto (89 cm de didmetro e 52 cm de
altura), cujas paredes de madeira formam um circulo e a superficie é demarcada por
guadrantes e dividida em zonas central e periférica. No momento do teste, cada
animal foi posicionado na zonal central do campo aberto e registrou-se a exploracéo
ao longo de um periodo de 5 minutos.

Este procedimento caracteriza-se como um tipo de teste que avalia atividade
locomotora e ansiedade (WANG e MITCHELL, 2016). Durante o periodo de
exploragédo no campo aberto, 0os seguintes critérios foram avaliados:

- Distancia percorrida (metros);

- Tempo de imobilidade (segundos);
- Numero de linhas cruzadas;

- Tempo na zona central (segundos);

- Tempo na zona periférica (segundos).
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5.5.3 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

O TRO foi iniciado no dia seguinte ao teste do campo aberto, utilizando o
mesmo periodo de adaptacdo e aparato do teste anterior, e realizado em dois dias
consecutivos. No presente teste, as diferencas, entre os grupos, foram avaliadas em
relacdo a capacidade de identificacdo de objetos com base na sua forma (primeiro
dia) e localizacao espacial (segundo dia) na arena (campo aberto).

Essas metodologias foram descritas previamente por Ennaceur e Delacour
(1988) e Dere, Huston e Silva (2005). Na primeira sessédo de cada uma das duas
tarefas, dois objetos exatamente iguais (A e B) foram posicionados paralelamente no
campo aberto e, posteriormente, os animais foram colocados, por vez, no centro do
aparato e exploraram o ambiente durante 5 minutos. Na segunda sessdo, 50
minutos apods, avaliou-se o reconhecimento das caracteristicas de forma e a
localizac&o espacial dos objetos.

Para avaliar a discriminacdo quanto a identidade dos objetos na segunda
sessdo, 0s animais foram recolocados no campo aberto com o mesmo objeto A
(conhecido), entretanto, o objeto B foi substituido por outro objeto C (desconhecido),
com 0s mesmos tamanhos, cores e odores do objeto A, porém, com uma diferenca
em relacdo a sua forma. O animal demonstra que pode diferenciar as formas
guando, na segunda sesséo, diante de um objeto conhecido (da sessao anterior, ou
seja, “familiar’) e de outro com caracteristica de novidade (forma diferente), passa
mais tempo explorando o objeto “novo” (desconhecido).

A avaliacao da distincédo de localizacao espacial foi realizada ap6s 50 minutos
da primeira sessdo, como descrita anteriormente, e foi realizada no dia seguinte a
discriminagédo das formas. Consiste em recolocar os animais no campo aberto na
presenca dos mesmos objetos (A e B), porém, neste segundo momento, a posi¢ao
de A se manteve enquanto que a localizacdo de B se modificou. O animal distinguia
uma posicdo desconhecida, quando ele gastava mais tempo explorando o objeto
que foi deslocado da posi¢cdo que estava na primeira sessao.

A exploracdo se caracterizou pelo fato de o animal farejar os objetos e toca-
los com o focinho e as patas anteriores (MELLO et al.,, 2008; RACHETTI et al.,
2013). Enquanto que subir nos objetos ou mové-los ndo foram considerados

exploracdo (MELLO et al., 2008). Para analisar o comportamento no reconhecimento
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de objetos, os tempos de exploracdo no objeto familiar e no objeto com
caracteristica de novidade (quanto a identidade ou a localizacdo) foram
contabilizados. Posteriormente foi determinado o indice de discriminacédo (%), que
corresponde a relacdo entre o tempo gasto na exploracdo dos objetos familiar ou
com caracteristica de novidade e o tempo total de exploragdo do animal
(AKKERMAN et al., 2012).

5.6 Avaliagcdo murinométrica

Ao final da andlise comportamental, os animais foram pesados e tiveram 0s
comprimentos da ponta do focinho até o anus (CFA) e da cauda aferidos, utilizando
uma trena antropométrica, para analise dos parametros murinométricos conforme
descrito a seguir:

- Indice de Massa Corporal (IMC): peso corporal (g)/ CFA2 (cm?) (NOVELLI et
al., 2007).

- Indice de Lee, calculado pela raiz ctbica do peso corporal (g) dividido pelo
CFA (cm) [*/Peso (g)/CFA(cm)] (NOVELLI et al., 2007).

