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RESUMO

A semente de linhaga possui uma alta concentragcdo de 6mega-3, e seu consumo
associado a um ambiente enriquecido pode promover resultados distintos sobre uma
lesdo hipoxica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito neuroprotetor de uma
dieta a base de 6mega-3 com o enriquecimento ambiental em uma lesdo cerebral de
ratos neonatos. Setenta e dois ratos neonatos, Wistar, foram divididos em 12 grupos
(n=3) formados pela combinagdo dos fatores: Dieta (Linhaga, Controle, Controle
Modificado), Hipoxia (com e sem) e Enriqguecimento Ambiental (com e sem). Com
até 2 horas apés o nascimento, metade dos animais foram exposto ao N, 99,9% por
20 minutos para a realizagédo da hipoxia, em seguida os animais retornaram a suas
maes. Do primeiro ao segundo més de vida, foram formados todos os grupos citados
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anteriormente. Todos os animais foram mantidos em temperatura controlada (22°C),
gaiolas coletivas (n=3) e ciclo claro/escuro de 12h, recebendo ragcdo e agua ad
libitum, com excec¢éo do grupo dietético caseina modificada que ficou em pairfeeding
com o grupo dietético linhaca. Apds 2 meses foi realizado 4 dias de testes no
Labirinto Aquético de Morris. Ao findar os testes, os animais foram sacrificados e
seus cérebros retirados para calcular o peso cerebral relativo. O leite de ratas
alimentadas com linhagca mostrou uma maior quantidade de 6mega-3. Apenas a
linhaca pareceu ser papel crucial no aumento do peso cerebral relativo, sugerindo
maior agregacdo desses &cidos graxos no sistema nervoso. Os resultados dos
testes sugeriram que uma dieta a base de linhaca pode aumentar o fator
neuroprotetor apresentado pelo enriquecimento ambiental.

Palavras-chave: Linhaca, hipdxia, enriquecimento ambiental, cérebro, ratos.

ABSTRACT
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Flaxseed has a high content of n-3 fatty acids and its intake associated with an
environmental enrichment may promote distinct results upon hypoxic brain injury.
This work aimed to evaluating the neuroprotective effect of a diet based in n-3 with
an enriched environmental in the neonatal rat brain injury. Seventy-two Wistar
neonatal rats were divided into 12 groups (n=3) formed by the combination of factors:
Diet (Flaxseed, Control and Modified Control), Hypoxic (with or without) and
Environmental Enrichment (with or without). Within 2 hours after birth, half the
animals were exposed to 99,9% N, for 20 min and then returned to its mothers. From
one to two months of life, was formed all the groups mentioned above. All animals
were kept under controlled temperature (22°C), collective cages (n=3) and dark/light
cycle (12h), receiving chow and water ad libitum, except for the casein modified diets
groups, which were pair feed with flaxseed diet groups. After 2 months was carried
out 4 days of Water Maze tests. Finishing the tests, animals were sacrificed and their
brains were obtained in order to calculate the relative brain weight. The milk of rats
fed flaxseed chow showed a higher amount of n-3. Only flaxseed seems to have a
crucial role in brain weight increasing, suggesting higher aggregation of fatty acids in
nervous system. The results on tests suggest that a diet based on flaxseed can
increase the effect neuroprotective of environmental enrichment.

Key-words: Flaxseed, hypoxic, environmental enrichment, brain, rats.
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1 INTRODUCAO

A Hipoxia € uma deficiéncia de oxigénio nos tecidos organicos. Pode ser
causada por uma alteracdo em qualquer mecanismo de transporte de oxigénio,
desde as vias superiores até os tecidos (COTRAN, KUMAR & ROBBINS,1996).
Quando a hipdxia ocorre durante o parto, denominamos de Asfixia Perinatal (AP),
gue é um evento grave e possui uma incidéncia de 2 a 4 para cada mil nascidos
vivos. A Organizacdo Mundial da Saude estima que dos 5 milhdes de O6bitos
neonatais/ano no mundo, 19% sao conseqlentes a essa lesdo (COSTELLO, 1994).
No Brasil, segundo Franca & Lanksy (2009), a AP, dentro das afec¢des perinatais, é
responsavel por 14,3% dos obitos.

Dependendo das caracteristicas do acometimento inicial, as consequéncias
no sistema nervoso, variam entre a perda neuronal restrita, com danos menores, a
isquemia cerebral extensa, com sequelas que podem chegar a morte cerebral
(ZINAIDA & FERRIERO, 2001).

Para um desenvolvimento fetal e pos-natal normais, todos o0s nutrientes sao
importantes, entretanto, alguns deles tém importancia particular em determinados
periodos do desenvolvimento do cérebro de mamiferos, como, por exemplo, 0s
lipideos (GEORGIEFF et al., 2001). Os lipideos formam aproximadamente 60% da
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massa do tecido cerebral e por sua vez, sdo constituidos em grande proporcdo por
acidos graxos (AG) (TURATTI et al., 2002).

Os AG desempenham papel essencial na fisiologia do cérebro e da retina
(SIMOPOULOS & BAZAN, 2009). O ser humano, assim como os demais mamiferos,
sdo capazes de sintetizar certos AG, porém essa capacidade é limitada quando se
trata de acidos graxos poliinsaturados (AGPI). Por esta razdo, esses, sdo chamados
de acidos graxos essenciais (AGE) e precisam ser consumidos como parte da dieta.
Como exemplo, o dmega-3 e 6mega-6 (HONSTRA, 2001).
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O teor de 6mega-3 na semente de linhaga é maior do que em qualquer outra
oleaginosa (BRANCA & LORENZETTI, 2005). O interesse pela semente vem
aumentando devido a seus efeitos fisiologicos favoraveis ao organismo, como por
exemplo, a reducédo do colesterol total e LDL, reducdo do risco de cancer, diabetes
entre outros (HARRIS, 1999 e TZANG et al., 2009).

O desenvolvimento normal do cérebro também est4 associado a estimulos
ambientais, e devido ao cérebro imaturo ser capaz de responder a esses estimulos
(MEANEY & AITKEN, 1985), tem sido levantado a possibilidade desta estimulagéo
proteger o cérebro de um neonato submetido a hipéxia. Na década de 1960, foi
mostrado pela primeira vez que o0 enriquecimento ambiental (EA) melhora a
recuperacdo funcional apos lesdes cerebrais. As denomina¢des de um ambiente
enriquecido e condi¢des habitacionais enriquecidas foram originalmente adaptadas
pelas pesquisas de Hebb (HEBB, 1947, 1949). Trata-se de uma estimulagéo
envolvendo a combinacdo de um aumento da integracdo social, exercicio fisico e
continua exposicdo a tarefas de aprendizado, que produz efeitos interessantes na
melhora das atividades cognitivas e motoras (KRENCH, ROSENZWEIG &
BENNETT, 1960; PUURUNEN & SIVENIUS, 2002).

Considerando que a hipdéxia neonatal pode causar lesbes irreversiveis no
cérebro afetando seu desenvolvimento; que uma dieta a base de 6mega-3 na fase
de gestacdo, lactacdo e infancia desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento cerebral e que o enriquecimento ambiental estd associado a
maturacdo de é&reas cerebrais, este trabalho objetivou avaliar o efeito de uma
alimentacdo a base de semente de linhaca somada a exposicdo a um ambiente

enriquecido, de ratos neonatos acometidos pela hipdxia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HIPOXIA

A hipéxia pré e perinatal € o principal contribuidor da morbidade e mortalidade
dos recém nascidos e criancas (VANNUCCI, 1990), podendo ser causada por
diferentes fatores de origem materna, placentaria, fetal, ou durante o trabalho de
parto. Tais fatores reduzem o intercambio de oxigénio materno a criancga,
conduzindo-a, freqiientemente, ao retardo mental, as apreensdes e as disfuncdes
motoras. A patogenia dessa injuria € complexa e vai desde eventos toxicos
relacionados tais como deplecdo de energia, liberacdo de amino acidos excitatorios,
liberacdo de espécie reativa de oxigénio e a iniciacdo da apoptose, a qual ocorre
simultaneamente e contribui para a disfuncdo e a morte celular (MCDONALD &
JOHNSTON, 1990). As cascatas subjacentes desses eventos sao similares aquelas
para o curso do Sistema Nervoso Central (SNC) maduro, mas a extensdo a qual
estes eventos afetam o cérebro lesado, entretanto, é influenciada profundamente
pela idade. A susceptibilidade do SNC imaturo a hipéxia é pela maior parte,
dependente do estado temporal e regional do processo de desenvolvimento critico,
isto é, proliferacdo, migracao, diferenciacdo, mielinizacdo assim como na regulacéo
do fluxo e do metabolismo cerebral do sangue. A abordagem precoce é de extrema
importancia, porque as sequelas podem ser variadas, dependendo da extenséo do
acometimento, da tolerancia do recém-nascido a hipoxia e do desenvolvimento
maturacional (BEILHARZ, WILLIAMS & DRAGUNOW et al., 1995).

Nos mamiferos em geral, o desenvolvimento cerebral tem inicio na
embriogénese e continua durante um periodo relativamente curto de vida pés-natal
(ZOMIGNANI et al., 2009). Nesse periodo o cérebro é especialmente vulneravel a
qualquer agressado em funcdo de ser a fase na qual os processos implicados no

desenvolvimento cerebral ocorrem com maior rapidez. Dentre eles, merece destaque
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a hiperplasia e hipertrofia do tecido nervoso, a mielinizagdo e a organizacdo das
sinapses (ALMEIDA et al., 2002), particularmente no sistema visual e hipocampo
(SALIBA & MARRET, 2001).

A Encefalopatia Hipéxico Isquémica (EHI) esta intimamente relacionada a AP.
Qualquer processo mérbido que envolva a presenca de hipdxia, isquemia e acidose
perinatal, pode desencadear uma cascata de alteragdes que culmina na lesédo do
SNC (MARGOTTO, 2002). Nas ultimas duas décadas, as pesquisas experimentais
feitas com o cérebro de cobaia trouxeram grande avanco aos conhecimentos da
fisiopatologia da EHI, como a descoberta da morte neuronal tardia, mediada por
liberacdo de radicais livres e agentes pré-inflamatérios. Essas descobertas apontam
para a possibilidade de tratamentos mais efetivos e preventivos da hipdxia neonatal.
(Almeida et al., 2002; MORGANE et al. 1993 e 2002).

