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RESUMO

SUPLEMENTACAO COM MIX DE OMEGAS 3, 6 E 9 A SOBRE MARCADORES
OXIDATIVOS E COMPORTAMENTAIS DE NEUROPLASTICIDADE EM
CAMUNDONGOS.

Os &cidos graxos poli-insaturados sdo essenciais € as vitaminas lipossoltveis lipofilicas estdo
inseridas nas gorduras de alimentos naturais, exercendo papel essencial no metabolismo e
fisiologia do organismo. O consumo dos &cidos graxos poli-insaturados pode promover a
modificacdo desses fatores através da suplementacdo desses acidos, embora ainda pouco
explorados a utilizagdo do -6 e ®-9. Além disso, a suplementacéo pode favorecer processos
neuronais e influenciar na resposta imune e inflamatoria, auxiliando assim na prevencao de
doencgas. Contudo, este estudo avaliou a a¢do da suplementacdo com mix de 6mega 3,6 e 9 a
3% sob marcadores oxidativos, inflamatorios, bioquimicos e comportamentais em
camundongos C57bl6 saudaveis. Foram utilizados 54 camundongos divididos em trés grupos:
controle alimentados com a dieta padréo e dois grupos testes alimentados com leite desnatado
sem lactose ou leite desnatado sem lactose suplementado com 3% de gordura enriquecido com
emulsdo de 6mega 3, 6 e 9. Os animais foram primeiramente divididos em trés grupos
(n=18/grupo) e em seguida subdivido dentro do proprio grupo com n=9/grupo alimentados
durante 45 ou 60 dias. Apos percorrido os dias da dieta, os animais foram submetidos a testes
comportamentais para avaliacdo de memoria e cognicdo (Teste Y maze e teste do labirinto
aquatico de Morris) e avaliacdo da atividade locomotora (teste do campo aberto). Apds o
ultimo teste comportamental, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e tiveram o
hipocampo dissecado e armazenado a -80° C para posterior anélise do estresse oxidativo
(TBARS e GSH), resposta inflamatdria (MPO) e processados de acordo com o protocolo da
técnica de Golgi Cox. Coletou-se sangue do plexo venoso retro orbital para realizagao de testes
bioquimicos (Glicemia, AST, ALT, Ureia e Creatinina) e estresse oxidativo (TBARS e GSH).
Observamos que a oferta de leite desnatado suplementado com mix de dmegas 3, 6 e 9
aumentou o comportamento de autolimpeza (grooming) e melhora da memdria. A
suplementacdo com o mix demonstrou um efeito antioxidante no hipocampo e no plasma. Por
outro lado, os niveis de MPO foram mais elevados nos animais que receberam esse tipo de
dieta. Em relacdo a toxicidade periférica, a suplementacéo provocou reducdo da concentracdo
de AST e da glicemia e ndo causou diferencas nos niveis de ALT, ureia e creatinina. Foi
observada uma a possivel acdo protetora sobre as funcdes hepaticas e renais, e ndo influéncia
nos marcadores de funcdo renal. Além de demonstrar efeito protetor neuronal através do
aumento da densidade neuronal, do comprimento dos dendritos e nimero de sinapses, apos
45 e 60 dias de suplementacdo. Os resultados evidenciam os efeitos benéficos da
suplementacdo com mix de dmegas no perfil de lipoproteinas, inflamatorio e distdrbios
neuroldgicos nos animais submetidos ao tratamento, nos quais podem prevenir diversos tipos
de doencas, em especial as cronico-degenerativas como Alzheimer, esclerose maultipla,
diabetes e até mesmo o cancer. Para complementar os achados pré-clinicos, estudos clinicos
e a avaliacdo das citotoxicidade desses compostos, podem sugerir novas estratégias de
tratamento e confirmar os efeitos da suplementacdo com mix de omegas na qualidade de vida
e prevencéo de doengas.

Palavras-chaves: Dieta. Acidos Graxos Poli-insaturados. Omega 3. Alteragdes bioquimicas.
Golgi Cox.



ABSTRACT

SUPPLEMENTATION WITH OMEGA MIX 3, 6 AND 9 A ON OXIDATIVE AND
BEHAVIORAL OF NEUROPLASTIC MARKERS IN MICE.

Polyunsaturated fatty acids are essential and fat-soluble lipophilic vitamins are embedded in
the fats of natural foods, playing an essential role in the body's metabolism and physiology.
Consumption of polyunsaturated fatty acids may promote the modification of these factors by
supplementing these acids, although the use of w-6 and -9 is still poorly explored. In
addition, supplementation may favor neuronal processes and influence the immune and
inflammatory response, thus aiding in disease prevention. However, this study evaluated the
action of omega 3, 6, and 9 3% supplementation on oxidative, inflammatory, biochemical,
and behavioral markers in healthy C57bl6 mice. Fifty-four mice were divided into three
groups: control fed the standard diet and two test groups fed lactose-free skim milk or lactose-
free skim milk supplemented with 3% fat enriched with omega 3, 6 and 9 emulsion. first
divided into three groups (n = 18 / group) and then subdivided into the group itself withn =9
/ group fed for 45 or 60 days. After the days of diet, the animals were submitted to behavioral
tests for memory and cognition evaluation (Y maze test and Morris water maze test) and
locomotor activity evaluation (open field test). After the last behavioral test, the animals were
euthanized by decapitation and had their hippocampus dissected and stored at -80° C for
further analysis of oxidative stress (TBARS and GSH), inflammatory response (MPO) and
processed according to the protocol of the technique. Golgi Cox. Retroorbital venous plexus
blood was collected for biochemical tests (Blood Glucose, AST, ALT, Urea and Creatinine)
and oxidative stress (TBARS and GSH). We observed that the supply of skim milk
supplemented with omega 3, 6 and 9 mix increased grooming behavior and improved memory.
Mix supplementation demonstrated an antioxidant effect on hippocampus and plasma. On the
other hand, MPO levels were higher in animals receiving this type of diet. Regarding
peripheral toxicity, supplementation caused a reduction in AST and blood glucose
concentration and did not cause differences in ALT, urea and creatinine levels. A possible
protective action on liver and renal functions was observed, and no influence on markers of
renal function. It also demonstrates neuronal protective effect by increasing neuronal density,
dendrite length and number of synapses after 45 and 60 days of supplementation. The results
show the beneficial effects of omega-mix supplementation on lipoprotein profile,
inflammatory and neurological disorders in treated animals, which can prevent various types
of diseases, especially chronic degenerative diseases such as Alzheimer's, multiple sclerosis,
diabetes and even cancer. To complement preclinical findings, clinical studies, and the
evaluation of cytotoxicity of these compounds, they may suggest new treatment strategies and
confirm the effects of omega mix supplementation on quality of life and disease prevention.

Keywords: Diet. Polyunsaturated Fatty Acids. Omega 3. Biochemical alteration. Golgi Cox
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

A alimentacdo é algo indispensavel a vida humana. E através dela que sdo
adquiridas as vitaminas, proteinas e minerais esséncias para um funcionamento corporal
adequado (MORATOYA et al., 2013). Com o advento dos produtos industrializados a
alimentacdo vem sofrendo significativas modificacdes. A globalizacdo e modo de vida urbano
onde ndo se tem tempo para o preparo de refei¢Bes, as industrias encontraram oportunidade para
investir em produtos alimenticios prontos e saborosos de facil e rapido preparo. No entanto, o
consumo desenfreado de produtos industrializados levou a dieta a um consumo excessivo de
alimentos com grandes densidades energéticas, repletos de gorduras de méa qualidade e
carboidratos simples, deixando o essencial e saudavel em segundo plano (DIEZ GARCIA,
2003).

Os nutrientes sdo as substancias que configuram e constituem os alimentos.
Possuem intmeras fungdes organicas tais como: producdo de energia (glicidios, lipideos e
proteinas), estruturacdo de tecidos (proteinas) bem como papel regulador das funcgdes
organicas no caso dos minerais e dgua junto as vitaminas (VILARTA et.al., 2007).

Os hébitos alimentares, destacando o consumo de gordura, sempre atrairam
atencdo para alguns problemas como é o caso das doencas cardiovasculares. O foco para a
adequacdo e recomendacdo dietética de gordura mudou, existindo uma valorizacdo na
qualidade consumida em detrimento da quantidade. Nesta perspectiva, poucos tipos de
gordura obtiveram espago como promissora a saude. Dentre elas, cita-se 0s acidos graxos
monoinsaturados (MUFAs) e poli-insaturados (PUFAS) da familia 6mega 3, que
difundiram-se de forma significativa por razdes dos seus muitos efeitos positivos
documentados em diferentes condic¢Ges, incluindo cardiovasculares, neuroldgicas e
transtornos psiquiatricos (BURR, FEHILY, GILBERT, 1989; GISSI, 1999; DIN, 2004;
MOZAFFARIAN, RIMM, 2006; MAZZA et.al., 2007; VAZ et.al., 2014; BENJAMIM
et.al., 2018).

O consumo em excesso de produtos industrializados reflete no surgimento de
diversos problemas a salde, pois dietas copiosas em gorduras gera problemas de obesidade,
que é fator de risco para diversas outras doencas crdnicas como hipertensdo arterial
sistémica, doenca coronariana, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2 (LIMA et al., 2007).

Deste modo, uma alimentacédo correta e de qualidade passou a ser 0 cerne de programas de
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saude a nivel global, valorizando os alimentos funcionais devido a sua capacidade de
viabilizar beneficios a salde quando utilizados de maneira adequada (COSTA et.al., 2017,
BRAGA, BARLETA, 2007). Os alimentos funcionais sdo aqueles que geram efeitos
metabdlicos ou fisioldgicos pela agdo de um nutriente no crescimento, desenvolvimento ou
manutencdo do organismo. Este ndo detém capacidade de cura, porém auxiliam na
prevencdo de enfermidades e reduzindo riscos de doencas crénicas degenerativas (BRASIL,
1999; PACHECO, SGARBIERI, 2001; Vidal et.al., 2012; VAZ et.al., 2014).

1.2 Lipidios de importéancia fisioldgica

Os lipidios integram um conjunto de compostos heterogéneos como gorduras,
esterdides, Gleos ceras e etc., que estdo associados por suas propriedades fisicas. Sdo
componentes importantes da dieta, ndo somente pelo alto valor energético, mas pelo fato
dos &cidos graxos essenciais e as vitaminas lipossolUveis e outros micronutrientes lipofilicos
estdo inseridos na gordura de alimentos naturais (BOTHAM, MAYES, 2012).

Lipideos exercem mecanismos bioquimicos e fisiolégicos importantes para o
organismo. Sdo fontes de grande energia, atuam como isolantes térmicos prevenindo a perca
de calor e facilitando a conducdo nervosa, além de atuarem na camada de protecdo dos
tecidos e corpo e sdo componentes estruturais e funcionais das biomembranas (ZIMMER
et.al., 2002; MOTTA 2009; BOTHAM, MAYES, 2012). Possuem papel fundamental na
nutricdo e na saude, e o conhecimento da bioquimica destes compostos é importante para a
compreensao de vérias doengas biomédicas relevantes como diabetes mellitus, obesidade e
aterosclerose (BOTHAM, MAYES, 2012).

Os Acidos Graxos (AG) séo classificados pelas diversas categorias de saturacio
em trés classes principais: acidos graxos saturados (SFASs), acidos graxos monoinsaturados
(MUFAS) e acidos graxos poliinsaturados (PUFAS). Os SFAs séo formados por uma cadeia
de carbono com ligagdes simples que, portanto, ndo contém ligagdes duplas. J& os MUFAs
contém uma ligacdo dupla e os PUFAs apresentam cadeias de carbono contendo duas ou
mais ligacGes duplas. As diferencas na posicdo das duplas ligacdes e na estrutura quimica
dessas inumeras classes podem levar a diferentes efeitos fisiologicos (DIMOPOULOS et
al., 2006; SIRIWARDHANA et al., 2012).

Os AG sao diversos e mais de 100 ja foram identificados (HORTON, 2008).
Estes s&o acidos monocarboxilicos de cadeia longa de hidrocarbonetos aciclicos, ndo polares

e sem ramificacOes e frequentemente com numero par de atomos de carbono. Em 0leos e
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gordura naturais ocorrem como esteres que podem estar como acidos graxos livres (forma
esterificada), transportado pelo plasma (MOTTA, 2009; RAPOSO, 2010; BOTHAM,
MAYES, 2012).

S@o encontrados em diferentes alimentos, apresentando-se com diversas
variaces de quantidades em classes de alimentos diferenciados. Possuem nomenclaturas
distintas, sendo nomeados como monoinsaturada ou poli-insaturada de acordo as
insaturagdes (ligacdes duplas) entre as cadeias de carbono ou ainda saturada quando nédo ha
ligacGes duplas e o tamanho das cadeias de carbono determina se 0s AG sdo de cadeia curta,
média, longa e muito longa (Fig.1). (EIFERT et.al., 2006; BENJAMIM et.al., 2018).

Figura 01. Exemplos de &cidos graxos saturado, monoinsaturado e poli-insaturado.

/\//\/\/\\//\/\/\/ cooH

Acido graxo saturado (Acido palmitico, C16)

VWM\/\/ oo

Acido graxo monoinsaturado (acido oleico, C©18:1)

= ———— OO H

Acido graxo poli-insaturado (Aacido linoleico, C18:2)

Fonte: Murray et al., 2012.

A cadeia carbdnica de AG saturado normalmente encontra-se em conformacéo
linear e flexivel, sendo este a condicdo de maior energia. Esta caracteristica possibilita um
empacotamento adequado dos AG saturados, aumentando a interacdo entre as moléculas,
possuindo um ponto de fusdo maior. Em contrapartida, os AG insaturados encontram-se
rigidos em suas cadeias carbénicas, dado que as duplas liga¢cdes ndo giram e uma angulacédo
de 90 graus é formada para cada uma das duplas ligacGes existentes. A dupla ligacdo ndo
facilita o empacotamento das moléculas, refletindo em uma menor interacdo entre elas
(CURI et.al., 2013).

Um registro trivial para o tipo de AG é atribuida pela quantidade de carbonos
na cadeia seguido pelo nimero de insaturagdes. Deste modo, os AG palmitico, oleico e
linoleico sdo representados como 16:0, 18:1 e 18:2, respectivamente (RAPOSO, 2010). Os
acidos graxos polisaturados, também conhecidos como PUFAS, podem ser classificados
ainda quanto a localizagcdo da primeira instauragdo a contar do terminal metil, a qual
estabelece a nomenclatura dmega (®). Assim, os PUFAS compdem familias de AG »-3, -
6 ¢ -9 (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005).
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Os AG w-3, »-6 sdo tidos como essenciais. Esta essencialidade se deve ao fato
se serem indispensaveis ao organismo ao mesmo tempo em que nao podem ser sintetizados
pelo mesmo. Ja 0 -9 é sintetizado na presenca dos -3, ®-6 no organismo (CURI et.al.,
2013). Todavia, a restricdo dos AG essenciais deve ser considerada uma vez que 0 excesso
de um em detrimento do outro, como no caso do ®-6 e ®-3, respectivamente, podem
ocasionar reacfes contrarias, uma vez que 0s AG dessas familias disputam pelas enzimas
envolvidas nas reacdes de dessaturacdo e alongamento da cadeia. Embora tais enzimas
tenham maior afinidade pelos AG ®-3, a transformagao do alfa-linolénico em acido graxo
poli-insaturado de cadeia longa € diretamente influida pelos niveis de &cido linoléico na
dieta (EMKEN, ADLOF, GULLEY, 1994; MARTIN et.al., 2006, PERINI et.al., 2010).

