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“Many practical questions regarding the design of diets to specifically improve brain function,
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answered, but we are beginning to uncover the basic principles that are involved in the actions
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RESUMO

As doencas cronicas € mentais ameagam a saude dos individuos. As estimativas do Global
Burden of Disease Project sugerem que nos continentes americanos os distirbios mentais
correspondam a cerca de 30,7% dos anos perdidos por incapacidade. Duas estratégias
terapéuticas complementares tém tido aten¢do da comunidade cientifica que sdo o uso de 6leo
de peixe e o exercicio fisico. Evidéncias demonstram efeitos benéficos destes recursos no
metabolismo, cognicdo e ansiedade. O objetivo do presente estudo foi avaliar, em ratos adultos,
os efeitos da associacdo entre a suplementacdo com 6leo de peixe e exercicio fisico forgado
sobre glicemia de jejum, perfil lipidico plasmatico, triglicerideos, memoria episddica,
ansiedade e eletrofisiologia cortical. Foram utilizados 45 ratos da linhagem Wistar, do biotério
da UFPE, divididos em 2 grupos: Oleo de Peixe (OP) ou Veiculo (V) e subdivididos em
Exercitados (Ex) ou controle Sedentario (S). Apos o desmame, os animais foram alimentados
com a dieta de manutenc¢do do biotério PRESENCE e a partir dos 90 aos 120 dias de vida tanto
os animais do grupo Ex, quanto os S foram suplementados por gavagem com OP ou V. A partir
dos 120 dias de vida realizaram-se coletas de dados murinométricos, glicemia, soro, respostas
comportamentais e eletrofisiologia cortical. Foram avaliados 4 grupos experimentais contendo
de 10-13 animais cada. Os resultados indicam que a suplementagao com OP e o Ex forcado em
esteira ndo alteraram parametros murinométricos € metabolicos dos animais. Mas que o Ex
reduziu o comportamento ansioso € a excitabilidade cerebral, e que a dosagem de OP se mostrou
um limiar para mudangas comportamentais e eletrofisiolégicas no grupo suplementado,
potencializando o efeito do Ex. Neste contexto, pode-se sugerir que a redugdo na excitabilidade
cerebral ocasionada pelo exercicio e potencializada pelo OP pode ser um mecanismo pelo qual

essa associagdo pode ser benéfica para saude neural.

Palavras-chave: Lipidios. Exercicio. Sistema nervoso. Metabolismo.



ABSTRACT

Chronic and mental diseases threaten the health of individuals. Scientific community have had
attention for two complementary modalities: fish oil and exercise. Evidence has shown
beneficial effects on metabolism, cognition and anxiety. The aim of this study was to evaluate,
in adult rats, the effects of the association between supplementation with fish oil and forced
exercise on fasting plasma glucose, plasma lipid profile, triglycerides, episodic memory,
anxiety and cortical electrophysiology. 45 Wistar rats were used, they were divided into 2
groups: Fish Oil (FO) or vehicle (V) and divided into exercised (Ex) or Sedentary control (S).
After weaning, animals were fed in PRESENCE maintenance diets. From 90 to 120 days of life
both Ex and S animals were orally supplemented with V or OP. From the 120 days of age the
blood glucose, murinometric parameters, serum samples, behavioral responses and cortical
electrophysiology were recorded. 4 experimental groups were evaluated containing 10-13
animals each. The results indicate that supplementation with FO and forced treadmill Ex does
not change murinometric and metabolic parameters of the animals, however, as Ex reduced
anxious behavior and brain excitability, and that the dose OP showed a threshold for behavioral
and electrophysiological changes in the supplemented group, potentiating the effect of Ex. In
this context, it may be suggested that the reduction in the brain excitability caused by exercise
and boosted by the FO can be a mechanism by which this association may be beneficial for

neural health.

Keywords: Lipids. Exercise. Nervous system. Metabolism.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Parametros para o treinamento fiS1C0........cceevvvereriieeeeiieenieeesieeeeeieeeeenn 78

RESULTADOS

TABELA 1. (A) Teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e (B) Teste de
adaptagao ao Campo Aberto (TCA) de ratos 33

AAULLOS et e e ——————_



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1A. Divisdo dos grupos €Xperimetals .........ccccueeerveeerveeenveeesuesneeesneeennnes

FIGURA 1B.

RESULTADOS

FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

Sequéncia cronologica de eventos eXperimentais............oeveeeeveeeruvennns

Peso corporal de animais adultos............ccveverriiriiiniieniecie e
(A) Indice de Massa Corporal (IMC) e (B) Razdo circunferéncia
abdominal/ circunferéncia toracica (CA/CT) de ratos adultos.......................
Glicemia plasmatica (A), perfil lipidico (B-D), triglicerideos (E) ¢ indice
aterogénico (F) de ratos adultos.........cccuevvvievieeieeie et e
Testes de identidade do objeto (A) e reconhecimento espacial (B)
representados pelo percentual do indice de discriminagdo dos animais
AAUIEOS ...ttt st ee e
(A) figura do cranio de roedor adaptada de Francisco e Guedes (2015) e as
variagOes de lenta voltagem (VLV) registradas nos pontos 1 ¢ 2 em quatro

animais adultos; (B) Velocidade de propagacdo da DAC (mm/s) em animais

36

37

39

40



AA

AEC
AGPI
AGPICL
ANOVA
AKT
BDNF
CAMKII

CS
CREB
DAC
DHA
DCV
EPA
HDL
Ex
IMC
KCL
LCE
LDL
MDA
NMDA
NR2B
OFT
op
SNC
STX 3
TRO
TCA

VET
VLV
VO

11

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Acido araquidénico

Atividade elétrica cortical

Acidos graxos poliinsaturados

Acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa

Analise da Variancia

Proteina quinase B (Protein Kinase B)

Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (Brain-derived neurotrophic fator)
Cinase dependente de calmodulina tipo Il (Ca2+/calmodulin-dependent
protein kinase I1)

Citrato sintetase

Proteina ligante de resposta ao AMPc (cAMP response elemento-binding)
Depressao alastrante cortical

Acido docosahexaendico

Doengas cardiovasculares

Acido docosapentaendico

Proteina de alta densidade (High density lipoprotein)
Exercicio

indice de Massa Corporal

Cloreto de Potassio

Labirinto em Cruz Elevada

(Proteina de baixa densidade (Low density lipoprotein)
Malonaldeido

N-Metil- D-Aspartato

Receptor 2B do N-Metil D-Aspartato (NMDA recptor 2B)
Teste de Campo Aberto (Open Field Test )(

Oleo de peixe

Sistema Nervoso Central

Sintaxina 3

Teste de reconhecimento de objetos

Teste de adaptacdo ao campo aberto

Veiculo

Valor energético total

Variacdo de lenta voltagem

Volume de oxigénio



2.1
2.2
2.3

3.1

5.1
5.2
5.3
5.3.1
5.3.2
5.4
5.4.1
5.4.2
543

SUMARIO

APRESENTACAO. ...ttt ee e es s 13
REVISAO DE LITERATURA . .....coooiiiiiiiiiieeiee et 16
Repercussdes dos acidos graxos n-3 e do exercicio fisico em indicadores metabolicos 16
Efeitos dos 4cidos graxos n-3 no comportamento ansioso € MemoOria...........cc.eeerveennnee. 19
Implicacdes dos 4cidos graxos n-3 e do exercicio na eletrofisiologia cerebral.............. 22
OBUIETIVOS. ...ttt ettt e et et et e e en e eaesaesaee e 24
OBJETIVO GERAL......ccoooiiii ettt sttt 24
ODbjetivo eSPeCifiCo..........ccooooiiiiiiiiiie e e 25
HIPOTESE ........ooiimiitiiiieiee ettt 25
METODOLOGIA.......coooie ettt et et saeenes 26
Delineamento experimental..................cccoviiiiiiiiiiiiiiie e 26
Procedimentos gerais para o treinamento fisico....................ccocoeeeriinniennieenen. 28
Determinaces PONAErais..............cccveeiiiiiiiiieiiiie et ree e e e e e seae e 28
EVOIUGAO PONACTAL..........cc.oe oottt et 28
AVALIACAO MUFITIOMEGITICA. ........cooeeeeeeeiiiie ettt eeeee e eeeee e e seeeeeeaaes 29
Analise comportamental....................ccoooiiiiiiii i 29
Labirinto em cruz elevado (LCE)............ccuueooueieiieieeiieieeeiieeeiieessteeesiaessaaessaaesnaae e 29
Open Field TeSt (OFT).......c.oouuuueiiiie e eeeeieeeeteeeie e te e sae e sae e esaae s essae e e saseennsse e 30
Tarefa de reconhecimento de 0bjetos (TRO).........coucuveeeuiiesciieesieeesieeeeeeeeeee e 30
Registro eletrofisiol0gico................ccoooviviiiiiiiiiiii e 32
Perfil lipidico plasmatiCo...............ccooiieeiiiiiiieieecee e 33
ANGLISES DIOGUITICAS.......occueveeeeieeiie et eee et te e stae e s saae e e saae e e ssaeeessseeenaeeas 33
Dosagens das fragoes LiPIAICAS. ..........c..coceueeeeeuiiiiiiieiiiie e eee e 33
ANALISE ESTATISTICA......ccoooouiiiiieiieiieeeise et 34
RESULTADOS. ...ttt e ettt et et e st eneaeenees 35
DISCUSSAOQ........ooiiiieriieieieiee st 51
CONSIDERACOES FINAIS..........oooooiiieieieeeeeeeeeeeeeeee et 47
REFERENCIAS........ooooiiiiiiiieeeie et 48
APENDICES.........ooiviimeiieiineeiie ettt ss st 61

APENDICE A — artigo submetido “Applied Physiology, Nutrition and Metabolism” 61
ANEXO A - Folha de aprovacao da CEUA do CCS/UFPE........ccccoviiiiiiiiiieeeiees 82



13

1. APRESENTACAO

Os paises em todo mundo tém enfrentado o desafio do envelhecimento populacional
associado ao rapido aumento da incidéncia de doencgas cronicas nao transmissiveis. Além disto,
um novo panorama torna-se importante neste cenario, que sao as consequéncias sanitarias e
sociais das doengas mentais, bem como sua ameacga para a saude dos individuos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2013). As estimativas do Global Burden of Disease Project
(WHO, 2014) sugerem que nos continentes americanos os distirbios mentais sejam
responsaveis por cerca de 30,7% dos anos perdidos por incapacidade.

A WHO dispds que uma solucao potencial para o problema podera se da por meio do
reconhecimento dos pontos em comum entre doencas mentais e outras doengas cronicas, como
as cardiovasculares, ndo s6 por compartilharem determinantes e consequéncias, mas também
estratégias de cuidados a saude para sua prevencao e manejo (WHO, 2014)

Nesse contexto, duas estratégias associadas ao estilo de vida tém sido alvo de pesquisas
cientificas tanto para manutengdo da saude cardiovascular quanto para o adequado
funcionamento cerebral, que s3o o consumo de fontes de acidos graxos poliinsaturados (AGPI)
do tipo 6mega 3 (n-3) e a pratica regular de exercicio fisico moderado (KRAUSS et al. 2000;
CHYTROVA et al. 2010; GOMEZ-PINILLA & TYAGI 2013; MAEHRE et al. 2015).

A utilizagdo de AGPI n-3, como os presentes no 6leo de peixe (OP), e/ou o exercicio
fisico moderado em pesquisas experimentais se mostram importantes para reducao de fatores
de risco cardiovasculares (HARRIS; BULCHANDANI, 2006; HILL et al., 2007; CARO et al.,
2013) e apresentam implicagdes sobre funcionamento cerebral como reducdo do
comportamento ansioso (FONTANI et al., 2005; STONEHOUSE et al., 2013), melhores
performances em testes de memoria (O’CALLAGHAN; OHLE; KELLY, 2007; MELLO et al .,
2008; COSTA et al., 2012) e influéncia na excitabilidade cerebral (SAUGSTAD, 2006;
MUSTO; GJORSTRUP; BAZAN, 2011; YANGA et al., 2012).

No entanto, apesar de evidéncias na area de pesquisa, ainda ndo existe consenso sobre
a duracdo e dose necessaria para garantia de efeitos benéficos sobre metabolismo e
comportamento, especificamente na fase adulta, onde a busca por suplementagao e estratégias
para prevencdo de doencas associadas ao envelhecimento ¢ maior, ou ainda, a implicacio
destes componentes quando vistos de forma associada, e ndo apenas isoladamente, uma vez que
¢ clara a importancia de ambos nos processos fisioldgicos que envolvem a satde metabdlica e

do sistema nervoso central (SNC).



14

Baseado nisto, a pergunta condutora do trabalho foi: a suplementacao com OP associada
ao exercicio fisico moderado em esteira diminuirad valores médios de indicadores fisiologicos
relacionados a risco cardiovascular (medidas murinométricas, glicemia de jejum, perfil
lipidicocom melhora do comportamento ansioso, do desempenho em testes de memoria, e
eletrofiosiologia cerebral de ratos Wistar adultos? A partir dessa pergunta chave e embasamento
literario, desenvolveu-se a hipdtese que a associagdao da suplementacdo com OP ao exercicio
fisico moderado em esteira na vida adulta de ratos Wistar otimizard parametros associados a
saude metabdlica e neural, de forma que melhorara valores médios dos parametros
murinométricos, glicemia, perfil lipidico plasmatico e triglicerideos; diminuird indicadores
ansiogénicos com aumento na frequéncia de permanéncia nos bragos abertos do labirinto em
cruz elevado (LCE) e na area central do teste de campo aberto (TCA); otimizara desempenho
na tarefa de reconhecimento de objetos (TRO), a julgar por maiores indices de discriminagao
para o reconhecimento do “novo” em detrimento do “familiar”; e diminuira a excitabilidade
cerebral observada pela diminui¢ao na velocidade da depressdo alastrante cortical (DAC).

Adicionalmente, ¢ importante acrescentar que a escolha do modelo experimental com
uso de roedores parte do pressuposto que estes representam com similaridade as respostas
fisiologicas a diferentes tratamentos sobre murinometria, metabolismo glicémico e lipidico
(HARRIS, 1997; NOVELLI et al., 2007) entre ratos € humanos. Da mesma forma, os testes de
LCE, TCA E TRO tém sido usados para estudar efeitos de tratamentos sobre comportamento
ansioso (PELLOW et al., 1985; PRUT; BELZUNG, 2003) e aspectos da memoria episoddica
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988) de ratos que refletem com similaridade aquelas
manifestadas por humanos. Ja o uso da DAC para investigacdo experimental fornece uma
maneira de estudar aspectos nutricionais € do desenvolvimento da eletrofisiologia cerebral e
tem sido utilizado para avaliar a excitabilidade cerebral (GUEDES, 2005).