2.2 ACIDOS GRAXOS

Os componentes lipidicos, especialmente os acidos graxos, estdo presentes
nas mais diversas formas de vida, desempenhando importantes funcdes na
estrutura das membranas celulares e nos processos metabdlicos (YEHUDA, et al.,
2002). Sua composicao nos alimentos € de grande importancia, principalmente os
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) das familias 6mega-3 (n-3) e 6Gmega-6 (n-6),
aos gquais se atribuem numerosos beneficios ao organismo humano. A familia n-3
compreende AGPI alfa-linolénico (ALA), do qual por alongamento e dessaturacao
sdo gerados os &cidos eicosapentandico (EPA) e docosahexaendico (DHA). A
familia n-6 compreende o &cido AGPI linoléico (LA), que pode originar o acido
aracdonico (AA) (figura 1) (BELDA & POURCHET-CAMPOS, 1991).
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AGPI

! \

e X

Omega-3 Omega-6

ALA 18:2 LA 183

EPA20:5 AA 20:4
AGPI-CL — Acido Eicosapentaendico Acido Aracdénico

DHA22:6

Acido Docosahexaendico

DPA 22:5

Acido Docosapentaen dico

Figura 1. Conversdo de &cidos graxos poliinsaturados (AGPI), &cido alfa-linolénico (ALA) e
acido linoléico (LA) em acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL) da familia
6mega-3 e 6mega-6.

Em humanos os &cidos graxos LA e ALA, sdo necessarios para manter sob
condicBes normais, as membranas celulares, as fungdes cerebrais e a transmissao
de impulsos nervosos. Esses acidos graxos também participam da transferéncia do
oxigénio atmosférico para o plasma sanglineo, da sintese da hemoglobina e da
divisdo celular, sendo denominados essenciais por ndo serem sintetizados pelo
organismo (YEHUDA, et al., 2002; YOUDIM, et al., 2000). Apresentam, também,
efeitos hipocolesterolémicos e reduzem os niveis de LDL através de modificacfes na
composi¢do das membranas celulares e das lipoproteinas, além de induzir o
aumento das excrec¢des biliar e fecal do colesterol, reduzindo a sintese de VLDL no
figado (BRITISH NUTRITION FOUNDATIONS, 1994). Sédo precursores de um
conjunto de substancias com atividades fisioldgicas e farmacolégicas denominadas
eicosandides, que abrangem as tromboxanas, prostaglandinas (que possuem efeitos
hipotensores, inibem a agregacao plaguetaria e aumentam o HDL) e leucotrienos. O
equilibrio entre a producéo de prostaglandinas e tromboxanas inibe o aparecimento
de doencas cardiovasculares (MIYASAKA & PROCOPIO, 2002; TURATI, GOMES &
ATHIE, 2002).
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Os AGPI das familias n-6 e n-3 tém sido alvo de indmeros estudos nas
ultimas décadas, os quais esclareceram muitas das fun¢des no organismo humano e
as reacoes envolvidas na sua formacéo a partir dos acidos linoléico e alfa-linolénico.
Esses estudos, também tém destacado a importancia da ingestdo dos AGPI, na fase
gestacional (HORNSTRA, 2000; SANDERS, 1999), nos primeiros meses apds o
nascimento (HORNSTRA, 2000; SANGIOVANNI et al., 2000; UAUY et al., 2001), na
terceira idade (ALBERTAZZI & COUPLAND, 2002; YEHUDA et al.,, 2002 ) e em
diversas doencas (YEHUDA et al.,, 2002; YOUDIM et al., 2000), principalmente
degenerativas (MARTIN et al., 2006), atualmente denominadas Doencas Crbnicas
nao-Transmissiveis. Os resultados de pesquisas vém confirmando que um aumento
na ingestdo de AGPI n-3 reduz a taxa total de colesterol no sangue (HARRIS, 1999),
diminui o risco de doencas cardiacas (STEFFENS, 1997), artrite reumatdide
(KROMANN & GREEN, 1980), reduz fatores bioquimicos relacionados com o cancer
(KIMURA et al., 2001), psoriase (MAYSER et al.,1997) e infertilidade (CONQUER et
al., 2000).

Alimentos relevantes contendo n-3 sdo, além de peixes, alguns O0leos
vegetais. Os primeiros fornecem DHA e EPA, enquanto os segundos possuem ALA.
O ALA é encontrado no cloroplasto de folhas de vegetais verdes, tais como o
espinafre, e em sementes de linhaca, nozes e outros. J&a as principais fontes de n-6
sdo os oleos de milho, girassol e soja, além de carne vermelha em geral (BENATTI
et al., 2004).

2.2.1 Acidos Graxos e Neurodesenvolvimento

Os acidos graxos da membrana celular sdo compostos de 21% a 36% de
AGPI. O sistema nervoso € o 6rgdo com a segunda maior concentracdo de lipidios,
s6 sendo ultrapassado pelo tecido adiposo (BENATTI et al., 2004). O conhecimento
da importancia dos AGPI, principalmente DHA e AA, no neurodesenvolvimento, foi
originalmente obtido a partir de estudos com animais. Eles representam o0s
componentes principais, cuja importancia para o desenvolvimento do SNC inclui
participagdo sobre seu crescimento, funcdo e integridade (YOUDIM et al.,2000).
Estes acidos sdo encontrados em altas concentracbes no leite materno, sendo
rapidamente acrescidos no cérebro durante o primeiro ano pds-natal em humanos
lactentes, assim como também nos primeiros 30 dias pds-natal em ratos (BELKIND-

GERSON et al., 2008). Por isso, sdo importantes durante a gravidez e infancia
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sendo considerados essenciais para o desenvolvimento fetal do cérebro (AUESTAD,
2003). Assim, os dois periodos mais criticos para sua aquisicdo ocorrem durante o
desenvolvimento fetal e ap6s o0 nascimento, até que o desenvolvimento bioquimico
do cérebro e da retina seja concluido. Desta forma, durante a gravidez, a mae
mobiliza DHA e AA para garantir o desenvolvimento cerebral do feto, continuando a
fornecé-lo através do leite materno apos o nascimento (CONNOR, 2000 ;
SIMOPOULOS & BAZAN, 2009).

Estudos mostram que a nutricdo intra-uterina (BARKER, 1994) e pOs-
natal (MOURA, et al., 2002) podem influenciar na ocorréncia de risco para doencas
cronicas no adulto, sugerindo que o inicio da nutricdo tem um efeito marcante em
idades mais avancadas da vida. Desta forma, uma apropriada oferta no periodo pré
e pos-natal destes acidos € essencial para o desenvolvimento fetal e neonatal
normais (INNIS, 1991; MAKRIDES, NEUMANN & GIBSON, 1996), os quais vao
permitir uma funcdo neuroldgica (CARLSON, 1996; MAKRIDES, NEUMANN &
GIBSON, 1996), aprendizado e comportamento adequados (WAINWRIGH, 1992).

Dentro do sistema nervoso central, os fosfolipidios constituidos de n-3 e n-6
tém funcbes importantes na propagacdo do sinal neuronal, assim como na
integridade e fluidez da membrana celular nervosa. Estes papéis permitem o
posicionamento e funcionalidade de proteinas tais como receptores de
neurotransmissores e proteinas quinases, ambos vitais para sistemas celulares
sinalizadores. O equilibrio correto de n-3 e n-6 nos fosfolipidios é essencial para a
homeostase da funcao neuronal (YOUNG & MARTIN, 2003).

Os AG possuem importancias especificas durante a vida fetal, quando os
processos de desenvolvimento do cérebro e organogénese tém um intervalo limitado
de tempo. A analise de AG dos lipideos totais do tecido cerebral fetal tem mostrado
que, durante o ultimo trimestre da gravidez, o aumento quantitativo do total de
acidos graxos n-3 e n-6 aumenta progressivamente conforme a gestagéo progride.
No tecido do figado fetal, tem sido observado um aumento linear, indicando uma alta
demanda por esses acidos graxos durante o desenvolvimento intrauterino (Al, 2000).

O DHA sozinho € reconhecido pelos seus efeitos em funcdes cerebrais,
humor e comportamento. Ele é um dos “blocos de constru¢gao” do crescimento e
desenvolvimento cerebral (KLIMASZEWSKI, 2000) — as membranas celulares do
cérebro séo altamente enriquecidas com DHA (FEDOROVA & SALEM, 2006). Este

acido graxo é incorporado em grandes quantidades nos lipidios estruturais durante o
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desenvolvimento do sistema nervoso central, de forma que um acumulo deficiente
do mesmo durante o desenvolvimento tem sido relacionado com anormalidades
comportamentais (CARLSON, 2001; FEDOROVA & SALEM, 2006; HAMAZAKI,
1999; KALMIJN et al., 1997; YOUNG & MARTIN, 2003;).

2.3 SEMENTE DE LINHACA

Com o nome botanico de Linum usitatissimum da familia Linaceae, a semente
de linhaca tem obtido uma atencdo maior nos ultimos anos. As sementes vém do
linho, uma planta de flor azul (figura 2), que € nativo da regido do Mediterraneo e no
leste da india e tém sido usadas na culinaria por milhares de anos, mas so

recentemente seus beneficios na saude foram compreendidos (FERREL,2009).

Figura 2. Plantagdo de linho

E considerada um alimento funcional, ou seja, que contém, além de suas
propriedades nutricionais, varias substéncias que parecem agir contra alguma
doenca. Est4 se tornando uma alternativa popular ao tratamento farmacolégico por
promover beneficios na saude e/ou reduzir o risco de doengas crbénicas (BASSETT,
2009). Foi, inicialmente, muito utilizada pela industria téxtil devido a seu alto
conteudo de fibras, e hoje ja podemos observar inUmeros produtos alimenticios com
a semente em sua composicdo, como por exemplo: massas, paes, barras de
cereais, waffles, etc. S&o também comercializados suas sementes inteiras, moidas
e 0 6leo da sua semente (Figura 3) (KLIMASZEW SKI,2000).
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Figura 3. Formas de comercializacdo da semente de linhaca. (A) semente inteira, (B) farinha,
através da moagem da semente, (C) 6leo e (D) 6leo em capsulas.

A semente de linhaca é rica em proteina, lipideos e fibras dietéticas. Sua
composicao centesimal mostrou cerca de 41% de lipideos, 28% de fibras, 21% de
proteina, 4% de residuos e 6% de hidratos de carbono distribuidos entre &cidos
fenodlicos, aclcares, lignano e hemicelulose. Cem gramas de linhaga contém 396
Kcal, distribuidas em 109 Kcal de proteinas, e 287 Kcal de lipideos, o que
corresponde a 30,9 g de lipideos e 24,40 g de proteinas a cada 100 gramas
(ZHENG, 2005).

Inimeras pesquisas vém sendo feitas e jA podemos relacionar a sua
utilizac@o para ajudar a combater varias patologias e desordens, incluindo: redugéo
do lipideo sérico (LOWRY, 2009; OOMAH & MAZZA, 2000; PACHECO, 2008; PAN
et al., 2009; RIEDIGER et al., 2008; ZANG, 2008), protecdo contra doencas
cardiacas (BASSET, 2009, CARDOZO, 2009), protecdo contra alguns tipos de
cancer (CHEN, 2009), reducdo dos sintomas do climatério (BRANCA &
LORENZETTI, 2005; CLAPAUCH et al., 2002), diminuicdo do tecido adiposo
subcutéaneo (SILVA, 2009), desordens neuroldgicas (HU, YUAN & KITTS, 2007)

entre outros, oferecendo beneficios potenciais a saude (THOMPSON et al., 1996).

