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RESUMO

Os acidos graxos essenciais séo lipidios muito importantes para a formacdo do
sistema nervoso central (SNC). Durante a gestacdo e lactacdo sua necessidade
encontra-se aumentada para melhor desenvolvimento deste sistema. O Acido
Linoleico Conjugado (CLA) € um acido graxo formado por isdmeros de &cido linoleico.
Este &cido graxo vem sendo investigado devido aos seus provaveis efeitos benéficos
a saude, porém os efeitos da mistura de CLA sobre alteracdes do SNC durante a fase
de gestacao e lactacdo ainda ndo foram investigados. Assim, este estudo tem como
objetivo investigar o impacto de dieta materna com diferentes concentracdes de CLA
durante a gestacéo e lactacdo sobre a maturacao reflexa neonatal e fungcéo cognitiva
em ratos. Para tanto, foram formados 3 grupos: O Grupo Controle (GC) recebeu a
dieta padrdo sem adicdo de CLA; O Grupo GCLAL, a dieta experimental contendo 1%
de CLA e 0 GCLA3, contendo 3% de CLA. Ap0s 0 nascimento, as respostas reflexas
foram avaliadas entre o0 1° e 21° dia pos-natal, como também a afericdo do tamanho
da cabeca e o0 peso corporal. Aos 42 dias de vida, os animais participaram do teste de
habituacdo ao campo aberto, sendo a segunda exposicdo apdés 7 dias. Para a
avaliacdo da memaria declarativa, foi realizado o teste de reconhecimento de objetos
7 dias apos o teste de habituacdo, usando o campo aberto. Apés os testes 0s animais
foram anestesiados e eutanasiados por punc¢éo cardiaca. Os dados foram analisados
pelo teste One Way ANOVA seguidas pelo teste de Tukey para os dados paramétricos
e o teste Kruskal Wallis para os dados ndo paramétricos, considerando-se diferenca
significativa para p < 0,05. Utilizou-se o programa Sigma Start para a analise dos
dados. Os GCLA 1 e GCA3 mostraram aceleracdo na maturacao reflexa de filhotes
para a maioria dos parametros avaliados. O peso corporal foi mais elevado em
comparacao com o grupo de controlo (p <0,05). Ao avaliar a medida da cabeca, pode-
se observar que o GCLA1 e o GCLAS3 apresentaram maior tamanho nas medidas
laterolateral quando comparado ao controle. J& na medida anteroposterior o GCLAL
e GCLA3 mostraram-se menor quando comparado ao GC no 1° dia, havendo um
aumento no perimetro avaliado no GCLA3 ao compara-lo GCLAL1 no 7° e 21° dia
(p<0,05). No teste de habituacdo no campo aberto apenas o GCLA3 deambulou
menos na segunda exposicdo ao campo aberto indicando facilitacdo da memdria
(p<0,05). No teste de reconhecimento de objetos a longo prazo, houve diferenca
estatistica significativa quando comparado o tempo de exploracdo do objeto familiar
ao tempo de exploracdo do objeto novo nos GC, GCLAL1 e GCLA3. Além disso, com
relacdo a taxa de exploracdo dos objetos, no GCLAL essa diferenca foi observada
guando comparado ao GC, e o0 GCLA3 ao GCLA1 (p<0,05). O tratamento materno
com CLA antecipa maturacéo reflexa, aumenta o peso corporal, tamanho da cabeca
e melhora respostas em testes de memdéria na prole de ratas.