O presente estudo além de contribuir para o conhecimento sobre a magnitude do uso de
AGPI n-3, tendo como fonte o OP, e exercicio fisico moderado em esteira sob parametros
metabolicos e comportamentais, pode ainda, possivelmente, apresentar uma alternativa
preventiva e/ou terapéutica pratica e de baixo custo no manejo tanto de doengas
cardiovasculares, quanto aquelas que afetam SNC. Esse fator ¢ importante para a satide publica,
tendo em vista o impacto social e econdomico destas enfermidades.

Portanto, a partir das evidéncias dos efeitos do AGPIn-3 e do exercicio fisico moderado
na diminuigao de fatores de risco cardiovascular, bem como no adequado funcionamento do

SNC, a proposta do estudo ¢ avaliar os efeitos da associacdo entre exercicio fisico forcado e
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suplementagdo com OP sobre murinometria, glicemia de jejum, perfil lipidico sanguineo,

ansiedade, memoria episddica e aspectos eletrofisiologicos corticais em ratos adultos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 REPERCUSSOES DOS ACIDOS GRAXOS OMEGA 3 E DO EXERCICIO
FiSICO EM INDICADORES METABOLICOS

Os acidos graxos sao descritos, de uma maneira geral, como compostos insoliveis em agua e
soluveis em solventes organicos. Sao lipidios com fungdes metabodlicas essenciais € importancia
estrutural. Apresentam-se principalmente por triésteres de acidos graxos unidos por uma
molécula basica de glicerol (triacilglicer6is). Dentre as funcdes dos lipidios dietéticos no
organismo pode-se considerar a importancia como constituinte metabolico de maior capacidade
calorica, a participacdo como veiculos para vitaminas lipossoliiveis € como componentes
estruturais de outros hormodnios e dos sais biliares (ROS et al., 2015).

A partir da ingestao dietética € possivel se obter todos os 4cidos graxos, desde saturados,
insaturados, trans, de cadeia media, longa e muito longa. No entanto, apenas os acidos graxos
poliinsaturados 6mega 3 e 6 nao sdo sintetizados endogenamente pela incapacidade, em
diversos animais € nos humanos, de inserir duplas ligagdes nos carbonos 3-4 ¢ 6-7, por nao
possuirem a enzima delta-15-dessaturase, o que os tornam essenciais (CALDER; YAQOOB,
2009).

A classificagdo estrutural dos acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) se relaciona a
posi¢do da primeira dupla ligacdo de sua cadeia carbdnica a contar a partir do grupamento metil
e sua nomenclatura denota ao nimero de carbonos da cadeia, numero de ligagdes duplas e
posicdo da primeira ligagdo dupla relativa ao grupamento metil (MARTIN et al., 2006).

A ingestao dietética dos acidos graxos dmega 3 e 6 de maior disponibilidade no meio
ambiente e de menor cadeia carbonica, alfa linolénico (ALA, 18:3,n-3) e linol¢ico (LA, 18:2,n-
6), respectivamente, garante que animais ¢ humanos obtenham as propriedades biologicas dos
lipidios poliinsaturados e sejam capazes de sintetizar seus compostos ativos de maior cadeia
carbonica como o acido araquidonico (20:4,n-6), os acidos docosahexaenodico (DHA, 22:6n-3)
e eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) (CALDER, 2013).

O ¢leo de peixe (OP) € composto principalmente de acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa (AGPICL) do tipo dmega 3 (n-3). O dleo € obtido a partir da carne do peixe ou do
figado de peixes magros. Os principais acidos graxos n-3 presentes nesse composto sao o acido
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenodico (DHA), os quais compreendem cerca de 30% da

composi¢ao dos oleos. Assim, 1g de capsula de OP pode fornecer em média 0,3g de EPA e
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DHA (CALDER, 2012).0 American Institute of Nutrition recomenda que dietas experimentais
de roedores adultos sejam formuladas com cerca de 40g de 6leo de soja’kg de dieta para atingir
as necessidades de 6mega 6 e 6mega 3 estipuladas para roedores em fase de manuten¢ao (cerca
de 12g e 6g por kg de dieta, respectivamente) (REEVES, 1997). LEE et al. (1989) propds que
arazdo dmega 6/0mega 3 de valor igual a 5 ¢ um ponto de grande influéncia na composi¢ao de
lipidios dos tecidos e producao de mediadores inflamatdrios como os eicosanoides dos ratos.

Altas razdes entre consumo de 6mega 6/6mega 3 sao consideradas fator promotor para
o desenvolvimento de diversas doencas associadas ao estilo de vida (SIMOPOULO, 2011).
Enquanto em tempos historicos, a razdo entre esses dois dcidos graxos era em torno de 1:1, em
paises ocidentais essa relacao chega a variar de 38-51:1 (PATTERSON et al., 2012).

Isso acontece porque o desequilibrio nessa relagdo ocasiona uma maior produgdo de
derivados dos acidos graxos dmega 6, como as protraglandinas (PG) E2 e leucotrienos (LT) B4
sintetizados a partir do acido araquidonico (AA), que sao mediadores inflamatoérios e pro
tromboticos mais potentes do que os produtos derivados do omega 3 (PGE3 e LTBS,
sintetizados a partir do EPA) (SIMOPOULOS, 2016).

O interesse entre a ingestdo de AGPI e o desenvolvimento de doencas associadas ao
estilo de vida vém crescendo expressivamente desde publicagdo sobre o alto consumo de fontes
de n-3 marinhas e o baixo risco de mortalidade por doencas cardiovasculares em esquimos da
Groelandia (KROMHOUT; BOSSCHIETER; COULANDER, 1985).

Dentre os fatores responsaveis pela cardioprote¢ao promovidos pelos AGPI n-3 estdo a
diminuig¢do de triglicerideos plasmaticos e remanescentes de lipoproteinas, melhoria da fungao
endotelial e diminuicdo de respostas inflamatorias (KRIS-ETHERTON; HARRIS; APPEL,
2003).

A American Heart Association (AHA) propde como estratégias para reducao do risco
por doengas cardiovasculares (DCV) a manutengao do peso, do perfil lipidico plasmatico, a
pratica de atividade fisica e obtengdo de habitos alimentares saudaveis; como o consumo de
peixe em pelo menos dois dias da semana (KRAUSS et al., 2000) .

Associam-se aindaao risco de desenvolvimento de DCV medidas como circunferéncia
da cintura elevada e glicemia de jejum alterada, as quais fazem parte dos critérios para
classificagdo da sindrome metabodlica. Esse disturbio esta associado a deposi¢do de gordura
central e resisténcia a insulina que elevam o risco de mortalidade por distarbio cardiovascular
em cerca de 2,5 vezes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2005)

Muitos individuos recorrem a suplementacao de fontes de dmega 3, como o OP, tanto

para obtenc¢ao dos beneficios cardioprotetores, quanto para suprir ingestao alimentar deficiente.



18

No entanto, o efeito benéfico para populagdes saudaveis pode ser questionado a depender da
dosagem e das formas de consumo de 6mega 3 utilizadas (LAIDLAW; COCKERLINE;
ROWE, 2014).

Ao utilizar o modelo animal para analisar altera¢des da composi¢ao corporal, NOVELLI
et al. (2007) observaram que a circunferéncia da cintura, o indice de massa corporal (IMC) e a
quantidade de gordura corporal sdo alterados em consequéncia do aumento da ingestdo
alimentar. Da mesma forma, HARRIS (1997) concluiu que apesar do metabolismo de ratos
priorizar o transporte de colesterol pela particula de HDL, e ndo de LDL, os animais exibem
respostas similares nas concentragdes de triglicerideos apds suplementagao com 6leo de peixe
aquelas apresentadas por humanos.

Dentre os mecanismos responsaveis pelas alteracdes na composi¢do corporal com o uso
de n-3, COUET et al. (1997) demonstraram que doses diarias de 1.8g de n-3 durante 3 semanas
aumentaram a oxidacao de lipidios e com consequente reducao na adiposidade em humanos.

As agdes sobre os triglicerideos plasmaticos sdo mais estabelecidas e trés mecanismos
gerais sao usados para explicar porque AGPI n-3 podem reduzir a sintese de triglicerideos: 1)
redu¢do da disponibilidade dos substratos (secundario ao aumento na beta-oxidacdo,
diminui¢do da entrada e sintese hepatica de acidos graxos livres); 2) aumento da sintese de
fosfolipidios ou 3) diminuicdo da atividade de enzimas que participam da sintese de
triglicerideos  (diacilglicerol aciltransferase ou  fosfato fosfohidrolases) (HARRIS;
BULCHANDANI, 2006)

No entanto, estudos com roedores demonstraram que a suplementacdo com doses de
0,8ml/kg de 6leo de peixe foi capaz de otimizar a defesa antioxidante sem interferir em medidas
corporais e perfil lipidico quando administrados por cerca de 13 semanas (Lluis et al. 2013; ,
Dasilva et al. 2015).

O exercicio fisico também ¢ um meio essencial de se manter a satde fisica e
cardiovascular. Para individuos sedentarios, a American Heart Association (2000) recomenda
caminhada intermitente de 30 a 45 minutos por dia para prevencao do aparecimento de doengas
cardiovasculares. E em individuos saudaveis, a pratica regular de exercicio fisico aerdbico
moderado se associou a diminuicdo da insulina, peso, IMC e melhora no perfil lipidico
plasmatico (CARO et al., 2013).

GOUTIANGOS et al. (2015) demonstraram que ratos expostos a protocolo de exercicio
agudo por 7 dias até exaustdo refletiram adequadamente respostas na bioquimica sanguinea
semelhantes as exibidas por humanos sob exercicio de mesma duragdo e intensidade. Roedores

e humanos apresentaram diminui¢do na glicemia, colesterol total e triglicerideos. Porém, o
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exercicio aerobico a 80% da capacidade limiar de lactato com frequéncia de 5 vezes semanais
durante 60 dias em ratos Wistar adultos se mostrou ser efetivo na redugdo do peso sem alterar
o perfil lipidico plasmatico (BOTEZELLI et al., 2011).

Os efeitos da associagdo entre esses fatores também tém sido pouco explorados em
pesquisas experimentais. Em humanos, a administragao de 6g de OP associada a pratica de 45
minutos/3 vezes por semana de exercicio fisico a 75% do VO em voluntarios com sobrepeso
reduziu a quantidade total de gordura; e isoladamente, a suplementacdo com OP diminuiu niveis
de triglicerideos e aumentou HDL, enquanto o exercicio melhorou a complacéncia arterial

(HILL et al., 2007).

2.2 EFEITOS DOS ACIDOS GRAXOS OMEGA 3 E DO EXERCICIO NO
COMPORTAMENTO ANSIOSO E MEMORIA

O cérebro ¢ altamente enriquecido com AGPI n-3 e seus derivados, os quais apresentam
importante papel na morfogénese cerebral desde a idade fetal até a idade adulta (GHARAMI,
DAS; DAS, 2015). Os beneficios destes lipidios na satide cerebral tém sido estudados em
ensaios epidemioldgicos € modelos experimentais. Suas propriedades especificas se associam
a elevacdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), facilitacdo da plasticidade
sindptica, aumento da fluidez de membrana, estimulo da funcdo mitocondrial e redugdo do
estresse oxidativo (GOMEZ-PINILLA, 2008).

Adicionalmente as agdes fisiologicas, estes lipidios compartilham vias de agdo similar
a drogas psicotropicas como a acdo imunomoduladora, antiinflamatoria, atuacdo na transducdo
de sinal, neurotransmissao e neuroprote¢do. De forma que o uso de AGPI n-3 pode constituir
uma ferramenta importante para prevencao de doencas neuropsiquiatricas em populacdes de
risco (SU; MATSUOKA; PAE, 2015).

Em individuos saudaveis, a maioria das pesquisas com suplementagao de acidos graxos
omega 3 tem sido feita na infancia ou senescéncia (GILES et al, 2014). Poucos trabalhos
examinaram o efeito desses acidos graxos na fase adulta, onde a suplementacdo dietética ¢
possivelmente maior (BRIEFEL; JOHNSON, 2004). No entanto, um estudo recente em
humanos mostrou reducao apenas da sensacao de fadiga e ndo da ansiedade (ANTYPA et al.,
2009).

Em relagdo aos parametros cognitivos, os resultados também tém sido divergentes. A

suplementagdo de d6mega 3 em individuos adultos saudaveis melhorou a memoria episddica e
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de trabalho (STONEHOUSE et al., 2013), ou ndo teve efeito sobre o desempenho cognitivo
(ANTYPA et al., 2009).

Em roedores saudaveis, os efeitos da suplementacao com AGPI n-3 tém sido estudados
principalmente nas fases de desenvolvimento. A inducdo da deficiéncia de AGPI n-3 até a 15°
semana da prole de machos aumentou os parametros de ansiedade avaliados pelo teste do
Labirinto em Cruz Elevada (LCE) e Teste de Adaptagao ao Campo aberto (TCA), o que teve
associacao com diminui¢do da proporcao dos niveis de DHA no cérebro e dos niveis de BDNF,
evidenciando que a deficiéncia de DHA durante a maturagao do cérebro reduz a plasticidade e
compromete a funcdo do cérebro na idade adulta (BHATIA et al., 2011).

Apesar dos resultados promissores sobre a importancia dos AGPIs no desenvolvimento
neural, ainda ndo existe um consenso sobre a influéncia dos AGPICL no comportamento
ansioso € memoria em animais adultos. Plamondon and Roberge (2008) ao avaliarem a
suplementagdo de dietas enriquecidas com 11,5% de 6leo de peixe por 3 meses antes da indugao
da injaria isquémica cerebral observaram que a suplementacdo com Oleo de peixe ndo
apresentou impacto no comportamento ansioso avaliado pelo tempo gasto nos bragos abertos
do LCE, apesar de melhores resultados nos testes de memoria.

Em camundongos adultos saudéveis, a suplementagdo com OP por curto (3 dias) ou
longo periodo (4 semanas) se mostrou benéfica para diminuir o comportamento ansioso no
LCE quando comparado a suplementa¢do com banha de porco mas nao em relagdo ao 6leo de
soja, evidenciando mais um possivel efeito ansiogénico da banha de porco do que o efeito
ansiolitico do OP (MIZUNOYA et al., 2013).