2.3.1 A semente de linhaca como fonte de acidos graxos

Dentre os acidos graxos encontrados na semente de linhaca, as gorduras
saturadas apresentam 9% de acidos totais, as monoinsaturadas sdo 18% e as
poliinsaturadas representam, aproximadamente, 73% dos acidos graxos totais
(quadro 1) (WEISENFELD, 2003). O n-3 constitui aproximadamente 57% dos &cidos
totais desta semente, fazendo-lhe a principal fonte vegetal de acido graxo 6mega-3
existente na Natureza (OOMAH & MAZZA, 1995). Outro acido essencial presente
nesta semente é n-6 que constitui aproximadamente 16% dos acidos graxos totais,
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constituindo uma melhor relacdo de Omega-3/6mega-6 em fontes vegetais
(WISENFELD, 2003).

Quadro 1. Composicao de gorduras da semente de linhaca.

TIPOS DE GORDURAS % TOTAL DE GORDURAS
Gorduras Insaturadas 9%
Gorduras Monoinsaturadas 18%

Omega-3 -- 57%
Gorduras Polinsaturadas —
Omega-6 -- 16%

Fonte: TURATTI, 2002.

O n-3 converte-se in vivo em dois metabdlicos principais, acido
eicosapentaenoico (EPA) e o &cido docosahexaenoico (DHA) apds elongacao e
dessaturacdo de suas cadeias. Da mesma forma, o n-6 converte-se em acido
aracdoénico (AA). Esses trés metabdlitos finais (EPA, DHA e AA) é que conferem a

semente de linhacga as propriedades funcionais atribuidas a ela (PRASAD, 2005).

2.4 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

No que se refere aos mamiferos e as aves, as pressdes cotidianas
enfrentadas pelos individuos sdo tdo diferenciadas, que seria impossivel, por
mecanismos de selecdo natural, o pré-estabelecimento de um repertério
comportamental adaptativo e completo capaz de garantir a sobrevivéncia e a
reproducdo. Parece que a selecdo natural favoreceu a plasticidade cognitiva e
comportamental, tornando os individuos funcionalmente adaptados as contingéncias
ambientais que enfrentam durante o desenvolvimento ontogenético. Este
pressuposto leva as deducbes de que a experiéncia interfere sobre o
comportamento futuro e de que a variabilidade nos tipos de situacdes enfrentadas
por animais, incluindo-se os humanos, acarreta diferencas psicolégicas intra e
interespecificas. De fato, as experiéncias precoces de um animal podem influenciar
seu comportamento adulto em uma série de tarefas; por exemplo, ratos criados em

ambientes grandes e complexos apresentam habilidades superiores de resolucéo de
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problemas do que aqueles criados em condi¢cdes mais restritas (ROSENZWEIG,
1966).

Neste sentido, os animais ndo sdo passivos em relacdo as pressdes do
ambiente. De qualquer modo, tais pressdes fazem parte dos fatores determinantes
do comportamento, principalmente do periodo do nascimento até o inicio da vida
adulta, quando o sistema nervoso parece mais sensivel a adaptacdo as pressodes
ambientais. Por esta razdo, as pesquisas sobre o enriquecimento ambiental
frequentemente tém sido focadas no sentido de investigar os impactos de diferentes
condicbes ambientais de criagdo sobre a organizagdo comportamental e/ou do
sistema nervoso dos animais estudados (FERNANDEZ-TERUEL et al.,2002, NAKA
et al.,2002).

O ambiente enriquecido normalmente contém: a) objetos, que o0s autores
chamam de brinquedos, que serviriam para manipulagéo pelos animais (PRUSKY,
REIDEL & DOUGLAS, 2000); b) tuneis e abrigos, que serviriam como "locais
seguros” para descanso, locomocao, alimentacao e interagdes sociais (CHAMOVE,
1989; CLARK e GALEF , 1977; ZIMMERMANN et al., 2001); rampas de acesso, ou
objetos equivalentes, que serviriam para locomocao tridimensional (ver CHAMOVE,
1989); e rodas de atividade (figura 4). Além disto: a) as caixas-viveiro tém tamanhos
diferentes em diferentes estudos; b) os brinquedos podem ser ciclicamente
substituidos ou mantidos durante todo o periodo em que o0s animais estdo sob
investigacdo; c) a quantidade e os "tipos" de brinquedos podem variar, apesar de
que eles normalmente ndo sdo bem descritos na literatura; d) os tlneis e abrigos
apresentados tém diferentes formas e tamanhos em diferentes estudos; e as rodas
de atividade podem ter diferentes diametros, larguras e ainda exigir diferentes

intensidades de forca para se movimentarem.

AR T ,mx\g
a - A B
|L % | \/ @ w D>

Figura 4. Diferencas entre: (A) gaiola padréo e (B) gaiola para enriqguecimento ambiental.
Fonte: modificado de VAN PRAAG et al., 2000
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Segundo SHEPHERDSON (1998), o enriquecimento ambiental € um principio
no manejo animal que procura ampliar a qualidade de vida através da identificacéo e
fornecimento de estimulos ambientais necessarios para alcancar o bem-estar
psiquico e fisiologico, estimulando comportamentos tipicos da espécie, reduzindo
estresse e tornando o ambiente cativo mais complexo e diverso.

A diminuicdo de distarbios comportamentais, reducdo de intervencdes
clinicas, diminuicdo da mortalidade e aumento de taxas reprodutivas, sdo também
alguns beneficios do enriquecimento ambiental. Aspectos estruturais do ambiente
podem influenciar pardmetros fisiolégicos e o0 comportamento dos animais
(CARLSTEAD & SHEPHERDSON, 2000).

A exposicdo de ratos criados em grupo a ambientes enriquecidos com
escadas, rodas de atividade, caixas, plataformas e outros tipos mais de estimulos
resulta em aumento do peso cerebral. Em especial, os ratos criados em ambientes
enriquecidos desenvolvem mais massa cortical do que seus irm&os criados em
ambientes pobres - isto €, um ambiente contendo apenas alimento, agua e material
de ninho (ROSENZWEIG et al., 1962).

As primeiras publicacbes de mudancas mensuraveis no cérebro, como
consequéncia da experiéncia, foram recebidas com certo ceticismo (ROSENZWEIG,
1966). Entretanto, atualmente ja se sabe que o enriquecimento ambiental aprimora a
cognicdo através da plasticidade neuronal. Os ambientes enriquecidos de
estimulacdo sensorial e de situacdes que exigem solucbes de problemas, como
localizacdo de alimentos, sdo associados a grandes mudancas morfologicas nas
vias sensoriais primarias, nas areas de associacado e no hipocampo (ROSENZWEIG
et al., 1978).

Os modelos de enriguecimento hoje apresentados tém sido eficazes para o
desenvolvimento tedérico do campo de pesquisas, apesar de que uma parte
consideravel deles € construida sobre bases intuitivas e econémicas, sem testes

experimentais da funcionalidade dos estimulos de enriquecimento (WURBEL, 2001).
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3 JUSTIFICATIVA

A asfixia perinatal € um evento de alta incidéncia mundial e de dificlil
prevencdo. Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias que
possam minimizar suas conseqiéncias sobre o amadurecimento pds-natal do
sistema nervoso, o qual é dependente da estimulacdo ambiental acompanhada de
uma ingestdo alimentar balanceada. Este estudo pretende contribuir como um
instrumento de apoio para o desenvolvimento de metodologias de tratamentos que
permitam evitar e/ou minimizar as possiveis seqlielas que acometem individuos

submetidos a eventos de asfixia perinatal.
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4 HIPOTESE
A utilizacdo de uma dieta a base de linhaca somada ao enriquecimento
ambiental tem influencia na distribuicdo de acidos graxos 6mega-3 sobre o0s
fosfolipidios do cérebro de ratos neonatos submetidos a hipoxia, incrementando seu

desenvolvimento cerebral como possivel fator protetor de lesédo hipdxica.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL
e Verificar a acdo da suplementacédo de acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 da
semente de linhaga somado ao enriquecimento ambiental sobre o sistema
nervoso central e desenvolvimento da fungdo neuroldgica e cognitiva, em

ratos neonatos submetidos a hipoéxia.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o crematocrito de leite de ratas com as diferentes dietas estudadas;
e Avaliar o peso cerebral relativo (PCR) dos animais dos diferentes grupos
estudados, apds 65 dias de nascimento;
e Avaliar o aprendizado e memoria dos diferentes grupos estudados, na versao
espacial do Labirinto Aquatico de Morris;
e Estabelecer uma correlacdo entre os fatores encontrados com a utilizagdo da

semente de linhacga e o enriquecimento ambiental.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 MATERIAL
6.1.1 Semente de Linhaca

As amostras da linhaca foram fornecidas pela empresa Arma Zen Produtos
Naturais LTDA, Rio de Janeiro — RJ, seguindo o seguinte processo de preparacao:
foram pesadas e trituradas em liquidificador para a obtencéo da farinha de linhaca,
que foi utilizada como fonte de proteina para o preparo das racdes.

6.1.2 Racbes
Todas as ra¢cfes foram preparadas no Laboratério de Nutricdo Experimental

(LabNE) da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal Fluminense (figura 5).

Figura 5. Preparo das rac¢fes. (A) Pesagem dos ingredientes, (B) homogeneizacéo, (C) “pellets”
formados a partir dos ingredientes homogeneizados, (D) secagem da racdo em estufa e (E)
racéo pronta, embalada e identificada armazenada sob refrigeracéo até sua oferta aos animais.

6.1.3 Animais

Para os experimentos foram utilizados 72 Rattus novergicus, variedade
Albinus, linhagem Wistar, oriundos do Laborat6rio de Nutricdo Experimental da
Faculdade de NutricAo da Universidade Federal Fluminense, local onde foram
realizados os ensaios biologicos. O presente estudo foi aprovado pelo Comité
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de Etica da Universidade Federal Fluminense (UFF) e todas as procedéncias estio
de acordo com a Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio
(SBCAL).

6.1.4 Delineamento Experimental

O ensaio biolégico foi desenvolvido utilizando os animais citados
anteriormente (n=72), seguindo o delineamento experimental (figura 6) explicado:

Primeiramente, foi dividido em 3 grupos dietéticos (n=24)(fig. 6):

1. Grupo Linhaga (GL), recebendo racdo a base de linhaca com 10% de
proteina

2. Grupo Controle (GC), recebendo racdo a base de caseina com 10% de
proteina

3. Grupo Controle Modificado (GCM), recebendo racdo a base de caseina com
10% de proteina e modificacdo nos teores de lipideos e fibras em funcéo da

concentracdo destes nutrientes na semente de linhaca.