Palavra chaves: neurodesenvolvimento; nutricdo materna; memaoria; cérebro; lipidios



ABSTRACT

The essential fatty acids are important lipids for formation of the central nervous
system. During pregnancy and lactation the intake need is increased to further
development of this system. The conjugated linoleic acid (CLA) is a fatty acid
consisting of isomers of linoleic acid. The CLA is naturally produced by ruminant
animals and is found in food products such as milk fat and meat of these animals. The
CLA has been widely investigated because of its many beneficial health effects,
however the effects of CLA on isolated CNS changes at this stage of life have not yet
been investigated. This study aims to investigate the impact of maternal diet with
different concentrations of CLA during pregnancy and lactation on the neonatal reflex
maturation and cognitive function in rats. To this end, three groups were formed: the
control group (GC) received a standard diet without added CLA; The GCLA1 group
received the experimental diet containing 1% CLA and GCLA3 containing 3% CLA.
After birth, the reflex responses were surveyed between 1 and 21 postnatal day, as
well as the measurement of head size and body weight. At 42 days old, the animals
participated in the habituation to the open field test, the second exposure occured after
7 days. For the evaluation of declarative memory, it was performed for object
recognition test 3 days after the habituation test using the open field. After the test the
animals were anesthetized and euthanized by cardiac puncture. The analyzes were
compared by one way ANOVA test followed by the Holm Sidak test, considering
significant difference for p <0.05. We used the Sigma start program for data analysis.
The GCLA 1 and GCAS3 showed acceleration in reflex maturation of puppies for most
of the evaluated parameters. Body weight was higher compared to the control group
(p <0.05). To assess the extent of the head, it can be seen that the GCLAL1 and GCLAS3
presented in laterolateral size measurements when compared to controls. In the
anteroposterior extent GCLA1 and GCA3 shown to be lower when compared to the
control group on day 1, with an increase in the perimeter evaluated in GCLAS3 to
compare it GCLA1 on the 7th and 21th day (p <0.05). On habituation in the open field
test just wandered GCLAZ3 least the second open field indicating exposure to facilitating
memory (p <0.05). In the long term object recognition test, a significant difference when
comparing the time of exploration of familiar object to the time of operation of the new
object occured in the GC, GCLA1 and GCLA3. Moreover, with respect to the explored
ratio of the objects in GCLAL there was a significant increase compared to GC and
GCLA3 compared with GCLA1 (p <0.05). Maternal treatment with CLA anticipates
reflex maturation, increases body weight, head size and improves responses in
memory tests in the offspring of rats.

Key word: neurodevelopment; maternal nutrition; memory; brain; lipids.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo é importante no desenvolvimento do cérebro, uma vez que que
influencia na sua composicao, sendo cerca de 60 % do cérebro composto de lipidio.
Durante o neurodesenvolvimento, hd acumulacdo de acidos graxos poli-insaturados
(AGPI), e isso representa cerca de 15-30 % de peso seco do cérebro (CRAWFORD,
1992; HALLAHAN; GARLAND, 2005; BALOGUN; CHEEMA, 2014).

O crescimento do cérebro no humano acontece a partir do terceiro trimestre de
gravidez, continuando dois anos ap0s 0 nascimento. Ja no rato esse desenvolvimento
acontece a partir da terceira semana de gestacdo e durante toda a lactacéo
(MORGANE et al. 1993; GREEN; YAVIN, 1996; GUSTAVASSON et al. 2010; GOW;
HIBBELN, 2014). Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPCL) sao
encontrados naturalmente no leite materno e essenciais para o desenvolvimento do
concepto (HERRERA, 2002).

Quando a dieta materna é deficiente em acidos graxos essenciais (AGE), os
mesmos nao sdo transferidos para o feto através da placenta ou leite materno
provocando alteragdes nas membranas celulares da prole, o que dificulta o processo
de aprendizagem ao longo do desenvolvimento e repercute na vida adulta (KAVRAAL
et al. 2012). O baixo consumo ou excesso desses AGE na fase intrauterina e durante
a lactacdo, provocam alteracdes no comportamento. Assim como a aprendizagem €&
afetada pelo consumo inadequado de n-3 e n-6, os sintomas de depresséo, ansiedade
e agressividade sdo também evidenciados (GOW; HIBBELN, 2014).