Especificamente em relacdo a memoria, os estudos com OP tém se delineado
principalmente em modelos de animais com doenga de Alzheimer (HASHIMOTO et al., 2011),
injaria cerebral (WANG et al., 2013), hipotireoidismo (ABD ALLAH; GOMAA; SAYED,
2014) e mania (TREVIZOL et al., 2013), uma vez que tais situagdes estdo envolvidas com
prejuizos cognitivos.

O exercicio fisico também se associa a melhora do desempenho cognitivo e a reducao
do risco de doengas neurodegenerativas. Este parece reduzir as respostas inflamatorias do tecido
neural e minimizar os fatores de risco periféricos associados a neurodegeneracao
(BERCHTOLD; CASTELLO; COTMAN, 2010). Além de ser um dos fatores mais acessiveis
e de baixo custo associado a prote¢do das fungdes encefalicas (KRAMER; ERICKSON, 2007).
Do ponto de vista fisiologico, ele regula processos adaptativos que trazem beneficios ao
funcionamento cerebral, potenciagdo de longo prazo e memoria (RADAK et al., 2001;

OGONOVSZKY et al., 2005).
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COSTA et al. (2012) verificaram que ratos adultos submetidos ao exercicio for¢ado em
esteira com intensidade moderada apresentaram comportamento ansioso reduzido independente
da frequéncia estabelecida (uma, duas ou sete vezes/semana durante 8 semanas).

O exercicio fisico também mostrou ter efeitos dependentes da idade. Enquanto ratos
adultos submetidos a exercicio aerdbico com 60 a 70% do VO2 maximo apresentaram melhores
desempenhos nos testes de memoria de trabalho e espacial, ratos idosos exercitados tiveram
melhores desempenhos em teste de memoria e na redu¢do do comportamento ansioso,
evidenciando o papel protetor sobre parametros cognitivos e comportamentais especialmente
contra danos provenientes da idade (PIETRELLI et al., 2012).

Adicionalmente, o exercicio fisico moderado se mostrou eficaz na aquisicao e retencao
de informacdo em testes do labirinto aquatico de Moris (MELLO et al., 2008) e de
reconhecimento de objetos (O°’CALLAGHAN; OHLE; KELLY, 2007, MELLO et al., 2008)
em roedores adultos saudaveis.

Poucos estudos tém sido feitos para avaliar efeitos da associagdo entre o consumo de
AGPI n-3 e a pratica de exercicio fisico moderado e o comportamento ansioso de roedores.
SANTOS-SOTO et al. (2013) ao avaliarem a influéncia do exercicio fisico voluntario por um
més em camundongos observou que o grupo exercitado teve melhor desempenho no LCE e
aumento nos niveis de acido araquidonico (AA) e DHA cerebrais, bem como aumento na
expressao da proteina fosfolipase A2, necessaria para a produgao de AA e DHA. Os autores
sugeriram que esta modulagao do perfil de 4cidos graxos através de processos moleculares pode
estar associada aos efeitos benéficos do exercicio no humor. No entanto, existem poucas
pesquisas que associem o uso em conjunto das duas modalidades e sua relacdo com
comportamento ansioso.

No que se refere ao aspecto cognitivo, a suplementacdo com 85mg/kg/dia de oleo de
peixe no periodo pré-natal até a vida adulta e o exercicio forcado moderado, iniciado a partir
da adolescéncia, facilitou a persisténcia de memorias de reconhecimento a longo prazo
(RACHETTTI et al. 2013).

Ratos suplementados com 1,25% de DHA e exercitados de maneira voluntéria (roda
giratoria) por 12 dias apresentaram melhor desempenho nas tarefas de memoria espacial,
aumento na concentracdo do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), da proteina
ligante de resposta ao AMPc (CREB), da sinapsina I, das formas ativas da proteina quinase B
(Akt) e Cinase dependente de calmodulina tipo I (CAMKII), bem como apresentaram redugao

nos niveis de oxidagdo de proteinas hipocampais, sugerindo que efeitos complementares das
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duas modalidades podem ser usados como ferramentas para promover sautde mental (WU;
YING; GOMEZ-PINILLA, 2008).

O mesmo protocolo de suplementagdo e exercicio citados anteriormente também se
mostrou efetivo na otimizacao de desempenhos de ratos adultos no teste de Labirinto Aquéatico
de Moris, associado a maiores niveis de sintaxina 3 (STX-3) e da subunidade do receptor 2B
do N-Metil D-Aspartato (NR2B) do receptor de N-metil D- Aspartato (NMDA), revelando
outro possivel mecanismo pelo qual essas duas abordagens podem interagir e elevar a
capacidade de crescimento axonal, plasticidade sindptica e fungdo cognitiva do cérebro adulto

(CHYTROVA; YING; GOMEZ-PINILLA, 2010).

2.3 IMPLICACOES DOS ACIDOS GRAXOS OMEGA 3 E DO EXERCICIO NA
ELETROFISIOLOGIA CEREBRAL

Uma das maneiras do encéfalo executar agdes fisiologicas simples e complexas € através
da atividade elétrica cortical (AEC).Dessa maneira, o registro ¢ a andlise da AEC podem
fornecer informagdes importantes para a compreensao do funcionamento do sistema nervoso
(GUEDES, 2005).

Nessa linha, e adicionalmente aos aspectos apresentados nos topicos anteriores, 0 grupo
de pesquisa do qual este projeto faz parte se interessa no desenvolvimento de uma nova area
para investigar mecanismos subjacentes aos efeitos do exercicio e da suplementagdo com acidos
graxos essenciais utilizando o fenomeno da Depressao Alastrante Cortical (DAC).

A DAC ¢ caracterizada por ser uma “onda” propagavel de depressdo da atividade
elétrica cortical espontanea (LEAO, 1944). O fendomeno ¢ deflagrado de forma concéntrica e
reversivel, este pode ser provocado por estimulacdo elétrica, mecanica ou quimica. Essa
depressao tem velocidade da ordem de 2 a Smm/min e ao final de cerca de 10 a 15 minutos o
tecido tem se recuperado da estimulacdo inicial. Em concomitancia, ¢ observada uma variagdao
lenta de voltagem (VLV) na regido onde se desenvolve o fendmeno da DAC. O uso da DAC
para investigagdo experimental possibilita a investigagdo da influéncia dede aspectos
nutricionais no desenvolvimento daeletrofisiologia cerebral (Guedes, 2005).

Distirbios comportamentais (como ansiedade) se relacionam a alteracdes na
eletrofisiologia cerebral. Animais submetidos a protocolo de estresse demonstram alteragdes
na fisioldgia cerebral, com aumento da excitabilidade em 4reas como a amigdala e o hipocampo
(MCEWEN, B; 2009). Da mesma forma, humanos diagnosticados com distlrbios de ansiedade

apresentaram maior atividade na amigdala apo6s estimulo com palavras negativas, sugerindo a
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intensificacdo da experiéncia e falta de habilidade para responder a emogdes (VAN TOL et al
(2004).

Deficiéncia de acidos graxos n-3 ¢ encontrada em distirbios como a esquizofrenia,
caracterizados pelo aumento da excitabilidade cerebral. Os 4cidos graxos n-3 se relacionam a
normalizacao da excitabilidade cerebral em diversos niveis e um adequado suporte de AGPI
pode representar uma estratégia para a prevencao de distirbios psiquiatricos (SAUGSTAD,
2006).

YANGA et al., 2012 demonstraram que a alteragdo na excitabilidade dos neuronios
piramidais apresentada por ratos diabéticos foi corrigida apos a suplementacao com OP. E em
um estudo utilizando modelo animal de epilepsia, a infusdo intraperitoneal de 1.85ug de DHA
mostrou limitar a hiper excitabilidade induzida pelo kindling (MUSTO; GJORSTRUP;
BAZAN, 2011).

Até o momento, ndo existem pesquisas sobre a implicacdo dos AGPI n-3 na
eletrofisiologia cerebral utilizando o modelo da DAC. No entanto, ratos alimentados com dietas
deficientes em acidos graxos essenciais (5% de 6leo de coco) desde concepgao até a fase adulta
apresentaram redugdo na velocidade de propagacao da DAC persistente até a segunda geragao
de filhotes (BORBA et al., 2010).

Ensaios preliminares realizados pelo nosso grupo demonstraram que exercicio fisico
moderado influenciou a eletrofisiologia cortical de maneira duradoura em ratos. Esse efeito
depende da idade, da pratica do exercicio e do estado nutricional prévio do animal (BATISTA-
DE-OLIVEIRA et al., 2012). Em paralelo, um de nossos colaboradores ao aplicar um protocolo
de exercicio fisico em ratos adolescentes, observou que o exercicio aerobico pode reduzir o
risco de doengas neurodegenerativas € melhorar as fungdes cerebrais ao longo da vida (GOMES
DA SILVA etal., 2010, 2011, 2012a, 2012b)

No entanto, apesar das evidéncias sobre o AGPI n-3 e o exercicio fisico moderado sobre
o funcionamento do SNC no que concerne a excitabilidade cerebral, os estudos com OP tém
sido delineados em modelos animais submetidos a situacdes de injaria ( MUSTO;
GJORSTRUP; BAZAN, 2011; YANGA et al., 2012) e apesar do papel promissor do exercicio
na reducado da excitabilidade cerebral (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012) ainda ndo se tém
na literatura sua associagdo com uso da suplementagdo com OP e a possivel potenciacdo dessas
abordagens, visto que ambas parecem influenciar a DAC (BORBA et al., 2010; BATISTA-DE-
OLIVEIRA et al., 2012).
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3. OBJETIVO GERAL

e Avaliar, em ratos adultos, os efeitos da associagdo entre exercicio fisico forcado e
suplementagdo com o6leo de peixe sobre ansiedade, memoria, murinometria, aspectos

eletrofisiologicos corticais e perfil lipidico plasmatico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar a evolugdo ponderal e a murinometria durante o periodo de experimentacao;

e Determinar se o exercicio fisico e a suplementa¢do com 6leo de peixe influenciam glicemia
eperfil lipidico plasmatico;

e Averiguar o efeito do exercicio fisico e da suplementacdo com o6leo de peixe sobre a
ansiedade e memoria, a julgar pelo desempenho no labirinto em cruz elevado (LCE), na
adaptagdo ao campo aberto (TCA) e reconhecimento de objetos (TRO), respectivamente;

e Investigar o efeito do exercicio fisico e da suplementagdo com o6leo de peixe sobre a

velocidade de propagacgdo da DAC;
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4. HIPOTESE

A associacao da suplementacdo do 6leo de peixe com o exercicio fisico forcado na vida
adulta de ratos Wistar otimiza parametros associados a saide metabolica e neural, de forma que
reduz parametros murinométricos, glicemia de jejum e perfil lipidico plasmaticos; influencia
indicadores ansiogénicos com diminui¢ao na frequéncia nos bracos fechados do LCE, otimiza
o desempenho na tarefa de reconhecimento de objetos, diminui a excitabilidade cerebral a julgar

pela redugdo na velocidade da depressao alastrante cortical (DAC).
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5. METODOLOGIA

5.1 Delineamento experimental

As etapas experimentais dessa pesquisa foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da UFPE (23076.027072/2014-20). A metodologia realizada esta de acordo com o
disposto na Lei n® 11.794, respeitando, especialmente, as Normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal — CONCEA.

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar, da colonia do Departamento de
Nutricdo da UFPE. Ratos neonatos foram aleatoriamente distribuidos, 24h apods o parto, em
ninhadas de 9 filhotes por mae. Em cada ninhada, os filhotes foram subdivididos em 2 grupos:
6leo de peixe (OP) ou Veiculo (V) e subdivididos em exercitados (E) ou controle sedentario (S)
(figura 1A). O periodo de treinamento se deu dos 90° a 120° dias de vida. Durante esse periodo,
animais exercitados ou sedentarios foram suplementados por via oral (gavagem) com oleo de
peixe ou solugdo veiculo. Durante todo o periodo de experimentacdo, os ratos foram
alimentados com a dieta de manuteng¢do do biotério (“Presence”, Purina do Brasil). A partir dos
120 dias de vida, foi realizada avaliacdo dos efeitos da associacdo do exercicio com a
suplementagdo com o6leo de peixe sobre a murinometria, glicemia de jejum, perfil lipidico
plasmatico, triglicerideos, respostas comportamentais e eletrofisiologia cortical (figura 1B).
Foram avaliados 4 grupos experimentais, cada grupo contendo de 10-13 animais, com niimero

total de 45 animais para o desenvolvimento desse projeto.
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A) DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Distribui¢do dos grupos experimentais

Oleo de Peixe (OP) Veiculo (V)
I I
| | 1 |
Exercitado Sedentario Exercitado Sedentario
(OP&EX) (OP&S) (V&EX) (V&S)
N=13 N=11 N=10 N=11
B) SEQUENCIA CRONOLOGICA EXPERIMENTAL
95 107 114 121 135 167 Perfil lipidico ¢
1 7 21 30 0 T T 124126128 trielicerideos
I B i r—rn L
Sacrificio
Desmame Dados comportamentais e

eletrofisiologia

Acompanhamento ponderal Testes comportamentais

Murinometria
Glicemia
Registro eletrofisiologico
(Gnico momento/4hrs)
Coleta do soro

Suplementagao + esteira
(5x/semana)

Acompanhamento ponderal
(1x/semana)

Figura 1. Divisdo dos grupos experimetais (1A) e sequéncia cronoldgica experimental (1B).
Ratos Wistar neonatos foram alocados em gaiolas (9 ratos/ninhada) 48hrs apds o parto. Apds
o demasme (21 dias) foram separados 3 a 4 machos/gaiola e designados os grupos
experimentais (1A). Peso corporal foi mensurado semanalmente at¢ o 21 dia de vida,
mensalmente até o 90 dia onde se iniciou a etapa de suplementacao /exercicio nos ratos adultos
por 4 semanas. Em seguida, iniciaram-se os testes comportamentais com o labirinto em cruz
elevada e com intervalo de 48hrs os testes de adaptagdo ao campo aberto, reconhecimento de
objetos e reconhecimento espacial (tendo intervalo de 24hrs entre cada um dos trés testes);
Cerca de 5 dias ap0s os testes comportamentais, mensurava-se a eletrofisiologia cortical e ao

final os animais eram sacrificados e o soro retirado por pung¢ao cardiaca (1B).
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5.2 Procedimentos gerais para o treinamento fisico

Conforme parametros descritos na literatura (SCOPEL et al, 2006 ¢ BATISTA-DE-
OLIVEIRA et al, 2012), os animais foram submetidos ao exercicio fisico em esteira motorizada
(Insight EP-131, 0° inclinagdo) com duracdo de 30 minutos e velocidade média aumentada
semanalmente (Tabela 1).0s animais do grupo sedentario (S) também foram colocados na
esteira, no entanto a mesma permaneceu desligada pelo mesmo intervalo de tempo estabelecido
para os animais exercitados

O exercicio fisico se deu no periodo do 90 aos 120 dias de vida em concomitancia com
a administracao da suplementacao de doses diarias de 85mg/kg/dia de 6mega-3 nos grupos oleo
de peixe (OP) e solucao veiculo de cremophor 0,009% (Sigma) para o grupo controle (V) pela
técnica de gavagem.