Ao primeiro dia de nascimento (P0O) , metade dos animais destinados a cada grupo
dietético, passou pelo processo de hipoxia, formando assim 6 grupos (n=12),
secundariamente (fig. 6):

Grupo Linhaca com Hipdxia (GLH)

Grupo Linhaca sem Hipéxia (GLO)

Grupo Controle com Hipéxia (GCH)

Grupo Controle sem Hipoéxia (GCO)

Grupo Controle Modificado com Hipoxia (GCMH)

o gk wbd e

Grupo Controle Modificado sem Hipoxia (GCMO)

Finalmente, ap6s o desmame (21° dia) dos animais do grupo acima (com e
sem hipdxia), metade de cada grupo se manteve em um ambiente enriquecido e a
outra metade em ambiente padréo até o 60° dia de vida destes, formando assim os
12 grupos distintos (n=6) (fig. 6):

1. Grupo Linhaga com Hipoxia com EA (GLHEA)

2. Grupo Linhaca com Hipoxia sem EA (GLHO)

3. Grupo Linhaga sem Hipdxia com EA (GLOEA)

4. Grupo Linhaca sem Hipoxia sem EA (GLO0O)
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5. Grupo Controle com Hipdxia com EA (GCHEA)

6. Grupo Controle com Hipdxia sem EA (GCHO)

7. Grupo Controle sem Hipoxia com EA (GCOEA)

8. Grupo Controle sem Hipoxia sem EA (GCO00)

9. Grupo Controle Modificado com Hipdxia com EA (GCMHEA)
10.Grupo Controle Modificado com Hipoxia sem EA (GCMHO)
11.Grupo Controle Modificado sem Hipoxia com EA (GCMOEA)
12.Grupo Controle Modificado sem Hipoxia sem EA (GCMO00)

Os neonatos estudados foram oriundos de méaes que receberam as mesmas
racOes dietéticas (Linhaca, Caseina e Caseina Modificada, todas com 17% de
proteina) durante a gestacdo e lactacdo. Apdés o desmame, os filhotes passaram a
receber as racbes experimentais com 10% de proteina, e as maes foram

ordenhadas para a coleta do leite e sua analise.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (n=3/gaiola), com
temperatura constante (24 + 2°C) e iluminag&o controlada, ciclo claro-escuro 12/12h,
recebendo 4gua e racao ad libitum durante todo o ensaio, com excecao do GCM,
que recebeu ragdo no sistema de pair feeding sendo sua oferta baseada no
consumo do grupo GL no intuito de controlar diferencas de consumo alimentar
identificadas em estudos anteriores. O consumo de ragédo e o peso corporal foram

monitorados duas vezes por semana até o fim do experimento.

Ao fim de 60 dias de vida, cada filhote passou por 4 dias de testes de
desenvolvimento cognitivo (Water Maze), ao findar dos mesmos, os filhotes foram

sacrificados e seus cérebros retirados e pesados, para posterior analise.
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Figura 6. Delineamento Experimental

6.2 METODOS

6.2.1 Preparo das racoes

Todas as ragOes foram preparadas adicionadas das misturas de minerais e de
vitaminas segundo as normas do COMMITTEE ON LABORATORY ANIMAL DIETS,
1979, modificadas segundo as recomendacdes da AIN-93G (Quadros 2 e 3)
((REEVES et al., 1993).

Devido ao alto percentual de gordura presente na semente de linhaga, foi
adicionado o antioxidante Butil hidroxi tolueno (BHT) a 0,02g por cada quilo de ragéao

a ser preparadas.

Quadro 2. Composicédo das racdes experimentais com 17% de proteina

Nutrientes (g/100g) Caseina Linhaca Caseina Modificada
Caseina’ 20 14,12 20
Linhaga® - 25 -
Amido® 52,95 45,83 49,95
Accar 10 10 10
Mix Minerais* 3,5 3,5 3,5
Mix Vitaminas' 1 1 1
Oleo® 7 0 10

Celulose® 5 0 5
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B-Colina" 0,3 0,3 0,3

Cistina' 0,3 0,3 0,3

Total 100 100 100
VET 355,64 388,91 372,64

M.Cassab Comércio e Inddstria Ltda. °Arma Zen Produtos Naturais Ltda., *Maisena da Unilever
Bestfoods Brasil Ltda., “Uni&o, °Liza Cargill Agricultura Ltda., ®Macrocel da Blanver Ltda.

Quadro 3. Composicdo das Racdes experimentais com 10% de proteina

Nutrientes Caseina Linhaca Caseina Modificada
Caseina’ 11,8 59 11,8
Linhaca® - 25,0 -
Amido® 61,2 54,1 58,2
Actcar 10,0 10,0 10,0

Mix Minerais 3,5 35 3,5
Mix Vitaminas® 1,0 1,0 1,0
Oleo’ 7,0 - 10,0

Celulose® 5,0 - 5,0

B-Colina" 0,3 0,3 0,3
Cistina’ 0,3 0,3 0,3

Total 100 100 100
VET 355,1 387,2 370,9

'M.Cassab Comércio e Industria Ltda. >’Arma Zen Produtos Naturais Ltda., °Maisena da Unilever
Bestfoods Brasil Ltda., “Unido, °Liza Cargill Agricultura Ltda., ®Macrocel da Blanver Ltda.

6.2.2 Coleta do leite materno

A retirada do leite foi realizada segundo a técnica descrita por KEEN et al.
(1981), na qual as mées foram separadas dos seus respectivos filhotes no 21° dia
de lactagcdo por 4 horas. Aos 15 minutos, antes da retirada do leite, as ratas
receberam injecdo intraperitoneal do anestésico Thiopentax (0,15 mL x peso
corporal/100) e ocitocina (Naox) 5Ul, para estimular a ejecéo do leite. O mesmo foi

estocado a -20°C até o momento da analise.
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6.2.3 Determinacado do crematdcrito

Para esta determinacao foi seguida a técnica desenvolvida por LUCAS et al.
(1978), na qual apés homogeneizacao do leite ordenhado (1ml), este foi transferido
para tubo de ensaio e aquecido em banho-maria a 4°C, durante 10 minutos. Uma
vez transcorrido o tempo, 3 aliquotas de 75ul foram centrifugadas por 15 minutos, a
3500rpm. Neste momento duas colunas puderam ser observadas, na parte superior

a coluna de creme e na inferior a coluna de soro.

Para calcular o teor de creme foi usada a seguinte férmula:

% de Creme = Coluna de Creme (mm) x 100 + Coluna Total (mm)

Para calcular o teor de gordura foi usada a seguinte formula:

% de Gordura = (% de Creme — 0,59) + 1,46

Para calcular o contetudo energético total foi usada a seguinte formula:

Kcal/100ml de leite = (% de creme x 66,8 + 290) + 10

6.2.4 Hipoxia

No periodo de até duas horas apdés o nascimento, os filhotes destinados ao
insulto hipoxico (figura 7), foram separados de suas maes e colocados em camara
prépria, hermeticamente fechada, recebendo 99,9% de Nitrogénio durante 20
minutos. Apds esse tempo, foram recolocados junto as méaes. Os animais que nao
sofreram esse processo foram separados de suas maes e retornaram ao fim de 20

minutos.

Figura 7. Processo de hipoxia
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6.2.5 Enriguecimento Ambiental

Para o Enriquecimento Ambiental (figura 8) foram utilizados os seguintes

objetos:

a)
b)

c)

d)

f)

9)

Roda para exercicio de metal com diametro de 12 cm;

Abrigo de plastico com dimensfes de 9,5 cm, 14,2 cm e 10,2 cm (altura,
largura e profundidade, respectivamente);

Gangorra de metal com dimensdes de 4,5 cm, 6,0 cm e 26,0 cm (altura,
largura e profundidade, respectivamente);

Cubos de plastico com dimensdes de 5,0 cm de aresta;

Bolas de borracha com diametro de 6,5 cm;

Plataformas de aluminio com dimensdes de 33,5 cm e 3,0 cm (largura e
profundidade, respectivamente);

Caixa de polipropileno com tampa de metal em forma de grade, com
dimensfes totais em centimetros (cm) de 25,5cm, 33,5cm e 40,5cm

(altura, largura e profundidade respectivamente).

Os animais ndo enriquecidos foram mantidos em gaiolas padrdo, sem o0s

objetos de enriquecimento ambiental (figura 9).

Figura 8. Gaiola para enriguecimento ambiental. (A) Visdo frontal. (B) Visao lateral. (C e D)
Visualizacdo superior. (E) Visualizacdo interna. Destaque para os objetos de enriquecimento
nas fotos C,De E
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Figura 9. Gaiola padrdo. (A) Visédo frontal. (B) Viséo lateral. (C e D) Visualizag@o superior. (E)
Visualizag&o interna.

6.2.6 Anélise do desenvolvimento cognitivo

O desenvolvimento cognitivo dos animais foi aferido através da utilizacdo do
labirinto aquético de Morris (JUNIOR et al.,2005), o qual consta de uma piscina
circular de cor preta de 1,68 m de diametro e 0,50 m de altura. Com agua mantida
em torno de 22 * 1 graus Celsius. S&o estabelecidos 4 pontos de partida (W, S, E e
N), a partir da borda da piscina. No centro do quadrante WN delimitados por estes
pontos cardinais, ha um encaixe no fundo da piscina que permite a fixacdo de uma
plataforma, que uma vez colocada, permanece a aproximadamente 2 cm abaixo do
nivel da agua, invisivel para o rato. A plataforma citada € de madeira preta e possui
uma area de 11 x 14 cm para que o animal se apdie e escape da agua (figura 10).
Nas paredes da sala ao redor da piscina, colocam-se dicas visuais compostas de
figuras geométricas e desenhos, que servem como pontos de referéncia externa

para a localizacdo do animal na piscina.
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W

S

Figura 10. Esquema do Labirinto Aquatico de Morris. Pontos cardinais especificos (W, S, E e N)

e local de posicionamento da plataforma (Plataforma).

Os ratos sdo treinados em duas versbes da tarefa do labirinto aquético
seguindo os seguintes protocolos:

1- Protocolo de memoria de referéncia

No qual os animais séo treinados por trés dias consecutivos com quatro
tentativas para achar a plataforma. Os animais séo liberados a partir de cada ponto
cardinal especifico (um por vez) e, portanto, observam as dicas visuais do ambiente
sempre de forma aleatéria. Nesta versao (espacial), a distancia das dicas visuais
varia a cada posicao inicial, obrigando o animal a se orientar pelas relacdes
espaciais entre as dicas para encontrar a plataforma que permanece fixa no mesmo
lugar durante todo o experimento. Em cada tentativa, o animal é colocado na agua,
voltado para a parede da piscina, e liberado para nadar até a plataforma. Quando o
animal ndo consegue achar a plataforma em até 60s, ele é conduzido gentiimente
pelo examinador até a mesma, permanecendo ali por 20s. Nos intervalos entre uma
tentativa e outra, o animal é mantido por 30s em uma caixa plastica, fora da piscina.
As sessdes sdo filmadas para posterior determinacdo do tempo de laténcia da

chegada a plataforma.
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2- Protocolo de aprendizado

E realizado no quarto dia de testes, ou seja, no dia seguinte do término do
protocolo de memodria de referéncia. Neste, os animais sao liberados da posicdo S e
submetidos a sessdes de nado livre na mesma piscina, mas sem plataforma. Neste
altimo dia, € estimado o tempo de permanéncia do animal no quadrante
correspondente onde anteriormente estava a plataforma nos dias anteriores (WN),

denominada regido alvo.