Os PUFAS -3 e »-6 se mostram promissores a satde humana com prevencao
de diversos problemas como reducdo de doencas cardiovasculares, diminuicdo da
inflamacdo crénica e do desencadeamento de Doencas Crdnicas nao Transmissiveis
(DCNT) (cancer, diabetes, sindrome metabdlica) (PERINI et al., 2010, ADEFEGHA,
2017).

1.3 Acidos Graxos Poli-insaturados (PUFAs) e Acidos Graxos Monoinsaturados
(MUFAs)

Os componentes lipidicos, em particular os acidos graxos, estdo presentes nas
variadas formas de vida, exercendo funcdes relevantes na estrutura das membranas celulares
e nos processos metabdlicos, como ja mencionados. Os efeitos benéficos dos PUFAS para
saude do individuo sdo notorios, executando importantes fungdes no tratamento e prevencéo
de doencas (MARTIN et al., 2006).

O -3 ou Acido (o) Linolenico (ALA) viabiliza a formagio de dois importantes
4cidos graxos de cadeia longa, o Acido Eicosapentaenoico (EPA) e o Acido
Docosahexaenoico (DHA) (SHILS et. al., 2003) enquanto 0s ®-6 sdo representados
principalmente pelos acidos linoléico (AL) e o Acido Araquidonico (AA). Ambas as
familias de &cidos graxos estdo envolvidos em diversas a¢gdes no organismo como protecao
da sadude cardiovascular, desenvolvimento cerebral e sistema visual, associado a salde
materno infantil, sdo essenciais na divisdo celular e manutencdo das membranas, funcoes
cerebrais e impulso nervoso (YOUDIM, MARTIN, JOSEPH, 2000; YEHUDA et. al., 2002;
ZAMBOM, SANTOS; MODESTO, 2004; MARTINS et. al., 2006).
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Os PUFAs ainda se mostram indispensaveis na formacdo de leucotrienos,
eicosanoides, prostaglandinas, tromboxanos e outros fatores oxidantes importantes na
mediacdo e regulacdo da inflamacdo (BHANGLE; KOLASINSKI, 2011; LI et. al., 2014).
No controle da inflamagdo atuam por acdo de reducdo na Proteina C-reativa (PCR),
quimiocinas e outros mediadores inflamatdrios, como efeitos positivos na prevencao e no
controle de doengas cardiovasculares, dislipidemias e diabetes mellitus (WALLACE,
MILES, CALDER, 2003; SCHWAB, SERHAM, 2006; HARTWEG et. al., 2009;
SKULAS-RAY et. al., 2011; BORGES et. al., 2017).

0 ®»-3 comparado ao w- 6 possui maior efeito antiinflamatério, isso se explica
devido a sua capacidade de promover uma menor sintese da quantidade de prostaglandinas
e leucotrienos inflamatorios. Por isso, seu potencial uso em terapias crénicas graves, em que
a inflamacdo é uma causa, esta em estudo constante (BOTHAM, MAYES, 2012).

Se tratando do Sistema Nervoso Central (SNC), os PUFAs sdo componentes
importantes dos fosfolipidios das membranas celulares. Determinam as propriedades
biofisicas das membranas neuronais auxiliando na formacdo das espinhas dendridicas e
crescimento neuronal (ZIMMER et.al., 2002; ITOKAZU et.al., 200; BODNAR et.al.,
2005). Participam de forma veemente de processos de sinalizac¢do celular, no funcionamento
de receptores, na recaptacdo de neurotransmissores e na transmissdo de sinais,
possibilitando melhora na cognicdo e aumento do desempenho em processos de
aprendizagem e memoria (MULDOON et al., 2010; SIERRA et al., 2012).

Diante de tantos beneficios, acredita-se que uma alimentacao saudavel seja um
dos pilares para prevencdo de manifestacbes de problemas cronicos e doengas
degenerativas. Uma ingesta copiosa de acidos graxos na dieta auxilia no melhor
funcionamento do sistema fisiologico e metabdlico, referente principalmente a obesos e
diabéticos (SICINSKA et.al., 2015; SOARES et.al., 2016), pois 0 consumo de alimentos
funcionais na dieta atua na linha de defesa no controle dos eventos metabolicos
(AGOSTONI, MORENO, SHAMIR, 2015).

Evidencias ainda demonstram que altos niveis plasmaticos de PUFAS estdo
relacionados com a diminuicdo da razdo entre colesterol total e o HDL, e que a substitui¢do
de 10% das calorias provenientes de SFAs por PUFAS »-6 associa-se a uma reducao de 18
mg/dL no LDL (SANTOS et al., 2013).

Nada obstante, a dieta torna-se ndo favoravel a satude quando ocorre aumento da
ingestdo do ®-6 em detrimento do ®-3. Os AG ®-6 sdo metabolizados em AA, substrato

para formacao de eicosanoides que originam as prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos
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entre outros que, quando em niveis elevados detém uma acdo pré-inflamatoria. Neste caso,
a elevacdo da relacdo w-6/m-3 na dieta é bastante pré-trombdtica e pro-agregativo que
podem refletir futuramente no surgimento de doengas como aterosclerose, obesidade e
diabetes (SIMOPOULOS, 2016).

Os PUFAs podem ser encontrados em uma diversidade de alimentos. As fontes
dos AG ®-3 séo as folhas verdes e sementes oleaginosas, linhaca, milho, 6leo de soja,
canola, peixes de agua fria como cavala e salmao, entre outros (HARRIS, APPEL, 2007).
Ja os &cidos graxos 6mega 6 podem ser encontrados em alimentos nozes, pistaches,
amendoins, sementes de abobora e 6leos vegetais como algodao, milho, girassol, soja e
canola, enquanto o acido graxo 6mega 9 pode ser encontrado em dietas como nos
representantes do azeite de oliva e o 6leo de canola, grdos integrais, frutas e hortaligas
(KAYSER et al., 2010).

Os AG ®-3 sdo os mais utilizados nas fontes de estudo pelo seu maior
envolvimento nos beneficios dos PUFAS. Uma deficiéncia no organismo do ®-3 provoca
sintomas neuroldgicos, reducdo da acuidade visual, lesGes de pele, retardo do crescimento,
diminuicdo da capacidade e aprendizado, retardo do crescimento, diarréia e
eletroretinograma anormal em criangcas (WAITZBERG, 2007). A toxicidade dos efeitos
surge quando o consumo do ®-3 ultrapassa os 15% do valor caldrico total, causando
alteracdes no metabolismo de AG de cadeia longa e induzindo a producdo de mediadores
como prostaglandinas e leucotrienos. Sem deixar de citar o estresse oxidativo,
essencialmente relacionado ao nivel de instauracdo do triglicerideo, levando a peroxidagédo
Lipidica (WAITZBERG, 2007; VAZ et.al., 2014).

A raca humana e todos os mamiferos sdo capazes de sintetizar os MUFA ®-9.
A dessaturacdo desses acidos graxos acontece no reticulo endoplasmatico através das
enzimas dessaturases, onde o 4&cido oléico (AcO) é o MUFA mais representativo
(BURDGE; CALDER, 2015). A sintese de AcO no SNC, demonstrou elevar as taxas
de proteina béasica de mielina (BREUER et al., 2004), sugerindo um papel central para este
acido graxo na funcdo neuronal.

Os MUFASs também proporcionam a protecdo contra a peroxidagdo lipidica. O
uso de suplementac@es acrescidas com lipidios na forma monoinsaturada, em detrimento ao
uso de polinsaturados findou com a reducgéo da resposta inflamatdria e baixa producéo de

radicais livres com a férmula rica em monoinsaturados (CURI et al., 2013).

1.4 PUFAs e MUFAs e as suas relagdes com estresse oxidativo e alteracgdes bioquimicas


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/myelin-basic-protein
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Os radicais livres (RL) sdo espécies quimicas extremamente reativas a presenca
de um par de elétrons livres (FERREIRA, MATSUBARA, 1997, BONNEFOQY, 2002). Estes
radicais sdo formados por intermédio do metabolismo aerébico bem como por processos
patoldgicos (inflamacdes, estresse emocional ou psicoldgico) em um contexto de reacdes de
oxido-reducdo. Também sdo conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROS) e sédo
encontrados em todos os sistemas corporais (FERREIRA, MATSUBARA, 1997,
TSALUCHIDU et.al. 2008). Quando em concentragdes elevadas, os EROS sdo toxicos ao
organismo e para se defender de tais ataques as células vivas dispdem de sistemas de defesa
formados de antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos (SIES, STAHL, SEVANIAN,
2005; HUANG, PRIOR, 2005; RODRIGUES NETO, 2010).

Diante de um estresse oxidativo todos os constituintes celulares sdo vulneraveis
a acdo dos EROS, no entanto a membrana plasmatica é uma das mais atingidas em
consequéncia da peroxidacéo lipidica, confluindo em danos a estrutura e permeabilidade da
célula e por fim apoptose (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; HALLIWELL B,
GUTTERIDGE, 1999; SAMPAIO E MORAES, 2010; CUNHA et al., 2017). A
peroxidacdo lipidica é um fator imprescindivel para 0 monitoramento dos danos causados
aos lipideos pelos EROS. Estes se degradam em produtos como o Malondialdeido (MDA)
que por sua vez sao utilizados como marcadores da peroxidacao lipidica para avaliacdo do
estresse oxidativo (BERTOLIN et al., 2009).

Os PUFAs -3 viabilizam mais radicais livres aos substratos livres, contudo
estes sdo fatores redutores da morte celular em pacientes como patologias associadas as
doengas coronarianas. Tem-se que 0os PUFAs possam funcionar como antioxidantes para
evitar a peroxidacdo de lipideos em membranas (ERGSTROM et.al., 2009). Ainda é
desconhecido se estes causam ou ndo o estresse oxidativo em humanos e animais
(MONTEIRO, 2007). Porém, estudo in vitro mais recente mostrou que o tratamento com
PUFAS diminui consideravelmente os niveis de EROS (KIM et.al., 2010).

O estresse oxidativo estd interligado a fisiopatologia de doengas como
hipertensdo e obesidade, o que pode estar relacionado ao aumento da resisténcia periférica
da acdo da insulina em pessoas acima do peso preconizado. Portanto, 0 aumento dos &cidos
graxos livres, da insulina e dos niveis de glicose, séo fatores influenciadores para o
acréscimo de EROS que resulta no estresse oxidativo (SIMAO et al., 2010).

Além disso, se tratando de glicose e PUFAS, estudos mostram por um lado seus

eficazes efeitos na prevengcdo de doengas como a diabetes devido ao seu efeito
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antiinflamatario e redutor dos lipidios dispostos na corrente sanguinea (ANDRADE, 2009)
e por outro que o consumo de capsulas contendo 6leo de peixe aumenta a glicose disposta
na corrente sanguinea e a resisténcia a insulina (SIMAO et al., 2010). Desta forma, ha
necessidade de uma reavaliagdo na relacdo de custo beneficio na utilizacdo de tais acidos
graxos por pacientes portadores de sindrome metabolica.

A Alanina Aminotransferase (ALT) ou alanina transaminase, conhecidamente
como Transaminase Glutamico Piravica (TGP) é uma enzima transamina cuja sua maior
concentracdo € localizada no figado e o Aspartato Aminotransferase (AST) ou
Transaminase Glutdmico Oxalacético (TGO) é encontrado em varios tecidos dos 6rgdos
vitais do corpo como, coracao, rins, figado e cérebro. Essas enzimas tém a particularidade
de catalisarem a conversdo nitrogenada de um aminoécido para uma porg¢do residual de
aminodcido. A elevacdo destas enzimas pode indicar a existéncias de problemas no 6rgao,
como presenca de alguma lesdo (CANOAVA, 2012).

Consta-se que o figado é principal 6rgdo envolvido na metabolizacdo de
alimentos e drogas e a maioria das substancias sdo excretadas a nivel renal. Avaliar possiveis
danos a esses 6rgdos pela medicdo dos parametros bioquimicos na funcdo hepatica (através
das concentracOes de ALT e AST) e renal (atraves das concentracdes de ureia e creatinina)
sdo elementos importantissimo a serem apreciados em um estudo com dietas alimentares.

Em se tratando de fun¢éo renal, os paramentos bioquimicos da ureia e creatinina
indicam se 0s 6rgaos estdo adequadamente funcionando. Quando hé prejuizo da funcéo renal
os niveis plasmaticos de ureia e creatinina tendem a se elevarem. Quanto maior o nivel
dessas duas substancia, maior € o dano renal (PINHEIRO, 2019).

Alguns estudos demonstram que a associa¢do de ®-3, vitamina E, selenito de
sodio, gluconato de cobre, gluconato de zinco, sulfato de condroitina e glucosamina que tem
acdo antioxidante e condorprotetora, proporcionou relativa melhora da excrecdo dos
parametros da ureia e creatinina em cées com doengas renais crénicas (VALLE et al.,2015).
Outros mostraram que dietas ricas em ®-3, reduz a pressdo intraglomerular, proporciona
aumento da filtracdo glomerular, consequentemente induzindo o aumento da expectativa de
vida dos animais. Os AG exercem funcao importante, pois além de diminuir o colesterol,
reduz a pressao sanguinea e melhorar a hemodindmica renal. A razao entre o ®-6 ¢ 0 ®-3 é
de 3:1 ou 5:1, foi referenciada como parametro benéfico para dietas ofertadas a pacientes
renais cronicos (BARTGES, 2012).

A ingestdo dietética enriquecida de MUFA -9 foi associada a reducéo da raiva

e irritabilidade. Outros estudos revelam que a adeséo a uma dieta mediterranea ricaem AcO
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reduz a dor em pessoas acometidas com artrite inflamatéria (SILVA NETO, 2019). A
ingestdo de uma mistura de acidos graxos incluindo AcO melhorou os potenciais evocados
somatossensitivos em portadoras de adrenoleucodistrofia ligada ao
X (doenca desmielinizante hereditaria rara) (CAPPA et al., 2012).

Cutili (2017) em seus estudos enfatizou que os AG dmega-3 sdo componentes
estruturais do cérebro indispensaveis para a sintese da membrana neuronal. Juntamente com
a queda da cognicdo, reducdo da densidade sinaptica e perda neuronal, o envelhecimento
normal é acompanhado por uma reducéo na concentracdo de PUFA no cérebro em humanos
e camundongos. Estudos clinicos e experimentais demonstraram a importancia do PUFA no

controle da neurodegeneracéo e disfung¢des neuronais.

1.5 A técnica de Golgi Cox como ferramenta de marcagdo neuronal

A evolucdo do sistema nervoso central (SNC) é um encadeamento complexo.
Alguns situacdes favorecedoras durante este periodo altamente plastico determinam a
maturacgdo funcional do cérebro e a sua completude ao longo da vida.