A solucao de 6leo de peixe (dmega-3) foi preparada a partir de capsulas (Sundown -
Naturalis®) contendo os seguintes acidos graxos poliinsaturados: DHA (180 mg/ 1 g) e EPA
(120mg/ 1 g) e diluida em agua destilada e cremophor 0,009% (Sigma®). A solugdo veiculo

foi preparada utilizando somente agua destilada e cremophor 0,009% (Sigma®).

Grupo
Parametros 1* semana 2*semana 3*semana 4®semana
experimental
Numero de sessdes 5 5 5 5
E
Velocidade Sm/min 10m/min 15m/min  20m/min

Tabela 1. Pardmetros para o treinamento fisico Adaptado de Batista-de-Oliveira et al., 2012.

5.3 Determinacoes Ponderais
5.3.1 Evolugdo ponderal

O peso corporal foi obtido aos 7, 14, 21, 30, 60, 90, 120 e ultimo dia de vida do animal
(152,18+10,47); além disso, também foram pesados no primeiro e tltimo dia de cada semana de
treino. Estes pesos corporais foram comparados entre os grupos experimentais, para identificar

efeitos da suplementacao, do exercicio, ou da associacao entre tais fatores.
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5.3.2 Avaliagdo Murinométrica

No dia do registro eletrofisioldgico (procedimentos descritos a seguir), apos anestesia,
os animais tiveram seu comprimento aferido (ponta do nariz até o anus, utilizando fita métrica),

para analise dos pardmetros murinométricos e, juntamente com o peso, utilizado para calcular:

o Indice de Massa Corporea (IMC) = [peso corporal (g)]/[comprimento (cm)]?
(Novelli et al., 2007).

A circunferéncia toracica (CT) e abdominal (CA) foram aferidas utilizando fita métrica (cm) e

utilizadas para o calculo da relagdo CA/CT (cm) (NOVELLI et al., 2007).

5.4 Analises comportamentais
5.4.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste consiste em colocar o animal em um labirinto em forma de cruz, elevado do solo
(55cm), formado por dois bragos fechados por paredes e dois abertos (medindo 49cm de
comprimento x 10cm de largura cada); através do teste se analisa a frequéncia de entradas e o
tempo gasto em cada tipo de brago, e outros comportamentos como deslocamentos, levantar-
se, esticar-se, etc. O animal explora os dois tipos de braco, porém entra mais e permanece mais
tempo nos bragos fechados. Considera-se a porcentagem da preferéncia (entradas e tempo
gasto) pelos bragos abertos e pelos fechados um indice fidedigno de ansiedade: quanto maiores
os niveis de ansiedade, menor a porcentagem de entradas nos bragos abertos e de tempo gasto
nos mesmos (Handley e Mithani, 1984; Pellow e File, 1986).

O procedimento foi realizado entre as 10:00-14:00h, utilizando no minimo 10 animais
de cada grupo dos 120 aos 135 dias de vida. No dia do experimento, os ratos machos foram
colocados na ante-sala experimental, individualmente, em gaiola apropriada e permaneceram 5
minutos antes do inicio do teste, para adapta¢do ao novo ambiente.

No teste propriamente, o animal foi colocado no centro do aparato cuidadosamente com
o focinho voltado para um dos bragos fechados onde foi permitida a exploragdo livre por 5
minutos. A cada animal testado, o labirinto foi limpo com alcool a 70%, respeitando um
intervalo de 5 minutos.

As sessdes foram filmadas com uma camera de video instalada no teto. Em seguida, os

videos foram analisados e as categorias comportamentais identificadas e registradas através do
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programa ANYmaze (Versdo 4.99 m). Foram selecionados os seguintes parametros

comportamentais para analise:

1) Distancia percorrida (m)

2) Tempo de imobilidade (s)

3) Numero de entradas nos bragos abertos: considerada uma entrada quando o animal entrar
com as quatro patas no brago;

4) Tempo gasto nos bragos abertos;

5.4.2 Teste de Adaptagdo ao Campo Aberto (Open Field Test)

O teste de campo aberto avalia indicadores de comportamento ansioso em roedores. Esse
método qualitativo e quantitativo analisa medidas gerais de atividade locomotora e exploragao
espontanea de ratos enquanto expostos a uma arena circular (PRUT E BELZUNG, 2003). O
aparato consistiu de uma arena circular (89cm de didmetro) aberta no topo € com paredes
marrons. O chdo da arena era composto por trés circulos concéntricos os quais delimitavam as
areas centrais e periférica.

O teste foi realizado entre os 120 e 135 dias de vida do rato (n =45, OP&Ex: 13; OP&S:11;
V&Ex:10; V&S:11). Durante esse periodo, parametros associados ao comportamento ansioso
foram identificados pelo: 1) Distancia percorrida; 2) tempo de imobilidade 3) nimero de
entradas no centro; 4) tempo de permanéncia no centro do aparato

As sessOes foram gravadas por uma camera instalada no teto. Entre as sessdes, o campo
era higienizado com solugdo de alcool a 70% para remover pistas olfativas. Posteriormente, os

videos foram analisados no software ANY-maze (versdao 4.99 m).

5.4.3 Tarefa de reconhecimento de objetos (TRO)

Entre os 120 a 135 dias de idade, os animais realizaram os testes de reconhecimento de
objetos. O aparato consistia em uma arena circular (campo aberto) localizada em um ambiente
com iluminagdo reduzida. Os animais foram colocados, por 5 minutos na arena, para se
adaptarem ao ambiente e o experimento comportamental propriamente dito foi realizado no dia
seguinte a adaptacdo. Avaliaram-se as diferencas entre os grupos na capacidade de identificagcdo
de objetos com base na sua forma e localizacdo no campo aberto.

Em cada uma dessas duas tarefas, os animais, em uma primeira sessao, exploraram por

5 minutos o ambiente, enquanto dois examinadores (de modo “cego”) treinados previamente,



31

utilizando crondmetros, registraram o tempo gasto pelo animal para explorar cada objeto (ver
abaixo). Numa segunda sessdo, ap6s 50 minutos, foram avaliados o reconhecimento das
caracteristicas de forma e localizagdo espacial dos objetos, como descrito adiante. Se, nessa
segunda sessdo, diante de dois objetos, um conhecido (da sessdo anterior) e outro com
caracteristicas de “novidade” (seja na forma, ou na posi¢do), o rato reconhecer o objeto
apresentado na primeira analise, ele, entdo, passard mais tempo explorando o objeto

“desconhecido”, demonstrando assim reconhecimento do objeto “familiar”.

Entre as sessoes, os objetos e o campo aberto foram adequadamente limpos com alcool
a 70% para eliminar pistas olfativas que poderiam influenciar o ensaio seguinte.

O critério para definir exploragdo € baseado na “exploragdo ativa”, ou seja, quando o
rato esta tocando os objetos pelo menos com o focinho (O’CALLAGHAN, et al, 2007; MELLO
et al, 2008; DERE et al, 2005). ENNACEUR e DELACOUR (1988) demonstram esses métodos
utilizados para os testes de reconhecimento de objetos, brevemente descritos a seguir:

1) Na discriminagdo das formas: dois objetos idénticos (A e B) sdo posicionados na arena para
a primeira andlise. Apos 50 minutos, os animais sao recolocados no campo aberto (segunda
sessdo) com o mesmo objeto A (conhecido), porém, o objeto B ¢ substituido por outro, C
(desconhecido), da mesma cor, tamanho e cheiro do objeto A, mas com uma forma
diferente. O animal demonstrara que pode diferenciar as formas quando, nessa segunda
sessdo, passar mais tempo explorando o objeto com a forma desconhecida.

2) Paraavaliar a distingdo de localizagao espacial: dois objetos idénticos (A e B) sdo colocados
em determinadas posi¢cdes no campo aberto. Passados 50 minutos, os animais serao
novamente colocados no campo aberto (segunda sessdo) na presenca dos mesmos objetos
(A e B), todavia, neste segundo momento a posi¢do de A se mantém (posi¢ao conhecida),
ja a localizacdo de B modifica-se. Se o animal distingue uma posicao desconhecida, ele
gastard mais tempo explorando o objeto nessa posi¢ao.

Nas sessoes de ensaio, tanto para forma quanto para posi¢ado, foi calculada para cada
animal a razdo de preferéncia como sendo o tempo que o animal explora cada objeto/ tempo
total de exploracdo. Esta razdo garante que os animais gastem inicialmente o mesmo tempo
explorando cada um dos objetos, € entdo, ndo existe preferéncia por nenhum deles. Apenas
ratos que apresentaram razao proxima a 0,5 foram considerados elegiveis para o teste.

Em seguida, calcularam-se as s razdes de preferéncia para o familiar e a novo (forma e
posi¢do) nas sessoes de teste, € esperava-se que 0s animais gastassem mais tempo explorando

os objetos de novo formato e posi¢ao na arena.
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O desempenho foi apresentado pelo indice de discriminagao (%) o qual consiste no
tempo de exploragdo de cada critério analisado (familiar versus novo e estacionario versus
deslocado), expressados como a porcentagem do tempo total de exploragdo. Esse paradigma
nao envolve o aprendizado de nenhuma regra, ja que ¢ inteiramente baseado no conceito de
comportamento exploratorio espontdneo dos animais entre os objetos (ENNACEUR;
DELACOUR, 1988). Os objetos ndo apresentavam significado etologico, uma vez que nunca
foram emparelhados com um reforcador e eram suficientemente pesados para ndo serem

movidos pelo animal.

5.5 Registro eletrofisiologico

Para a realizagfo dos registros eletrofisiologicos, todos os animais (entre 135 a 167 dias)
foram anestesiados com uma solug@o de uretana 10% + cloralose 0,4%, a dose de 1000 mg/kg
de 100g/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose, via intra-peritoneal. O animal foi colocado em
decubito ventral sobre um aquecedor elétrico de temperatura regulavel. Em seguida, fixou-se a
cabeca do animal a base de um aparelho estereotaxico. Por meio de trepanacio foram feitos trés
orificios, sendo um frontal e dois parietais do hemisfério direito, de cerca de 2 a 4 mm de
didmetro cada, alinhados paralelamente a linha média.

Os registros da variagdo lenta de voltagem (VLV) que acompanham a DAC foram feitos
durante 4 horas, por 1 par de eletrodos de registro (Ag/AgCl, segundo descrigdo GUEDES e
BARRETO, 1992) localizados no hemisfério parietal. Um terceiro eletrodo do mesmo tipo foi
colocado sobre 0 osso nasal e serviu de referéncia comum aos dois eletrodos de registro. ADAC
foi provocada a cada 20 minutos por estimulagdo quimica com KCl a 2%, durante 1 minuto no
orificio de estimulagdo na regifo frontal.

Calculou-se a velocidade de propagacdo da DAC com base na distancia entre os
eletrodos de registro e no tempo gasto pela DAC para percorrer esta distancia (BATISTA-DE-
OLIVEIRA et al., 2012).
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5.6 Perfil lipidico plasmatico

5.6.1 Andalises Bioquimicas

Antes do registro eletrofisioldgico, com os animais anestesiados, realizou-se a dosagem
da glicemia de jejum. A coleta de sangue foi feita na extremidade da cauda do animal com
auxilio de um bisturi estéril. Para mensuragio da glicemia utilizou-se medidor de glicose logo
apos a coleta (Accu-Chek®).

Imediatamente ap6s o registro eletrofisiologico, amostras de sangue foram coletadas por
puncdo cardiaca. O sangue foi coletado dos animais ainda em anestesia profunda e, em seguida,
colocado em tubos de ensaio. Aproximadamente 20 minutos apds cada coleta, as amostras
foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos e o soro foi coletado e armazenados em tubos

eppendorfs sob refrigeracdo a -15 °C até o dia da analise.

5.6.2 Dosagem das fragoes lipidicas

As dosagens das frag¢des lipidicas séricas foram realizadas ao final do experimento
apos sacrificio dos ratos. Dosaram-se, através de kits colorimétricos (Doles®) de reagente
enzimatico para colesterol total, HDL e triglicerideos, o conteudo plasmatico de colesterol
total (CT), o HDL-colesterol e os triglicerideos (TG), seguindo as recomendagdes de
ALLAIN et al. (1974). Utilizando-se a formula proposta por FRIEDWALD et al. (1972), se
determinou o LDL-colesterol = colesterol total - HDL colesterol — VLDL colesterol, sendo
que VLDL colesterol = triglicerideos/S. O indice aterogénico foi determinado pela formula

[log (triglicerideos / HfDL-colesterol)] (DOBIASOVA E FROLICH, 2001).
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6. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada a partir do teste de Kolmogorov Smirnov
(p<0.05). Os dados (médiatEPM) de distribuig¢do paramétrica foram analisados
estatisticamente com a ANOVA, seguida do teste “post hoc” (Tukey), quando indicado.