6.2.7 Coleta dos cérebros

Depois do ultimo teste, foi inoculado intraperitonealmente nos animais uma
dose letal do anestésico Thiopentax (Tiopental Sddico) 1g (DOSE ., = 0,15 x PESO
DO ANIMAL 4/ 100), sedando-os, seguido da decapitagdo por guilhotina. Os
cérebros foram retirados com auxilio de pinga e tesoura cirirgicas e pesados em
balanca analitica com precisdo de 0,0001g, para a obtencdo do peso cerebral
relativo (PCR) o qual foi registrado pela divisdo do peso cerebral pelo peso corporal

e multiplicando o resultado por cem.

6.2.8 Anélise estatistica

Utilizou-se o Software S-Plus 8.0 para todas as analises, com o0s testes
especificos para cada uma delas. O crematdcrito, através do teste de Wilcoxon com
significAncia ao nivel de 0,05. Para o peso cerebral relativo entre as dietas, o Teste
de ANOVA seguido do de TuKey com significancia ao nivel de 0,05 e o Teste T-
Student com significancia ao nivel de 0,05. Para os testes de memodria e
aprendizado, foram utilizados modelos lineares generalizados para determinar os
fatores que possuiram influéncia significativa sobre a variavel resposta ao nivel de
0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 CREMATOCRITO E VALOR ENERGETICO DO LEITE

O teor de gordura no leite das mées dos animais estudados (tabela 1)
apresentou maior valor no GL (32,18+0,20), ou seja, maior acumulo lipidico, seguido
dos grupos dietéticos GCM (26,87+0,39) e GC (21,11+0,66). Ao avaliar o valor
energético do leite dos grupos dietéticos estudados, observam-se valores superiores
dos grupos GL (218,85£56,30) e GCM (216,90+59,98) em relacdo ao GC
(168,57+55,65), estabelecendo uma diferenca estatistica entre os mesmos (tabela
1).

Tabela 1. Teor de gordura e contetudo energético do leite materno

GRUPOS % Gordura Kcal/100ml
GL 32,18+0,20? 218,85+56,30"
GC 21,11+0,66° 168,57+55,65°
GCM 26,87+0,39° 216,90+59,98¢

Letras sobrescritas diferentes denotam diferenca significativa (p<0,05).
GL — Grupo Linhaga, GC — Grupo Controle, GCM — Grupo Controle Modificado
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7.2 PROTOCOLO DE REFERENCIA

Esse protocolo foi avaliado de duas formas: a primeira sendo a probabilidade
de encontrar a plataforma no tempo esperado (1 minuto) e, a segunda, dado que a
plataforma foi encontrada o tempo de encontro.

A dieta pareceu ndo influenciar de forma significativa na probabilidade de
encontro da plataforma, tendo os grupos dietéticos comportamentos semelhantes.

O grupo de animais experimentais que ndo sofreu hipdxia teve maior
probabilidade (46,5%) de encontrar a plataforma, sendo o grupo que sofreu o insulto

(43,5%), mais lento para tal tarefa (grafico 1).

Gréfico 1. Probabilidade de encontrar a plataforma entre 0s grupos com e sem

Hipoxia

Sem hipdxia

Com Hipéxia

42 43 44 45 46 47

Porcentagem (%)

Em relacdo ao ambiente enriquecido, 0 grupo exposto a tal processo,
apresentou maior probabilidade de encontro da plataforma (44,7%) comparado ao

grupo nao exposto (43,7%), sendo mais rapidos para a tarefa referida (gréafico 2).
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Gréfico 2. Probabilidade de encontrar a plataforma entre grupos com e sem

Enriquecimento Ambiental

Sem EA

Com EA

432 434 436 438 44 442 444 446 448

Porcentagem (%)

A hipdxia e o EA apresentaram influencias independentes sobre as chances
de achar a plataforma (p=0,1362 para a interacao dos fatores).

Dado que a plataforma foi encontrada, as variaveis hipoxia (p=0,4902) e dieta
(p>0,3472 para todas as dietas) ndo pareceram influenciar no tempo de encontro da
mesma, no entanto, o EA influenciou de forma significativa (p=0,0013),
apresentando menor tempo de encontro da plataforma para o grupo de animais que

se mantiveram em ambiente enriquecido.

7.3 PROTOCOLO DE APRENDIZADO

Os grupos dietéticos (p>0,5109 nas comparacfes das dietas) e 0s grupos
com e sem hipoxia ndo demonstraram, entre eles, diferencas significativas
(p=0,4968) no tempo de laténcia deste protocolo. Diferente dos grupos com e sem
EA, apresentando maior valor de tempo de laténcia para os grupos enriquecidos

com diferenca estatisticamente significante (p=0,0017).

7.4 PESO CEREBRAL RELATIVO (PCR)
O PCR, ao final do experimento (65° dia), dos filhotes dos distintos grupos

dietéticos, apresentaram maiores valores para o GL (0,91+0,19g), seguido dos grupos
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GCM (0,84+0,09g) e GC (0,69+0,07g), apresentando diferengas estatisticamente
significantes (p= 0,000001) entre eles (grafico 3).

Gréfico 3. Peso Cerebral Relativo dos animais ao 65° dia, dos grupos dietéticos

estudados

0.7 —

0.5 T T T
CASEINA CASEINA MODIFICADA LINHACA
DIETA

O PCR dos grupos estudados com e sem hipOxia apresentaram maiores
valores para os animais que néo sofreram hipéxia (SH) (0,84+0,15¢g) do que os que
sofreram hipéxia (CH) (0,77+0,109) (p=0,043) (gréfico 4) .

Gréfico 4. PCR dos animais ao 65° dia, dos grupos com e sem hipéxia

114

0.9 7

P.CR.

0.7 7

0.5 T T
0 1
HIPOXIA

0- animais sem hip6xia e 1- animais com hipodxia

Esses valores foram seguidos quando os grupos dietéticos foram analisados
separadamente, com o GLO (0,99+0,09g) e GLH (0,82+0,1g) (p=0,001) (grafico 5),
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GCMO (0,86+0,10g) e GCMH (0,80+0,06g) (p=0,122) (grafico 6), e GCO (0,67+0,05g)
e GCH (0,70+0,07g) (p=0,268) (gréfico 7).

Gréfico 5. PCR ao 65° dia dos animais do GL com e sem hipodxia

0.6

HIPOXIA

0- animais sem hip6xia e 1- animais com hipodxia

Gréfico 6. PCR ao 65° dia dos animais do GCM com e sem hipoxia

0.6

HIPOXIA

0- animais sem hipo6xia e 1- animais com hipdxia
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Gréafico 7. PCR ao 65° dia dos animais do GC com e sem hipoOxia

0.80 -
0.75 —
g 0.70 -
0.65 —

0.60 —

0.55 T T T T

HIPOXIA

0- animais sem hipoxia e 1- animais com hipoxia

Entre os grupos que sofreram hipoxia GLH (0,82+0,12g), GCH (0,70+£0,079) e
GCMH (0,80+0,069), observa-se uma diferenca estatistica entre GLH e GCH (grafico
8) (p=0,005), porém dividindo esses grupos em com e sem EA, mostraram-se da
seguinte forma: GLHEA (0,79+0,10g), GCHEA (0,70+0,08g) e GCMHEA
(0,79+0,069) (p=0,13), ndo encontrando qualquer diferenca significativa (gréafico 9).

Gréfico 8. PCR ao 65° dia dos animais dos grupos dietéticos distintos com hipdxia
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DIETA
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Gréfico 9. PCR ao 65° dia dos animais dos grupos dietéticos distintos, com hipoxia

mantido em ambientes enriquecidos

0.9~

= ]

05~ | | |
CAS. MOD CASEINA LINHACA
DIETA

P.CR.

O Enriquecimento Ambiental pareceu nédo influenciar na variavel

PCR. Os animais que foram mantidos em um ambiente enriquecido (CEA)

(0,81+0,14g) e os que nao foram mantidos nesse tipo de ambiente (SEA)

(0,81+0,13g) (p=0,95), apresentaram valores muito semelhantes de PCR (gréafico

10). E quando esses grupos se separam pela dieta consumida, a diferenca dos

valores entre as mesmas, segue a mesma distribuicdo com GLEA (0,90+0,14q) e
GLSEA (0,91+0,13g) (p=0,79) (grafico 11), GCEA (0,68+0,06g) e GCSEA
(0,69+0,069) (p=0,62) (gréfico 12), e GCMCEA (0,84%+0,10g) e GCMSEA

(0,82+0,06g) (p=0,52) (grafico 13).

Grafico 10. PCR ao 65° dia dos animais com e sem EA
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0- animais sem EA e 1- animais com EA
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Grafico 11. PCR ao 65° dia dos animais do GL com e sem EA
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Grafico 12. PCR aos 65° dos animais do GC com e sem EA
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Grafico 13. PCR aos 65° dos animais do GCM com e sem EA
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8. DISCUSSAO

Indmeros estudos nos ultimos 40 anos avaliaram o impacto da nutricdo na
infancia e no desenvolvimento do sistema nervoso central. Esses estudos tém
claramente demonstrado que as reducdes de energia e/ou fornecimento de
nutrientes essenciais durante as primeiras fases da vida, tém profundos efeitos
sobre o crescimento somatico, e sobre a estrutura e desenvolvimento funcional do
cérebro (UAUY & DANGOUR, 2006).

Os &cidos graxos essenciais, em especial os acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa n-3, sdo importantes para o desenvolvimento cerebral do feto, tanto
durante o periodo pré-natal quanto pos-natal, em modelos animais e humanos
(FEDOROVA & SALEM, 2006; UAUY & DANGOUR, 2006).

O feto e a placenta sao inteiramente dependentes da oferta de AGE materno
para seu crescimento e desenvolvimento. O terceiro trimestre de gravidez € o prazo
crucial para a deposicdo de lipideos no feto humano, onde requer fornecimento de
AGE materno para a formacédo de eicosanoides desde o momento da concepcédo
(ONGARI et al, 1984, HONSTRA et al, 1996). Existe um enriquecimento progressivo
da concentracdo de AA e DHA dos acidos graxos circulantes no feto durante o
terceiro trimestre (VAN HOUWELLING et al, 1996) e um aumento significativo
desses &cidos graxos no tecido cerebral fetal tém sido observado no udltimo
trimestre de gestacdo e periodo pés-natal inicial. Um total de 600g de AGE sé&o
transferidos da mae para o feto durante os ultimos dias gestacionais e primeiros dias
pés-natal, e a maioria dos AGE n-3 que entram na circulacdo fetal sdo acumulados
da mae, mesmo se as concentragbes de n-3 materna sdo baixas (UAUY &
DANGOUR, 2006).