Um &cido graxo muito importante que vem sendo estudado devido seus
possiveis efeitos a saude é o acido linoleico conjugado (CLA). Podendo ser
caracterizado como uma mistura de isdmeros posicionais e geométricos do acido
linoleico com ligacdes duplas insaturadas conjugadas em varias posi¢cdes do carbono
na cadeia que podem ser do tipo cis ou trans. O CLA é formado como intermediéario
durante a biohidrogenacdo de acido linoleico para o acido estearico no rumen de
animais. O CLA também pode ser produzido sinteticamente, por meio de
hidrogenacéo parcial ou isomerizagéo alcalina do acido linoleico ou de 6leos ricos em
acido linoleico (6leo de girassol ou 6leo de cartamo) (KHANAL; DHIMAN, 2004;
JELINSKA et al. 2014).

16



Estudos experimentais mostram o potencial deste 4cido graxo na intervencao
profilatica de varias doencas, incluindo obesidade, hiperinsulinemia, hipertensdo e
cancer (HALADE; RAHMAN; FERNANDES, 2010; PARK et al. 2010; FURLAN et al.
2013; JELINSKA et al. 2014).

Uma explicacdo para a variedade de atividades biologicas de CLA é a mistura
dos seus isébmeros. A sua forma mais prevalente € o cis - 9, trans - 11 encontrado em
alimentos derivados de ruminantes como leite, queijo e carne. O outro isbmero ativo
€ o trans-10, cis-12, presente apenas em quantidades vestigiais nos alimentos de
origem animal (KHANAL; DHIMAN, 2004; DHIMAN; NAM; URE, 2005; JELINSKA et
al. 2014).

Com relacdo a atuacdo do CLA no sistema nervoso, pesquisa verificou que o
CLA atravessa a barreira hematoencefalica (FA et al. 2005), reduz angiogénese no
cérebro de mamiferos (SIKORSKI; HEBERT; SWAIN, 2008) e protege células
corticais contra elementos neurotoxicos in vitro (HUNT et al. 2010). Ademais, dieta
materna contendo gordura de leite de cabra que é fonte de CLA, alterou atividade
elétrica cortical (SOARES et al. 2012) e a ansiedade na prole de ratos (SOARES et
al. 2013).

Pesquisas anteriores demonstraram que quando a gordura de leite de cabra
fonte de CLA foi ofertada a ratas durante a gestacdo e/ou lactacdo alterou o
funcionamento cerebral da prole (SOARES et al. 2012; SOARES et al. 2013). Porém
nao se sabe se o CLA ou outros lipidios foram responsaveis por este efeito. Desta
forma, hipotetizou-se que a suplementacdo materna com CLA comercial, livre de
outros &cidos graxos, quando ofertado na fase inicial da vida alteraria o
comportamento da prole. Sendo assim, objetivou-se com a presente pesquisa avaliar
se dieta materna com mistura de CLA durante a gestagéo e lactagcéo interfere na

maturacao reflexa e memdaria da prole de ratas Wistar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRUTURA E BIOSSINTESE DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

O &cido linoleico conjugado (CLA) é uma mistura de isbmeros posicionais e
geométricos do acido linoleico com duas ligaces duplas insaturadas conjugadas em
varias posi¢cdes do carbono na cadeia do acido graxo, estas ligacdes podem ser do
tipo cis ou trans. As duas fontes alimentares mais ricas em CLA sao o leite e a carne
de animais ruminantes, originando-se a partir de dois processos naturais. Em um dos
processos o CLA é formado durante a biohidrogenacao ruminal do &cido linoleico. No
outro processo, é sintetizado pelos tecidos de origem animal a partir do trans-11C18:1,
outro intermediario da biohidrogenacdo de &cidos graxos insaturados (PARIZA,;
HARGRAVES, 1985; BAUMAN; BAUMGARD; CORL; GRIINARI, 1999; KHANAL;
DHIMAN, 2004; JELINSKA et al. 2014).