Os dados comportamentais do TRO foram avaliados com teste t de student para
distinguir diferencas intra-grupo ou ANOVA de duas vias, para definir diferengas entre os
grupos, seguida por teste post-hoc de acordo com as recomendag¢des do programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Foram consideradas significantes as

diferencas em que P<0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Acompanhamento ponderal e medidas murinométricas

O acompanhamento ponderal realizado dos 90 aos 120 dias de vida revelou que nao
houve efeito do tratamento 6leo de peixe e/ou exercicio moderado for¢cado em esteira entre os
diferentes grupos ao longo das 4 semanas de suplementagdo/exercicio. Também ndo houve
diferengas significantes entre valores médios das medidas murinométricas dos diferentes
grupos experimentais aferidas no Gltimo dia de vida dos animais (152,18+ 10,47) (Teste two-

way ANOVA, p<0,05). Os resultados estdo representados a seguir na figura 1 e figura 2 (A e

B).
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Figura 1. Peso corporal de animais adultos (90 aos 120 dias) alimentados com dieta padrdo (presence©)
¢ submetidos a diferentes grupos de experimentacdo. Valores expressos em média + EPM. O peso
corporal foi mensurado uma vez por semana (durante 4 semanas) quando os animais foram submetidos
ao exercicio em esteira ¢ suplementagdo diaria com dose unica de 6leo de peixe. Teste Two-way
ANOVA (p<0,05) ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos. V&S: sedentario suplementado
com solugdo veiculo; V&EX: exercitado suplementado com solugdo veiculo; OP&S: sedentario
suplementado com 6leo de peixes; OP&EX: exercitado suplementado com 6leo de peixe.
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Figura 2. (A) Indice de Massa Corporal (IMC) e (B) Razio circunferéncia abdominal/ circunferéncia
toracica (CA/CT) de ratos adultos submetidos ao exercicio for¢ado em esteira ou ndo (sedentarios) e
suplementagdo com 6leo de peixe ou solugdo veiculo por 4 semanas. Valores expressos em média +
EPM. As medidas foram mensuradas no ultimo dia de vida do rato adulto (152,18+ 10,47). Teste Two-
way ANOVA (p<0,05) ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos.

7.2. Parametros metabolicos (glicemia de jejum, triglicerideos, perfil lipidico e indice

aterogénico)

Nao houve efeito do tratamento 6leo de peixe e/ou exercicio moderado for¢ado em

esteira para os parametros metabolicos glicemia (figura 3A), perfil lipidico (figura 3B-D),

triglicerideos (figura 3E) e indice aterogénico (figura 3F) aferidos no ultimo dia de vida dos

animais (152,18+ 10,47) (Teste two-way ANOVA, p<0,05).
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Figura 3. Glicemia plasmatica (A), perfil lipidico (B-D), triglicerideos (E) e indice aterogénico (F) de
ratos adultos submetidos a exercicio em esteira ou ndo (sedentarios) e suplementagdo com 6leo de peixe
ou solugdo veiculo por 4 semanas. Valores expressos em média £ EPM. As medidas foram mensuradas
no ultimo dia de vida do rato adulto (152,18+ 10,47). Two-way ANOVA (p<0,05) ndo mostrou
diferencas significativas entre os grupos
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7.3. Teste de adaptaciao ao campo aberto (TCA) e Teste de Labirinto em Cruz Elevado
(LCE)

A analise dos dados de comportamento no teste de Adaptagdo ao Campo Aberto (TCA)
demonstraram que animais do grupo OP&Ex apresentaram o tempo de permanéncia na area
central do TCA significativamente aumentado em relacdo aos animais OP&S bem como
tendéncia no aumento do tempo de permanéncia na area central no grupo V&Ex em relacao ao
animais sedentérios (V&S e OP&S).No teste doLabirinto em Cruz Elevado (LCE) nao houve
diferencas significativas em relagdo a alteracdo de indicadores ansiogénicos de ratos adultos,no
entanto, também se notou uma tendéncia na redug¢do do comportamento ansioso a julgar pelo o
aumento da permanéncia no brago aberto no LCE nosgrupos exercitados (V&Ex e OP&Ex) em

relagdo aos sedentarios (V&S e OP&S)(tabela 1).

Analises comportamentais Grupos experimentais
V&S (n=9) V&Ex (n=8) OP&S (n=9) OP&Ex (n=11)
(4) TCA
Distancia total percorrida (m) 19,41+1,71 18,46+1,73 15,91+1,57 16,94,00+1,65
Tempo de imobilidade (s) 86,09+11,29 93 43+14,77 109,33+13,85 106,02+16,71
N° de entradas na area central 3,5(2-5,75) 5,5(3,25-7) 2 (1-4) 5(2,5-5)
Tempo na area central (s) 13,08+1,38 20,29+2,80 11,40+1,45% 22,25+3,50%*
(B) LCE
Distancia percorrida (m) 11,27+1,23 10,89+0,69 9,82+1,03 9,37 +0,76
Tempo de imobilidade (s) 115,5311,93  107,63+14,08 111,67+13,63 130,64 £8,28
N° de entradas no brago aberto 13 (12,5-14) 11(8,5-11,75) 8,50 (7,75-10,25) 8,00 (6-13)
Tempo no brago aberto (s) 29,31+3,67 34,55+4.40 27.87+3,34 32,08 43,57

Tabela 1. (A) Teste de adaptacdo ao Campo Aberto (TCA) e (B) de Labirinto em Cruz Elevado (LCE) de
ratos adultos submetidos a exercicio em esteira ou nao (sedentarios) e suplementagdo com dleo de peixe
ou solug¢do veiculo por 4 semanas. Os valores dos dados estdo descritos em média=EPM ou mediana
(intervalo interquartilico). *Two-way ANOV A (+ pos hoc Tukey’s) mostrou diferencas significativas entre
os grupos sinalizados. V&S: sedentario suplementado com solugdo veiculo; V&Ex: exercitado
suplementado com solug@o veiculo; OP&S: sedentario suplementado com o6leo de peixe; OP&EXx:
exercitado suplementado com 6leo de peixe.

7.4. Teste de reconhecimento da identidade e forma do objeto

Animais adultos tiveram a habilidade de reconhecer tanto a identidade do objeto quanto
a posi¢ao espacial a julgar pelas diferencas intra grupo (teste T pareado, p<0,05) dos indices de

discriminacao nos testes de reconhecimento da identidade (novo versus familiar) e da posi¢cao
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do objeto (deslocado versus estacionario). Em relacdo a identidade do objeto, ratos adultos
apresentaram altos valores de indice de discrimina¢do (MédiatEPM) para o novo quando
comparado ao familiar (OP&Ex, 69.3+£2.9 versus 30.7£2.9, p< 0.001; OP&S, 72.942.9 versus
27.0£2.9, p<0.001; V&Ex, 76.0+£3.6 versus 24.0£3.6, p< 0.001 e V&S, 75.5£4.26 versus
24.544.26, p<0.001). Resultado similar foi observado para as tarefas de reconhecimento da
forma do objeto, conforme observado pelo aumento nos indices de discriminagdo

(Média+EPM) para o objeto deslocado comparado ao estaciondrio (OP&Ex, 61.8+2.7 versus
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38.2+2.7,p<0.01; OP&S, 64.4+3.1 versus 35.6+3.1, p<0.01; V&Ex, 63.2+3.6 versus 36.8£3.6,
p< 0.01 e V&S, 63.943.7 versus 36.1+3.7, p<0.01). A Figura 4 A e B descrevem esses

resultados.

Figura 4. Testes de identidade do objeto (A) e reconhecimento espacial (B) representados pelo
percentual do indice de discriminacdo dos animais sob diferentes condigdes experimentais. Valores
expressos em percentuais médios = EPM. #p< 0.001, ##p= 0.001 or ###p< 0.0001 indica diferengas
significativas intra grupo (test t pareado). Teste Two-way ANOVA (p<0,05) ndo encontrou diferengas
significantes inter grupo para reconhecimento da forma ou posicdo do objeto. V&S: sedentario
suplementado com solugdo veiculo; V&EX: exercitado suplementado com solugdo veiculo; OP&S:
sedentario suplementado com o6leo de peixes; OP&Ex: exercitado suplementado com 6leo de peixe.

7.5. Depressao Alastrante Cortical (DAC)

Em todos os grupos, a estimulacao cortical com 2% de KCL resultou na propagagao de
uma onda unica de DAC sem interrupg¢ao registrada em eletrodos posicionados em dois pontos
parietais 1 e 2 (figura SA). A ANOVA indicou diferengas estatisticas entre os tratamentos
aplicados nos animais adultos, e o teste post hoc (Tukey’s) demonstrou que animais exercitados,
suplementados com OP exibiram redu¢do da velocidade de propagacao da DAC em relacdo aos

seus controles sedentdrios (OP&Ex vs V&S; OP&Ex vs OP&S: p<0,001). E que apesar do
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grupo exercitado suplementado com solugdo veiculo(V&Ex) apresentar menores valores de
DAC do que o grupo sedentario suplementado com oleo de peixe (V&Ex vs OP&S: p<0,01),
ndo houve diferenga nas velocidades da DAC entre ambos os grupos suplementados com
solucao veiculo (exercitado ou sedentario) (tabela 5B). As velocidades de propagagdo nos
grupos exercitados (OP&Ex; V&EXx) foi de, respectivamente, 2,89+0,1 e 2,94+0,1, enquanto
dos grupos sedentérios (OP&S; V&S) ficaram em torno de 3,07+0,1 e 3,00+0,1. Dessa forma,
o grupo com as duas modalidades de intervencdo, exercicio e suplementacdo, expressou a

menor média de velocidade da DAC.
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Figura 5. (A) figura do cranio de roedor adaptada de Francisco e Guedes (2015) representando os trés
orificios na superficie ventral do animal sendo o anterior para estimulo com KCL ¢ os dois parietais
posteriores para os registros eletrofisioldgico; posteriormente, as variagdes de lenta voltagem (VLV)
registradas nos pontos 1 ¢ 2 em quatro animais adultos: a esquerda VLV de animais exercitados (Ex) e
a direta de animais sedentarios (S), suplementados com 6leo de peixe (OP) ou veiculo (V). As barras
horizontais sobre as 1%s ondas indicam o tempo (1 minuto) da aplicagdo topica do KCL necessario para
iniciar uma unica onda da DAC; As barras verticais indicam 10mV (para cima negativos) (B)
Velocidade de propagagdo da DAC (mm/s) em animais adultos (152,18 + 10,47) submetidos a exercicio
em esteira, ou nao (sedentarios), e suplementagdo com 6leo de peixe ou solugdo veiculo por 4 semanas.
Valores expressos em média + EPM. ANOVA duas vias (+ pos hoc Tukey’s) mostrou diferengas
significativas entre os grupos (**p<0,01; ***p<0,001)
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8. DISCUSSAO

O ¢leo de peixe ¢ uma fonte acessivel de AGPI n-3. Uma vez que os mamiferos nao
conseguem produzi-los endogenamente, € necessaria sua obtencao a partir de fontes dietéticas
(YEHUDA; RABINOVITZ; MOSTOFSKY, 2005). A prescrigao de 6leo de peixe ou outras
fontes de AGPI t€m crescido exponencialmente por médicos e nutricionistas, tanto pela
propaganda midiatica, mas também como resultado da dificuldade de parte da populacdo em
alcancar as recomendagdes estipuladas (PAPANIKOLAOU et al., 2014) . Além da sua
essencialidade, os AGPI tém sido recomendados para uma variedade de doengas agudas e
cronicas (CALDER, 2006). No entanto, ensaios clinicos e experimentais sobre a eficiéncia
clinica dos AGPICL ainda sao conflitantes (LAIDLAW; COCKERLINE; ROWE, 2014).

Neste modelo experimental, no qual suplementaram-se ratos Wistar adultos com 6leo
de peixe associado, ou ndo, ao exercicio forcado em esteira, ndo se obteve mudangas no peso
corporal, medidas murinométricas, glicemia, perfil lipidico plasmatico, triglicerideos, indice
aterogénico e nos indicadores de memoria episodica, mas ocorreram alteracdes significativas
na reducdo do comportamento ansioso € na eletrofisiologia cerebral dos animais exercitados,
sendo esse resultado mais proeminente com a implementagao da suplementacao de OP.

Nao existe consenso quanto a dose de AGPI indicada para populagdo saudavel. Alguns
comités estabeleceram as recomendacdes de AGPI do tipo n-3 em torno de 1 - 0,5% do VET
(HOLMAN, 1958; SIMOPOULOS; LEAF; SALEM, 2000; CHOQUE et al., 2015). O Dietary
Guidelines for Americans ( 2010) recomenda que individuos com ou sem DCV consumam pelo
menos duas porgdes de peixes por semana para garantir 250mg por dia de AGPI do tipo n-3.

DE SOUZA et al., (2008) avaliaram a composicao de acidos graxos da mesma dieta
padrao utilizada no presente estudo, descreveram a relagdo 6mega 6/6mega 3 em 13,49. Sendo
o percentual de 6mega 6, 3 e gordura saturada de respectivamente 46,39, 3,44 ¢ 27,41.

Ao levar em consideragdo os achados de DE SOUZA et al., (2008), notou-se que a dieta
padrao utilizada apresenta razdo w-6/w3 maior do que a recomendagao da AIN-93 que estipula
que a quantidade de 6leo de soja em dietas padrdes deve fornecer uma razdo em torno de 7
(REEVES, 1997). Dessa forma, consideramos que a dose média de AGPI n-3 suplementada via
gavagem (+27mg/dia) contribuiu para diminuicdo da razdo w6/w3 e para se atingir a
recomendacao didria de 100mg de 6mega 3 para roedores em fase de manutengdo (HOLMAN,

1958)
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E valido ressaltar que essa dieta padrdo ¢ comumente utilizada ¢ DE SOUZA et al.,
(2008) demonstraram que a mesma foi capaz de corrigir deficiéncias nutricionais induzidas pela
Dieta Basica Regional (DBR).

Alguns autores avaliaram os efeitos da administragcdo de oleo de peixe em medidas de
composi¢do corporal, glicemia, perfil lipidico plasmaticos de roedores e triglicerideos. Assim
como no presente estudo, LLUIS et al. (2013) ¢ DASILVA et al.( 2015) ao avaliar a
suplementagdo de OP em ratos saudaveis nao encontraram diferencas significativas nos
parametros citados anteriormente. No entanto, os autores alegam que houve uma tendéncia na
diminui¢do de triglicerideos, colesterol total e colesterol LDL nos grupos suplementados com
EPA/DHA narazao 1:1.

No presente trabalho a razao EPA/DHA ficou em torno de 1,2:1,8. Dasilva et al. ( 2015)
afirma que arazdo 1:1 e 2:1 parece ser mais efetiva na produgao de respostas anti-inflamatodrias
pois o EPA estd menos susceptivel a oxidacao que o DHA.

Outra questao sobre a redugdo dos fatores de risco para DCV ¢ que apesar da glicemia
de jejum se manter inalterada nos diferentes grupos experimentais do presente estudo, vale
ressaltar o achado de LLUIS et al. (2013), no qual apesar de também ter encontrado glicemia
de jejum inalterada entre os diferentes grupos do seu experimento; houve reducao de 33% na
hemoglobina glicada dos animais suplementados com OP, o que os levaram a concluir sobre a
acao benéfica do OP em animais saudaveis.