Desta forma, o estado nutricional materno dos mamiferos pode influenciar a
acumulacdo de DHA infantil (GARCICA-CALATAYUD et al, 2005). A variabilidade
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do acumulo de DHA em cérebro humano (CLANDININ et al, 1980) e no sangue do
corddo umbilical ao nascimento (AL et al, 1995; CARLSON, 2001), pode ser tomado
como prova de que ha uma influéncia de fatores maternos na quantidade de AGPI-
CL transferido para o bebé. Um desses fatores é a ingestdo materna de DHA
(CARLSON, 2001). Harris et al, 1984, mostrou que o consumo materno de DHA
pode aumentar a quantidade de transferéncia desse &cido graxo para os lactentes.
Os bebés de mulheres que consomem DHA durante a gravidez (CONNOR,
LOWEWNSOHN & HATCHER, 1996) ou aleitamento (GIBSN, NEUMANN &
MAKRIDES, 1997) possuem mais DHA nos fosfolipideos eritrocitarios em relacéo
aos bebés de mulheres que amamentaram sem suplementacao de DHA.

Como os AGE néo podem ser sintetizados pelo organismo, precisam fazer
parte da dieta. Conseqlientemente, seu status no desenvolvimento do feto depende
de sua mae, assim confirmado pela relacéo positiva entre seu consumo materno e
status neonatal do mesmo (HORNSTRA,2000).

No presente estudo, o crematdécrito do leite materno de ratas alimentadas com
racdo a base de linhaca (GL), apresentou um maior acumulo lipidico, quando
comparado aos demais grupos que receberam ragfes a base de caseina (GC e
GCM). Isto mostra que mesmo balanceando o GCM a fim de igualar a concentracao
de gordura ao do GL, néo foi suficiente para o leite dos animais desse grupo possuir
uma porcentagem semelhante entre eles, o que enfatiza que a qualidade dos
lipideos do leite secretado estd diretamente relacionada com a ingestdo materna
(TINOCO et al.,2007). Outros estudos (CARLSON, 2001; CONNOR, 1999; LAYNE et
al., 1996; UAUY & VALENZUELA, 2000) que relatam a importancia de uma dieta
rica em AGE nos periodos criticos do desenvolvimento e sua relacdo com a
transferéncia para o leite materno corroboram com os resultados encontrados nesse

estudo.

A deficiéncia de 6mega-3 pré-natal, reduz particularmente as concentracfes
cerebrais de DHA, e essa quantidade reduzida ndo pode ser normalizada através da
oferta de dietas adequadas na vida tardia (INNIS, 2008), deixando claro a
importancia de sua suplementacédo na gestacao e lactacao.

O lipideo é o componente em maior quantidade no leite, perfazendo mais de

50% de suas quilocalorias (Kcal) totais. Uma parte deste nutriente € captada da

circulacdo, onde € encontrada em grandes concentracfes provenientes da dieta, e
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outra é produzida na prépria glandula mamaria, a qual utiliza principalmente a
glicose para a lipogénese (LEITE et al., 2002).

O resultado das médias referente ao valor energético do leito materno
(Kcal/100ml) encontrado nesse estudo, mostrou o GL com valor superior aos demais
grupos, porém com diferenca estatistica somente em relacdo ao GC. Este resultado
pode ser explicado pelo maior percentual de AGPI existente na racdao do GL
(TURATTI,2000). Levando-se em consideracdo que o GL apresentou maior
porcentagem de gordura que o GCM e que entre eles ndo houve diferenca
estatistica em relacdo ao valor energético, apresentando valores semelhantes para
tal variavel, € plausivel pensar que a gordura proveniente da semente de linhaga €
mais saudavel, ja que o GCM é balanceado em relacdo ao GL.

A nutricdo € um dos muitos fatores que afetam o desenvolvimento do cérebro
e, portanto, o desenvolvimento cognitivo de criancas (BRYAN et al, 2004). Estudos
com animais demonstraram que uma deficiéncia no cérebro de AGPI, principalmente
DHA, esta associada com a perda da memodria e diminuicdo da funcdo cognitiva
(PETURSDOTTIR et al., 2008), enquanto outros estudos associam a capacidade de
aprendizagem com a ingestdo dietética de n-3 (CARRIE’l, 2000; KALMIJN, 2000;
KALMIJIN et al.,2004; VAN GELDER et al, 2007). As bases neurobiolégicas da
aprendizagem e memdria foram atribuidas a rede neuronal, que faz a conexdo da
formacao hipocampal com o cértex cerebral frontal (EICHENBAUM, 1997; HENK et
al., 1999).

O estudo de PETURSDOTTIR (2008), mostrou que camundongos com uma
dieta rica em DHA apdés a amamentacdo apresentavam cognicdo aumentada, altos
niveis de DHA nas membranas fosfolipidicas do tecido cerebral e efetividade na
incorporacdo de DHA no hipocampo e amigdala, areas do cérebro que sao
importantes para recordacdo da memoria recente e para uma memoria a longo
prazo, respectivamente.

GARCIA-CALATAYUD (2005), mostrou que ratos jovens com um
fornecimento deficiente de n-3 no periodo de lactagdo, apresentavam méa memoria
em testes de cognicdo, e as consequéncias funcionais dessa deficiéncia alimentar
foram invertidas quando foi administrado um suplemento de DHA.

Por causa da motivacdo de escapar da agua mais rapidamente possivel, o
labirinto aquatico de Morris € uma boa ferramenta para avaliar o desempenho da
memoria espacial e aprendizagem (D’HOOGE & DE DEYN, 2001; MORRIS, 1984).
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No presente estudo, a dieta ndo foi um fator decisivo para a probabilidade de
achar a plataforma no teste do labirinto aquatico de Morris, mostrando
comportamentos semelhantes entre os grupos estudados. WAINWRIGHT et al.
(1999), em seu estudo, também nao encontraram diferencas no desempenho do
labirinto aquético em ratos suplementados com DHA, porém, muitos estudos
(CARRIE’l, 2000; CHYTROVA et al., 2009; JACOBSON et al.,, 2008; KALMIJN,
2000; KALMIJIN et al.,2004; VAN GELDER et al, 2007; YU et al., 2009) concordam
gue uma adequada suplementacdo de DHA, contribui para uma melhor memoria e
aprendizado, como citado anteriormente.

Estudos observacionais e intervencionais com gestantes e mulheres em fase
de lactacao, suplementadas com férmulas de DHA, mostraram uma associa¢cdo com
altas performances em testes visuais e desenvolvimento neural de bebés e criancas
(AUESTAD et al., 2003; HIBBELN et al., 2007; KRAUSS-ETSCHMANN et al., 2007,
JIANG et al., 2009).

CHUNG et al., (2008) mostrou em seu estudo que ratos alimentados com uma
dieta deficiente em DHA apresentaram uma pobre memodria de referéncia no labirinto
aquatico, e que, apés a suplementacdo com DHA o desempenho foi parcialmente
resgatado, sugerindo assim com esse resultado, que o DHA é importante para o
desenvolvimento e manutencdo do desempenho de meméria espacial e
aprendizado.

De fato, h4 uma grande evidéncia sobre o envolvimento de DHA na regulagcdo do
estado emocional, atividades locomotora e exploratéria e fungdes cognitivas em animais e
seres humanos (HOOIJMANS et al, 2009; FEDOROVA & SALEM, 2006). Em outro estudo,
foi encontrada uma correlagdo positiva entre o conteido de DHA do cérebro e desempenho
no Labirinto Aquatico de Morris (MORIGUCHI & SALEM, 2003).

RICHARDSON (2003), em seu estudo, diz ainda, que existem evidéncias
preliminares sugerindo que o AGPI n-3 poderia reduzir algumas dificuldades
comportamentais e de aprendizagem, em criangas.

Os animais que sofreram hip6xia nesse estudo obtiveram uma menor probabilidade
de encontrar a plataforma no protocolo de memoéria de referéncia do labirinto aquatico, dos
que nao sofreram o insulto, fato justificado pelo possivel déficit cerebral causado pela HI.
Como hipoxia e dieta tém influéncias independentes do fato de achar ou ndo a plataforma,
sugere-se que GLH tem menor probabilidade de achar a plataforma no teste referido, do que

0 GLO, repetindo-se assim com todas as dietas estudadas.
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Nos ultimos anos, tem havido uma riqgueza de evidéncias publicadas de que o
EA de ratos de laboratério estimula a plasticidade no cértex cerebral, melhora a
aprendizagem e resolucdo de problemas em ratos normais e reduz a deficiéncia
cognitiva de ratos lesados (ROSE et al, 1998).

O EA pareceu influenciar de forma positiva a probabilidade de encontrar a plataforma
no protocolo de memdéria de referéncia, tendo os animais que foram mantidos em um
ambiente enriquecido apresentado maior probabilidade dos que aqueles que permaneceram
em ambiente padréo. Este resultado esta bem documentado em alguns estudos anteriores
(FEDOROVA e SALEM, 2006; PEREIRA, 2006; ROSE et al, 1998; SAUCIER et al.,
2007), tendo sempre melhor performance, os animais mantidos em ambiente enriquecido.

Os animais com cérebro intacto apresentam melhor desempenho do que os que
sofreram leséo cerebral pés-natal. Além disso, 0os animais lesionados criados em ambiente
enriguecido apresentam desempenho superior aos lesionados criados em ambiente padrao,
e o efeito potencializador do EA sobre o desempenho no labirinto aquatico dos animais
lesionados é proporcionalmente igual ao efeito potencializador exercido sobre os animais
nao lesionados (SCWARTZ, 1964). De fato, com a independéncia da influéncia das
variaveis estudadas, sugere-se que 0 grupo que sofreu hipdéxia com EA, teve maior
probabilidade do que o grupo que sofreu hipéxia e ndo foi mantido em EA. SCHWARTZ
(1964) foi o primeiro a relatar tal fato, estudando a melhora de um dano cerebral apds o EA,
outros autores corroboram este estudo (PEREIRA, 2006; SAUCIER et al., 2007).

Dado que a plataforma foi encontrada, a dieta ndo influenciou no tempo de encontro,
ou seja, todas as dietas estudadas mantiveram tempos semelhantes de encontro da
plataforma, fato que se repete com os animais com e sem hipéxia. Ha evidéncias
consistentes de que HI neonatal resulta em déficits de memdria em véarias tarefas,
como Labirinto aquatico (ALMLI et al., 2000; IKEDA et al., 2001), porém como nh&o
houve diferenga no tempo de encontro da plataforma dos animais que sofreram a
hipoxia e os que n&o sofreram, de alguma forma os possiveis déficits dos animais
gue foram lesionados, foram supridos, fazendo com que seus tempos fossem
semelhantes agueles sem a lesao.

Logo, o EA foi o Unico fator que teve alguma influéncia no tempo de encontro
da plataforma, apresentando um menor tempo para 0s animais enriquecidos, dado
que a plataforma foi encontrada.

J& que as variaveis possuem influéncias independentes, sugere-se que 0
grupo que sofreu hipéxia com EA teve um menor tempo de encontro da plataforma

do que o grupo que sofreu hipoxia e néo foi exposto ao EA. Com esse resultado,
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entende-se que o EA pode ter sido decisivo na reversao de um possivel déficit
causado pela hipoxia, fato ja descrito na literatura (LEGGIO et al., 2005; MARTINEZ-
CUE et al., 2002).