O indice de Lee pode ser usado como um indicador de excesso de gordura
corporal quando os valores sao superiores a 0,3 g/cm (BERNARDIS e PATTERSON,
1968). Sobre o IMC para ratos normais, consideram-se valores que variam de 0,45 +
0,02 a 0,68 + 0,05 g/cm2 (NOVELLI et al., 2007).

Além dos parametros descritos anteriormente, 0s animais tiveram aferidas a
circunferéncia abdominal (CA), imediatamente acima das patas posteriores, além da
circunferéncia toracica (CT), imediatamente abaixo das patas anteriores, utilizando a
mesma trena antropométrica. Posteriormente, foi calculada a relacdo CA/CT (cm)
(NOVELLI et al., 2007) cujo valor de referéncia normal para ratos com 60 dias de
vida pés-natal é de 1,1 + 0,03 (NOVELLI et al., 2007).

5.7 Determinacédo do perfil lipidico
Para analise do perfil lipidico, foi definida uma amostra composta por 6 ou 7

animais de cada grupo experimental. Os animais, previamente submetidos a um

jejum de 8 a 12 horas, foram anestesiados, por via intraperitoneal, com uma solugao
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de 63,5 mg/kg de Ketamina (Quetamina Injetavel Vetnil®, Louveira, Sdo Paulo,
Brasil) e 9 mg/kg de Xilazina (Dopaser®, Hertape S.A., Juatuba, Minas Gerais,
Brasil). As doses referidas foram baseadas na literatura (CREAL, 2013). Com o0s
animais em anestesia profunda o sangue foi coletado através de punc¢éo cardiaca.

As amostras de sangue coletadas (cerca de 3 mL) foram colocadas em tubos
de ensaio de 10 mL com a identificagdo do animal, em seguida, foram centrifugadas
a 4.000 rpm por 20 minutos. O soro foi coletado com auxilio de uma pipeta e
depositado em tubos eppendorfs, com a identificacdo do animal, e foi armazenado a
-20 °C até o dia da dosagem das fracdes lipidicas.

Os conteudos séricos de colesterol total, triglicerideos (TG) e lipoproteina de
alta densidade — HDL-colesterol foram dosados, seguindo as recomendacdes do kit
comercial correspondente (Labtest®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).

Os niveis da lipoproteina de muito baixa densidade — VLDL-colesterol foram
calculados através da equacdo TG/5, a partir da férmula de Friedewald, Levy e
Fredrickson (1972). O conteudo dos lipidios séricos supracitados foram expressos

em mg/dL de soro.

5.8Eutanasia

A inducdo da morte de sete animais de cada grupo ocorreu quando o rato,
ainda sob efeito da solucdo de Ketamina e Xilazina, acima referida, foi submetido a
puncdo cardiaca para coleta de sangue, e posterior analise do perfil lipidico. A
eutanasia dos demais animais realizou-se conforme o procedimento padrdao do
Biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE, que consiste em exposi¢cdo ao

Di6oxido de Carbono.

5.9 Andlise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio dos programas “GraphPad Prism 6.0”
(GraphPad Software Inc., La Jolla, California, USA) e “Microsoft Excel 97 — 2003
(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). O teste estatistico indicado foi

escolhido apos analise com teste de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Redmond_%28Washington%29
https://pt.wikipedia.org/wiki/Washington
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A andlise dos dados de distribuicAo paramétrica referentes a evolucéo
ponderal, & murinometria, ao perfil lipidico e aos testes comportamentais (LCE, TCA
e TRO) foi realizada com Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias, com 0sS
fatores suplementacdo (OC e veiculo) e condicdo de exercicio (exercitado e
sedentario), seguida de teste “post hoc” de multiplas comparacdes de Tukey, quando
indicado. O teste t de Student foi utilizado para comparar veiculo e OC exercitados
no desempenho de esteira. Os dados estdo apresentados em média + erro padréo
da média (EPM). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05 para todas as andalises.
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6. RESULTADOS