Silva et al. (2012) demonstram em suas pesquisas em humanos e animais que a
dieta adequada e estimulos ambientais como pratica regular e precoce da atividade fisica
desde a infancia favorecem o desenvolvimento do sistema nervoso central. Tem sido
observado que tais praticas durante o desenvolvimento cerebral pds-natal de ratos aumenta
a densidade de axdnios e neurdnios, eleva os niveis cerebrais de fatores neurotroficos e
melhora aprendizagem e memoria.

Dos métodos histoldgicos ndo-radioativos que atestam a marcacgdo de neurdnios
destacam-se a técnica de Golgi Cox, valiosa na observacdo das espiculas dendriticas. A
técnica de Golgi Cox apresenta grande versatilidade para a preparacdo histoldgica de
neurdnios, pois evidencia em coloragdo marrom escuro 0 corpo dos neurbnios e seus
prolongamentos em cerca de trés meses de elaboragédo, permitindo a contagem de células,
determinando o tamanho do corpo celular e seus prolongamentos. Propicia, também, uma
perceptivel segmentacdo entre as camadas corticais (DE PAULA, 2010).

Outra ferramenta importante € o0 método de quantificacdo, a determinagédo do
volume de estruturas cerebrais internas. A descri¢do de técnicas histologicas na literatura
ndo é garantia de sucesso para todos os laboratorios devido a detalhes importantes, nem
sempre mencionados (BERNARDI, MELO, 2018).
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/evoked-potential
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/adrenoleukodystrophy
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/adrenoleukodystrophy
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/myelin
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Mancuso et. al. (2013) relatam que o primeiro método histolégico para demarcar
0s neur6nios inteiros em fundos claros foi descrito e desenvolvido por Camillo Golgi e
continua sendo um das melhores maneiras de visualizar um neurénio.

Mediantes tais beneficios explanados até aqui, objetivou-se no presente trabalho
avaliar os efeitos da suplementacdo com mix de émega 3, 6 e 9 a 3% sobre marcadores

oxidativos, comportamentais e morfolégicos neuronais em camundongos ¢57bl6 saudaveis.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A dieta € um importante fator de contribuicdo para modular os processos
inflamatorios e o estresse oxidativo. Dentre os fatores dietéticos, o consumo dos acidos
graxos poli-insaturados (-3, ®-6 ¢ ®-9), pode promover a modificacdo desses fatores por
meio da suplementacéo desses acidos. Embora ainda pouco explorados, a utilizacdo do mix
de 6leos -3, w-6 ¢ ®-9, pode ter participacdo na reducdo da inflamacdo e do estresse
oxidativo. Os efeitos bioldgicos desses acidos graxos essenciais sdo mediados por suas
interacdes mutuas que, muitas vezes, podem exercer efeitos contrarios na falta de equilibrio
na dieta. Existem poucos estudos que abordem as modifica¢des bioquimicas ocasionadas no
consumo de alimentos suplementados.

Observa-se que, na atualidade, hd uma escassez de estudos demonstrando o
papel da suplementacdo do mix de Omega 3, 6 e 9 sobre a inflamacéo, estresse oxidativo e
memoria. Até entdo, pesquisas tem-se voltado a desvendar o efeitos protetores e benéficos
do 6mega 3 a saude humana. No presente estudo pretende-se além de avaliar o efeito do
O0mega 3, 0 6 e 9 no estresse oxidativo e comportamental em camundongos, preencher uma
lacuna que ainda encontramos na literatura cientifica sobre os efeitos envolvendo o mix de
Odmega 3, 6 e 9 nos mais variados parametros, além do mais apresentar a sociedade o possivel

efeito do consumo de leite desnatado suplementado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a suplementacdo com mix de dmega 3, 6 e 9 em camundongos C57BL6.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a acdo da suplementacdo de 6mega 3, 6 e 9 sobre a massa corporal de
camundongos C57BI6;

e Avaliar a acdo da suplementacdo de émega 3, 6 e 9 sobre a memdria e cognicdo de
camundongos C57BI6;

e Avaliar a acdo da suplementacdo de 6mega 3, 6 e 9 sobre estresse oxidativo em
camundongos C57BI6;

e Avaliar a acdo da suplementacdo de 0mega 3, 6 e 9 sobre a concentracdo de
mieloperoxidase no hipocampo de camundongos C57BI6;

e Investigar as alteracbes metabdlicas induzidas pela suplementacdo de 6mega 3, 6 e 9
sobre a funcdo hepatica e renal em camundongos C57BI6;

e Investigar o papel da suplementacdo de dmega 3, 6 e 9 na morfologia neuronal do

hipocampo de camundongos C57BI6 através do método de Golgi Cox.
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4 METODO
4.1 Animais

Foram utilizados 54 camundongos distribuidos em grupos controles
alimentados com a dieta padrdo ad libitum e grupos testes alimentados com leite desnatado
sem lactose ad libitum (proveniente de marca comercial) ou leite desnatado sem lactose com
3% de gordura com mix de omega 3, 6 e 9 ad libitum.

Os Camundongos C57BI6 machos provenientes do biotério da Universidade de
Fortaleza (UNIFOR) e transferidos para o biotério do Ndcleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Cearda (UFC)
foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (23 + 1° C), alocados em gaiolas
apropriadas com ciclos claro/escuro de 12/12 horas com comida e agua ad libitum durante
o periodo de adaptacdo de 07 dias. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso
Animal (CEUA-UFC) sob nimero 63/2013 (ANEXO A) e o0s experimentos foram
conduzidos de acordo com as normas internacionais de uso de animais em experimentagéo.

A escolha por essa espécie animal se deu pelo fato do C57BI6 apresentar maior
susceptibilidade para algumas afec¢bes como obesidade, Diabetes mellitus tipo I,
Aterosclerose induzida pela dieta, pela elevada incidéncia de anormalidades oculares e pela

alta preferéncia ao alcool.

4.2 Dieta e Suplementos

Foram utilizadas dieta controle com racdo e 4gua, um controle neutro com uso
de leite desnatado sem lactose e um teste com leite desnatado sem lactose com 3% de
gordura enriquecida com 6mega 3, 6mega 6 e 6mega 9 foram utilizados para alimentagédo

dos animais.

4.3 Protocolo experimental

Os 54 animais foram primeiramente distribuidos em trés grupos (n=18/grupo) e
em seguida subdividos dentro do préprio grupo com n=9/grupo, conforme a seguir:

Durante os dias de suplementacao, os animais ndo receberam nenhum outro tipo
de alimentagdo. Foram ofertados 200 ml das suplementagdes do leite desnatado sem lactose
e do leite desnatado sem lactose com 3% de gordura enriquecido com emulsdo do 6mega 3,

6 e 9 diariamente, sendo trocadas a cada 12 horas para evitar a contaminagdo das mesmas.
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Grupo 1 (CONTROLE) — Camundongos com dieta composta por ra¢ao padréo

e 4qua. Este grupo foi composto por 18 animais subdivididos em dois grupos com n= 9 por
grupo. Grupo 1A recebeu a dieta por 45 dias e 0 grupo 1B recebeu a dieta por 60 dias.

Grupo 2 (DIETA 1) — Camundongos com dieta composta por leite desnhatado

sem lactose. Este grupo foi composto por 18 animais subdivididos em dois grupos com n=
9 por grupo. Grupo 2A recebeu a dieta por 45 dias e o grupo 2B recebeu a dieta por 60 dias.
Grupo 3 (DIETA 2) — Camundongos com dieta composta por leite desnatado

sem lactose com 3% de gordura adicionada de mix de 6leos dmega 3, 6 e 9. Este grupo foi

composto por 18 animais subdivididos em dois grupos com n= 9 por grupo. Grupo 3A
recebeu a dieta por 45 dias e o grupo 3B recebeu a dieta por 60 dias.

Ap0s transcorridos os 45 e 60 dias de cada grupo com dietas especificas (racao
e agua; leite desnatado sem lactose; leite desnatado sem lactose com mix de 6leos Omega
3, 6 e 9), os animais foram submetidos a testes comportamentais para avaliagdo de memoria
e cognicdo (Teste Y maze e teste do labirinto aquatico de Morris), bem como avaliagdo da
atividade locomotora (teste do campo aberto). Apds o Ultimo teste comportamental os
animais foram eutanasiados por decapitacdo e tiveram a area cerebral do hipocampo
dissecado, pesado e armazenado em temperatura de — 80° C para posteriores analise do
estresse oxidativo (TBARS e GSH), resposta inflamatéria (MPO). Também coletou-se
sangue do plexo venoso retro orbital para realizagdo de testes bioquimicos (Glicemia, AST,
ALT, Ureia e Creatinina) e estresse oxidativo (TBARS e GSH) (Fig. 2). A
massa corporea dos camundongos C57BI6 foi aferida e registrada desde o primeiro até o
ultimo dia de cada dieta, com objetivo de avaliar a variacao de peso dos animais conforme

cada grupo.



Tabela 1. Relacdo dos grupos experimentais em estudo.
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TEMPO DE GRUPO GRUPODIETA1 GRUPODIETA?2
DIETA CONTROLE
45 DIAS RACAO LEITE LEITE
DESNATADO DESNATADO
+
i ZERO LACTOSE  ZERO LACTOSE
AGUA
AD LIBITUM SUPLEMENTADO
ADICIONADA DE
MIX DE OMEGA
3,6E9
AD LIBITUM
60 DIAS RACAO LEITE LEITE
DESNATADO DESNATADO
+
i ZERO LACTOSE  ZERO LACTOSE
AGUA

AD LIBITUM

SUPLEMENTADO

ADICIONADO DE

MIX DE OMEGA
3,6E9

AD LIBITUM




Figura 02. Fluxograma do protocolo experimental
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4.4 Determinagdes comportamentais
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Os testes comportamentais foram realizados em sala apropriada, sendo o
ambiente iluminado apenas por uma luz vermelha e com ambiente livre de qualquer estimulo
sonoro.

Apos cada animal ser retirado, as arenas de Campo aberto e Labirinto em Y
foram limpas com uma solucéo de alcool a 20% e secada com toalhas de papel, para evitar
que o cheiro de urina e fezes interferissem no teste, este procedimento foi feito apds cada

teste comportamental.

4.4.1 Teste do labirintoem Y (Y Maze)

Este teste foi utilizado para avaliar a memoria de trabalho espacial, ou seja, 0
comportamento cognitivo exploratério, através da percepcdo de uma performance de
alternacdo espontanea (MAURICE et al., 1996).

O aparato do teste consiste em trés bracos idénticos com 16 cm de altura, 5 cm
de largura e 40 cm de comprimento (Fig. 3). Cada camundongo foi colocado na extremidade
de um dos bracos e deixado para explorar o0 ambiente durante 8 minutos. A sequéncia dos
bracos em que os animais entraram foi anotada e as informacdes analisadas de forma a
determinar o nimero de entradas no brago sem repeticdo. Foi considerada correta uma
alternacdo em que o animal visitou um novo brago e ndo retornou ao brago anteriormente
visitado (exemplo de alternacdo correta: bragos 1, 2, 3 ou 3, 1, 2; exemplo de alternacéo
incorreta: 1, 2, 1 ou 3, 1, 3). O numero maximo de alternacdes foi o total de nimero de
bracos entrados menos dois (n — 2) e a percentagem das alternacdes foi calculada como a

razao entre: (numero de alternagdes corretas/ nimero maximo de alternacées) x 100.

Figura 03. Teste do Labirintoem Y
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O animal era colocado em um dos bragos e deixado para explorar o
ambiente durante 8 minutos. A sequéncia dos bragcos em que 0s animais
entraram foi anotada e as informac@es analisadas de forma a determinar o

namero de entradas no braco sem repetigéo.

4.4.2 Teste do labirinto aquatico de Morris (Water Maze)

Este teste foi utilizado para avaliar a memdria espacial do animal. A principal
area cerebral envolvida no teste € 0 hipocampo ao que diz respeito ao processamento de
informacdes espacial. No 45° e 60° dia ap0s o inicio da dieta, os subgrupos de animais foram
submetidos a versdo com pistas do labirinto aquatico de Morris (1984), seguindo as
modifica¢des introduzidas por Packard e McGaugh (1992) para avaliacdo da aprendizagem
relacionada a habitos.

O labirinto aquatico consistiu em um tanque de acrilico circular branco com 60
cm de altura, 91 cm de diametro, cheio até 10 cm da borda, com agua numa temperatura em
torno de 25°C, uma plataforma de PVC (11 x 14 cm de didmetro) no quadrante nordeste,
submersa a 2 cm da superficie de 4gua acrescida com tinta branca ndo toxica para deixar a
agua turva (Fig. 4).

Os animais passaram por sessdes de treino, intervalo e sessdo de teste.
Consistiram em quatro treinos por dia durante quatro dias consecutivos, modificando a
posicdo da plataforma em cada treino. Em cada dia das sessdes de treino o animal foi
colocado em um dos quadrantes e teve 60 segundos para encontrar a plataforma submersa.

Foi analisada a laténcia para o animal encontrar a plataforma em cada treino, sendo este
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deixado na mesma durante 10 segundos e posteriormente retirado do tanque por 30 segundos
e seco em papel toalha, antes de iniciar o treino seguinte em posicao diferente.

Apo6s um dia de intervalo da ultima sesséo treino, realizou-se a sessdo de teste
para avaliagdo da memoria espacial. Cada animal foi colocado no aparato sem a plataforma
e este teve 60 segundos para encontrar o local onde se encontrava a plataforma. O tempo de
laténcia, a distancia percorrida, 0 numero de entradas e o tempo de permanéncia no

quadrante da plataforma foram registrados para anélises posteriores (MORRIS, 1984).

Figura 04. Teste do labirinto aquéatico de Morris (Water Maze)

Cada animal foi colocado no aparato sem a plataforma e este teve 60
segundos para encontrar o local onde localiza-se a plataforma.

4.4.3 Teste do campo aberto (Open Field)

Com objetivo de observar se a dieta prejudicou a atividade locomotora do
animal que consequentemente prejudicaria os testes de memoria, realizou-se o teste da
atividade locomotora do animal através do teste de campo aberto (Open Field) (Fig. 5).

O aparato consiste em uma caixa de acrilico (50 x 50 cm) com o chéo e paredes
pintadas com uma tinta preta fosca e o piso dividido em nove quadrantes iguais. Cada animal
foi colocado no centro do aparato e permitido que ele explorasse o cenario por um minuto
(tempo de habituacdo), seguido de mais cinco minutos (periodo de teste). Os parametros
observados foram a distancia percorrida pelo animal, o grooming (movimento de
autolimpeza), tempo do grooming e o rearing (movimento de procura vertical no qual o

animal se apoia nas patas traseiras).
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Os registros de tais dados ocorreram através do uso de uma camera de visao

noturna com infravermelho localizada na parte superior do aparato, que memorizava cada

movimento do camundongo durante os cinco minutos do teste.
Figura 05. Teste do campo aberto (Open Field)

Fonte: WWW.(quazo0o.com

Cada animal foi colocado no centro do aparato e permitido
que ele explorasse o cenario por um minuto (tempo de
habituacdo) seguidos de mais cinco minutos (periodo de
teste).

Figura 06. Imagem do Teste de Campo aberto com a camera de visao noturna
infravermelho

Fonte: www.quazoo.com
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4.5 Determinac6es bioquimicas
4.5.1 Dosagem da glicose no plasma

O sangue coletado do plexo retro orbital dos animais foi analisado pelo método
enzimatico da glicose oxidase (kit glicose pap liquiform - Labtest).