Os efeitos da associacao entre OP e exercicio fisico em animais saudaveis tém sido
pouco explorados em pesquisas experimentais. Nossos achados, junto com um de nossos
colaboradores, demonstram que esta associacao pode ser considerada idade-dependente, uma
vez que enquanto no presente estudo ratos adultos ndo apresentaram alteracdes nos parametros
metabolicos em questdo, ratos idosos no estudo de PEDROZA et al.(2015). exibiram maiores
valores de colesterol total, no entanto, associado a maiores valores de HDL ¢ reducao do indice
aterogénico.

Alguns autores demonstraram que a associagao entre OP e exercicio fisico em roedores
saudaveis pode exercer efeitos metabdlicos positivos por outras vias que nao as estudadas nesse
experimento; como através da reducdao de indicadores inflamatérios (interleucina 7, creatina
quinase e proteina C reativa) apos 8 semanas de exercicio aerobico e suplementacdo com OP
(0,2ml/dia) (ALIZADEH et al., 2014).

No que concerne aos efeitos dos AGPI sobre funcionamento do SNC a julgar pelos
desempenhos em testes de ansiedade e memoria, achados prévios mostraram que tanto os

AGPICL quanto o exercicio tém a capacidade de melhorar fungdes cognitivas € de memoria
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em roedores adultos saudaveis (MURPHY; DIAS; THURET, 2014). Esses autores revisaram
uma série de dados demonstrando forte influéncia de intervengdes dietéticas com AGPI,
exercicio e fungao cerebral.

No entanto, nos animais do presente estudo, ndo houve diferencas significativas para os
dados comportamentais de memoéria. E valido ressaltar que os estudos com OP com objetivo de
avaliagdo de pardmetros de memoria em animais adultos tem sido delineados principalmente
em situacdes conhecidas por levar ao desenvolvimento de prejuizos cognitivos (HASHIMOTO
etal., 2011; TREVIZOL et al., 2013; WANG et al., 2013; ABD ALLAH; GOMAA; SAYED,
2014).

A literatura também demonstra resultados positivos na reteng¢ao de informagao em testes
de memoria em animais adultos saudaveis submetidos ao exercicio fisico moderado
(O’CALLAGHAN; OHLE; KELLY, 2007, MELLO et al., 2008). Os animais do nosso
experimento, apesar de preservarem a capacidade de discernir entre o antigo € o novo no TRO,
ndo obtiveram diferengas significativas entre os grupos quando aos indices de discriminacao
para reconhecimento da posi¢ao ou forma do objeto.

Vale ressaltar os achados de MELLO et al. (2008), no qual o autor sugere que o exercicio
pode influenciar o comportamento em testes de aprendizado de ratos, entretanto, o estresse
inerente de cada procedimento experimental também tem efeito proeminente e deve ser
considerado. Em seu experimento, os animais em exercicio forgado por 2 semanas tiveram
prejuizos em testes de memoria semelhantes aos animais submetidos a protocolo de estresse,
enquanto animais exercitados por 8 semanas ndo tiveram diferencas no TRO, apesar de
apresentaram redugdo do tempo de laténcia no Labirinto Aquético de Morris.

Dessa forma, um tnico tipo de teste pode ndo ser suficiente para predizer melhoras nas
habilidades cogntivas. Outra questdo ¢ a encontrada por um de nossos colaboradores ao
submeter animais no periodo pre natal até a vida adulta ao mesmo protocolo de suplementacao
com OP escolhido no nosso experimento (RACHETTI et al., 2013).

RACHETTI et al. (2013) demonstraram que o efeito da suplementacdo com OP e
exercicio forcado em esteira pode promover efeitos distintos a depender do teste de memoria
aplicado. Em seu experimento, apenas ratos suplementados com OP no periodo pre natal até a
vida adulta exploraram mais o objeto novo em relacdo ao familiar 7 dias apds a primeira
exposicao no TRO, indicando efeito do OP na persisténcia de memorias de longo prazo. No
teste da esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado (com mesmo intervalo de 7 dias),

apenas os animais exercitados apresentaram menor valor no tempo de exploragdo no braco
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fechado com estimulo aversivo. Vale ressaltar que a suplementagao neste estudo se deu por um
periodo superior ao do nosso experimento.

No que concerne a influéncia de AGPI do tipo n-3 na redugdo do comportamento
ansioso em roedores, ja foi observado que a deficiéncia de AGPI n-3 reduz niveis de DHA
cerebral o que se associa a prejuizo em testes de ansiedade no LCE e TCA. E o exercicio
moderado também tém se mostrado eficiente na reducdo da ansiedade pelos testes de LCE
(COSTA et al., 2012; PIETRELLI et al., 2012) e TCA (PIETRELLI et al., 2012). No nosso
experimento, notou-se uma tendéncia dos animais exercitados a permanecer mais tempo na area
central do TCA (V&Ex: 20,29+2,80; OP&Ex: 22,25+3,50; V&S: 13,08+1,38; OP&S:
11,40+1,45) e no braco aberto do LCE (V&Ex: 34,554+4,40; OP&Ex: 32,08 +3,57; V&S:
29,3143,67; OP&S: 27,8743,34). E de fato o grupo OP&Ex apresentou aumento significativo
no tempo de permanéncia do TCA comparado aos animais sedentarios do grupo OP&S. Os
resultados dos testes comportamentais indicaram uma tendéncia na redu¢do do comportamento
ansioso no teste do LCE nos animais exercitados e uma potencializacao do efeito ansiolitico da
juncao OP&Ex em relagdo ao grupo OP&S no tempo de permanéncia na drea central do TCA
(p<0,05). Os dados encontrados na velocidade de propagag¢dao da DAC parecem coorraborar
com este fendmeno. Uma vez que houve reducdo da velocidade da DAC nos animais
exercitados, um indicativo de diminuicdo da excitabilidade cerebral; a qual se encontrara
alterada em ensaios com animais e humanos com distarbios de ansiedade (MCEWEN, 2004;
VAN TOL et al., 2012). BOGDANOYV et al., 2013 demonstraram que sintomas de ansiedade
no TCA se associaram a maior susceptibilidade a DAC em ratos adultos.

Apesar dos animais suplementados com OP sedentarios terem apresentado maior
velocidade de propagacao em relagdo aos animais exercitados suplementados com solugao
veiculo (3,07+0,1 vs 2,94+0,1; p<0,01), ndo houve diferengas significativas nas velocidades de
propagacdo em relacdo ao grupo controle V&S (3,00+0,1). O que pode indicar o papel
preponderante do exercicio na redugdo da velocidade de propagacdao da DAC, e ndo o efeito
1solado do OP na aceleracao desse indicador.

O efeito na reducdo da velocidade da DAC em animais exercitados corrobora com
achados prévios deste grupo de pesquisa, no qual animais jovens, adultos e idosos, submetidos
a reducdo do numero de ninhadas tiveram reducdo da velocidade de propagacao da DAC
quando submetidos a0 mesmo protocolo de exercicio do presente estudo (BATISTA-DE-
OLIVEIRA et al., 2012).

Esse efeito do exercicio na reducdo da velocidade de propagacdo da DAC parece

persiste em fases subsequentes da vida, como demonstrado por MONTEIRO et al. (2011), onde
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animais submetidos a protocolo de exercicio em esteira por 20 dias no inicio da vida (15 -35
dias) apresentaram menores velocidades médias de propagacao da DAC nas fases subsequentes
(35 -45¢90 — 120 dias de vida) em relagdo aos grupos controles.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar o fendmeno da reducdao da
eletrofisiologia cerebral induzida pelo exercicio. MONTEIRO et al. (2015) demonstraram que
em ratos wistar jovens adultos (40 — 60 dias de idade) o exercicio em esteira reduziu a
velocidade de propagacdo da DAC de modo mais efetivo aos tratados com antidepressivo
fluoxetina (2.96+0.23 e 3.03+0.35 mm/min, respectivamente versus 3.24+0.39 mm/min no
controle), sugerindo mecanismos adicionais ao aumento da disponibilidade de serotonina
cerebral e reducdo da velocidade de propagacao da DAC.

LIMA et al. (2014) observaram que ratos submetidos ao exercicio em esteira no inicio
da vida apresentaram reducdo da atividade elétrica cortical associada ao aumento da
imunoreatividade microglial indicando a investigacdo da reagdo celular como epifendmeno
para os efeitos do exercicio sobre a DAC.

Mecanismos sinérgicos como aumento do fluxo sanguineo cerebral, aumento da
sinaptogénese, do metabolismo glicidico ¢ da defesa antioxidante também podem estar
relacionados aos efeitos na reducao da excitabilidade cerebral induzida pelo exercicio fisico (
MONTEIRO et al., 2015).

Até o momento, ndo existem pesquisas sobre a implicacdo dos AGPI n-3 na
eletrofisiologia cerebral utilizando o modelo da DAC. No entanto, YANGA et al. (2012)
demonstraram que a alteracao na excitabilidade dos neurdnios piramidais apresentada por ratos
diabéticos foi corrigida apds a suplementagdo com OP. E em um estudo utilizando modelo
animal de epilepsia, a infusdo intraperitoneal de 1.85nug de DHA mostrou limitar a hiper
excitabilidade induzida pelo kindling (MUSTO; GJORSTRUP; BAZAN, 2011).

CHAMPEIL-POTOKAR et al., (2016) demonstraram que a aplicagdo topica de DHA
em cultura de astrdcitos reduz o efeito estressor da corticosterona sobre a sintese e recaptagao
de glutamato. Sugerindo que o DHA ajuda astrdcitos a resistir a influéncia de corticosterona,
por isso, talvez promovendo uma resposta sustentavel pelo cérebro estressado.

E de fato, glutamato se relaciona as mudancas i0nicas que acontecem com o fendmeno
da DAC, uma vez que o fendmeno se caracteriza pela profunda elevagdo de potassio
extracelular e glutamato, alteragdes de fluxo sanguineo multifasicos, e queda na tensdo de
oxigénio nos tecidos (ENGER et al., 2015). A influéncia da ativacao do receptor de glutamato

sobre a DAC ¢ conhecida, como demonstrado por GUEDES et al. (1988).
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Outro dado interessante ¢ que apesar do OP isoladamente nao ter alterado a velocidade
de propagagao da DAC, quando associado ao exercicio, houve potencializagdo no efeito redutor
do exercicio sobre a excitabilidade cerebral. Alguns autores demonstram mecanismos
moleculares pelos quais essas abordagens atuam de forma sinérgica, como na reducdo da
oxidagdo de proteinas hipocampais e aumento na sintese de Akt e CAMKKI e consequente
otimizacao em vias de sinalizagdo sindptica (WU; YING e GOMEZ-PINILLA 2008).

Ou ainda, a presenga de maiores niveis de sintaxina 3 (STX-3) e subunidade NR2B do
receptor de NMDA, revelando outro possivel mecanismo pelo qual essas duas abordagens
podem interagir e elevar a capacidade de crescimento axonal, plasticidade sinaptica e funcao

cognitiva do cérebro adulto (CHYTROVA; YING; GOMEZ-PINILLA, 2010).
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados obtidos, podemos concluir que sob esta condicdo de duragdo e
dosagem de OP e exercicio fisico forcado em esteira, apesar de ndo terem sido encontradas
diferencas significativas entre os parametros metabolicos pesquisados, houve uma tendéncia de
redugdo do comportamento ansioso vista nos testes de TCA e LCE e uma melhora significativa
na reducdo da velocidade de DAC nos animais exercitados, a qual foi potencializada pela
suplementagao com OP.

E vélido ressaltar a condi¢do limiar mostrada por esse trabalho para obten¢do de
mudancas em aspectos cognitivos e eletrofisioldgicos, visto que o tratamento foi realizado por
curto periodo e com baixa dosagem de 6leo de peixe. As tendéncias na reducdo do
comportamento ansioso com o exercicio fisico e 6leo de peixe, bem como a pequena diferenca
percentual nos resultados eletrofisioldgicos indicam que mudanca na duracdo ou nas doses
utilizadas poderdo ser mais efetivas.

Este € o Unico trabalho com este tipo de abordagem, especificamente sobre faixa etaria
adulta, o que o torna importante dentro do escopo da investigacdo experimental de abordagens
acessiveis e de baixo custo associadas a melhora de fatores de risco e mecanismos
fisiopatologicos de doengas cronicas e mentais, no entanto, mais estudos sdo necessarios para
defini¢do de dose, duragdo, populagdo alvo e mecanismos subjacentes por meio do qual esta

associacdo pode exercer efeitos benéficos sobre o organismo.
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Abstract

There is a high interest to better understand how lifestyle choices can improve memory
functions. Exercise (Ex) and long-chain n—3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) found in fish
oil (Fo) are able to reduce inflammation, to stimulate hippocampal antioxidant defenses, and to
improve memory. The aim of this study is to test whether (Fo) and treadmill (Ex) can improve
the rat performance on memory tasks and optimize hippocampal antioxidant state in an age-
dependent manner. Therefore, young and adults Wistar rats were exercised and received (Fo)
during 4 weeks. Afterwards episodic memory was measured by the recognition of object
identity and spatial location tests, and hippocampal oxidative state was investigated with the
levels of malondialdehyde (MDA), carbonyls content, antioxidant enzymatic activity
(superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx)), and antioxidant
non enzymatic activity (reduced glutathione (GSH) and sulthydryl content). Data show that
(Fo&Ex) adult rats were able to recognize objects shape and placement, however (Fo&EXx)
young rats had impaired spatial recognition (p<0.05). (Fo&Ex) young rats did not have reduced
MDA or protein content, though, either (Fo) or (Ex) reduced MDA (p<0.05) and carbonyl levels
(p<0.01). (Ex) increased SOD (p<0.001) and CAT activities (p<0.05), and (Fo) enhanced SOD
activity (p<0.05). At adulthood, (Ex) increased MDA levels (p<0.05), and (Fo&Ex) reduced
MDA (p<0.001). Lastly, (Ex) and (Fo) improved non-enzymatic antioxidant defense (p<0.05)
only in adult rats. Results support an age-dependent effects of the (Fo) and (Ex) on memory
functions and oxidative state of the hippocampus during either neurodevelopment or adulthood.