No protocolo de aprendizado do presente estudo, ndo foi encontrada
diferenca no tempo de laténcia entre as dietas, entretanto, FEDOROVA e SALEM
(2006) mostraram um menor tempo de laténcia em ratos deficientes de DHA,
sugerindo com esse resultado que a aprendizagem e a memoéria sdo funcdes
relacionadas ao estado de acidos graxos essenciais no cérebro.

Nesse mesmo protocolo, o tempo de laténcia foi semelhante entre os grupos
com e sem hipoxia, e, significativamente, diferentes entre 0os grupos com e sem EA,
apresentando maiores valores para o grupo enriquecido. Fato que nos leva a sugerir
o mesmo fator neuroprotetor do EA em relacdo a hipoxia, tendo os animais com
hipoxia, mantidos em EA, maior tempo de laténcia do que os animais com hipdxia
sem EA.

Estudos encontraram uma recuperacdo da memoria utilizando o EA iniciado
de dois (PUURUNEN et al.,, 2001) a trés (JOLKONEN et al., 2003) dias ap0s a
isquemia global em ratos adultos, no labirinto aquatico.

Antes de 1960, os cientistas consideravam o encéfalo como imutavel, sujeito
apenas ao controle genético. Entretanto, no inicio dos anos 60, alguns
pesquisadores especulavam seriamente que influéncias ambientais podiam ser
capazes de alterar a estrutura cerebral. Por volta de 1964, dois laboratérios de
pesquisa demonstraram que a morfologia e a quimica ou a fisiologia do cérebro
poderia ser modificada pela experiéncia (BENNETT et al. 1964, HUBEL & WIESEL,
1965). Desde entdo, a capacidade do cérebro a responder a estimulos ambientais,
especificamente ao "enriquecimento”, tornou-se um fato aceito por neurocientistas,
educadores e outros. De fato, a demonstracdo de que o EA pode modificar
componentes estruturais do cérebro de rato, em qualquer idade, alterou suposicdes
prevalentes a respeito da plasticidade cerebral (DIAMOND et al. 1964, DIAMOND,
1988).

A melhor avaliagdo do desenvolvimento neonatal se da pelo crescimento
cefélico. O final da gestacéo e inicio da vida sdo periodos de mielinizacdo, que
levam a um rapido aumento tanto no niamero de células, quanto na area dendritica

do tecido cerebral. O peso do cérebro encontra-se, portanto, associado a seu
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desenvolvimento, sugerindo que a incorporacdo de &cidos graxos aos tecidos

cerebrais influencia esse desenvolvimento (COCCHI et al., 1996).

Estruturalmente, AA e DHA sdo elementos essenciais das membranas
neuronais, o que corresponde a 15/20% da massa seca do cérebro e mais de 30%
da retina. Ambos séo cruciais para o crescimento do cérebro, e algumas deficiéncias
estdo associadas com o baixo peso ao nascer e reducdo da circunferéncia da
cabeca (UAUY et al, 2001).

As médias do PCR dos animais que receberam as dietas utilizadas nesse
estudo mostraram-se superiores para o GL comparando-se aos demais grupos, fato
que pode ser explicado pelo teor de AGPI na ragdo a base de linhaca, estando
assim de acordo com a literatura. Ou seja, uma vez que o tecido cerebral apresenta
uma alta concentracdo de lipideos de membrana (BENATTI et al., 2004; YOUNG &
MARTIN, 2003), a ingestdo maior dos AGPI fez com que suas concentracdes e,
consequentemente, 0s pesos cerebrais relativos fossem maiores (LENZI-ALMEIDA,
2007; LOPES, 2008). Esse resultado pode ser um indicativo de melhor
desenvolvimento cerebral nos animais do GL, sugerindo uma maior incorporacao de
acidos graxos no cérebro desses animais, incentivado pelo conhecimento de que
uma adequada suplementacdo de DHA durante o periodo pré e pés natal, é
essencial para otimizar o desenvolvimento e fun¢des do SNC (OZIAS, 2007).

Segundo CARLSON (2002), maes alimentadas com alimentos contendo
acidos graxos n-3 na gestacdo e lactacdo geram crias com maior peso cerebral
relativo, devido ao maior contetdo de DHA absorvido pelo cérebro no periodo de
desenvolvimento do SNC.

Ainda sdo poucos os estudos que relacionam o crescimento cefélico e peso
cerebral relativo, com o aumento da ingestdo de AGE, porém trabalhos semelhantes
a este (LENZI-ALMEIDA, 2007; LOPES, 2008), corroboram o0s resultados
apresentados aqui.

LENZI-ALMEIDA (2007) em seu experimento encontrou uma alta
concentracédo de &cido alfa-linolénico (LA) em torno de 46,15 + 0,64 (%) na racao
com semente de linhaca, superior a racdo a base de caseina que apresentou um
teor de 5,38 = 0,19 (%) desse mesmo acido graxo, assim como foi verificado
também um teor de DHA no cérebro de ratos recém-natos provenientes de maes

alimentadas com semente de linhagca em torno de 14,33 + 0,25 (%), superior ao teor
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encontrado no cérebro de recém-natos provenientes de mdaes alimentadas com
caseina, que ficou na faixa de 10,41 £ 0,06 (%).

O PCR dos animais que sofreram hipOxia apresentou menor valor em relacao
ao grupo que nao foi exposto ao processo, caracterizando a efetividade do mesmo.
Ou seja, 0 processo hipoxico realizado pode ter causado um atraso no
desenvolvimento cerebral e morte celular. Os grupos dietéticos separados, com e
sem hipdxia se comportaram de maneira semelhante, tendo menores valores de
PCR os grupos dietéticos distintos que sofreram o processo. Porém, quando
analisados apenas os grupos dietéticos que sofreram o insulto hipdéxico, o GLH
obteve maiores valores de PCR, comparado ao GCH e GCMH, o que levanta a
hipétese da relacdo da ingestdo de AGE com um possivel fator neuroprotetor.

N&o foram encontrados trabalhos que relacionem PCR, hipdxia e AGE, porém
€ sabido que um cérebro acometido pela hipdxia apresenta lesbes significantes,
como a morte celular.

O EA por si s6, pareceu nao influenciar qualquer alteracdo do PCR dos
animais estudados, fato que mesmo ndo indo de encontro com alguns autores
(ALTMAN et al, 2000; DIAMOND, KRECH & ROSENZWEIGH, 1964; ROSENZWEIG
et al., 1962), corrobora outros estudos (SMITH & CORROW, 2005, LOPES, 2008).
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9. CONCLUSAO

A alta concentracdo de acidos graxos Omega-3 presentes na racao de
linhaga, mostrou-se fundamental na transferéncia do mesmo para o leite materno,
fazendo com que o crematocrito e valor energético do leite de ratas alimentadas com
racdo de linhaca, tivessem maiores valores comparados com 0s grupos controles,
assegurando assim, uma oferta ideal de acidos graxos 6mega-3 do leite materno
para os filhotes.

A utilizacdo da semente de linhagca como um fator neuroprotetor as funcdes
cognitivas, ndo demonstrou resultados significativos nesse estudo, ja o
enriguecimento ambiental, apresentou-se positivo para esse quesito.

A suplementacdo da linhagca como fonte de &cidos graxos 6émega-3 na
gestacao, lactacdo e infancia, influenciou de forma significativa os valores de PCR
de animais com ou sem lesdo cerebral, sugerindo uma acdo positiva na
incorporacao de acidos graxos dmega-3 pelo cérebro dos animais que consumiram
essa racdo, e seu consumo associado ao EA parece potencializar esse efeito,
contribuindo com um melhor desenvolvimento cerebral.

Os resultados sugerem que uma dieta a base de linhaca pode potencializar o
fator neuroprotetor do EA, e que somados, apresentam-se como uma poderosa

ferramenta para combater o déficit cognitivo seguido de uma lesdo cerebral.
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Abstract

Flaxseed has a high content of N-3 fatty acids and its intake associated with a
environmental enrichment may promote distinct behavioral results upon habituation and
animal behavior. This work aimed to evaluating animal behavior under the use of these two
tools in the Open Field Test. Thirty-six male Wistar rats were divided into 6 groups (n=6):
FEEG, receiving chow made up of flaxseed and kept in enriched environment; FSEG,
receiving flaxseed based diet and kept in a standard environment; CEEG, receiving casein
based diet and kept in enriched environment; CSEG, receiving casein based chow and kept in
standard environment; MCEEG, receiving chow made up of casein but modified so as to
provide the same content of fibers and lipids found in flaxseed diet and kept in enriched
environment; MCSEG, receiving modified casein based diet and kept in standard
environment. All animals were kept under controlled temperature, collective cages and
dark/light cycle, receiving chow and water ad libitum, except for MCEEG and MCSEG,
which were pair fed with FEEG and FSEG, respectively. Chow intake and animal body
weight were evaluated twice in a week. Animals were maintained in these groups from the
first until the second month of life, by the time when 3 day tests in Open Field Test began.
Finishing the tests, animals were sacrificed and their brains were obtained in order to calculate
the relative brain weight. Our results show an interplay between flaxseed and environmental
enrichment in habituation to a new environment, making the animals more manageable.

Keywords: DHA; environmental enrichment; open field test; rat; behavioral

1. Introduction

Currently, environmental enrichment is a very common means of improving animal

well-being, especially for laboratory animals. Although environmental enrichment seems to
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be a possible way for improving the well- being of animals, the consideration of housing
laboratory animals should not only focus solely on animals well-being, manpower and
economics but also on the precision and accuracy of the experimental results [1].

Environmental Enrichment (EE) has been drawing attention of many studies on the
grounds that besides it can be used as a tool for recuperation of lesions and cerebral diseases
[2], it can also imitate natural habitat of experimental animals, causing improvement in
welfare under laboratorial environment [3,4]. Countless studies have shown its effects under
behavior development and cognitive skills acquisition [5]. In fact, precocious interventions
can affect sociability, learning, physical development and neurogenesis in some species of
rodents [6]. For that reason, researches on environmental enrichment have often focused in
investigating the impacts of different environmental conditions of breeding upon behavioral
organization and/or nervous system of studied animals [7,8].

The Canadian psychologist Donald O. Hebb was the first researcher to be interested in
environmental enrichment impact upon behavior in the last century. He discovered that
animals bred in large environment and with wide range of objects and spatial configurations
presented more superior learning skills than animals bred in laboratories in smaller and not
enriched environments [7]. Environmental enrichment produces effects that go beyond
behavioral/physiological outcomes; it offers responses in cerebral plasticity, which varies
from biochemical parameters to dendritic trees, gliogenesis, neurogenesis and finally
improvement of learning and memory [2].

DHA is known for its effects upon cerebral function, humor and behavior. It acts as
one of the “building blocks” of cerebral growth and development — cell membranes of brain
are highly enriched with DHA [9]. This fatty acid is incorporated in high amount into
structural lipids during central nervous system development, being a deficient accumulation

related with behavioral abnormalities [9,10,11,12,13]. Furthermore, many animal studies
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show that this acid improves learning, visual processes, memory and concentration [9,11,13].
Consequently, it is not controversial that DHA can affect cerebral and behavioral functions
and that its intake leads to fetal development [14,15].