6.1 Evolucéo ponderal, dados murinométricos e perfil lipidico

Os pesos corporais dos grupos experimentais ndo apresentaram diferencas
significantes em nenhum momento do periodo experimental, e as variaveis
murinométricas avaliadas também néo diferiram entre os grupos (p > 0,05). Dados

da evolucdo ponderal e da murinometria sdo expostos nas figuras 4 e 5,

respectivamente.
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Figura 4 — Pesos corporais dos grupos experimentais. Do 15° ao 45° dias de vida, os ratos foram
suplementados com OC ou V, sendo subdivididos em exercitados (Ex, n = 24) e sedentarios (S, n =
24). Entre os dias pos-natal 46 e 54 todos os animais foram estressados através de contencéo,
exceto nos dias 51 e 52. Os dados sdo expressos em média + EPM. N&o houve diferencas ponderais
entre os grupos durante o periodo de experimentacdo (ANOVA duas vias, p > 0,05). OC = 6leo de
coco extravirgem. V = solugdo veiculo (agua destilada e Cremophor 0,009%).
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Figura 5 - Avaliacdo murinométrica dos animais jovens estressados, realizada entre 60 e 63
dias de vida pds-natal. Os animais foram amamentados em ninhadas com 9 filhotes/mae e
aleatoriamente distribuidos conforme a suplementacgéo e a préatica de exercicio fisico realizados entre
0 15° e 0 45° dias de vida. Entre os dias pds-natal 46 e 54 todos os animais foram estressados
através de contencéo, exceto nos dias 51 e 52. A) indice de Massa Corporal. B) Raz&do entre as
circunferéncias abdominal e torécica. C) indice de Lee. Os dados s&o apresentados em média + EPM
e ndo houve diferencas significativas nas variaveis avaliadas (ANOVA duas vias, p > 0,05). V =
suplementacdo com solugéo veiculo (agua destilada e Cremophor 0,009%). OC = suplementacao
com 6leo de coco extravirgem.

No que diz respeito ao perfil lipidico, ANOVA (duas vias, p > 0,05) nédo
encontrou diferengas significativas em nenhum dos parametros avaliados (colesterol

total, HDL—colesterol, triglicerideos, VLDL—colesterol). Dados ilustrados na figura 6.
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Figura 6 — Perfil lipidico de animais aos 60-63 dias de vida. Ratos previamente distribuidos
aleatoriamente conforme o tipo de suplementacédo e pratica ou ndo de exercicio no inicio da vida,
posteriormente estressados por contengéo entre os dias pos-natal 46 e 54, exceto nos dias 51 e 52.
A) Colesterol Total. B) HDL-colesterol = lipoproteina de alta densidade. C) Triglicerideos. D) VLDL-
colesterol = lipoproteina de muito baixa densidade, obtida através da férmula: Triglicerideos/5. Os
dados sado apresentados em média + EPM, n =5 a 7. Nao foram observadas diferengas significativas
(ANOVA de duas vias, p > 0,05). V = suplementado com solu¢éo veiculo (Cremophor 0,009%). OC =
suplementado com 6leo de coco extravirgem.
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6.2 Desempenho fisico na esteira

Durante as quatro semanas de realizacdo do exercicio moderado na esteira, 0
desempenho dos animais exercitados dos grupos suplementados com solucao
veiculo e OC (V&Ex e OC&EX, respectivamente) foi avaliado. A suplementagdo com
OC nao influenciou esta variadvel, tendo em vista que ndo foram observadas
diferencas significativas, em relacdo ao grupo veiculo (teste t de Student, p > 0,05),
inclusive nas médias gerais correspondentes a todo o periodo de treinamento
(V&EXx, 2,50 £ 0,18, OC&Ex, 2,60 + 0,13, p = 0,64). Dados correspondentes ao

desempenho semanal dos animais sao ilustrados na figura 7.
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Figura 7 — Desempenho fisico dos ratos durante o treino em esteira. Animais suplementados,
com Oleo de coco extravirgem (OC) ou solugdo veiculo (V, dgua destilada e Cremophor 0,009%)
fizeram exercicio durante 30 minutos de segunda a sexta-feira (do 15° ao 45° dias de vida), cuja
velocidade aumentou gradualmente em 5 m/min por semana de treino. O desempenho dos ratos foi
avaliado de acordo com o0s seguintes parametros: 1 = se recusou a correr, 2 = corredor abaixo da
média, 3 = corredor na média, 4 = corredor acima da média, 5 = bom corredor. Dados expressos em
meédia £ EPM, n = 12 por grupo. N&o houve diferencas significativas (teste t de Student, p > 0,05). Ex
= exercitado em esteira. m/min = metros por minuto.