Quando os ruminantes se alimentam de lipideos, 0s mesmos passam por duas
transformacdes importante no rimen de animais. Na primeira ocorre hidrélise das
ligacBes dos ésteres por lipases microbianas, e na segunda a biohidrogenacéo dos
acidos graxos insaturados. A isomerizacdo da dupla ligacao cis-12 representa o passo
inicial durante biohidrogenacéo dos acidos graxos que contém um sistema de dupla
ligacdo cis - 9, cis - 12. A enzima responsavel pela formacéo das ligacbes duplas
conjugadas do cis-9, cis-12, bem como do acido a- e y —linolénico € a linoleate
isomerase. Esta enzima é ligada a membrana celular bacteriana e demonstra uma
exigéncia absoluta pelo substrato, um sistema dienocis-12, cis-9 e um grupo carboxilo
livre. A segunda reacdo é uma reducdo na qual cis-9, trans-11 CLA é convertido a
trans - 11 C 18:1 (&cido vacénico). A biohidrogenacéo do acido linolénico é semelhante
com a biohidrogenacao do linoleico, comegando com uma isomerizacao seguida por
uma sequéncia de redugdes e finalizando com a formacéo do acido estearico. No
rimen a biohidrogenacgao do acido a- linolénico produz cis-9, trans- 11, cis- 15 acido
octadecatriendico conjugado como o produto de isomerizacéo inicial predominante, e
esta € seguida por redugdo da cis- duplas ligacdes. Consequentemente, trans-11
octadecendico é formado, sendo um intermediario comum na biohidrogenacéo tanto

do acido a- linolénico como do acido linoleico. Além disso, a biohidrogenagao do y —
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linolénico, acido cis- 6, cis -9, cis - 12 do acido octadecatriendico, também resulta em
formacéo de trans -11 C18:1 (HARFOOT; HAZELWOOD, 1988; VAN SOEST, 1994).

A sintese enddgena de CLA ocorre pela dessaturacdo do trans -11 C18:1 (acido
vacénico) pela enzima A9 - dessaturase, originando o cis - 9, trans - 11 CLA. O
sistema de dessaturase é um complexo multienzimatico que inclui NADH - citocromo
b5 redutase, citocromo b5, acil- CoA sintetase, e a terminal A9 - dessaturase. Na
Reacdo a A9 - dessaturase introduz uma dupla ligac&o cisentre os carbonos 9 e 10
dos acidos graxos. Estearoil - CoA e palmitoil- CoA s&o os principais substratos para
A9 - dessaturase, e os produtos desta reacdo sdo componentes importantes de
fosfolipidios e triglicérides, em particular para a manutencédo da fluidez da membrana
(BAUMAN; BAUMGARD; CORL; GRIINARI, 1999; KHANAL; DHIMAN, 2004).

O CLA também pode ser produzido sinteticamente, por meio de hidrogenacao
parcial ou isomerizacéo alcalina do &cido linoleico ou de 6leos ricos em &cido linoleico
(6leo de girassol ou 6leo de cartamo) (JELINSKA et al. 2014).

A hidrogenacdo €é uma tecnologia bastante utilizada para modificar
caracteristicas de fusdo e a plasticidade de 6leos vegetais, procurando atingir
propriedades técnico-funcionais desejaveis e estabilidade oxidativa. No entanto,
durante a hidrogenacéo catalitica, ocorre naturalmente a formacéao de duplas ligacdes
gue podem ser do tipo cis ou trans (OOMEN; OCKE, 2001).

Oleos vegetais séo ricos em triglicerideos, tal como girassol (45 a 68%) e 6leo
de céartamo (75 a 80%) (BOYLSTONE; BEITZ, 2002), porém sdo pobres em CLA, 0,1
mg CLA / g de 6leo em 6leo de coco e 0,7 mg CLA / g de 6leo para o 6leo de cartamo
(CHIN et al. 1992). Isébmeros de CLA sao produzidos industrialmente a partir da
hidrolise total de triglicerideos presentes em 0leos vegetais (girassol e cartamo)
(BERDEAUX; VOINOT; ANGIONI; SEBEDIO, 1998).

A forma sintética do CLA € consumida como suplemento alimentar,
especialmente por praticantes de atividades fisica, devido seus efeitos na perda de
massa gorda e ganho de massa magra (BARALDI et al. 2016).