Flaxseed also contributes to behavioral response as it contains high content of alpha
linolenic acid (C18:3n-3, ALA), which is a long chain polyunsaturated fatty acid (LC-PUFA),
essential, from n-3 series, that is converted to eicosapentaenoic acid (C20:5n-3, EPA) and
docosahexaenoic acid (C22:6n-3, DHA), two compound known by their benefits upon cardiac
health, arthritis, thrombotic diseases and, especially, cerebral functions [16].

A powerful tool to measure behavior is the Open Field Test. Since its introduction, 80
years later, it has reached the status of one of the most used instrument in animal psychology.
This popularity stems from its simplicity and agility to measure behavior and wide
applicability, which is generally accepted as interpretation [17].

Considering that not only enrichment environmental but also flaxseed exerts related
functions upon cerebral physiology, especially in habituation and behavior, this study aimed
at evaluating the behavior of rats fed with flaxseed in a enrichment environmental using the

Open Field Test.

2. Material and Methods
2.1 Animals
Thirty-six males Rattus novergicus were used in the biological assay, albinus variety,
Rodentia mammalia, Wistar strain, offspring (F1), stemmed from Experimental Nutrition
laboratory (LABNE), males, offspring (F1), stemmed from Experimental Nutrition

Laboratory (LABNE) from Nutrition and dietetic department of Nutrition College at
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Fluminense Federal University, Niter6i, RJ, Brazil. Animals came from other generation (F0),
fed with the respective chow at the moment of the monogamic match. The protocol of this
experiment was approved by the Ethics Committee in Research from Federal Fluminense
University (UFF). All procedures were carried out in accordance with the norms from
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA).

2.2 Experimental design

Pups were divided into three groups (n=12) according to the chow received by Fo:
Flaxseed group (FG), receiving chow made up of casein with 25% of flaxseed, Control group
(CG), receiving casein based chow, Modified Control group (MCG), receiving chow made up
of casein added to 4% of fibers and 2% of soy oil, aiming at reaching the same amount of
these nutrients in flaxseed chow. These dietetic groups were divided into 6 groups: FG with
EE (FEEG), FG without EE (FSEG), CG with EE (CEEG), CG without EE (CSEG), MCG
with EE (MCEEG) and MCG without EE (MCSEG). Animals received diet and water ad
libitum, except for MCEEG and MCSEG, which were maintained in a pair feeding scheme
with FEEG and FSEG, respectively. Chow intake and animal body weight were evaluated
twice in a week throughout the experiment. All animals were kept under controlled
temperature (22°C), and dark/light cycle (12/12h).

2.3 Environmental Enrichement

Animals subjected to this process were maintained 24 hours per Day in a propylene
cage with total dimensions of 25.5 cm, 33.5 cm and 40.5 cm (height, width and profundity,
respectively), with a unit of each object: metal wheel for exercise with 12 cm diameter, plastic
shelter with dimensions of 9.5 cm, 14.2 cm and 10.2 cm (height, width and profundity,
respectively), metal seesaw with dimensions of 4.5 cm, 6.0 cm and 26.0 cm (height, width
and profundity, respectively), plastic cubes with dimensions of 5.0 cm edge and rubber balls

with 6.5 cm diameter. Such objects were alternated at random twice per week. Animals
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without enriched environment were kept in similar cages without these objects. Three animals
were placed in each cage.

2.4 Behavioral analysis

Open-field test was used for behavioral analysis, in which a square arena with 33.0 cm
of height and 80.5 cm in each side, divided into 16 quarters. The analyses were performed at
the end of the period of enriched environment always at the same time, with 24 hours interval,
once a Day, during three consecutive days.

Each animal, separately, was allocated at the center of the arena and had its behavior
registered for 4 minutes. The behavioral variables were measured according to duration (in
seconds) at three degrees of activity [18] (Van De Weerd, 1996): high activity: walk and run;
low activity: sit down, including small movements of head and feet and inactivity: no
movement (“freezing” and “resting”). A software for behavioral register was used “X-Plo-Rat
2005 for Windows” (version 1.1.0 developed by Exploring behavior laboratory from Sao
Paulo University, Philosophy college, sciences and arts of Ribeirdo Preto, Ribeiréo preto, SP,
Brazil).

2.5 Brain measurement

After the last test, animals received intraperitoneally a lethal dose of Thiopentax
(sodium Thiopental) 1g (DOSE, = 0.15 x animal weight g/100), sedating them and
decapitating with a guillotine. Brains were excised and weighted in a analytic scale, Bosch, S
2000 model, with precision of 0.0001g in order to obtain relative cerebral weight (RCW) that
was registered by the division of cerebral weight by body weight and multiplying this result
by 100.

2.6 Statistical analysis

S-Plus (version 6.0) software was used to analyze all answer variables. For Open-field

test results in each Day of the test, Kruskal-Wallis rank sum test was used to test differences
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among dietetic groups and Exact Wilcoxon rank-sum test to evaluate differences between
EEG and SEG. Significance level established for both situations was p<0.05. For relative
brain weight, Kruskal-Wallis rank sum test was used to verify statistical differences with

significance level of p<0.005 for diet and EE.

3. Results

At the first Day of test, diet was the unique factor interfering (p < 0.03) with the
duration of animal activity in the Open-field arena, more precisely in the inactivity response
variable (Fig. 1). FG presented higher inactivity (10 + 8s), followed by CG (6 £+ 18s) and
MCG (3 = 4).

At the second Day, both diet and EE promoted differences among the groups. The
high activity was influenced by diet (p<0.02), while inactivity was influenced by diet (p <
0.03) and EE (p < 0.01). FG (Fig.2a) was the group with the lowest activity (36 + 20s), above
this was MCG (54 £ 17s), and after the CG (58 + 19s). Conversely, in inactivity (Fig. 2b), FG
(19 £ 20s) was superior when compared to CG (8 + 22s) and MCG (5 + 10s). EEG was the
most inactive (15 + 19s)( Fig. 2c), comparing to SEG (7 = 17s). When the analysis was
concentrated in each dietetic group (Fig 2d), it was perceived that FG was the only one that
did not follow the previous result, being FEEG (20 + 9s) similar to FSEG (17 + 28s).
However, within CG, the CEEG (15 + 31s) and CSEG (1 + 1s), and within MCG; MCEEG (9
* 6s) and MCSEG (2 * 2s) behaved likewise FG concerning inactivity at the second day of
test.

At the third Day of test, the last one, diet was not significant to activities during the
test. Nevertheless, EE interfered with low activity more specifically (p < 0.03) and inactivity
(p < 0.01). SEG stayed more time sit, making small movements with head and feet (194 +

12s) in relation to EEG (186 + 11s) (Fig. 3a). The opposite is observed in inactivity, where
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SEG presented a low duration (4 + 4), whereas EEG presented more pronounced inactivity
(19 + 7) (Fig.3b). Low physical activity is similar concerning different dietetic groups, CG -
CEEG, 182 + 3; CSEG, 192 + 5 and FG - FEEG 179 £ 11; FSEG, 196 7, except for MCG,
with MCEEG (197 + 9) surpassing MCSEG (193 + 20), implying that animals in not enriched
environment had bigger values than enriched ones (Fig 3c). However, inactivity follows the
same pattern inside the three groups: MCG - MCEEG (9 + 6) and MCSEG (4+5), CG - CEEG
(13 + 12) and CSEG (3 + 4), and FG — FEEG (34 + 19) and FSEG (5 * 4) (Fig. 3d).

As far as cerebral development is concerned, there was influence of the sort of chow
consumed (p<0.05) upon this response variable (table 1). Experimental group (FG) obtained
the biggest relative cerebral weight (0.63 + 0.05), followed by MCG (0.56 + 0.05) and by CG
(0.50 £ 0.03). When enriched animals were compared to non-enriched ones, there is a huge
numerical difference in the percentage, but not statistically significant, suggesting a better

response with environmental enrichment groups.

4. Discussion

Open-field tests behavioral effects in non-familiar environments, measuring animal
emotional activity [19]. Animals that present low levels of activities (locomotion) in this new
environment are classified as more emotive than animals with opposite behavior [17, 20].
Furthermore, high activity implies environmental exploration, whereas its decrease or
opposite activities indicate habituation [18]. In our study, among the three diets, FG is more
familiar to new environments. Analyzing total time of inactivity during the day so as to
calculate the percentage in which each group contributed to this finding, it was observed that
FG had percentage equal or bigger than 55%, being followed by CG (25-30%) and MCG

(maximum of 17%). This information agrees with Hamazaki et al. [12], who described DHA
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as a facilitator of habituation. Likewise, Fedorova & Salem [9] state that habituation makes
animals less stressed, a beneficial effect of DHA.

In the same way of DHA, one of the benefits of EE is to accelerate habituation process
[21]. In our study, enriched animals showed less activity level than animals in standard
environment, even considering different dietetic approaches. In two out of three days of test,
EE obtained significance when EEG was compared to SEG. It’s important to highlight that at
the second day despite behaving similar to FEEG, FSEG presented level of inactivity much
more similar to CSEG, emphasizing the importance of EE apart from the presence of flaxseed
in the diet.

FG showed relative brain weight superior to all other groups due to high concentration
of lipids in the cell membranes [10, 22]. This correlation can be accounted for the fact that a
diet rich in polyunsaturated fatty acids may increase the aggregation of fatty acids to brain,
reflecting directly in the bigger weight of this organ.

Values resulting from EE did not cause expressive alteration in RCW. However, it
was partially expected because although rats submitted to this kind of treatment present higher
RCW [23], many studies attribute opposite effects to environmental enrichment [24]. Taking
this into account, Baumans [25] states that the adoption of this protocol needs detailed
analysis in a way that its benefits to quality of laboratory animals did not alter experimental

data.

5. Conclusion
Both flaxseed and environmental enrichment proved to be beneficial to quality of
animal life. However, EE did not interfered with emotional aspect, made animals more
manageable, getting easily used to new situations and causing improvement in welfare under

laboratorial environment. Flaxseed produced cooperation of animals and resulted in more
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natural emotional state, but influenced in relevant variables inside the study. Consequently, its
use in an experimental work requires caution depending on the expected result. On the other
hand, our data suggest that animals fed with flaxseed had a better development provided that
bigger relative cerebral weight accounted for better incorporation of essential fatty acids in the

brain.
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Table 1 — Relative Cerebral Weight of the animals studied

Group RCW (%)
FG 0,63 + 0,05
CG 0,50 + 0,03
CMG 0,56 + 0,05°

FG — Flaxseed Group (n=6), CG — Control Group (n=6) and
CMG — Control Modified Group (n=6).
Different letters denote statistical difference (p<0,05)
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Fig. 1 Inactivity on first day test for CG (Control Group),
FG (Flaxseed Group) and MCG (Modified Control Group)
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