Keywords: fish oil, EPA, DHA, treadmill exercise, object recognition, hippocampal oxidative
stress.
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1.0 Introduction

Memory disorders are associated to the malfunctioning of neuroanatomical structures
that are related to the storage, retention and recollection of memories. The prevalence and
complications of memory disorders such as Alzheimer’s disease, Dementia and Parkinson’s
disease represent a worldwide problem. Despite the ongoing research, underlying mechanisms
and preventive lifestyle choices related to these neurodegenerative diseases are still unclear.

Therefore, there is a growing interest to better understand how lifestyle choices and their
underlying mechanisms can improve cognition, memory and brain function to benefit
neurodevelopment, and to prevent or counteract neurodegenerative diseases (Murphy, Dias et
al. 2014, Reijs, Teunissen et al. 2015). The object recognition task allows to separately analyze
different memory processes, such as acquisition, consolidation and retrieval (Prickaerts, Sik et
al. 2005).

Studies in humans (Churchill, Galvez et al. 2002, Murphy, Dias et al. 2014, Sachdeva,
Kumar et al. 2015) and animals (Radak, Kaneko et al. 2001, Rachetti, Arida et al. 2013,
Murphy, Dias et al. 2014) suggest that the effects of long chain omega-3 (n-3) fatty acids and
physical exercise can act on cognition and improve brain function. Since the consumption of
(n-3) PUFA and exercise can be simultaneously present in daily life, the association between
them could indicate that their effects on the brain are complementary (Wu, Ying et al. 2008).

From early fetal life to adulthood, the adequate nutrition is an essential requirement for
morphogenesis of the brain, during this initial period, PUFAs play an important role (Gharami,
Das et al. 2015). The n-3 consumption can benefits brain’s health, these benefits have been
investigated by experimental and epidemiologic studies. Specific features caused by n-3
consumption are associated to hippocampal BDNF elevation, stimulation of mitochondrial

function and reduced oxidative stress (Gomez-Pinilla 2008).
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Experimental designs have been focused on the use of different sources of fish oil
supplementation on injury situations and their effects to minimize oxidative stress in aged mice
(Cutuli, De Bartolo et al. 2014), as well as in young rats (Zugno, Chipindo et al. 2014).
Furthermore, beneficial properties of fish oil can be extended to a better performance of
memory tests in animal models of Alzheimer’s disease (Hashimoto, Tozawa et al. 2011) and
brain injury (Wang, Van et al. 2013).

Likewise, exercise can be useful for both maintaining health and in specific pathological
conditions. In animal studies, exercise can improve cognitive function depending on which life
stage the animal was submitted to the exercise routine (Churchill, Galvez et al. 2002), (Radak,
Kaneko et al. 2001). The underlying mechanisms demonstrated beneficial effects such as
preventing oxidative stress in brain regions of adolescent (Chalimoniuk, Jagsz et al. 2015) and
aging rats (Flores, Martins et al. 2014).

It is also known that beneficial effects provided by the association between fish oil
supplementation and exercise are characterized by enhanced antioxidant defenses that can
prevent deleterious effects of aging (da Silva Pedroza, Lopes et al. 2015). However, depending
on the life stage effects of fish oil supplementation or exercise can be contradictory (Batista-
de-Oliveira, Lopes et al. 2012, Murphy, Dias et al. 2014, Pusceddu, Kelly et al. 2015).

Notwithstanding, evidence show beneficial effects for the use of fish oil coupled with
exercise on oxidative stress and memory, there is still a lack of information about the
appropriate timings to maximize results of this therapeutic approach, as well as the underlying
mechanisms for these effects are still unclear. Therefore, we aimed to investigate whether the
daily supplementation with fish oil coupled with moderate treadmill exercise in both young and
adult rats would influence memory and hippocampal oxidative stress.

2. Materials and methods

2.1 Animals and experimental design
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Wistar rats were used from the colony of the Nutrition Department at the Federal
University of Pernambuco (Brazil). The experimental design followed the recommendations of
the FEthics Committee for Research on Animals (23076.027072/2014-20). These
recommendations were in accordance to the "Principles of Laboratory Animal Care" (National
Institutes of Health, Bethesda, USA). Every effort has been made to minimize animal suffering
and to reduce the number of animals per group.

The animals were randomly distributed, 24 hours after birth, in 9 rats per litter. They
were kept in a room with a temperature of 23 +£ 1 © C and raised in a 12h light / dark cycle
(lights on from 7:00 am to 7:00 pm). After weaning, 21 days-old animals were divided into
cages with 3-4 rats with free access to water and food - standard diet of pellets laboratory
(Presence of Brazil Ltd, Present, Sdo Paulo, Brazil) with 23% of protein.

Either 15, or 90 days-old rats were randomly assigned into 4 different experimental
groups: (1) supplemented with fish oil and exercised (Fo&Ex, n=12 (young) and n = 11 (adult
rats)); (2) supplemented with fish oil and sedentary (Fo&S, n= 12 (young) and n = 11 (adult
rats)); (3) supplemented with vehicle solution and exercised (V&EX, n=12 (young) andn =11
(adult rats)) (4) supplemented with vehicle solution and sedentary (V&S, n=12 (young) and n
=11 (adult rats)). The trial period was 4 weeks.

2.2 Supplementation with fish oil

The daily supplementation was performed by gavage. Rats received a single daily dose
of fish oil (Fo, 85mg/kg/d and 1ml/250g/d) or vehicle solution (V, 1 ml/250g/d) as adapted
from (Rachetti, Arida et al. 2013, da Silva Pedroza, Lopes et al. 2015). The capsules of fish oil
(Sundown®) containing polyunsaturated fatty acids [docosahexaenoic (DHA; 85mg/1g) and
eicosapentaenoic (EPA; 128mg/1g)] were dissolved in Cremophor (Sigma ®) 0.009% then in

distilled water and administered via gavage. To perform the control group, a vehicle solution
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(V) was given with the same amount of Cremophor and distilled water that were used to prepare
the solution provided to supplement the fish oil.

2.3 Treadmill exercise

All exercised rats were placed on the treadmill (Insight EP-131, 0° inclination) following
parameters of moderate exercise that were adapted from previous studies (Batista-de-Oliveira,
Lopes et al. 2012). Briefly, animals were placed 30min/day on the treadmill and the speed was
increased as it follows: Sm/min (first week); 10 m/min (second week) and 15m/min (third and
fourth weeks). The rats in the sedentary group (S) were placed at same time in the apparatus
but it remained off.

The treadmill exercise lasted 4 weeks, it was performed at the same timeframe of the
supplementation with fish oil. Therefore, either from 15 to 45 or 90 to 120 days old, rats were
submitted to the treadmill and supplementation to perform the experimental groups with young
and adult animals, respectively.

2.4 Behavioral analysis

All the behavioral tests were assessed individually at either 46 or 121 days old to perform
the young and adult groups, respectively. Detailed protocols and the rationale for the test
choices provided are discussed elsewhere (Ennaceur and Delacour 1988, Dere, Huston et al.
2005, Viana, Lima et al. 2013).

In the present study, two experiments were designed to test the novelty recognition
paradigm, regarding the object’s novel shape or location. These experiments consist of three
days. In the first day, the rats were placed during five minutes in the open field apparatus to
explore and familiarize itself with the experiment’s environment. The apparatus consisted of a
circular arena with brown walls and an opened top. The floor of the arena is divided into 17
fields which are separated by black lines. In this arena, there are three concentric circles, and it

was located in a sound-attenuated room, with reduced lighting.
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24 and 48 hours later, in the second and third days, each rat was returned to the circular
arena, which now contained two equal objects, made of clear glass. These objects were explored
by each rat during five minutes, and this constituted the trial session. After a fifty-min interval,
the animal returned to the arena to perform a five-min test session, in which the capability of
the rats to recognize novel object’s shape or novel object’s location (dislocated object) was
tested in the second and third day, respectively. Each experiment was recorded by a camera
installed in the room roof. The files were analyzed with the ANY-Maze Software (version 4.99
m) by two previously trained observers, who were “blinded” regarding the previous treatment
of the animal. The videos were analyzed to assess the time spent by the rat to explore each
object. The criteria to define the time spent by the rats were based on the “active exploration”,
when rats were touching the objects with the vibrissae, snout or forepaws, as previous published
(Dere, Huston et al. 2005, Viana, Lima et al. 2013). In the trial session, the preference ratio was
calculated for each animal as being the time spent by the rat in exploring each object/total
exploration time. The trial sessions ensured that rats employed equal time in exploring each of
the two objects, and therefore there was no preference for one of them. Rats that presented in
the trial session a ratio near 0.5, indicating equal exploration of the two objects, were eligible
to realize the test session; otherwise they were discarded.

In each test session, the rats were expected to recognize the familiar object or the familiar
(stationary) position previously presented (in the trial session). The preference ratios for the
familiar and for the novel shape or position (dislocated) were also calculated for these animals,
which would be expected to spend more time actively exploring the objects representing novel
shape or dislocated position in the arena.

The performance was represented by a discrimination index (%) which consisted of the
exploration time for each analyzed criteria (familiar versus novel shape and stationary versus

dislocated position), expressed as a percentage of the total time of exploration. This paradigm
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does not involve the learning of any rule, since it is entirely based on the spontaneous
exploratory behavior of rats towards objects (Ennaceur and Delacour 1988). The objects were
devoid of any ethological meaning, they had never been paired as a reinforcer, and were heavy
enough to prevent being moved by the animal. Because the objects were made with the same
material, the rats could not distinguish them by olfactory cues during the trial session. After
each session, the objects and the apparatus were thoroughly cleaned with 70% ethanol solution.

2.5 Drugs and reagents

All drugs and reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) (Sinc
Pernambuco, Brazil).

2.6 Oxidative Stress Biomarkers

2.6.1 Sample preparation for oxidative stress and antioxidant analyses

Hippocampus from young and adult rats were homogenized in 50 mM-TRIS and 1mM-
EDTA (pH 7.4), with the addition of 1 mM-sodium orthovanadate and 200ug/mL
phenylmethanesulfonyl fluoride. Homogenates were centrifuged at 4000 RPM for 10 min at
4°C and the protein supernatant used for biochemical analyses after the protein content had been
quantified by Bradford method (Bradford 1976) .

2.6.2 Evaluation of Lipid Peroxidation

Lipid peroxidation was evaluated using malondialdehyde (MDA) levels as previously
published (Buege and Aust 1978). Three hundred pg protein was sequentially mixed to 30%
(w/v) Trichloroacetic acid (TCA) and 10 mM-TRIS buffer (pH 7.4). This mixture was
centrifuged at 2500g for 10 min and the supernatant was boiled for 15 min with 0.73% (w/v)
thiobarbituric acid. The pink pigment yielded then was measured at 535 nm absorption at RT
and expressed as nmol/mg protein.

2.6.3 Evaluation of Protein Oxidation
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The protein oxidation was assessed using the procedures highlighted by Reznick and
Packer (1994)(Reznick and Packer 1994). With the samples on ice, 30% (w/v) TCA was added
to the sample and then centrifuged for 14 min at 4000 RPM. The pellet was suspended in 10
mM 2,4dinitrophenylhydrazine and immediately incubated in a dark room for 1h with shake
turned on each 15min. Then the samples were washed and centrifuged three times in an
ethyl/acetate buffer and then final pellet was suspended in 6M guanidine hydrochloride,
incubated for 30 min at 37°C and the absorbance read at 370nm. The results were expressed as
[IM/mg protein.

2.6.4 Measurement of superoxide dismutase (SOD) activity

SOD determination was performed in accordance with the protocol developed by Misra
and Fridovich (1972)(Misra and Fridovich 1972). In brief, 300 ug protein were added to 0.05
M-Carbonate buffer with 0.1 mM-EDTA (pH 10.2). The reaction was started with 150mM-
epinephrine and the SOD activity was determined by adrenaline auto-oxidation inhibition at
30°C. The decrease in absorbance was followed for 1.5 min at 480 nm and the results expressed
as U/mg protein (Misra and Fridovich 1972).

2.6.5 Measurement of Catalase (CAT) activity

The CAT activity was performed as previously described by Aebi (1984)(Aebi 1984).
Briefly, 0.3 M-hydrogen peroxide and 300 pg protein were added to a 50 mM-phosphate buffer
(pH 7.0) at 20° C and the absorption decay was monitored for 3 min at 240nm with the results
expressed as U/mg protein (Aebi 1984).

2.6.6 Measurement of Glutathione-S-transferase (GST) activity

GST activity was measured as described previously by Habig, Pabst (1974) (Habig, Pabst
et al. 1974). Two hundred pg of protein was incubated in a 0.1 M-phosphate buffer (pH 6.5)
containing ImM-EDTA at 30° C and had the assay started with the addition of 1 mM 1-chloro-

2.4-dinitrobenzene and 1 mM-GSH. The formation of 2.4-dinitrophenyl-S-glutathione was
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monitored through the absorbance at 340 nm. One unit of enzymatic activity was defined as the
amount of protein required to catalyze the formation of 1 pmol-2.4-dinitrophenyl-S-glutathione
(Habig, Pabst et al. 1974).

2.6.7 Measurement of reduced glutathione (GSH)

To assess GSH levels, the samples were firstly diluted in a 0.1 M phosphate buffer
containing 5 mM-EDTA (pH 8.0). Then, an aliquot from the diluted sample was incubated with
o-Phthaldialdehyde at room temperature for exactly 15 min. Fluorescence intensities measured
at 420 nm and excitation at 350 nm were compared with a standard curve of known
concentrations of GSH (0.5-10 mM) as previously described (Hissin and Hilf 1976).

2.6.8 Sulthydryl content

To evaluates the levels of sulthydryl we based the assay on the reduction of 5,5'-dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by thiols, generating a yellow derivative (TNB) that absorve
at 412 nm in spectrophotometry (Aksenov and Markesbery 2001). Briefly, at TRIS buffer,
pH7.4, 0.450 mg of homogenate was added in addition to | mM DTNB. This mix was incubated
30 min at room temperature in a dark room. Absorption was measured at 412 nm. The
sulfhydryl content is inversely correlated to oxidative damage to proteins. Results were reported
as mmol TNB/mg protein.

2.7 Statistical analysis

Results are expressed as means + the standard error of the mean (SEM). A two-way
ANOVA test was performed to assess significant differences between the groups. The tests of
significance were recommended based on the results of the tests of normality (Kolmogorov-
Smirnov test). Data were considered as statistically significant for p<0.05. To evaluate
intragroup differences regarding behavioral data, paired t test was used to evaluate significant
differences between the discrimination indexes of the object identity recognition (novel versus

familiar) and object placement (dislocated versus stationary) tasks. All data were plotted and
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the statistical analysis performed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc.,
LaJolla, CA, USA).