49

6.3 Avaliagdo comportamental
6.3.1 Testes de Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Campo Aberto (TCA)

No LCE, de acordo com a ANOVA duas vias, o fator suplementacdo exerceu
um efeito significante sobre o indice de discriminacdo dos bracos aberto [F(1,34) =
5,56, p = 0,02]. Os animais que receberam OC apresentaram um percentual menor
de tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE, quando comparados aos
grupos suplementados com solugéo veiculo (V&Ex, 22,10 + 2,93%; V&S, 23,55 +
2,48%; OC&EX, 15,71+ 2,61%; OC&S, 17,18 + 2,55%), entretanto ndo foi possivel
apontar diferencas especificas intergrupos, visto que o teste “post hoc” de multiplas
comparacdes de Tukey n&o encontrou diferenca significante. E importante ressaltar
gue nos demais aspectos avaliados ndo houve diferencas (p > 0,05). Esses dados

estéo ilustrados na figura 8.

B Exercitado
A)g « B) g * I Sedentario
= —
Sz S
é% 30 28 eof.
55 : £z
55 28
w 15+ G e 30
8 & o 2
g8 sE
= @
E o -
v ocC
D
0 . )
o E
:.'5 304 3
[y =
S S 151
SE 20 §
56 104
e < 3
38 ™ s s
2 »
-E 0- e 0
v ocC v oc

Figura 8 — Desempenho dos ratos no teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE). Esses animais
foram suplementados ou ndo com 6éleo de coco extravirgem no inicio da vida e submetidos a estresse
de contencgédo entre 46 e 54 dias de vida, exceto nos dias 51 e 52. Teste realizado no dia seguinte ao
término do periodo de contengcdo. Dados sdo descritos em média + EPM. * indica diferenca
significativa referente ao fator suplementacdo [F(1,34) = 5,56, p = 0,02]. Analises realizadas com
ANOVA de duas vias, seguida do teste “post hoc” de Tukey. V = solugdo veiculo (dgua destilada e
Cremophor 0,009%). OC = 6leo de coco extravirgem. m = metros. s = segundos.
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No que diz respeito ao desempenho dos animais no TCA, no tempo de
permanéncia na area central, o exercicio foi o fator que exerceu diferenca [F(1,34) =
8,086, p = 0,0075] no grupo tratado com OC. O teste de Tukey mostrou que o0 grupo
OC&Ex permaneceu mais tempo na area central do campo aberto quando
comparado ao grupo OC&S (27,04 + 4,03 s e 15,36 + 2,54 s, respectivamente). Nas
demais variaveis avaliadas ndo houve diferencas (p > 0,05). Esses dados estédo

descritos na figura a seguir.
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Figura 9 — Teste de Campo Aberto (TCA) de animais suplementados ou ndo com 6leo de coco
extravirgem no inicio da vida e submetidos a estresse de contencdo. Segundo teste
comportamental realizado. Dados estdo em média + EPM. * indica diferencga significativa referente ao
fator exercicio [F(1,34) = 8,086, p = 0,0075] no grupo tratado com OC em comparac¢ao ao grupo OC
sedentario, segundo ANOVA de duas vias, seguida do teste “post hoc” de Tukey. V = suplementacao
com solucdo veiculo (agua destilada e Cremophor 0,009%). OC = suplementac¢do com 6leo de coco
extravirgem. m = metros. s = segundos.
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6.3.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

ANOVA de duas vias ndo encontrou diferencas entre 0s grupos experimentais
(p > 0,05) nas duas tarefas realizadas. Por outro lado, ANOVA de duas vias seguida
de Teste de Tukey encontrou diferencas intragrupo. A suplementagdo com OC,
associada ou ndo ao exercicio, ndo influenciou de maneira significativa o
desempenho dos animais para 0 reconhecimento da identidade, quando
comparados aos respectivos grupos controles. Resultados do TRO (identidade do
objeto) demostraram que em relagcdo ao tempo total de exploragdo nos objetos, o0s
animais passaram mais tempo explorando o objeto novo [F(1,64) = 647,70, p <
0,0001]. Nesta avaliacdo, o indice de discriminacdo (%) do objeto novo foi
significativamente maior que o indice de discriminacdo do familiar (V&S, 73,96 +
2,45% versus 26,04 + 2,45%; V&EX, 79,57 + 2,48% versus 20,43 * 2,48%; OC&S,
73,00 £ 2,49% versus 27,00 + 2,49%; OC&Ex, 72,39 + 3,44% versus 27,61 +
3,44%).