Logo apos a coleta do sangue e separados em aliquotas de micro tabulos, as
amostras foram centrifugadas a 4.000rpm/10m e teve o plasma coletado e em seguida
encubado em banho Maria 15 minutos a 37°C. 100uL da amostra foram adicionados aos
pocos na placa de Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay -ELISA. As leituras do teste e
padrdo foram feitas em 505nm no leitor de placas, acertando o zero com o branco. A

concentragdo foi expressa como mg/dl de plasma.

4.5.2 DeterminacOes de uréia e creatina e das transaminases AST e ALT no plasma
sanguineo

No dia da eutanésia foi realizada a coleta de sangue venoso do plexo retro orbital
dos camundongos. O sangue foi coletado em tubos a vacuo contendo anticoagulante sodium
heparin (heparina). Foram coletados cerca de 1,5 ml de sangue de cada animal para as
analise. O sangue foi centrifugado a 4.000 rpm/mim por 15 minutos e teve o plasma
separado do sangue, que foi congelado a -80°c até o dia dos ensaios com mensuragdes dos
parametros bioquimicos realizadas no espectrofotdmetro.

Para tal analise, foi utilizado o kit glicose pap liquiform — Labtest.

4.6 Determinacdes do estresse oxidativo

4.6.1 Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH no hipocampo foram avaliados para estimar defesas
enddgenas contra o estresse oxidativo. O método € baseado na reacao de reagente de Ellman
(DTNB), com grupos tiol livres. As areas cerebrais foram diluidas em tampéao de 0,02 M de
EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solucdo de &cido tricloroacético a 50%. Apos
centrifugacdo (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi recolhido e os
niveis de GSH foram determinados (Sedlak and Lindsay, 1968). Resumidamente, as
amostras foram misturadas com 0,4 M de tampao tris-HCI, pH 8,9 e 0,01 M de DTNB.
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Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a 412 nm, calculada com base

numa curva padrdo de glutationa e expressos como ng de GSH/g de tecido umido.

4.6.2 Peroxidacao lipidica (TBARS)

A peroxidacéo lipidica tanto no tecido cerebral quanto no plasma foi avaliada
através da mensuracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (do inglés:
Thiobarbituric Acid Reactive Substances -TBARS).

No tecido cerebral — A peroxidacéo lipidica foi avaliada como uma medida de

producdo de espécies reativas de oxigénio (DRAPER et al., 1993). As amostras foram
homogeneizadas com tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7,4, 63uL do
homogenato foi misturado a 100 pL de 4cido perclérico 35%, sendo estas centrifugadas
(7000 rpm/15 min), no qual 150 puL do sobrenadante foram recuperados e misturado com
50 pL de acido tiobarbitarico 1,2%, e em seguida, estas amostras foram aquecidas em um
banho de agua fervente por 30 min. Ap6s o resfriamento, a peroxidagdo lipidica foi
determinada por absorbancia a 535 nm e foi expressa como mmol tecido malonaldeido
(MDA)/mg de proteina (OHKAWA et al., 1979).

Plasma sanquineo — Os niveis de TBARs foram estimados de acordo com o

Meétodo espectrofotométrico descrito por Ohkawa et al., 1979. Em resumo, a cada tubo de
ensaio, 0,5 ml de plasma, 0,5 ml de solucdo salina normal, 1 ml de acido tricloroacético a
20% (TCA) e 0,25 ml de reagente TBA (200 mg de tiobacbitarico acido em 30 ml de 4gua
destilada e 30 ml de &cido acético) foi adicionado. Os tubos de ensaio foram mantidos para
ferver a 95°C por uma hora. A cada um dos tubos de ensaio, 3 ml de n-butanol foi adicionado
e bem misturado. Os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. A camada de
butanol separada foi coletado e lido em um espectrofotdmetro contra reagente em branco a
535 nm reacdo tiobarbiturgica. A concentracdo de substancias foi expressa em termos de
nmol de malondialdeido por mililitro de plasma. O valor expresso € em nmol MDA/mI de

plasma.



42

Figura 07. Protocolo de mensuragdo da mensuracdo de MDA

Controle

Leite desnatado
Leite suplementado

Peroxidacdo lipidica (TBARS)

4.7 Determinacdo da resposta inflamatdria

4.7.1 Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase (MPQO) presente nos granulos de neutréfilos é
utilizada como um marcador de processo inflamatério, indicando a presenca de neutrofilos
infiltrados nos tecidos.

Neste ensaio, o Perdxido de hidrogénio (H202) é clivado por meio da MPO
presente nas amostras de tecido. O radical oxigénio (O°) resultante se combina com
diidrocloreto de O-dianisidina que é convertido a um composto colorido. O aparecimento
deste composto, ao longo do tempo, é medido por espectrofotobmetro para determinar o
contetdo de MPO.

Para determinacbes da MPO, as é&reas cerebrais do hipocampo foram
homogeneizadas (50mg/mL) em uma solucdo de brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5
% (HTAB) em tampéo fosfato 50 mM, pH 6,0. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
a4.000 rpm a 4°C por 2 minutos. Adicionou-se 30uL do sobrenadante da amostra e 200uL.
da solugédo contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de o-dianisidina e 0,0005 % de perdxido

de hidrogénio. A absorbancia foi medida nos tempos 0,1 e 3 minutos no comprimento de
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onda 460nm. Os resultados foram dados como unidades de MPO por mg de tecido
(BRADLEY etal., 1982).

4.8 Processamento histologico através da técnica de Golgi Cox

Procedeu-se com uma disseca¢do minuciosa, onde 0s cérebros foram retirados
dos cranios e, posteriormente, cortados para separacdo do hipocampo. Em seguida, estes
cortes foram mergulhados em solucéo de protecdo de Golgi Cox.

Para isso, a complexidade neuronal foi investigada através da técnica de Golgi
Cox em camundongos C57BI6 machos submetidos a dieta padrdo ou leite desnatado zero
lactose ou leite desnatado zero lactose com mix de dmegas 3, 6 e 9 por um periodo de 45 e
60 dias.

Através desta técnica avaliou-se o comprimento dos dendritos, quantidade de
espiculas dendriticas e densidade dos neur6nios. Os dendritos sdo terminagdes que recebem
os estimulos de células epiteliais sensoriais ou de outros neurdnios. Através dos estimulos,
esses neurdnios se ramificam, afilam até as extremidades e exibem as espiculas dendriticas.
contactando outros neurdnios (OLIVEIRA,2019).

Para o tampdo de protecdo, utilizamos 300gr de sacarose, 10gr de
polivinilpirrolidona e 300ml de etilenoglicol, todos dissolvidos em 500ml de H20 destilada.

A solucdo fixadora e contrastante de Golgi Cox foi confeccionada segundo o
método  descrito por HONG, ZHANG e WENG (2003); RAJU e
SHANAKRANARAYANA RAO (2004) e é composta pela associacdo das seguintes
solucBes: (1) Dicromato de potassio; (2) Cromato de Potassio; (3) Cloreto de Mercurio. As
solucBes 1 e 3 sdo misturadas na proporcaol:1, e a solugdo resultante é misturada 4:10 com
asolucdo 2. Apds a preparacdo, a solucdo foi mantida em frascos ambar, protegidos de
luminosidade, por pelo menos duas semanas e previamente filtrada antes do uso, para
eliminar residuos.

As pecas foram mergulhadas na solucdo de protecdo de Golgi Cox numa
proporcao fragmento: solucdo de 1:10. A solugéo foi trocada a cada cinco dias. Para este
estudo, somente o hipocampo foi analisado e procedeu-se o preparo dos cortes para a técnica
de Golgi Cox. Em placas de Petri, seguindo a seguinte sequéncia, lavagem com H20
destilada, duas vezes, com duragdo de 05 minutos cada; lavagem com etanol a 50%, uma
vez, por 05 minutos; lavagem com aménia e H20 na proporc¢éo 3:1 por 08 minutos; lavagem

com H20 destilada, duas vezes, com duragdo de 05 minutos cada; lavagem com solugéo
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tiossulfato de sodio a 5% (25mg/50ml) por 10 minutos em ambiente escuro; lavagem com
H20 destilada, duas vezes, com duracdo de 01 minuto cada; lavagem com etanol 70, 95 e
100%, com duracdo de 06 minutos cada; lavagem com Xilol por 12 a 15 minutos; montagem
da lamina na capela.

A anélise morfométrica foi realizada utilizando o software Imagem J 1.40.
Foram avaliados forma, localizacdo dos tipos de neurdnios nas camadas corticais,
prolongamentos e nimero de neurdnios. Para contagem do numero absoluto de neurénios,
foi considerada a area de 657, 072 um? (0,66 mm?), o que corresponde ao aumento da
imagem em 100x.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram avaliados a normalidade utilizando o Teste Shapiro Wilk.
Para analise dos dados foi utilizado ANOVA Two way, seguida pelo teste post hoc de
Tuckey para comparacdes multiplas e explorar interacdes significativas e revelar as
diferencas especificas entre 0s grupos.

O programa utilizado foi o software Graphpad Prism versdo 6.0 Todos 0s
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média adotando o critério de

significancia para p < 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Resultado da variacdo da massa corpdrea

Na avaliacdo da variagdo da massa corporea, observou-se forte interacdo entre
os fatores estudados [F(2,48) = 21, 86 P< 0,0001].

Os animais alimentados com o “leite desnatado suplementado” com mix de
acidos graxos durante 45 dias apresentaram uma menor variacdo da massa corporea em
relagéo ao grupo alimentado somente com “leite desnatado” durante 45 dias (P<0.0001). Ja
durante os 60 dias de dieta o grupo alimentado com “leite desnatado suplementado” também
apresentou uma variacdo da massa corpdrea significantemente menor em rela¢do aos grupos
alimentados com a “dieta padrao” durante os 60 (P<0.0001) e 45 dias (P<0.0001), bem como

em relagdo ao grupo alimentado somente com “leite desnatado” (P<0.0001) (Fig. 08 ).

Figura 08. Variacdo da massa corporea de camundongos C57BL6 saudaveis de acordo com

tempo e tipo de dieta.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. No primeiro e Gltimo dia de cada tipo de
dieta os animais foram pesados e posteriormente avaliado a variacdo de peso com consumo das dietas. As
barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita através de
ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001).

6.2 Resultados das alterac6es comportamentais
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6.2.1 Teste do campo aberto

No teste do campo aberto foi observado que houve uma significante média entre
o fator “dieta” na avaliagdo do grooming [F(2,46) =12,27 P< 0,0001] (Fig.9 D) e tempo de
grooming [F(2,46) = 6,025 P=0,0047] (Fig. E). Ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa entre 0s grupos em relacao ao crossing, distancia total percorrida e rearing (Fig.
9A,BeC).

No teste de Campo aberto ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos 45 e 60 dias. Porém, houve uma significante diferenca entre o fator Dieta.

Figura 09. Efeito da suplementacdo com mix de dmega 3, 6 e 9 no nimero de crossing (A)
distancia total percorrida (B) namero de rearing (C), nimero de grooming (D) e tempo de

grooming (E) em camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias e no ultimo dia de cada dieta foi realizado
0 teste de campo aberto. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
****P < (0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias e no ultimo dia de cada dieta foi realizado
0 teste de campo aberto. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A anélise dos resultados
foi feita atraves de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
****P < 0.0001).

C
251
Il Dicta padrao
c 204 T - EA Leite desnatado
© I Leite desnatado suplementado
[}
— 15-
(]
=]
° 104 T
(]
€
= i
> 5
0= Y ¥
% E
i N
bfo Q:Q

Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias e no ultimo dia de cada dieta foi realizado
0 teste de campo aberto. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
**%*P < 0.0001).

Em relacdo ao nimero de grooming, o grupo alimentado com “leite desnatado
suplementado” durante 45 dias apresentou um nimero maior de grooming que o grupo

alimentado com “leite desnatado” durante 45 dias (p=0,0023) e o grupo alimentado com
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“leite desnatado” durante 60 dias (P=0,0009). Enquanto o grupo alimentado com “dieta
padrao” durante 60 dias apresentou um numero de grooming maior que 0s grupos
alimentados com “leite desnatado” durante 45 (P=0,0124) e¢ 60 dias (P=0,0049) (Fig. D).
Quanto ao tempo de grooming, o grupo alimentado com o “leite desnatado suplementado”
durante 45 dias apresentou um tempo maior de grooming que o grupo alimentado com “leite

desnatado” durante 45 (p=0,0461) e 60 dias (P=0,0333) (Fig. E).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias e no ultimo dia de cada dieta foi
realizado o teste de campo aberto. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise
dos resultados foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01,
***P < 0,001, ****P < 0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias e no Gltimo dia de cada dieta foi realizado
0 teste de campo aberto. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
****pP < 0.0001).

6.2.2 Teste do labirintoem Y

Em relacdo a memoria de trabalho foi observada uma interacdo significativa
entre os fatores “dieta” [F(2,48) = 32,05 P<0,0001] e “tempo de dieta” [F(1,48) = 14,13 P=
0, 0005]. No teste do labirinto em y, o grupo alimentado com “leite desnatado
suplementado” durante 45 dias apresentou uma porcentagem de alternagdes corretas maior
que os grupos alimentados com “dieta padrao” durante 45 (P=0,0400) e 60 (P=0,0231) dias.
Além disso, o grupo alimentado com “leite desnatado suplementado” durante 60 dias
apresentou maior percentual de alternacGes corretas que os grupos alimentados com dieta
padrdo durante 45 (P<0,0001) e 60 (P<0,0001) dias, “leite desnatado” durante 45
(P<0,0001) e 60 (P<0,0001) dias e “leite desnatado suplementado” durante 45 dias
(P=0,0004), ou seja, apresentou 0 maior nivel de acertos dentre os grupos investigados.
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Figura 10. Efeito da suplementacdo com mix de dmega 3, 6 e 9 na porcentagem de
alternacdes corretas no teste do Labirinto em Y pelos camundongos C57BL6 saudaveis.

150 - | - ' .
' Bl Cicta padréo

! Er
I I I ml EA Leite desnatado
I_l [ Leite desnatado suplementada

100 +

% alternacoes corretas

Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias e no ultimo dia de cada dieta foi realizado
0 do labirinto em Y para avaliacdo da memdria do animal. As barras representam a media + E.P.M (n=9
animais/grupo). A anlise dos resultados foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey
(*P < 0.05,**P<0.01,***P < 0.001, ****P < 0.0001).

6.2.3 Teste do labirinto aquético de Morris (Water Maze)

Na avaliacdo da memoria espacial houve interacdo significante entre os fatores
“dieta” e “tempo de dieta” em relagdo a laténcia do animal pra encontrar a plataforma
[F(1,48) =5,967 P=0,0183; F(2,48) = 4,638 P=0,0144] e o tempo de permanéncia no norte
do aparato onde se encontrava a plataforma [F(2,48) = 5,396 P=0,0077; F(1,48) = 8,740 P=
0,0048]. Ndo houve significancia no numero de entradas onde localizava-se a plataforma
nem na distancia percorrida (Fig. 11).