3.0 Results

3.1 Behavioral assays

Discrimination indexes (MEAN+SEM) regarding the performance of young and adult
rats on the object identity and placement recognition tests are shown in Figure 1. The intragroup
analysis (paired t-test) demonstrated that young animals had preserved memory for object
identity recognition with a discrimination index above 60% for the novel versus familiar object
(Fo&Ex, 63.3£2.5 versus 36.7£2.5, p< 0.001; Fo&S, 71.3£3.8 versus 28.7+3.8, p<0.001;
V&Ex, 66.0+£4.0 versus 34.0+4.0, p< 0.005 and V&S, 68.7£3.5 versus 31.34£3.5, p<0.001).
Intergroup analysis (two-way ANOVA, p>0.05) did not show any significant differences.

On the other hand, the intragroup comparisons (paired t-test) with the data obtained from
the object placement recognition tests showed a treatment-dependent impairment as judged by
the values of the discrimination index for the dislocated versus stationary object (Fo&Ex,
39.6£2.7 versus 60.4£2.7, p< 0.005; Fo&S, 39.3£3.1 versus 60.7+£3.1, p<0.01). This
impairment was not observed in young rats from the respective control groups (V&Ex, 48.0+3.8
versus 52.0+3.8, p>0.05; V&S, 62.2+2.6 versus 37.8+2.6, p< 0.01). The intragroup analysis
(two-way ANOVA followed by Tukey) for the performance in the object placement recognition
tests showed that fish oil supplementation and treadmill exercise increased the discrimination
indexes related to the recognition of the stationary position, and decreased the indexes related
to the discrimination of the dislocated object (Fo&S versus V&S, p<0.001, and V&Ex versus
V&S, p<0.05). These results are described in Figure 1 A and C.

At adulthood, rats had the ability to recognize the novel and dislocated objects as shown
by the intragroup differences (paired t-tests) of the discrimination indexes for the object identity

recognition (novel versus familiar) and object placement tests (dislocated versus stationary)
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(figure 1). In regards of the object identity recognition, adult rats presented higher values of the
discrimination indexes (MEAN+SEM) for the novel when compared to the familiar object
(Fo&Ex, 69.3£2.9 versus 30.7£2.9, p< 0.001; Fo&S, 72.9£2.9 versus 27.0+£2.9, p<0.001;
V&EXx, 76.0£3.6 versus 24.0£3.6, p< 0.001 and V&S, 75.5+4.26 versus 24.5+4.26, p<0.001).
Similar results were observed for the object placement tasks as judged by the increased
discrimination indexes (MEAN+SEM) for the dislocated as compared to the stationary object
(Fo&Ex, 61.8+2.7 versus 38.242.7, p< 0.01; Fo&S, 64.4+3.1 versus 35.6+3.1, p<0.01; V&Ex,
63.2+3.6 versus 36.8£3.6, p< 0.01 and V&S, 63.9+£3.7 versus 36.1£3.7, p<0.01). Figure 1 B
and D describe these results.

3.2 Oxidative state

In addition to previous data, we observe that in young rats the exercise induces decrease
in lipid peroxidation evaluated by malondialdehyde (MDA) levels (V&S: 37.7 + 8.0 nmol/mg
prot, n=6; V&Ex: 16.1 £ 0.6 nmol/mg prot, n=6, p<0.05) and protein oxidation evaluated by
carbonyls content (V&S: 19.4 &+ 1.7 umol/mg prot, n=6; V&Ex: 14.4 + 0.9 umol/mg prot, n=7,
p<0.01). Moreover, fish oil supplementation decreases lipid peroxidation (V&S: 37.7 + 8.0
nmol/mg prot, n=6; Fo&S: 17.0 £ 2.7 nmol/mg prot, n=6, p<0.01) and protein oxidation (V&S:
19.4 = 1.7 umol/mg prot, n=6; Fo&S: 10.5 = 0.6 umol/mg prot, n=7, p<0.001); however the
association between exercise and fish oil supplementation did not induce a significant
difference. In adult rats, exercise induces a different response, it causes a significant increase
in MDA levels (V&S: 11.3 £ 2.4 nmol/mg prot, n=6; V&Ex: 55.1 £ 8.0 nmol/mg prot, n=6,
p<0.001), on the other hand there was no differences in carbonyl content (V&S: 1.6 + 0.2
umol/mg prot, n=5; V&Ex: 1.4 + 0.2umol/mg prot, n=5, p<0.05). However, when exercise is
associated to fish oil supplementation, we observed a significant decrease in MDA levels

(Fo&S: 15.9 £ 2.8 nmol/mg prot, n=6; Fo&Ex: 1.7 + 0.4 nmol/mg prot, n=6, p<0.001), and in
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regards of protein oxidation (Fo&S: 1.7 = 0.1 pmol/mg prot, n=5; Fo&Ex: 1.1 = 0.1 umol/mg
prot, n=5; p<0.05). These results are described in figure 2.

To better understand effects of the association between exercise and fish oil
supplementation, we evaluated antioxidant defenses, such as enzymatic and non-enzymatic
mechanisms. In young rats, the exercise increases SOD activity (V&S: 31.5 £ 2.9 U/mg prot,
n=8; V&Ex: 46.8 + 1.7 U/mg prot, n=8, p<0.001); in addition, in supplemented rats, exercise
also induces increase in SOD activity (Fo&S: 46.4 = 1.7 U/mg prot, n=8; Fo&Ex: 559 £ 1.3
U/mg prot, n=8, p<0.05). It was interesting to note that fish oil supplementation per se increases
SOD activity in sedentary as well as in exercised rats (V&S: 31.5 = 2.9 U/mg prot, n=8; Fo&S:
46.4 + 1.7 U/mg prot, n=8, p<0.001 and V&Ex: 46.8 = 1.7 U/mg prot, n=8; Fo&Ex: 55.9 + 1.3
U/mg prot, n=8, p<0.05).

Furthermore, in terms of the capacity to convert H202 in H2O by catalase, we observed
that exercise is the only variable that can induce a significant increase. This increase does not
depend on the supplementation with or without fish oil (V&S: 1.0+ 0.1 U/mg prot, n=6; V&EXx:
1.7+ 0.1 U/mg prot, n=7, p<0.01, and Fo&S: 0.9 + 0.1 U/mg prot, n=6; Fo&Ex: 1.6 + 0.3 U/mg
prot, n=6, p<0.05). However, in regards to glutathione-S-Transferase, neither exercise, nor fish
oil supplementation induce differences in GST activity. In adult rats, the antioxidant defense
had a different response than observed in young rats, either exercise or fish oil supplementation
were able to induces differences in SOD, CAT or GST activity. All the data of SOD, CAT and
GST are described in figure 3.

Since the antioxidant defense is constituted by enzymatic and non-enzymatic
mechanisms, we also investigated non-enzymatic mechanisms. GSH is an important non-
enzymatic antioxidant that can be found in mammalian cells. In the reduced state, the thiol
group of cysteine present in GSH is able to donate a reducing equivalent to unstable molecules,

such as reactive oxygen species, that can decrease the toxicity of the unstable molecules. Young
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rats did not present any significant differences among the groups. Moreover, when we evaluate
the sulfhydryl content in samples from young rats we also did not observe any difference.

On the other hand, in adult rats we observed that fish oil supplementation associated to
exercise can increase GSH levels in a significant manner (Fo&S: 4.5 = 0.5 uM/mg prot, n=5;
Fo&Ex: 8.5 £ 1.1 uM/mg prot, n=6, p<0.05). The same effect was observed in the Sulthydryl
content (Fo&S: 0.1 £ 0.01 mM/mg prot, n=6; Fo&Ex: 0.26 + 0.04 mM/mg prot, n=5, p<0.05).
Similar results (figure 4) were also observed when we compared exercised supplemented with
fish oil to exercised animals that received vehicle (GSH levels V&Ex: 4.1 + 0.2 uM/mg prot,
n=5; Fo&Ex: 8.5 = 1.1 uM/mg prot, n=6, p<0.01 and Sulthydryl content V&Ex: 0.1 = 0.02
mM/mg prot, n=6; Fo&Ex: 0.26 = 0.04 mM/mg prot, n=5, p<0.05).

4.0 Discussion

Fish oil intake coupled with treadmill exercise has been associated to improvements on
rat performance in different memory tasks. Evidence show that these improvements on brain
function can be long-lasting. The improvements depend on the memory task that is performed
(Rachetti, Arida et al. 2013).

Our data suggests that fish oil supplementation changes the rat performance on the task
of placement recognition in an age-dependent manner. In fact, young rats that received fish oil
during the brain critical development period had reduced ability to recognize the novel object
placement as compared to the performance of the respective controls. Since, depending on the
life stage, effects of fish oil supplementation can be contradictory, the present data highlight
the need to better understand the relationship between: (1) the dose and volume of fish oil
supplementation, (2) the combination between (Fo) and moderate exercise, (3) and most
importantly an appropriate timing for this intervention.

Similarly to the present data, previous findings show that PUFAs and exercise have been

implicated in enhancing cognition and memory functions in healthy, adult rodents (Murphy,
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Dias et al. 2014). These authors reviewed a variety of data demonstrating a strong and
influential relationship between dietary intervention with PUFAs, exercise, and brain function.
Besides these previous findings in adult rodents, there are published data showing that the
perinatal supplementation with essential fatty acids improved hippocampal development in the
offspring, only when the dam received the enriched diet also during pregnancy (Niculescu,
Lupu et al. 2011). Herein, we observed an impairment to recognize the novel object placement
when young rats received fish oil during the brain critical development period. Present and
previous data highlight the importance of the appropriate timings for this lifestyle intervention
to maximize results on memory functions (Niculescu, Lupu et al. 2011, Murphy, Dias et al.
2014).

Fish oil is a reliable source of (LC-PUFAs). Theses lipids have important hole in one’s
health state; they are considered essential because mammals are not able to produce them,
therefore LC-PUFAs have to be obtained by dietetic sources (Yehuda, Rabinovitz et al. 2005).
On the other hand, there are challenges to reach the daily standard LC-PUFA recommendations
through dietetic sources, and to achieve beneficial effects on health care. Therefore, the
supplementation with fish oil as well as with other dietetic sources of LC-PUFA has grown
exponentially either prescribed by several physicians and nutritionists; or by the use from the
general population without an acknowledgement from a health care professional. In fact, the
use of LC-PUFA has been pointed out in a variety of acute and chronic inflammatory settings
(Calder 2006). However, experimental and clinical data about LC-PUFA underlying
mechanisms and clinical efficacy are still weak in some settings (Murphy, Dias et al. 2014).

Experimental data shows that LC-PUFA and treadmill exercise underlying mechanisms
on heart metabolism are related to enhancement of antioxidant defenses (da Silva Pedroza,

Lopes et al. 2015). On the other hand, clinical trials describe LC-PUFA benefits by reducing
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the time to fatigue, increased grip strength, and decreased use of nonsteroidal antiinflammatory
drugs (Calder 2006).

Similarly to the age-dependent effects of fish oil and exercise on the rat behavior, we
observed that this intervention affected hippocampal oxidative stress also depending on the life
stage. The present data demonstrated that fish oil supplementation or exercise reduced lipid
peroxidation and protein content as judged by the amount of MDA and carbonyl content in
young rats. On the other hand, if fish oil was associated to exercise, there was a significant
reduction in MDA and protein content in adult rats. In regards of the antioxidant defenses, while
exercise increased SOD and CAT activity in young rats, fish oil supplementation only increased
SOD activity. In adult rats, we observed that the fish oil and exercise improved non-enzymatic
antioxidant defenses because of the increased activity of GSH and sulfthydryl content.

We believe that there is a timing-related association between the behavioral data and the
changes on hippocampal defenses as judged by the present results. According to recently
published data diet coupled with exercise are key modulators of brain structure and function.
Together, diet and exercise can influence multiple aspects of brain plasticity, such as
neurodevelopment, neurotrophins, neurogenesis, synaptogenesis, and ultimate activity at the
brain network level (Murphy, Dias et al. 2014).

In conclusion, we present relevant findings with the effects of fish oil supplementation
and treadmill exercise on memory function and hippocampal oxidative state. These findings are
highlighting a timing-related effect of this low-cost and suitable lifestyle intervention.
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Figure captions

Figure 1. Object identity (A, B) and placement recognition (C, D) tests. The discrimination
indexes with the performance of young and adult rats under different experimental conditions are
presented in the left (A and C) and right (B and D) panels, respectively. *p< 0.05 or **p< 0.001 indicate
intergroup significant difference (two-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test, V&S versus
Fo&S, V&S versus V&Ex and V&S versus FO&EX); #p< 0.001, ##p= 0.001 or ###p< 0.0001 indicate
intragroup significant difference (paired t-test). V&S: sedentary supplemented with vehicle solution;
V&EXx: exercised supplemented with vehicle solution; Fo&S: sedentary supplemented with fish oil;
Fo&Ex: exercised supplemented with fish oil.

Figure 2. Oxidative stress biomarkers. Evaluation of lipid peroxidation and protein oxidation in
hippocampus from young and adult rats under different treatment (fish oil and/or exercise) and control.
A) MDA levels in young rats; B) MDA levels in adult rats; C) Carbonyls content in young rats; D)
Carbonyls content in adult rats. Values are presented as mean = SEM. Asterisks indicate significant
difference (two-way ANOVA, *p <0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Figure 3. Enzymatic antioxidant defense. Evaluation of enzymatic defense in hippocampus from
young and adult rats under different treatment (fish oil and/or exercise) and control. A) SOD activity in
young rats; B) SOD activity in adult rats; C) Catalase activity in young rats; D) Catalase activity in
adult rats; E) GST activity in young rats; D) GST activity in adult rats. Values are presented as mean +
SEM. Asterisks indicate significant difference(two-way ANOVA, *p <0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Figure 4. Non-enzymatic antioxidant defense. Evaluation of non-enzymatic antioxidant defense
in hippocampus from young and adult rats under different treatment (fish oil and/or exercise) and
control. A) GSH concentration in young rats; B) GSH concentration in adult rats; C) Sulfhydryl content
in young rats; D) Sulthydryl content in adult rats. Values are presented as mean + SEM. Asterisks

indicate significant difference intragroup (two-way ANOVA, *p <0.05; **p<0.01).
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