De forma semelhante a discriminacdo da identidade do objeto, a comparacao
intragrupo com os dados obtidos do teste para reconhecimento da localizagéo
espacial mostrou que os indices de discriminacdo para o objeto deslocado foram
significativamente maiores do que os indices de discriminacdo do objeto estacionario
[F(1,68) = 317,60, p < 0,0001]. Semelhante ao que foi observado no teste de formas,
0s ratos apresentaram um percentual de discriminacdo da nova localizacdo espacial
acima de 60% (V&S, 64,76 + 3,21% versus 35,24 + 3,21%; V&EX, 68,09 + 2,60%
versus 31,92 + 2,60%; OC&S, 72,80 + 1,95% versus 27,20 + 1,95%; OC&EX, 67,53

+ 3,55% versus 32,47 + 3,55%). Dados estdo mostrados na figura 10 a seguir.
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Figura 10 — Desempenho dos animais jovens estressados através de conten¢cdo no Teste de
Reconhecimento de Objetos (TRO), de acordo com a forma e a localizacdo espacial (primeiro
dia e segundo dia da tarefa, respectivamente). Descricdo dos dados em média + EPM. A) indice
de Discriminagdo (%) quanto a identidade do objeto, cujo percentual de tempo de exploragdo no
objeto novo foi maior do que no familiar [F(1,64) = 647,60, p < 0,0001]. B) indice de Discriminac&o (%)
para localizacdo espacial, cujo percentual de tempo de exploracdo no objeto deslocado foi maior do
gue no estacionério [F(1,68) = 317,60, p < 0,0001]. Nao ha diferencas intergrupos para as duas
tarefas (p > 0,05). ANOVA de duas vias, seguida de teste “post hoc” de Tukey. V = suplementagéo
com solucéo veiculo (agua destilada e Cremophor 0,009%). OC = suplementa¢do com dleo de coco
extravirgem. S = sedentario. Ex = exercitado em esteira.

A realizacao deste trabalho proporcionou a elaboragdo de um artigo cientifico
original, com base nos resultados obtidos. O artigo serd submetido a revista
internacional Nutritional Neuroscience, e foi redigido e configurado conforme as
normas da revista. Esta revista explora a area representada pela interface entre
Nutricdo, Dieta, Neurofisiologia, Neuropsicofarmacologia e Neurologia, sendo
classificada como A2, na area de Nutricdo, de acordo com a classificacdo de
periédicos 2015, disponivel na plataforma Sucupira da CAPES. Possui um fator de

impacto 2.616.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo investigou, pela primeira vez na literatura, o impacto da
suplementacdo de OC, e sua associacdo com 0 exercicio fisico em esteira iniciada
no periodo critico de desenvolvimento cerebral, sobre parametros comportamentais
e metabdlicos em ratos Wistar jovens submetidos a estresse por meio de contencéo.

Durante o periodo de experimentacdo, o acompanhamento da evolucéo
ponderal dos nossos animais foi importante para determinar se a ingestdo do OC e a
corrida em esteira influenciariam o peso corporal, fato ndo observado. Entretanto,
estudo recente mostrou que dose de OC semelhante a do presente estudo e/ou a
pratica de natacdo, ambos realizados durante 4 semanas, acarretaram em
diminuicdo no ganho de peso de ratos adultos hipertensos (ALVES et al., 2015). Tal
fato pode ser explicado considerando que a velocidade de ganho de peso, e
consequentemente a evolugdo ponderal, diminui a medida que o animal aumenta de
idade (NERY et al.,, 2011). Portanto, a diferenca entre as faixas etarias pode ter
influenciado respostas distintas. Além disso, a contradicdo nos leva a crer que a
dose de OC bem como o protocolo de exercicio precisam ser mais amplamente
testados.

Para complementar a analise dos efeitos da suplementacdo com OC e do
exercicio fisico sobre crescimento corporal, além do peso, este estudo realizou a
avaliacdo murinométrica. OC e exercicio em esteira associados ndo alteraram o
IMC, o Indice de Lee e a razdo CA/CT. Resende et al. (2016) ratificam nossos
achados, uma vez que esses autores encontraram efeitos semelhantes da
suplementacdo (OC 3 mL/kg/dia, via gavagem) durante 28 dias, associada ao
exercicio fisico forcado, sobre composicdo corporal de ratas Wistar adultas. Tal
associacdo ndo alterou de maneira significativa os parametros murinométricos
avaliados: massa corporal e o indice de Lee. Logo, pode-se inferir que, mesmo
diante de um protocolo de exercicio e uma dose de OC distintos, parece que o OC
nao provoca altera¢gdes murinométricas em animais jovens.