No que diz respeito a laténcia, o grupo alimentado com “leite desnatado”
durante 45 dias apresentou um tempo de laténcia maior que os grupos alimentados com
“leite desnatado suplementado” durante 45 dias (P=0,0340), com “leite desnatado” durante
60 dias (P=0,0164) e com “leite desnatado suplementado” durante 60 dias (P=0,0304) (Fig.
11A).

Em relacdo ao tempo de permanéncia na regido norte do aparato, onde
localizava-se a plataforma, os grupos alimentados com “dieta padrao” durante 45 e 60 dias
apresentaram um tempo de permanéncia nessa regido maior que o dos grupos alimentados

com “leite desnatado” durante 60 (P=0,0472; P=0,0250) e com “leite desnatado
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suplementado” durante 60 dias (P=0,0204; P=0,0102). Enquanto o grupo alimentado com
“leite desnatado” durante 45 dias apresentou um tempo de permanéncia maior que 0s grupos
alimentados com “leite desnatado” durante 60 dias (P=0,0472) e com “leite desnatado

suplementado” durante 60 dias (P=0,0204). (Fig. 11B).

Figura 11. Efeito da suplementacdo com mix de 6mega 3, 6 e 9 no tempo de laténcia (A),
namero de entradas na area da plataforma (B) e distancia total percorrida (C) no teste do

labirinto aquético de Morris porcentagem em camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. ApoOs a realizacdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise dos niveis
plasmaticos de glicose. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
****P < 0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apé6s a realizacdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise dos niveis
plasmaticos de glicose. As barras representam a média = E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P
< 0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias e no Gltimo dia de cada dieta foi realizado
0 do labirinto aquatico de Morris. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos
resultados foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P <
0.001, ****P < 0.0001).

6.3 Resultado das alteragdes oxidativas

6.3.1 TBARS
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A andlise do TBARS no plasma e no hipocampo por meio da determinacéo das
concentracdes de malondialdeido revelou uma média entre os “tipos de dieta” [F(2,48) =
5,687 P= 0,0061] apenas nas concentracdes nos niveis plasmaticos (Fig. 12). O grupo
alimentado com “leite desnatado suplementado” durante 45 dias apresentou um nivel menor

de malondialdeido no plasma que o grupo alimentado com “dieta padrdao” durante 45 dias

(P=0,0492).

Figura 12. Efeito da suplementagdo com mix de dmega 3, 6 e 9 nas concentracdes de
TBARS no hipocampo (A) e plasma (B) de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Ap6s a realizagdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise dos niveis
plasmaéticos de glicose. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
****P < (0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apds a realizagdo dos testes
comportamentais 0s animais foram eutanasiados e tiveram o hipocampo e sangue venoso coletado para analise
do TBARS. As barras representam a média = E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P <
0.0001).

Ndo foi observada diferenca significativamente estatistica entre o grupo
controle, Teste 1 e Teste 2 em relagédo ao grupo 60 dias.

6.3.2 GSH

A avaliacdo dos niveis do GSH revelou uma média no fator “tipo de dieta” [F
(2,48) = 35,42 P=0,0001] no hipocampo e nos fatores “dieta” e “tempo de dieta” [F (2,48)
= 19,70 P=0,0001; F (1,48) = 4,078 P= 0,0490] no plasma (Fig. 13). No hipocampo do
grupo alimentado com “leite desnatado suplementado” durante 45 dias foi mais elevado que
os niveis de GSH dos grupos alimentados com “leite desnatado” durante 45 (P=0,0074) e
60 (P=0,0006) dias, e “dieta padrao” durante 45 dias (P<0,0001) e 60 (P<0,0001) dias.
Ademais, os grupos alimentados com “leite desnatado suplementado” apresentaram maior
nivel de GSH que os grupos alimentados com ‘“dieta padrao” por 45 (P<0,0001) e 60
(P=0,0010) dias. Também houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo

NAY

alimentado com “dieta padrdo” durante 45 dias e os grupos alimentados com “leite
desnatado” durante 45 (P=0,0040) e 60 (P=0,374) dias, os quais apresentaram niveis mais
elevados de GSH (Fig. 13A).

Em relagdo aos niveis de GSH no plasma, o grupo alimentado com “leite desnatado

suplementado” durante 45 dias demonstrou nivel maior de GSH no plasma que 0s grupos
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alimentados com “leite desnatado” durante 45 (P=0,0203) ¢ 60 (P=0,0001) dias, ¢ “dieta
padrao” durante 45 (<0,0001) e 60 (P<0,0001) dias. Enquanto o nivel de GSH do grupo
alimentado com “leite desnatado suplementado” durante 60 dias foi maior que o do grupo

alimentado com “dieta padrao” durante 45 dias (P=0,0140) (Fig. 13B).

Figura 13. Efeito da suplementacdo com mix de émega 3, 6 e 9 nas concentracdes de GSH

no plasma (A) e hipocampo (B) de camundongos C57BL6 saudaveis.

Flasma

61
| | Bl Dicta padrio
B3 Leite desnatado
[ Leite desnatado suplermentado

2

ng de GSHig

Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. ApGs 0s testes comportamentais 0s
animais foram eutanasiados e tiveram o hipocampo e sangue venoso coletado para anélise de GSH. As barras
representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita através de ANOVA Two
way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apé6s a realizacdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise dos niveis
plasméticos de glicose. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P
< 0.0001).

6.4 Resultados dos marcadores inflamatorios no tecido cerebral hipocampal

6.4.1 Atividade da MPO no hipocampo

Houve interac@o significante no fator “tipo de dieta” [F (2,48) = 12,69 P= 0,
0001] (Fig. 14). O grupo alimentado com “leite desnatado suplementado” durante 45 dias
apresentou uma concentracdo maior dessa enzima que os grupos tratados com “dieta
padrao” durante 45 (P=0,0064) e 60 (P=0,0002) dias. Além disso, o grupo alimentado com
“leite desnatado suplementado” durante 60 dias apresentou uma concentragdo mais elevada

de MPO que o grupo alimentado com “dieta padrao” durante 60 dias (P=0,0174).
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Figura 14. Efeito da suplementacdo com mix de dmega 3, 6 € 9 na atividade da MPO no

hipocampo de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apés a realizagdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram o hipocampo dissecado para analise da atividade
da MPO. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A andlise dos resultados foi feita
através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P <
0.0001).

6.5 Resultados dos marcadores bioquimicas

6.5.1 ASTeALT

A andlise das transaminases no plasma dos camundongos mostrou interacao
significativa apenas nas concentracdes de ALT relacionadas ao fator “dieta” e “tipo de dieta”
[F (2,48) = 17,65 P= 0, 0001] (Fig. 12). A concentracdo de AST dos grupos alimentados
com “dieta padrao” durante 45 e 60 dias foi maior que a dos grupos alimentados com “leite
desnatado” durante 45 dias (P=0,0021; P=0,0002), “leite desnatado suplementado” durante
45 dias (P=0,0337; P=0,0048) e “leite desnatado suplementado” durante 60 dias (P=0,0038;
P=0,0004) (Fig. 15A), ndo ocorrendo alteraces no niveis de ALT (Fig. 15B).

Figura 15. Efeito da suplementagdo com mix de 6mega 3, 6 e 9 nas concentracdes das
transaminases AST (A) e AST (B) no plasma de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apo6s a realizacdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram o hipocampo dissecado para anélise da atividade
da MPO. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A andlise dos resultados foi feita
através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P <
0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apos a realizagdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise das
transaminases TGO e TGP. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos
resultados foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P <
0.001, ****P < 0.0001).

6.5.2 Ureia e Creatinina

A avaliacdo da funcdo renal dos camundongos através das concentragdes de
ureia e creatinina mostrou interacdo significativa no “tipo de dieta” em relacdo as
concentracbes de ureia [F (2,47) = 6,906 P= 0,0023] mas ndo nas concentracdes de
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creatinina (Fig. 16). A interacdo mostrou que o grupo alimentado com “dieta padrao”
durante 60 dias apresentou uma concentracdo maior de ureia que o grupo alimentado com
“leite desnatado” durante 60 dias (P=0,0310) (Fig. 16A).

Figura 16. Efeito da suplementacdo com mix de 6mega 3, 6 e 9 nas concentracdes de Ureia

(A) e creatinina (B) no plasma de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apé6s a realizacdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise dos niveis
plasmaticos de glicose. As barras representam a média £ E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
**%*P < (0.0001).
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apo6s a realizacdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise dos niveis
plasmaéticos de ureia e creatinina. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A anlise dos
resultados foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P <
0.001, ****P < 0.0001).

Percebe-se que houve significancia estatistica entre os grupos, porém, sem

importancia clinica, pois os valores permaneceram dentro dos valores de referéncia.

6.5.3 Glicemia

Na analise dos valores glicémicos no plasma, os resultados mostram interacao
no fator “tipo de dieta” [F (2,48) =8, 241 P=0, 0008] no qual o grupo alimentado com “leite
desnatado suplementado” durante 45 dias apresentou glicemia maior que 0S grupos
alimentados com “leite desnatado” durante 45 dias (P=0,0109) e “leite desnatado
suplementado” durante 60 dias (P=0,0459). Ademais, o grupo alimentado com “dieta
padrao” durante 60 dias demonstrou glicemia mais elevada que os grupos alimentados com
“leite desnatado” durante 45 dias (P=0,0042), “leite desnatado” durante 60 dias (P=0,0396)
e “leite desnatado suplementado” durante 60 dias (P=0,0198) (Fig. 17).
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Figura 17. Efeito da suplementacdo com mix de dmega 3, 6 € 9 nas concentracdes de

glicose no plasma de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apé6s a realizagcdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados e tiveram sangue venoso coletado para analise dos niveis
plasmaticos de glicose. As barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
****p < 0.0001).

6.6 Tecnica de Golgi Cox

6.6.1 Efeito da suplementacdo com mix de dmegas 3, 6 € 9 sobre o comprimento do

dendrito em hipocampo utilizando a técnica de Golgi Cox

Observou-se um aumento significativo do comprimento dos dendritos do grupo
leite desnatado suplementado quando comparado aos grupos dieta padréo e leite desnatado
no tempo de 45 dias (p<0,0001). Verificou-se que houve um aumento estatisticamente
significativo no comprimento do dendrito do grupo leite desnatado suplementado quando
comparado com o grupo dieta padréo e leite desnatado no tempo de 60 dias (p<0,0001).
Observou-se uma interacdo significante dos fatores tempo e dieta [F (2, 39) = 12,05; P <
0,0001].
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Figura 18. Efeito da suplementacdo com mix de dmega 3, 6 e 9 sobre Comprimento dos

dendritos no hipocampo de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Ap6s a realizacdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados. O comprimento dos dendritos foi avaliada no hipocampo.
As barras representam a média £ E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados foi realizada através de
ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001). 45
Dias: Leite desnatado vs. 60 Dias: Leite desnatado: 0,0032; 45 Dias: Dieta padrdo vs. 45 Dias: Leite desnatado
suplementado: <0,0001; 45 Dias: Leite desnatado vs. 45 Dias: Leite desnhatado suplementado: <0,0001; 60
Dias: Dieta padrdo vs. 60 Dias: Leite desnatado: 0,0047; 60 Dias: Dieta padrdo vs. 60 Dias: Leite desnatado
suplementado: <0,0001; 60 Dias: Leite desnatado vs. 60 Dias: Leite desnatado suplementado: <0,0001

6.6.2 Efeito da suplementacdo com mix de d6megas 3, 6 e 9 sobre as espiculas dendriticas

(Spines) em hipocampo utilizando a técnica de Golgi Cox

Observou-se um aumento estatisticamente significativo na quantidade de
espiculas dendriticas (Spines) em hipocampo do grupo leite desnatado suplementado quando
comparado aos grupos dieta padrao e leite desnatado no tempo de 45 e 60 dias (p<0,0001).
N&o houve interacdo entre os fatores tempo e grupo [F (2, 39) =0.7012; P=0,5021]. Havendo
efeito significante apenas da dieta [F (2, 39) = 179.5; P<0,0001], independente do tempo.
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Figura 19. Efeito da suplementacdo com mix de 6mega 3, 6 e 9 sobre quantidade de

espiculas dendriticas (Spines) no hipocampo de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apos a realizacdo dos testes
comportamentais 0s animais foram eutanasiados. A quantidade de espinhas dendriticas (Spines) foi avaliada
no hipocampo. As barras representam a média £ E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados foi
realizada através de ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001,
****P < 0.0001). Dieta padrdo vs. Leite deshatado suplementado: <0.0001; Leite desnatado vs. Leite
desnatado suplementado: <0.0001

6.6.3 Efeito da suplementacdo com mix de 6megas 3, 6 e 9 sobre a densidade de
neurdnios em hipocampo utilizando a técnica de Golgi Cox

Observou-se um aumento estatisticamente significante na densidade de
neurdnios em hipocampo do grupo leite desnatado suplementado quando comparado aos
grupos dieta padréo e leite desnatado no tempo de 45 e 60 dias (p<0,0001). Nao houve
interacdo entre os fatores tempo e grupo [F (2, 39) = 0.7012; P=0,6266]. Havendo efeito
significante apenas da dieta [F (2, 39) = 8,345; P=0,0010], independente do tempo.
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Figura 20. Efeito da suplementacdo com mix de dmega 3, 6 e 9 sobre Densidade no
hipocampo de camundongos C57BL6 saudaveis.
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Os animais receberam as dietas ad libium durante 45 dias ou 60 dias. Apds a realizagdo dos testes
comportamentais os animais foram eutanasiados. A densidade do dendrito foi avaliada no hipocampo. As
barras representam a média + E.P.M (n=9 animais/grupo). A analise dos resultados foi realizada através de
ANOVA Two way seguida pelo teste de Tuckey (*P < 0.05, **P<0.01, ***P < 0.001, ****P < (0.0001). Dieta
padréo vs. Leite desnatado suplementado: 0,0119; Leite desnatado vs. Leite desnatado suplementado: 0,00009.
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Figura 21. Efeito da suplementacdo com mix de dmega 3, 6 e 9 sobre densidade,

comprimento e espiculas dendriticas no hipocampo de camundongos C57BL6 saudaveis

utilizando a técnica de Golgi Cox.

Horizontalmente, o hipocampo é representado pelas letras A, B, C, D, E, F. Grupo A - 1.45 Grupo dieta padrdo
45 dias; B - 1.60 Grupo dieta padrdo 60 dias; C -2.45 Grupo leite desnatado 45 dias; D - 2.60 Grupo leite
desnatado 60 dias; E - 3.45 Grupo leite desnatado suplementado 45 dias; F - 3.60 Grupo leite desnatado
suplementado 60 dias. Seta preta: dendrito; Seta azul: espiculas dendriticas (Spines).