Na alimentacdo humana, o CLA € um acido graxo encontrado principalmente
em produtos lacteos e carneos (BAUMAN; CORL; PETERSON; 2003;
SERAFEIMIDOU; ZLATANOS; KRITIKOS, 2013). Pesquisas buscam manipular a
racao de ruminantes aumentando os teores de CLA na carne e leite, com a finalidade

de alterar a relagdo n-6/n-3 nesses alimentos, aumentando o contetdo de AGPIl e CLA
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simultaneamente e facilitando o consumo pela populacdo (ALFAIA et al. 2009;
BOMFIM et al. 2006). Pesquisa realizada por Alfaia et al. (2009), verificaram que
ingestao das gramineas pelos ruminantes aumentou os teores de acido a — linolénico
e os isobmeros do CLA na carne.

Modificagdes na dieta animal podem diminuir significativamente o teor de
acidos graxos saturados e multiplicar as concentragdes de compostos bioativos (por
exemplo, CLA e/ou n- 3) no leite. Na ovelha, as estratégias mais efetivas
desenvolvidas sdo a complementacao da alimentacédo dos ruminantes com diferentes
Oleos ou oleaginosas enriquecidas com acido linoleico (HERVAS et al. 2008) ou
linolénico (GOMEZ- CORTES et al. 2009).

Evidéncias cientificas e orientacdes nutricionais recomendam uma reducao na
ingestdo total de gordura, principalmente de &cidos graxos saturados (AGS)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003), devido estas gorduras estarem
associadas a um maior risco de obesidade, hipercolesterolemia e alguns tipos de
cancer (WOOD et al. 2004). Sendo assim, as estratégias citadas anteriormente sao
de grande valia para controle das gorduras que causam maleficios e inser¢cdo dos

acidos graxos essenciais na alimentacao habitual dos individuos.

2.2 EFEITOS BIOLOGICOS DO ACIDO LINOLEICO CONJUGADO

Além dos efeitos benéficos dos acidos graxos n-3 sobre a saude humana, o
CLA individual também tém atraido maior atencdo, devido suas propriedades
bioldgicas. De fato, alguns isébmeros do CLA, pelo menos, o cis-9, trans-11 e o trans-
10, cis-12, apresentam atividades biolégicas como acdo anticarcinogénica,
antiobesidade, antidiabéticas, antiaterogénica, imunomodulacdo e modulagdo do
crescimento 6sseo (ALFAIA et al. 2009; FURLAN et al. 2013; HALADE; RAHMAN;
FERNANDES, 2010; PARK et al. 2010; JELINSKA et al. 2014). Gorduras de
ruminantes é a fonte dietética natural mais rica de cis-9, trans-11, que é o principal
isémero de CLA, conhecido como acido ruménico. Vinte e quatro diferentes isbmeros
de CLA tém sido relatados por ocorrer naturalmente em alimentos (ALFAIA et al.
2009).

Os mecanismos pelos quais o CLA atua promovendo efeitos benéficos ainda

nao sao totalmente conhecidos e por isso vém sendo estudados. Um mecanismo
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subjacente proposto a estas atividades é baseado em que o CLA pode interferir na
producéo de eicosandides, diminuindo o fornecimento de &cido araquidénico (20:4 n-
6) como um substrato para as vias lipoxigenase (LOX) e cicloxigenase (COX) (BANNI
et al. 1999; JELINSKA et al. 2014). A diminuicdo de 20:4n-6 se d& provavelmente
devido ao metabolismo de acidos graxos dieno conjugado (CD) 18:3, 20:3 e 20:4 pela
acao das enzimas A 6-dessaturase, elongase e a A -5-dessaturase, respectivamente,
competindo assim com acido linoleico para formacéo de 20:4 n-6 (BANNI, 2002).
Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas para avaliar o feito do CLA na
saude. Furlan et al. (2013), relataram que a dieta suplementada com CLA ou
fitoesterdis ou sua combinacéo por 65 dias foram eficazes na reducdo da gordura
corporal, tecido adiposo e consumo de racdo de ratos. Park et al.(2010), observaram
gue este acido graxo pode reduzir a incidéncia de acidente vascular cerebral.
Enquanto muitos estudos mostram o efeito benéfico do CLA, ha os que vao
contra estes resultados. Tais estudos apresentam resultados controversos quanto a
seguranca da suplementacdo do CLA, tendo sido relatados em inumeras
oportunidades: inducéo de dislipidemias; aumento nos teores de glicose e insulina;
aumento de marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo (DINIZ et al. 2008;
HALADE; RAHMAN; FERNANDES, 2010). Por este motivo, mais estudos a cerca