Outro resultado interessante da relacdo OC&Ex estd na avaliagdo do perfil
lipidico. Embora o OC seja rico em gordura saturada, pois € essencialmente
composto por AGCM, nenhum dos parametros bioquimicos analisados foram
modificados de forma significativa. Estudos prévios demonstraram potencial benéfico
tanto do OC (NEVIN e RAJAMOHAN, 2004; CARDOSO et al., 2015; YEAP et al.,
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2015), quanto do exercicio fisico (BAPTISTA et al., 2008; CAMERON et al., 2012;
GOUTIANOS et al., 2015) sobre lipidios sanguineos. Diante dos trabalhos referidos,
esperava-se que nossas condicdes experimentais pudessem otimizar o perfil lipidico
dos nossos animais de maneira sinérgica, ou seja, reduzir os niveis de colesterol
total, triglicerideos e VLDL-colesterol, bem como, aumentar os niveis de HDL-
colesterol. Entretanto, € importante considerar a influéncia do estresse de
contencdo, ao qual nossos animais foram submetidos. O estresse de contencéo
pode acarretar efeitos metabdlicos adversos, inclusive  dislipidemia
(SHANMUGAPRIYA; SARUMATHI; SARAVANAN, 2012; MATSUURA et al., 2015).
Assim, é possivel sugerir que 0 nosso protocolo de estresse pode ter se contraposto
aos efeitos do exercicio em esteira e do OC.

Uma abordagem inovadora do presente estudo foi a classificacdo do
desempenho dos animais ao longo de nosso protocolo de corrida. Optamos por
selecionar 0os nossos animais aleatoriamente, considerando que em uma mesma
populacdo ha individuos mais ou menos ativos, e assim avaliar o desempenho
relacionado a suplementacdo com OC. Utilizamos como referéncia uma escala de
mensuracao 1 a 5, descrita previamente (DA SILVA et al., 2010; RACHETTI et al.,
2013). Em geral, essa escala é utilizada para selecionar previamente os animais a
compor 0s grupos exercitados.

Nossos achados mostraram que a suplementacdo néo influenciou o
desempenho dos nossos animais, visto que os grupos tratados com OC (rico em
AGCM) e veiculo ndo apresentaram diferencas significativas quanto ao desempenho
durante a corrida em nenhuma das semanas de treino. Corroborando com nosso
resultado, no estudo realizado Murray et al. (2011) ratos Wistar exercitados em
esteira, e alimentados com dieta a base de TCM, ndo apresentaram melhora ou
piora no desempenho do exercicio (avaliado através das médias de distancia
percorrida) em comparacdo a dieta padréo. Neste contexto, a relacédo entre fonte de
gordura, dose, via de administracdo e desempenho fisico precisa ser melhor
investigada.

Aléem dos parametros citados anteriormente, este estudo apresentou — de
maneira pioneira — uma relagdo entre OC e exercicio sobre ansiedade e memoaria.
Nossos resultados indicam que os animais suplementados com OC apresentaram

uma tendéncia a comportamento semelhante a ansiedade durante execucdo das

tarefas estudadas. Tal comportamento caracterizou-se por um menor percentual de
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tempo nos bragos abertos do LCE, dos animais tratados com OC, independente da
pratica do exercicio em esteira. Este € provavelmente o modelo animal mais utilizado
na pratica atual para o estudo da ansiedade (CAMPOS et al., 2013). O protocolo de
exercicio desenvolvido no presente estudo ndo influenciou de maneira significativa o
comportamento avaliado através do teste de LCE. Nossos dados corroboram com os
achados de Burghardt et al. (2004) onde 8 semanas de corrida em esteira ndo foram
capazes de alterar o comportamento de ratos em nenhum dos testes realizados,
inclusive no LCE. E importante ressaltar que o protocolo do estresse cronico de
contencgdo do presente estudo pode ter intensificado o comportamento ansioso dos
animais no LCE, dificultando a acdo do OC&Ex sobre o comportamento do animal.

No TCA, outra tarefa comportamental associada ao estudo de respostas
semelhantes a ansiedade (HALL, 1934; LISTER, 1990), o grupo OC&S permaneceu
menos tempo no centro do campo aberto em comparacdo ao grupo OC&EXx. Tal
comportamento é considerado ansiogénico, pois ratos que exploram mais a area
central demonstram comportamento ansiolitico basal (PATKI et al., 2014). Neste
teste, o exercicio em esteira mostrou um potencial benéfico no comportamento dos
ratos suplementados com OC, caracterizado pelo aumento do tempo de
permanéncia na area central do aparato. Parece que 0 nosso protocolo de exercicio
foi capaz de reverter o efeito ansiogénico associado a suplementacdo com OC.
Outras variaveis analisadas no TCA nao foram influenciadas pelo OC.