Nas fotomicrografias apresentadas na figura 21 em relagdo ao comprimento dos
dendritos, a densidade, e espiculas dendriticas no hipocampo de camundongos (Figura 19),
pode-se evidenciar que aumento desses parametros nos grupos leite desnatado suplementado
45 dias e 60 dias (E ) e leite desnatado suplementado 60 dias (F) quando comparados com
0s grupos dieta padréo (A e B) e Grupo leite desnatado 45 e 60 dias (C e D), p<0,05).
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7 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a oferta de leite desnatado suplementado com mix
de 6megas 3, 6 e 9 provocou aumento do comportamento de autolimpeza (grooming) e
melhora da memdria. Houve uma menor variacdo de peso, evidenciando um menor ganho
de peso. Além disso, a suplementacdo com o mix demonstrou um efeito antioxidante no
hipocampo e no plasma. Por outro lado, os niveis de MPO foram mais elevados nos animais
que receberam esse tipo de dieta. Em relacdo a toxicidade periférica, a suplementacdo
provocou reducédo da concentracdo de AST e da glicemia e ndo causou diferencas nos niveis
de ALT, ureia e creatinina.

O interesse por parte da comunidade cientifica por estudos com &cidos graxos
poli-insaturados é alicergado em estudos populacionais e epidemioldgicos que evidenciaram
o0s beneficios destes em problemas relacionados aos sistemas corporais (LIMA et.al., 2000;
ZHANG etal., 2011). Até inicio do século passado, 0s AG foram vistos apenas como forma
de conservar energia e que poderiam ser sintetizados no organismo por intermédio das
proteinas e carboidratos. Porém, com o surgimento de mais evidencias cientificas em volta
dos AG e que sua deficiéncia no organismo influenciaria no surgimento de problemas fatais,
estes ganharam mais notoriedade, ganhando espaco importante na dieta, passando a serem
conhecidos como essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo (PACHECO,
SGARBIERRE, 2001; BORGES et.al., 2017).

Campelo (2018) em seus estudos alinhou que a substancialidade dos AG dmega 3
tardou a acontecer e a ser caracterizada pela complexidade em analisar seus efeitos em
modelos animais e pelo fato de ser salientada em humanos quando iniciaram a administracéo
de dietas parenterais suplementadas com AG 0mega-6. Innis (1991) na década de 90
comprovou a imprescindibilidade dos 6megas 3 e 6, ao modificar as alteracdes neuroldgicas
e visuais em uma menina de 6 anos que fazia uso de dieta parenteral rica em 6mega 6 e
pobre em dmega-3.

Embora o organismo possa produzir AG de cadeia muito longa a partir dos acidos
linoléico e alfa-linolénico, a sua sintese pode ser prejudicada por inumeros fatores que pode
repercutir na manutencdo de uma condicdo de vida saudavel. A razdo w-6/®-3 na dieta tem
grande influéncia na produgdo AG da familia »-3, onde o consumo aumentado do ®-6 em
detrimento do ®-3 propicia o desenvolvimento de doencas alérgicas, inflamatorias,

disturbios neurologicos e cardiovasculares. Desta forma, estudos que avaliam melhor a
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razdo entre m-6/mw-3 na dieta da populacao, serviriam de base para um consumo equilibrado
através de acompanhamento nutricional.

As gorduras poli-insaturadas também se destacam pela suas a¢cdes no SNC. O
cérebro é um 6rgdo que contem quantidades significantes de gorduras (mais de 20%) que
desempenham funcGes relevantes em um cérebro saudavel, que depende ndo somente da
guantidade, mas da qualidade e tipo de gordura ingerida. O AG ®-3 é componente da massa
cinzenta cerebral que atua na promocdo da comunicacdo entre células nervosas, uma vez
que auxilia na formacéo das bainhas de mielina ao redor da fibras nervosas possibilitando a
neurotransmissao quimica mais rapida e efetiva na troca de mensagens, podendo refletir em
melhor estado de humor e memoria (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2016).

Em estudos diversos o0 AG ®-3 mostrou-se Util e com inimeras utilidades
terapéuticas. Em uma delas revelou-se operativo na presenca de prejuizos cognitivos
relacionados ao envelhecimento normal e existéncia de doencas neurodegenerativas como
o mal de Alzheimer (ZHANG et al., 2011; KARR, ALEXANDER, WINNINGHAM, 2011)
como também eficiente em desempenhos cognitivos, tarefas de atencdo, e melhoria na
avaliacdo do humor em mulheres jovens e individuos saudaveis (LASSAK, GAULIN, 2011;
FONTANI et al., 2005). Outro estudo objetivou investigar se o0 EPA e DHA poderiam
melhorar a capacidade de aprendizagem de ratos envelhecidos. O desfecho sugeriu que a
administracdo crénica de EPA e DHA poderia ser uma estratégia de prevencdo contra o
declinio cognitivo relacionado com a idade (HASHIMOTO et al., 2015).

Tais achados convergem com nossos estudos. Mostramos que houve uma
melhora nas tarefas cognitivas nos grupos alimentados com o leite suplementado com mix
em relacdo as demais dietas, aumentando significativamente o numero de alternacGes
corretas no teste do Y maze com o passar dos dias com a dieta. O mesmo observou-se no
teste do labirinto aquético de Morris, onde diminuiu significativamente o tempo de laténcia
para encontrar o local da plataforma e o tempo de permanéncia no norte durante os 60 dias
de dieta em comparagdo com alimentagéo de dieta padrao.

Muitos autores também obtiveram bons resultados com a utilizagédo do DHA em
testes de memoria e aprendizagem no labirinto aquéatico de Morris (LUCHTMAN, MENG,
SONG, 2012; CANCAO, HORROBIN, 2004; MORIGUCHI, SALEM, 2003; PAN et al.,
2011), no qual a utilizagéo de doses adequadas e que favorecem a melhora dessas fungdes.
Ainda foi demonstrado por Nemeth e colaboradores (2015) que avaliaram os efeitos dos

PUFAs (tanto 3 quanto 6) sobre o atividade cognitiva de cobaias machos e fémeas,
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mostrando que o consumo destes seja capaz de melhorar a memoria espacial e reduzir
implicacdes negativas dos estresse fisiologico sobre as habilidades cognitivas.

O declinio cognitivo esté relacionado a limitados niveis de DHA no encéfalo
(SCHAEFER et al., 2006; LOPEZ et al., 2011) podendo ser reduzidos com o aumento do
consumo de peixe e alimentos que contenham DHA e EPA (KALMIJN et al., 1997,
HUANG et al., 2005). Foi demonstrado que administracdo por gavagem de DHA e também
de EPA protege contra perda de memoria em modelo animal para doenga de Alzheimer, e
esse efeito protetor foi acompanhado por uma elevagdo de EPA e DHA no cortex com uma
diminuicao correspondente no estresse oxidativo e um aumento na expressdo de proteinas
relativas com a plasticidade sinaptica (HASHIMOTO et al., 2009).

Dyall e colaboradores (2010), Dyall, Michael-Tito (2008) e Kitajka et.al.,
(2004) mostram que 0 mecanismo envolvido no processo da aprendizagem e memaoria com
a utilizacdo de PUFAs estdo relacionado com sua capacidade de atuar como ligante
regulacdo da expressdo dos fatores de transcricdo como os receptores de acido retindico
(RAR), retindide X receptores (RXRs), e peroxissoma proliferador-ativado receptor
(PPARSs). Estas vias retindides de sinalizacdo tém sido implicadas na regulacdo da
plasticidade sinéptica, aprendizado e memaria em roedores.

No teste de campo aberto, foram avaliados alguns parametros, com intuito de
verificar se a dieta suplantada com o mix de inicio interferia na capacidade motora do
animal. O comportamento de autolimpeza (grooming) foi avaliado durante o teste e 0 seu
aumento evidenciado nos nossos achados pode estar relacionado a um possivel efeito
antidepressivo da suplementacdo com mix de mega, uma vez que, em outros estudos pré-
clinicos, a reducdo do numero de grooming foi associada ao aumento do tempo de
imobilidade no teste de nado for¢ado (GRIEBEL, et al. 2002a; GRIEBEL et al., 2002b), um
teste importante para screening de substancias com efeito antidepressivo (PORSOLT;
BERTIN; JALFRE, 1977).

Quanto a atividade locomotora, um estudo que avaliou o efeito da oferta de uma
dieta com alta quantidade de gordura, mostrou que esse tipo de dieta promove um aumento
da atividade locomotora em machos, enquanto a reduz nas fémeas (GELINEAU et al.,
2017). Outro estudo com um objetivo semelhante também revelou alteracdes da atividade
locomotora decorrentes da ingestdo de uma dieta com alta quantidade de gordura (WU et
al., 2017), evidenciando que o0 excesso de gordura afeta diretamente o comportamento dos

animais.
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No presente estudo, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre o nimero
de crossing, a distancia percorrida e o numero de rearing dos grupos investigados,
evidenciando a auséncia de interferéncia das dietas ofertadas sobre a atividade locomotora
dos animais sugerindo que a suplementacéo foi feita adequadamente, uma vez que aumentou
0 grooming, parametro relacionado ao comportamento depressivo, e ndo afetou a atividade
locomotora.

Outro achado igualmente importante em nosso estudo foi uma menor variacéo
da massa corporea entre os grupos alimentados com “leite desnatado suplementado” em
relacdo aos demais grupos. O ganho de massa corporea foi significativamente menor,
evidenciando um controle ocasionado pelo mix de AG »-3 ®-6 ¢ ®-9.

Consta-se que a populagdo com sobrepeso e obesidade tem aumento
consideravelmente em todo o mundo durante décadas (BERNARDO et.al., 2014) e as
implicacdes da obesidade sdo acentuadas com acumulo de gorduras no figado, masculos,
visceras e outros orgdos (BRAY e KRAUSS, 2014) aumentado o nimero de doencas
associadas como diabetes mellitus tipo 2, problemas cardiovasculares e canceres (PONTES
et.al., 2009; FRANCISQUETI et.al., 2015).

Os PUFAs possuem varias caracteristicas nutricionais. Estudos mostram que o
Oleo de peixe é um nutriente essencial que esta associado a reducdo da massa corpdrea
relacionado a presenca PUFAs. A presenca de 3% de adicionado de 6megas 3, 6 € 9 induz
a uma menor velocidade de esvaziamento gastrico e maior saciedade. Estudos
observacionais demonstram que a ingesta de 1,8g PUFAs/dia, eleva a oxidacao de gorduras
e consequente reducdo da adiposidade (COUET et. al., 1997; TAPSELL et. al., 2013).
Kunesova e colaboradores (2006) ja evidenciam uma reducdo de massa corpérea com de
3,0g de PUFAs da série n-3, porém outros ensaios utilizando esta mesma dose nao
constataram qualquer efeito sobre o peso (DEFINA et.al., 2011; TAPSEL et.al., 2013).

Além de tais beneficios, a ingestdo de ®-3 também é fundamental para
manutenc¢do adequada do status redox (POUDYAL et al., 2011). O descontrole do estado
redox, definido como desequilibrio entre as defesas antioxidantes celulares e producéo de
ERQOS, pode ocasionar danos as estruturas celulares como membranas, proteinas, lipidios e
DNA, acompanhado ainda da cessacdo das vias de sinalizacdo celular e inativagcdo de
enzimas metabolicas. Esse desequilibrio esta agregado ao desenvolvimento de varias
doengas como diabetes mellitus, artrite reumatdide, doencas pulmonares inflamatorias, entre
outras (FARIAS et al., 2017).
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No nosso estudo, o leite desnatado suplementado com o mix foi capaz de
melhorar as defesas antioxidantes, como evidenciado pelo aumento do GSH no plasma e
hipocampo e diminuigdo do TBARS no plasma. No entanto, a funcdo dos AG ®-3 na
diminuicdo do dano oxidativo e restabelecimento da homeostase de radicais livres ainda é
incompreendido (POUDYAL et al., 2017).

Algumas pesquisas propdem que os AG ®-3 podem ter acdo antioxidante e
assim evitar a peroxidagdo lipidica de membranas, uma vez que as moléculas dos lipideos
de ®-3 sdo mais sujeitos a perda de hidrogénio para as EROS, fornece mais substratos para
ataque dos radicais livre diminuindo ou até mesmo impossibilitado a acdo dos radicais livres
nos sistemas bioldgicos de importancia para homeostase fisiologica (CAMPOS et al., 2011).
J& outros trazem os beneficios em referéncia ao desequilibrio redox, quando ocorre a
introducdo desses &cidos graxos na membrana celular e pela modulacdo de vias de
sinaliza¢do redox. Isto ¢, a ingesta de AG -3 eleva a expressdo de enzimas antioxidantes e
reduz as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), que sdo produtos da
peroxidacéo lipidica (FARIAS et al., 2017).

Os PUFAs como ®-3 possuem capacidade de controlar respostas
antiinflamatdrias e preservar os tecidos de danos ocasionados pelos radicais livres em uma
variedade de doencas em que 0 mecanismo oxidante/antioxidante esta alterado (IRAZ et.al.,
2005; GARCIA et al., 2010). Vidmar e colaboradores (2014) trouxeram em sua pesquisa
um achado que corrobora com o do presente estudo, no qual a ingestdo diaria de 2g de acido
graxo -3 durante 15 dias em individuos em pés-reconstrucédo do ligamento cruzado anterior
apresentaram niveis significativamente menores do biomarcador de peroxidacéo lipidica e
um aumento no estado antioxidante ndo enzimatico de grupos—SH.

Os niveis diminuidos de TBARS sugerem a existéncia da acdo antioxidante
proporcionada pelo leite suplementado com o mix de acidos graxos no plasma sanguineo
dos animais deste estudo. Os niveis aumentados do TBARS poderiam ocasionar oxidacdo
com consequente desestabilizagdo das membranas celular com consequente apoptose
(TIKU et al., 2003). Diante de tais efeitos, infere-se que a suplementagdo do AG ®-3 é
indicado para o equilibrio entre mediadores pro e antiinflamatdrios, na neutralizagdo do
estresse oxidativo, bem como na inibigéo de proteases encarregados pela degradacéo de
proteinas em problemas de cunho inflamatério (ZAINAL et al., 2009).

Cabe relembrar que a MPO é uma peroxidase presente nos granulos dos
neutrofilos que sdo secretados nos processos inflamatdrios. A determinacdo da atividade

dessa enzima € largamente utilizada para concluir a presenca de infiltrado netrofilico no
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tecido e a intensidade da inflamacdo (CAMARGO et.al., 2005; DAWRA et.al., 2007). Os
neutrofilos sdo as células fagociticas em maior quantidade na circulacdo e as primeiras
celulas a serem ativada pelo sistema imune inato contra infeccGes. Ao chegarem ao local
da infeccdo por quimiotaxia, estas fagocitam e destroem 0s microrganismos agressores
presentes pela liberacdo de enzimas hidroliticas, proteoliticas e ERO (BABIOR, 1984).

O aumento da atividade da MPO no hipocampo, encontrado neste estudo, indica
existéncia de processo neuroinflamatério, podendo aqui também justificar a causa possivel
do aumento do antioxidante GSH na mesma &rea. A inflamag&o acontece devido atuacao de
radicais livres, com aumento de citocinas pré-inflamatorias (exemplo de TNF-Alpha e IL-
6) e acdo de células do sistema imune (BHATIA, 2005). Os radicais livres podem ser
formados no metabolismo oxidativo fisioldgico, porém sdo produzidos demasiadamente em
muitos processos patologicos (DASURI, ZHANG, KELLER, 2013).

A elevacdo da concentracdo de MPO no hipocampo em relacdo ao grupo
controle (racdo + agua) pode traduzir uma maior atividade do sistema imunoldgico dos
animais que receberam a dieta com o adicionado de 6megas 3, 6 e 9.