deste acido graxo sdo necessarios para elucidar seus efeitos no organismo.

2.3 LIPIDIOS E NEURODESENVOLVIMENTO

As duas classes de AGPI s&o a-linolénico (18:3 n-3) e a-linoleico (18:2 n-6),
ambos estdo envolvidos de forma direta em diversos processos metabdlicos e
fisiolégicos do organismo humano, principalmente na génese e desenvolvimento
cerebral, aléem de atuarem como precursores dos AGPICL, originando os acidos
araquidénico - ARA (20:4 n-6), eicosapentaenoico - EPA (20:5 n-3) e
docosahexaendico - DHA (22:6 n-3), sendo estes sintetizados no reticulo
endoplasmatico liso, especialmente no figado, através de biorreagcfes de alongamento
da cadeia de carbono e dessaturacéo (Figura 1) (ANDRADE, CARMO, 2006).
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Figura 1.Esquema do metabolismo dos &cidos
graxos da familia n-3 e n-6.
Fonte: Appolinério et al., (2011).

Estudos tém apontado que a incorporacdo dos AGPICL pelo sistema neurolégico
comeca a ocorrer ainda na fase intrauterina, uma vez que génese do sistema nervoso
central (SNC) se d& no inicio do primeiro trimestre de gestacdo perpassando até os
primeiros anos de vida, sendo em ratos a ocorréncia dessa maturacao no final da
gestacdo e durante toda a lactacéo. Esta fase € descrita por alguns autores como
periodo critico de desenvolvimento, onde ocorre intensa atividade neuronal que
compreende a neurogénese, gliogénese, migracdo e diferenciacdo celular,
mielinogénese, formacao das sinapses e a sintese e liberacdo de neurotransmissores

(MORGANE et al. 1993; CLANDININ, 1999; SCHIEFERMEIER; YAVIN, 2002), de
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modo que a auséncia desses acidos graxos durante esse periodo tem sido
correlacionada a uma incapacidade especifica de crescimento do cérebro e a danos
irreparaveis (KUS; MANCINI-FILHO, 2010).

Segundo Apolinario et al. (2011) dos AGPIC, o ARA é o mais comumente
encontrado na maior parte dos tecidos, porém, encontra-se mais relacionado com os
processos de aprendizado e memoria, através do fortalecimento sinaptico e
plasticidade. Alguns estudos tém evidenciado o potencial desse AG quanto a sua
capacidade de se difundir através da membrana celular e modular uma série de
funcbes, como por exemplo, a liberagcdo de neurotransmissores, além de
desempenhar um importante papel na manutencdo dos axdnios e sinapses centrais
(CAMPELLO-COSTA et al. 2006; VELASCO, 2009).

Quanto ao DHA, este desempenha papel essencial na fisiologia do cérebro
(BOURRE, 2004), se sobrepde em questdo de quantidade em relacdo aos outros
acidos graxos e é rapidamente incorporado nas membranas plasméticas cerebrais,
atuando na neurotransmissdo quimica (APPOLINARIO et al. 2011). A rapidez com
gue o DHA é incorporado pelo tecido cerebral talvez se dé ao fato da capacidade de
captacdo, sintese e esterificacao bastante efetiva desse AG na célula neuronal.