Estudos prévios mostraram gque uma mistura contendo acidos graxos distintos
(acidos C12:0 laurico, C14:0 miristico, C16:0 palmitico, C16:1 palmitoleico, C18:0
esteérico, C18:1 cis oleico, C18:1 trans elaidico e C18:2 linoleico), muitos destes
presentes do OC, promoveu efeito ansiolitico em ratos Wistar, comparado a drogas
ansioliticas (RODRIGUEZ-LANDA et al., 2013; CONTRERAS et al., 2014). Porém as
quantidades de &cidos graxos necessarias para exercer tal efeito foram baseadas
em suas concentragdes no fluido amnidtico humano.

Sugerimos que no presente estudo o comportamento ansiogénico observado
nos grupos suplementados com OC pode ser causado pela maior disponibilidade do
Oleo, e consequentemente de seus componentes, na dose aqui utilizada, ou mesmo
pelo desbalanco nutricional que esta suplementacdo possa ter ocasionado. Por
exemplo, caso a concentragdo de acido miristico esteja duas vezes maior do que a
encontrada no fluido amnidtico humano parece haver uma reducdo na atividade de
ratos em TCA (CONTRERAS et al., 2014). Embora, a literatura descreva tais
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achados, a escassez de informagOes alerta a necessidade de mais investigacoes
sobre a associacdo entre OC, desequilibrio nutricional e comportamento para
ratificar uma concluséo sobre seus efeitos e suas relacbes com a ansiedade.

Para complementar as andlises comportamentais, os animais foram avaliados
nos testes de reconhecimento de objetos. Esses testes avaliam o componente de
memoéria episddica, que se refere a recordacdo consciente de onde e quando um
determinado evento ou uma unica experiéncia passada (o qué) aconteceu (DERE;
HUSTON; SILVA, 2005). Déficits de memoria episodica sao identificados em
diversas doencas neuropsiquiatricas, inclusive na doenca de Alzheimer, dai a
necessidade de utilizar modelos animais de memodria do tipo episddica com o intuito
de conceber tratamentos adequados (DERE; HUSTON; SILVA, 2005). O estudo
desse componente é relevante para compreender mecanismos subjacentes ao
registro desse tipo de memoaria. Trabalhos prévios mostraram que alternativas como
0o OC e o exercicio fisico podem promover efeitos benéficos sobre memoria e
cognicdo, através de mecanismos proprios.

O OC parece desempenhar um papel importante devido a seus componentes.
Os AGCM podem atuar na melhora da memdéria através da producdo de corpos
cetbnicos, uma fonte alternativa de energia para o cérebro em situacfes de privacédo
de glicose (HENDERSON; POIRIER, 2011; DOTY, 2012; FERNANDO et al., 2015) e
pela ativacdo direta da cetogénese em astrocitos observada in vitro (NONAKA et al.,
2016). Embora, a melhora do desempenho cognitivo relacionada aos AGCM possa
ocorrer independente da producao de cetona (WANG e MITCHELL, 2016). Além dos
AGCM, os polifenéis presentes no 6leo de coco podem exercer atividade anti-
inflamatoria e prevenir a agregacdo do peptideo beta-amiloide (AB), implicado nos
distrbios de memdria e doenca de Alzheimer (FERNANDO et al., 2015). Entretanto,
mais estudos que investiguem os efeitos do OC em fases da vida distintas, inclusive
em condic¢Oes fisiologicas, sdo necessarios para esclarecer melhor seu papel sobre
mem©aria e cognicao.

Quanto ao exercicio fisico, seus beneficios sobre o cérebro, e em particular
sobre o hipocampo, centro principal para a aprendizagem e memoéria, sdo bem
relatados na literatura (DA SILVA et al., 2010; RACHETTI et al., 2013; KIM et al.,
2015). Corrida em esteira realizada regularmente melhora o aprendizado e a
memoria em ratos adolescentes. O treino por 30 minutos a velocidade de 8 m/min (5

vezes por semana, durante 6 semanas) esta relacionado ao aumento da densidade
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neuronal na regido CAl do hipocampo, no giro denteado e no cortex pré-frontal;
além de aumento nos niveis de de VEGF e BDNF hipocampais em ratos jovens.
Logo, o hipocampo adolescentre € beneficiado pelo exercicio regular (UYSAL et al.,
2015).