A neuroinflamacgdo € um termo adotado para representar o grupo de respostas
imunitarias que acontecem no SNC, que por sinal diferem da inflamacéo periférica. Esta
diferenca encontra-se nos tipos de células envolvidas que sdo os astrocitos e a micrdglia.
Apesar da barreira hematoencefalica (BHC) separar o SNC do sistema imune periférico, em
eventos inflamatdrios ela torna-se permeavel e mediadores pro-inflamatérios, assim como
a linfécitos e outras células imunes advindas da periferia. Em paralelo, as células endoteliais,
que sdo componentes da BHC séo ativadas, aumentando a liberacdo de mais mediadores
gue acabam também alcancando o SNC dando origem a inflamacdo (DE VRIES et al., 1996;
DILGER, JOHNSON, 2008) que pode gerar danos na funcdo sinaptica e morte neuronal, 0
que culmina no desenvolvimento de varias doencgas neuroldgicas.

N&o se sabe 0s motivos que a dieta do mix suplementado com os 6megas tenha
causado aumento da atividade da MPO, tendo por base varios estudos que mostram uma
acdo contraria, principalmente do ®-3, como agente antiinflamatorio (MILES, CALDER,
1998; SERHAN et al., 2005; MARTIN et. al, 2006; SERHAN et al., 2007; CALDER et al.,
2009; KONG et al., 2010). Os AG »-3 no processo de resolucéo de inflamacao direcionado
a homeostase, acontece mecanismo de resolucdo ativa, ao intervirem em eicosandides e
mediadores com agdo antiinflamatoria derivados dos AG ®-3 (DAS, 2006; CALDER,
2011). Ainda funcionam como ligantes enddgenos dos fatores transcricionais para

receptores ativados por proliferacdo de peroxissoma (PPAR-y e o) atuando com a importante
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funcao antiinflamatdria em doencas com caracteristicas inflamatorias como Alzheimer e
Parckinson. Isto ocorre em consequéncia da atenuacdo na producdo de Oxido nitrico e
prostaglandinas E2, agindo em diferentes pontos de ativagao microglial, mielinizag&o, morte
celular e inibicdo da proteina ativadora 1 (AP-1) e NF-xB (FREITAS et al., 2017).

Além de anti-inflamatdrio, antiarritmico, redutores de lipideos no sangue e
possuirem propriedades vasodilatadoras, os PUFAs possuem efeitos eminentes no
tratamento de diabetes e resisténcia a insulina (ANDRADE, 2009; SIRIWARDHANA et
al., 2012). Uma vez que os AG ®»-3 estdo circulando na corrente sanguinea, ocorre uma
melhora na fluidez da membrana celular que contribui para a sinalizacdo celular. Essa
melhora de fluidez favorece o funcionamento e sinalizacdo de receptores da superficie que
beneficia a sensibilidade a insulina, promovendo o deslocamento do transportador de
glicose-4 (Glut-4), contendo a molécula de glicose, do citoplasma para 0 meio interno,
propiciando a homeostase da glicose (GUO et al., 2017).

No presente estudo, o leite desnatado suplementado com o mix de émega 3, 6 e
9 a 3% aumentou os niveis glicémicos durante os 45 dias de dieta e diminuiu conforme o
tempo da dieta se prolongou. Tais resultados séo instigantes, visto que o figado esta
envolvido na manutencdo da glicemia. Desta forma, os beneficios da suplementacéo sobre
0 metabolismo podem ser dependentes da acdo do mix sobre o tecido hepatico.

A atuacdo da insulina no figado envolve a via do receptor de insulina/substrato
do receptor de insulina 1/Akt. Uma ampliacdo na sinalizacdo da insulina reduz a
glicogéndlise hepatica e consequentemente a glicemia em estados pds-prandiais. Contudo,
falhas nessa via, como ajustes metabolicos hepaticos, podem ocasionar efeitos contrarios a
sua funcdo, causando aumento da glicogénese e glicogéndlise, com consequente aumento
nos niveis glicémicos (ALESSI, COHEN; 1998; BARTHEL, SCHMOLL, 2003; WU et. al.,
2012).

Os animais suplementados com 0 mix de dmegas 3, 6 e 9 apresentaram reducao
de massa corpodrea e elevacao de glicemia aos 45 dias de suplementacdo. Entretanto, o maior
consumo de gordura com consequente maior saciedade dos animais indica provavel reducéo
na ingesta de carboidratos, 0 que vem de encontro ao presente resultado.

Em seus estudo, Luz e colaboradores (2012) mostraram que a suplementagéo
em diferentes tempos (0, 14 e 21) com diferentes dose (5 e 10mg) de dmega-3 demonstrou
uma reducdo estatisticamente significante na glicemia nos grupos a partir do 21° e 14° dia,
com maiores efeitos no 21° com a dose de 10mg, demonstrando a acdo potencial da
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suplementacdo com dmega-3 na diminuicao dos niveis glicémicos dependente da dose e do
tempo de tratamento.

Outro estudo randdmico, os pesquisadores avaliaram as mulheres com diabetes
mellitus tipo 2 e que receberam PUFA por 2 meses, resultando na redugdo de fatores
aterogénicos, nao ocorrendo melhora na sensibilidade a insulina (KABIR et.al, 2007). Ja
Siméo et.al., (2010) mostraram que os participantes do seu estudo tiveram aumento
consideravel nos indices glicémicos ap6s 90 dias de tratamento com capsulas contendo éleo
de peixe, ndo aumentando também a resisténcia a insulina no sangue dos individuos no
decorrer da intervencao.

Outros estudos também afirmam a respeito da ocorréncia do aumento dos niveis
de glicose no sangue e da resisténcia a insulina com o consumo de capsulas de 6leo de peixe
que contém w-3. Moris e pesquisadores (2007) consideraram um aumento expressivo da
insulina em jejum, com propensao em aumentar os valores da glicose de jejum em homens
hiperglicémicos apds a ingestdo de Gleo de peixe. Esses efeitos comprovam que o
metabolismo glicémico se agrava com dosagens altas de m-3. O mecanismo mais plausivel
para elucidar tais resultados a respeito dos PUFAs no controle glicémico, seria uma elevacéo
na formacéo de glicose no figado como consequéncia do aumento do fluxo dos percursores
hepaticos da gliconeogénese (WOODMAN et.al., 2002; MORI et.al., 2007).

Trabalhos cientificos também tém relatado sobre os efeitos renoprotetores do ®-
3. Polzin (2011) evidenciou em seu estudo que cédes que foram suplementados com ®-3 na
dieta apresentaram uma reducdo da glomeruloesclerose, da fibrose tubulo-intersticial e de
in infiltrados de células inflamatérias intersticiais. Wong et. al., (2010), demonstraram que
em apenas 12 semanas foi possivel observar melhora da funcdo renal em pacientes com a
Diabetes Mellitus tipo 2, na qual houve reducédo consideravel dos niveis de creatinina. Esses
AG na dieta podem influenciar a funcdo renal através de efeitos sobre o metabolismo de
eicosandides renais (SCHARSCHMID et al., 1987; BROWN, 1999).

De forma divergente, nosso estudo ndo encontrou efeitos protetores
proporcionados pela ingestdo do leite suplementado com mix de &cidos graxos. A uréia e
creatinina avaliada pelo plasma dos animais permaneceram inalteradas se tratando de agdes
relacionadas ao leite desnatado suplementado com o mix de AG. O efeito protetor foi
evidenciado somente pelo leite desnatado, que diminuiu os niveis de uréia aumentados pela
dieta padrdo ao longo dos 60 dias de alimentacdo. Um achado instigante e divergente dos

estudos que envolvem a suplementacdo com AG em humanos e animais.
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Os estudos demonstram a evidencia dos PUFAs em controlar as doencas renais
crénicas em que a suplementagdo de dietas ricas em dmega -3 tem agdo preventiva na
deterioracdo da funcdo do glomérulo, na qual mantém preservado as fungdes renais
(BROWN, 2002; TASSINE et al., 2011). Wong et.al., (2010) referiu que a suplementacao
de dmega w-3 reduz a valor de creatinina sérica tanto em cdes como em humanos,
demonstrando que medicamentos a base de dmega -3 reduzem os niveis de uréia e
creatinina séricas bem como proteindria.

Valle (2014) em seu estudo com cdes com doenca renal crénica que foram
alimentados com dieta rica em ®-3 em associacdo com vitamina E, selenito de sddio,
gluconato de cobre, gluconato de zinco, sulfato de condroitina e glucosamina, tiveram
menor mortalidade em os cdes que foram suplementados com o 6mega ®-6. Observou-se
que houve uma melhora da ureia e da creatinina com menores valores da ureia em relacéo a
creatinina. Tais fatores se devem hipoteticamente a capacidade do w-3 em reduzir o as
concentracbes do colesterol e triglicérides plasmaticos juntamente com sua acgdo
antioxidante, auxiliando na prevencao renal.

O mesmo acontece em relacio as fungdes hepaticas. E sabido que a regeneracéo do
figado € peculiar e a renovacdo celular basal € minima e qual tal processo € influenciado
pela alimentacgdo dos individuos (BIANCHI et. al., 2008). Estudos apontam que 0 -3 tem
uma propriedade que é o auxilio na modulacao de respostas imunolégicas e inflamatorias,
mantidas nos seres humanos e nos animais na qual esse acido graxo dispde de formulacdes
para beneficiar a regeneracdo do figado (QIU et. al., 2012).

Na presente pesquisa, 0 mix com dmega 3, 6 e 9 a 3% mostrou-se protetor nas
funcBes hepaticas. A transaminases AST aumentada pela dieta padrdo durante os 45 e 60
dias de dieta foram significativamente reduzidas pelo mix a medida que o tempo da dieta se
passava, com maior reducdo nos 65 dias. Aparentemente, nos niveis da ALT ndo houve
alteragcdes com o consumo de nenhuma das dietas. Poucos estudos foram divulgados acerca
das alteragcBes bioquimicas ocasionadas pela suplementagdo de AG, principalmente se
tratando da funcéo hepatica e os que foram explorados, mostraram melhoram nos niveis da
ALT ou ambas (AST e ALT) apresentando-se inalteradas.

Foi 0 que a publicagdo de Silva e colaboradores (2015) relataram. Ao se
pesquisar regeneracao hepéatica em ratos submetidos a hepatectomia parcial de 60% com e
sem acdo de dieta suplementada com AG -3 através do estudo ponderal do figado
regenerado, comprovou-se que, no que refere a regeneracdo hepatica os parametro

laboratoriais de AST e ALT mantiveram-se inalterados com a suplementacdo do w-3.
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Zelber; Ratziu e Oren (2011) ressaltaram que a alimentacdo saudavel auxilia no manejo da
doenga hepética gordurosa ndo alcoolica e que IntervencBes dietéticas formuladas no
consumo de -3 e ®-9 como o0 azeite de oliva, é Util nesse processo.

Também é descrito que uma baixa ingesta de PUFAs (w-3) e elevado consumo
de gordura total em relacdo a maior razdo entre os acidos w-6/ ®-3, estdo fortemente
associados a inflamacao hepatica. As dietas hiperlipidicas causam inducdo de esteatose e
lesdo hepética que podem ser evidenciadas pelo aumento de transaminases sérica em
animais com esteatose macro vesiculares, entretanto suplementos com 0Oleo de peixe
auxiliaram na reducao desses parametros (ALMEIDA, 2011).

O 6leo de peixe contém -3, € citado em muitas pesquisas por proporcionar
efeitos benéficos na reducdo de lipidios hepéaticos em individuos que sofrem com esteatose
hepéatica melhorando os niveis de lipidios séricos, bem como nos niveis de ALT (SEALLS,
2008). Saraswathi et.al., (2007); Gonzalez et.al., (2008) demonstraram em seus estudos
desenvolvidos com ratos e humanos respectivamente, que PUFA ®-3 atuou na regulacéo e
formulacdo da producéo e oxidacdo dos lipidios com consequente redugdo da esteatose
hepética e inflamag&o e melhora nos niveis de ALT séricos ap0s a ingesta da suplementagéo
do éleo de peixe, sendo associado a diminuicdo das gorduras hepaticas.

No presente estudo, nas concentracdes de ALT, AST, Uréia e Creatinina nédo
houve alteracdo das funcdes hepaticas e renais, portanto conclui-se que houve seguranca
bioldgica no uso da dieta adicionada com o mix de émegas 3, 6 € 9.

A impregnacdo do tecido nervoso pela técnica de Golgi Cox permite a
observacdo de comprimento dos dendritos, espiculas dendriticas e densidade dos neur6nios.
Apbs a aplicacdo da técnica de Golgi Cox, observa-se que a mesma € viavel para observacao
de alteragdes hipocampais induzidas por diferentes padrdes de dieta (BERNARDI, MELO,
2018). No grupo suplementado com leite desnatado rico em omegas 3, 6 e 9 houve um
aumento do comprimento das espiculas dendriticas, comprimento e densidade de neurénios
em camundongos C57BI6 saudaveis.

Araujo e colaboradores (2008) verificaram que animais intoxicados com plantas
da familia Convolvulaceae demonstraram que as espiculas dendriticas remanescentes
apresentaram o colo encurtado e mais largo, e o aparelho espicular estava com tumefacéo e
desorganizacao estrutural.

Os resultados evidenciam os efeitos benéficos da suplementacdo com mix de
o0megas no perfil de lipoproteinas, nos marcadores de inflamagé&o e alteragdes neuroldgicas

nos animais submetidos ao tratamento. E sabido da importancia dos 6megas na reducio da
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inflamacéo e prevencao de doencas neurodegenerativas como Alzheimer. Além disso, por
atuar nos processos inflamatorios, os &cidos graxos podem prevenir contra doencas
cardiovasculares, diabetes e até mesmo o céancer, influenciando ainda na resposta ao
tratamento (THOMAS, 2015).

Para complementar os achados pré-clinicos em animais, estudos em modelos
celulares avaliando o potencial citotoxico do mix de omegas e 0 potencial de acdo durante
progressdo tumoral e desenvolvimento do cancer, podem comprovar os efeitos benéficos
dessa suplementagdo, as quais utilizadas em combinacdo com drogas padrdo para o
tratamento de determinado tipo de cancer pode trazer achados importantes na resposta ao
tratamento e prognostico dos pacientes. Além disso, estudos clinicos, avaliando diferentes
tipos de populagfes, como obesos, portadores de doencas cardiovasculares, podem sugerir
novas estratégias de tratamento e confirmar os efeitos da suplementagdo com mix de 6megas
na qualidade de vida e prevencdo de doencas.

Como perspectiva deste trabalho, pode-se verificar a participacdo de citocinas
inflamatdrias no modelo de suplementacdo com mix de Omega 3, 6 e 9 em camundongos
C57BI6, bem como a participacdo de outros componentes do estresse oxidativo como
superoxidesnutase, catalase e GPX, principalmente com relacdo ao Omega 6 e 9 que ha uma

escassez de estudos na literatura.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nos modelos experimentados utilizados e
levando em conta o discutido até o presente, pode-se concluir que a mistura de 6leos Omega
3,6e9, com elevada relacdo ®-9: ®-6 (3,4:1) e baixa relagdo -6: -3 (1,5:1), adicionada
a leite desnatado zero lactose:

1 — Reduz o peso dos animais

2 — Melhora da memoria espacial e de trabalho dos camundongos.