No dltimo trimestre de gestacdo ha um aumento da captacdo de DHA e ARA
(GOW; HIBBELN, 2014), estimando-se que a taxa de acréscimo no ultimo trimestre
gestacional seja de aproximadamente 45 mg/kg por dia (LAPILLONE; JENSEN,
2009), devido a demanda, a placenta estabelece preferéncia no transporte desses
acidos graxos.

Almeida (2007) ao realizar um estudo in vivo objetivando avaliar o perfil dos AG
dos cérebros de ratos filhotes, oriundos de mées alimentadas com dieta a base de
linhaca e de caseina, observou um acumulo significativo de DHA e outros importantes
acidos graxos quando comparados ao grupo caseina e controle, corroborando com a
hipotese de que ha de fato a transferéncias do DHA da mae para o feto durante o
periodo gestacional.

Em outras décadas ja se evidenciava a relacdo entre dietas deficientes em
acido linolénico com a redugéo na conducgao do estimulo auditivo (SASTE et al. 1998).
Estudos mais atuais tém confirmado tal hipotese associando esse tipo de dieta a um
menor crescimento de neuritos em neurdnios hipocampais, decréscimo no tamanho

dos corpos celulares de neurbnios em vérias regifes encefalicas e alteragdo na
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arborizacao dendritica (AHMAD et al. 2002; WAINWRIGHT, 2002; CALDERON; KIM,
2004).

No periodo pos-natal, considerado como pico de crescimento cerebral e de
mielinizac&o, os acidos graxos passam a ser ofertados via leite materno, uma vez que
0 organismo do lactente ndo € maduro o suficiente para a sintese desses acidos
devido a sua imaturidade hepatica (ALMEIDA, 2007; GAETE; ATALAH, 2003). O leite
materno apresenta em sua composicdo um teor de ARA e DHA trés vezes superior
guando comparado ao leite de vaca, assim, importa destacar que em questdo de
composi¢do nutricional adequada referente ao desenvolvimento neurolégico, o leite
de vaca se torna insuficiente para atender as necessidades do lactente (SILVA;
MIRANDA; SOARES, 2007). Segundo Bortolozo e colaboradores (2013), o leite
materno possui uma quantidade significativa de DHA, variando entre 0,2 e 0,6% da
gordura do leite, porém, seu conteudo lipidico quanto ao tipo de acido graxo pode ser
alterado por diversos fatores, dentre esses, a ingestdo alimentar materna (COSTA,
SABARENSE, 2010).

Carvalho (2010), ao avaliar o efeito da suplementacdo de 6leo de peixe (fonte
de n-3) e 6leo de primula (fonte de n-6), em uma concentracdo de 2 gramas de
Oleo/dia durante 15 dias, em um grupo de gestantes e a sua influéncia nos &cidos
graxos do leite materno, constatou que a suplementacao do 6leo de peixe alterou de
forma favordvel a composicdo lipidica do leite materno, aumentando
significativamente o DHA e EPA, corroborando assim com a hipétese de que criancas
amamentadas com leite materno possuem niveis maiores de DHA e fosfolipidios do
cortex cerebral, além de apresentarem vantagens em seu desenvolvimento intelectual
(GORDON, 1997), isso devido a influéncia que tais lipidios exercem sobre a
membrana celular, podendo alterar sua fluidez, densidade e até mesmo suas
propriedades biofisicas comumente responsaveis por tais efeitos funcionais (UAUY;
DANGOUR, 2006).