Em contrapartida, o estresse de contencéo pode promover disfuncéo cognitiva
(FERRAZ et al., 2011) e prejudicar o desempenho de animais no TRO (VARGAS-
LOPEZ et al., 2015). Nosso estudo mostrou que em ratos estressados, ndo houve
melhora significativa do desempenho dos animais nas tarefas relacionada a OC&EX.
Entretanto, a literatura indica que o0 exercicio em esteira realizado por ratos Wistar
durante 21 dias (1 h/dia por 6 dias consecutivos a velocidade de 20-21 m/min, 0° de
inclinacéo) antes da submisséo ao estresse de contencdo (6 horas diarias durante
21 dias), teve efeito significativo na melhora dos déficits de memdéria de curto e
meédio prazo, em relacéo ao grupo que néao foi exercitado (RADAHMADI et al., 2015).
Portanto, corrida em esteira antes do estresse crénico demonstrou efeito preventivo
sobre prejuizo de memoéria induzido pelo estresse (RADAHMADI et al., 2015). Porém
Nnosso experimento utilizou outro teste para avaliar a memadria e um protocolo de
estresse distinto, o que pode diferenciar nossos resultados dos anteriormente
citados.

Ao comparar a relacdo intragrupo, através do indice de discriminacao,
demonstramos que a memoria foi preservada em todos os grupos nas tarefas. Os
diferentes grupos exploraram mais 0 objeto com caracteristica de novidade (novo
versus familiar; deslocado versus estacionario) durante o tempo total de exploracéo
nas tarefas. Esses resultados ratificam a preferéncia do animal em explorar o que é
novidade no ambiente (ENNACEUR e DELACOUR, 1988; DERE; HUSTON; SILVA,
2005; AKKERMAN et al., 2012).

Diante do exposto, conclui-se que a manipula¢do nutricional, bem como o
exercicio, de acordo com: tipo, frequéncia, intensidade e duracdo; e o0 estresse,
podem promover resultados distintos sobre aspectos metabdlicos, composicao
corporal, comportamento relacionado a ansiedade e memoaria. Assim, conclui-se que
sd0 necesséarias investigagcbes mais aprofundadas utilizando fontes lipidicas
alternativas, como o OC, associadas a exercicio fisico em diferentes fases da vida

para esclarecer melhor esta questao.
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8. CONCLUSAO

Em conjunto, este trabalho sugere que em ratos jovens estressados apés o
periodo correspondente a suplementacéo e a pratica ou ndo de exercicio em esteira:
(1) o OC néao promoveu melhora no desempenho fisico durante a corrida em esteira;
(2) a suplementacdo com OC extravirgem durante periodo critico de
desenvolvimento encefalico parece provocar efeito ansiogénico; (3) A memoaria de
todos os grupos foi preservada independente do tratamento; (4) parametros
murinomeétricos e bioquimicos nao foram alterados devido ao tratamento com OC e a
pratica de exercicio em esteira. O presente estudo alerta para alteracbes ambientais
(tais como: suplementacdo nutricional, exercicio fisico e estresse) em fases de
desenvolvimento critico do organismo sugerindo efeitos para a juventude. Diante do
referido, a necessidade de compreender melhor acées do consumo de OC, tipo de
exercicio (duracdo, frequéncia, intensidade) e fases da vida devem ser objetos de

investigagdes futuras.
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ANEXO A — Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpé.br

Recife, 28 de abril de 2016.

Oficio n°® 28/16

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

Para: Prof.2 Manuella Batista de Oliveira Hornsby
Departamento de Nutricgo

Centro de Ciéncias da Saude

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.048534/2015-23

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Oleo de coco e exercicio em esteira influenciam
parametros comportamentais e metabdlicos em ratos Wistar jovens
estressados”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao
adotadas como critérios de avaliacéo 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 Nutricédo —

CCS/UFPE; Animais: ratos; Linhagem; Wistar, Sexo: machos; Atenciosamente,
Idade; 7-60 dias; peso: 15-300g; O processo encontra-se /” ﬁ
aprovado, mas houve solicitacdo de mais 12 animais para 5 B
continuidade do projeto. Desta forma, o n° total de animais da %{ '[% Edm V. Garelli
pesquisa é de 72 ratos. Presidente da CEUA / CCB - UFPE

UEPE SIAPE 1801584