3 —Induz a acédo antioxidante por aumentar niveis de GSH no hipocampo.

4 — A oferta da mistura de dmegas 3, 6 e 9 ndo alterou as concentracdes de MPO no
hipocampo dos camundongos C57BI6.

5 — Nao promove alteracdo em indicadores e marcadores de funcdo hepatica e renal dos
camundongos C57BI6.

6 — Eleva o comprimento dos dendritos, de quantidade de espiculas dendriticas e densidade

de neurbnios no hipocampo dos camundongos C57BI6, promovendo a neuroplasticidade.
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APENDICE A

TRATAMENTO | TEMPO | Distance | Line_crossings | X¢2""8—-_number | Grooming_._number_ | Grooming_._
_of_presses [24]Cof_presses time_pressed
45 5,866 126 34 61 60,8

CONTROLE DIAS
CONTROLE 45 7,832 91 20 9 15,7

DIAS
45 8,383 129 14 10 11,7

CONTROLE DIAS
45 13,070 165 12 14 11,5

CONTROLE DIAS
45 7,758 105 1 20 25,1

CONTROLE DIAS
45 9,662 131 10 17 22,3

CONTROLE DIAS
45 8,928 135 4 23 21,0

CONTROLE DIAS
45 9,537 134 28 12 12,3

CONTROLE DIAS
45 9,226 133 13 17 14,2

CONTROLE DIAS
60 13,512 134 17 17 65,3

CONTROLE DIAS
60 10,163 107 18 10 14,8

CONTROLE DIAS
60 6,764 113 9 10 12,3

CONTROLE DIAS
60 15,042 201 30 19 12,8

CONTROLE DIAS
60 11,309 143 8 29 24,2

CONTROLE DIAS
60 9,363 99 8 25 21,2

CONTROLE DIAS
60 7,064 105 3 16 23,1

CONTROLE DIAS
60 6,333 85 11 24 13,2

CONTROLE DIAS
60 9,970 139 10 21 13,4

CONTROLE DIAS
45 9,298 103 33 5 10,5

L. DESNAT. DIAS
45 9,669 115 12 12 1,2

L. DESNAT. DIAS
45 12,592 148 27 7 4,5

L. DESNAT. DIAS
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45 7,654 103 33 5 16,7
. DESNAT. DIAS

45 6,967 72 22 7 7,6
. DESNAT. DIAS

45 6,806 83 21 8 5,8
. DESNAT. DIAS

45 3,916 52 3 9 11,7
. DESNAT. DIAS

45 7,485 80 8 9 9,2
. DESNAT. DIAS

45 6,444 71 10 11 16,3
. DESNAT. DIAS

60 7,302 107 17 11 10,2
. DESNAT. DIAS

60 8,537 182 4 0 1,5
. DESNAT. DIAS

60 0,000 4 0 2 3,6
. DESNAT. DIAS

60 13,149 127 2 7 15,8
. DESNAT. DIAS

60 5,224 66 7 8 6,5
. DESNAT. DIAS

60 5,837 63 3 3 49
. DESNAT. DIAS

60 5,086 61 3 6 10,8
. DESNAT. DIAS

60 8,836 124 16 11 9,8
. DESNAT. DIAS

60 11,862 141 23 16 15,1
. DESNAT. DIAS

45 3,834 59 16 30 40,2
. SUPLEM. DIAS

45 5,641 114 17 31 30,1
. SUPLEM. DIAS

45 9,938 103 7 20 11,4
. SUPLEM. DIAS

45 9,793 127 11 17 10,2
. SUPLEM. DIAS

45 9,925 102 24 18 9,8
. SUPLEM. DIAS

45 6,223 41 25 28 8,9
. SUPLEM. DIAS

45 3,321 33 1 9 7,8
. SUPLEM. DIAS

45 6,343 86 19 21 57,0
. SUPLEM. DIAS

45 7,568 92 30 13 30,6
. SUPLEM. DIAS

60 4,490 83 18 28 28,3
. SUPLEM. DIAS
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60 4,777 60 11 24 24,6
. SUPLEM. DIAS

60 7,615 99 8 4 9,4
. SUPLEM. DIAS

60 10,795 147 23 8 8,4
. SUPLEM. DIAS

60 7,815 120 25 8 6,7
. SUPLEM. DIAS

60 5,330 61 4 6 6,7
. SUPLEM. DIAS

60 10,454 103 8 4 6,0
. SUPLEM. DIAS

60 5,477 82 37 63 32,4
. SUPLEM. DIAS

60 4,232 48 7 26 27,3
. SUPLEM. DIAS
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APENDICE B

Plataforma
. Mean_ |Sul_. |Sul_. Norte_| Norte_. |Plataforma|_._latenc
TRATAMENTO TEMPO | Distance speed_ _tir;ne _di;tance _time_ _dista;nce _._entries t_o__first_ -
entry

CONTROLE 45 DIAS 14,411| 0,201| 29,0 5,094 11,4 2,756 3 9,6
CONTROLE 45 DIAS 15,510| 0,310| 25,2 7,700 10,6 3,044 7 6,5
CONTROLE 45 DIAS 10,172| 0,217| 14,0 3,213 18,4 3,450 3 12,8
CONTROLE 45 DIAS 11,456 | 0,266 8,9 2,555 20,6 5,361 1 50,0
CONTROLE 45 DIAS 13,578| 0,136| 41,2 3,723 3,8 0,637 2 40,1
CONTROLE 45 DIAS 15,298 | 0,279| 16,5 4,324 19,6 5,363 1 32,9
CONTROLE 45 DIAS 12,919| 0,228 23,0 3,797 11,3 2,757 1 33,6
CONTROLE 45 DIAS 14,869| 0,232| 19,0 4,458 6,7 1,764 1 45,7
CONTROLE 45 DIAS 15,697| 0,133| 10,9 2,791 25,1 1,261 1 20,8
CONTROLE 60 DIAS 19,210| 0,320| 17,8 5,922 13,5 3,661 2 4,7
CONTROLE 60 DIAS 19,674| 0,328 12,0 4,291 15,7 5,042 1 22,3
CONTROLE 60 DIAS 17,000| 0,283| 17,4 4,762 14,8 4,203 2 38,6
CONTROLE 60 DIAS 14,275| 0,238 25,5 4,803 9,6 2,588 1 43,6
CONTROLE 60 DIAS 10,003 | 0,167| 13,9 2,622 20,2 3,210 2 21,8
CONTROLE 60 DIAS 20,042 | 0,334| 18,1 5,624 13,2 4,700 6 9,3
CONTROLE 60 DIAS 15,773| 0,263| 15,7 3,802 17,8 4,814 2 26,6
CONTROLE 60 DIAS 17,317 | 0,289| 13,9 4,269 12,0 3,122 1 40,3
CONTROLE 60 DIAS 19,140| 0,319| 14,8 4,716 16,2 4,777 2 2,1
L. DESNATADO 45 DIAS 12,077| 0,201| 29,0 5,094 11,4 2,756 3 9,6
L. DESNATADO 45 DIAS 18,570 0,310| 25,2 7,700 10,6 3,044 7 6,5
L. DESNATADO 45 DIAS 13,003| 0,217| 14,0 3,213 18,4 3,450 3 12,8
L. DESNATADO 45 DIAS 15,947 | 0,266 8,9 2,555 20,6 5,361 1 50,0
L. DESNATADO 45 DIAS 8,172| 0,136| 41,2 3,723 3,8 0,637 1 46,8
L. DESNATADO 45 DIAS 16,761| 0,279| 16,5 4,324 19,6 5,363 1 32,9
L. DESNATADO 45 DIAS 13,703| 0,228 23,0 3,797 11,3 2,757 2 39,6
L. DESNATADO 45 DIAS 13,936| 0,232 19,0 4,458 6,7 1,764 1 44,8
L. DESNATADO 45 DIAS 7,976| 0,133 10,9 2,791 25,1 1,261 1 43,5
L. DESNATADO 60 DIAS 16,322| 0,285 0,0 17,9| 5,065 1,606 1 30,2
L. DESNATADO 60 DIAS 16,036| 0,272 0,0 55| 1,801 5,398 2 27,8
L. DESNATADO 60 DIAS 21,046 | 0,226 0,0 39,2| 8,412 3,347 4 7,1
L. DESNATADO 60 DIAS 12,127| 0,255 0,0 29,5| 7,170 2,435 3 4,7
L. DESNATADO 60 DIAS 15,987 | 0,215 0,0 36,9| 7,043 1,980 3 8,7
L. DESNATADO 60 DIAS 17,121| 0,266 0,0 24,0| 6,231 2,245 5 6,9
L. DESNATADO 60 DIAS 18,026 | 0,262 0,0 33,9| 8,939 5,698 5 2,9
L. DESNATADO 60 DIAS 16,330| 0,300 30,7| 7,897 4,465 1 7,3
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L. DESNATADO 60 DIAS 17,933| 0,351 29,3| 8,675 3,358 1 8,2
L. SUPLEMENTADO 45 DIAS 17,099| 0,285| 36,7 10,009 6,7 2,135 5 4,3
L. SUPLEMENTADO 45 DIAS 12,990| 0,216| 18,1 3,767 19,3 3,710 3 22,5
L. SUPLEMENTADO 45 DIAS 16,939| 0,282 31,0 8,181 9,8 3,049 4 5,7
L. SUPLEMENTADO 45 DIAS 12,853 | 0,214 | 29,7 5,703 6,7 1,352 2 19,1
L. SUPLEMENTADO 45DIAS 15,363 | 0,256| 22,9 6,345 7,5 2,196 1 10,5
L. SUPLEMENTADO 45 DIAS 12,856 0,214| 16,1 4,356 23,5 3,605 2 18,5

L. 17,203| 0,287| 26,0 7,714 4,2 1,172 2 19,5

SUPLEMENTADO | 45 DIAS

L. SUPLEMENTADO 45 DIAS 10,289 0,171| 30,3 5,458 12,0 1,289 3 10,9
L. SUPLEMENTADO 45 DIAS 17,319| 0,289 20,7 5,797 17,0 4,414 4 7,5
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 19,210| 0,272 0,0 33,5| 9,028 15,3 3 11,2
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 19,674 | 0,258 0,0 11,0 3,727 17,8 2 14,2
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 17,000| 0,267 0,0 27,3| 6,982 15,5 4 12,1
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 14,275| 0,240 0,0 13,9 4,764 16,9 2 8,9
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 10,003 | 0,202 0,0 209 7,411 2,6 7 9,7
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 20,042 | 0,248 0,0 19,9| 4,544 13,9 2 13,3
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 15,773 | 0,266 0,0 15,7| 3,838 24,9 2 15,8
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 17,317| 0,170 0,0 23,5 4,882 46,6 1 10,7
L. SUPLEMENTADO 60 DIAS 19,140| 0,191 0,0 35,2| 8,871 8,0 7 20,3




APENDICE C

L.SUPL.-A1 72

L. SUPL.-A2 71,43
L. SUPL.-A3 68,97
L.SUPL.-A4 81,48
L. SUPL.-A5 50
L.SUPL.-A6 59,26
L.SUPL.-A7 71,43
L.SUPL.-A 8 73,08
L.SUPL.-A9 91,3
L.DESN-A1 72,73
L. DESN-A?2 66,67
L. DESN - A3 51,61
L.DESN-A4 56
L. DESN-AS 65,22
L. DESN-A®6 55
L. DESN-A7 42,86
L. DESN-AS8 46,15
L. DESN-A9 63,16
CONTROLE-A1 48
CONTROLE -A 2 55
CONTROLE-A3 47,83
CONTROLE -A 4 50
CONTROLE-A5 56
CONTROLE -A 6 72,73
CONTROLE-A7 58,82
CONTROLE-A 8 64,71
CONTROLE-A9 50

L.SUPL.-A1 94,44
L.SUPL.-A2 94,12
L. SUPL.-A3 98,9
L.SUPL.-A4 96,41
L. SUPL.-A5 90,91
L.SUPL.-A6 95,45
L.SUPL.-A7 94,74
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L.SUPL.-A 8 80
L.SUPL.-A9 100
L.DESN-A1 93,75
L. DESN-A?2 56,25
L. DESN - A3 59,09
L. DESN-A4 55
L. DESN-A5 68,42
L. DESN-A 6 77,78
L. DESN-A7 41,67
L. DESN-AS8 77,78
L. DESN-A9 82,35
CONTROLE-A1 71,43
CONTROLE -A 2 50
CONTROLE -A 3 55,56
CONTROLE-A4 53,33
CONTROLE -A5 50
CONTROLE-A6 50
CONTROLE -A7 56,25
CONTROLE-AS8 57,14
CONTROLE -A9 50

104
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APENDICE D

TECNICA GOLGI COX
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103




QUANTIDADE DE SPINES

11

10

10
11

QUANTIDADE DE SPINES

11

10

11
11
10

11

APENDICE E

COMPRIMENTO DO DENDRITO

19,6154
19,7085
19,9975
19,7264
20,4602
19
19,2803

19,837

COMPRIMENTO DO DENDRITO

21,0091
20,3443

20,3209

19,6941

19,579
19,381
20,2621

19,9157

104

DENSIDADE

1,783218182
4,927125
1,99975
2,4658
2,273355556
2,086544444
1,92803

1,803363636

DENSIDADE

1,909918182
2,03443

2,5401125

2,188233333

1,779909091
1,761909091
2,02621

1,810518182



QUANTIDADE DE SPINES

11

10
11
10

QUANTIDADE DE SPINES

6
10
9
11
8
10
10

COMPRIMENTO DO DENDRITO

19,5929
19,241
19,068

20,1934

20,2954

20,3502

20,2874

20,2087

COMPRIMENTO DO DENDRITO

26
23,9765
20,7003
22,1834
23,1651
29,8895

25,665

105

DENSIDADE

2,176988889
4,81025
1,733454545
2,524175
2,02954
1,850018182
2,02874

2,245411111

DENSIDADE
1,93783467
2,08276849
2,10047589

2,0166483
2,8956375
1,94758392

2,5665867
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QUANTIDADE DE SPINES COMPRIMENTO DO DENDRITO  DENSIDADE

18 39,4719 2,19288339
20 38,6821 3,59684958
19 44,3458 2,333989474
18 39,4875 4,38278396
19 40,694 2,141789474
19 40,2644 4,573853939
18 39,5148 2,195266667

QUANTIDADE DE SPINES COMPRIMENTO DO DENDRITO DENSIDADE

20 30,3677 4,536472899
21 32,8893 2,968504859
19 39,7536 2,092294737
19 34,3926 4,463749386
22 41,7549 4,37492374
20 38,3647 2,94833059

21 40,5381 4,384739482
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ANEXO

y 1responsabllldade do Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos e esta de aoordg com
os Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA).
Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA — em reuniao realizada em 26 de setembro de 2013.

Fortaleza, 12 de dezembro de 2013

Profa. Dra. Nylane“Maria Nunes de Alencar
Coordenadora da Comisséoe Etica em Pesquisa Animal — CEPA

M. Nunes de Alencar
Ny‘:f:evwmwc
MAT, SIAPE 2166369