A incorporacédo de CLA no cérebro foi detectado apenas em alguns casos e em
concentracbes muito baixas (ALASNIER et al., 2002). Este fato pode ocorrer por
diferentes razdes: (1) ma incorporacdo em fosfolipidios (PL); (2) abastecimento
relativamente baixo; (3) incorporacdo seletiva de outros acidos graxos; e (4)
competicdo com acidos graxos incomuns com ligagdes duplas trans como CLA (FA et
al., 2005).
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O estado metabdlico das células do cérebro desempenha papel fundamental
na fisiopatologia deste 6rgao (TRAVIS, 1994; CARMIGNOTO, 2000). Sabe-se que os
astrocitos sdo capazes de sintetizar ARA e DHA, para participar na sintese e
catabolismo de eicosandides (BERNOUD, 1998; GHARAMI; DAS; DAS, 2015), e para
ter um papel no transporte e metabolismo de &cido graxo (SPRECHER, 2000; MOORE
et al. 2001). Assim, a incorporacdo de metabolitos de CLA no cérebro pode exercer
atividades biolégicas benéficas também neste 6rgao (FA et al. 2005). Pesquisa in vitro
observou que o CLA protegeu neurdnios corticais embrionarios de morte excitotoxica
causada pelo efeito do glutamato. Uma suposta explicacao € que o CLA aumenta os
niveis de B-cellymphoma 2 (Bcl-2), genes que regulam a permeabilidade da
membrana externa da mitocéndria, bloqueando assim vias de morte resultante da
permeabilidade mitocondrial, o que pode ter impedido a entrada do glutamato (HUNT
et al. 2010). Estudos in vivo realizados com a gordura do leite de cabra que é fonte de
CLA e ofertada a ratos na fase inicial da vida, demonstrou que esta dieta altera a
eletrofisiologia cerebral quando ofertado durante o aleitamento (SOARES et al. 2012)

e parametros de ansiedade quando ofertado na gestacdo (SOARES et al. 2013).

2.5 MATURACAO REFLEXA

Para o estudo acerca do desenvolvimento do SNC um dos métodos utilizados
€ a ontogénese de reflexos. Os reflexos representam uma das expressdes
comportamentais da funcdo cerebral. A maturagéo de reflexos especificos em ratos
tem sido bem estabelecida (FOX, 1965). Smart e Dobbing (1971) verificaram
alteracdes na ontogénese reflexa de ratos submetidos a desnutricdo no periodo critico
de desenvolvimento do SNC.

Evidencias cientificas indicam uma inter-relacdo entre dietas utilizando
diferentes teores de lipideos e o desenvolvimento reflexo. Dietas confeccionadas com
Oleo de peixe e 6leo de milho nos teores de 10%, foram ofertadas a ratos nos periodos
de gestacao e lactacdo. Ao término do experimento os autores observaram retardo na
maturacao da resposta reflexa ao susto e o tempo de condugc&o maior na via auditiva
do tronco cerebral (SASTE et al.1998).

Santilan et al. (2010), ao estudarem camundongos provenientes de maes

tratadas durante a gestacdo e aleitamento, com dietas contendo teores de n-6/n-3
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(6leo de soja e girassol) confrontada a uma dieta comercial, constataram que, ambos
0s tratamentos anteciparam o aparecimento do reflexo de aversédo ao precipicio e
retardaram o reflexo de geotaxia negativa no grupo 6leo de soja.

A gordura de leite de cabra contendo CLA, foi introduzida a ratos durante
periodos de gestacdo e/ou lactagdo em comparacado com 6leo de soja, observaram
que este tratamento no periodo de aleitamento foi capaz de acelerar o aparecimento
reflexo recuperacdo do decubito em queda livre. No entanto, proporcionou atraso em
resposta aversdo ao precipicio quando comparado ao grupo controle (SOARES et al.
2013). Pode-se observar nos estudos supracitados, que o desenvolvimento do
sistema nervoso pode ser diretamente afetado por modificacdes dietéticas durante o

periodo critico do desenvolvimento.

2.6 LIPIDIOS E MEMORIA

Uma alimentacdo adequada, aquela rica em todos os nutrientes € de extrema
importancia para o desenvolvimento do SNC. Escolher os alimentos adequados, tais
como alguns tipos de lipidios, especialmente os AGCL, podera influenciar
decisivamente nas fases do desenvolvimento mental e consequentemente na
memoria (FERNANDES, 2011).

Fernandes et al. (2011) estudaram o desenvolvimento cognitivo em ratos que
receberam dieta rica em linhaca, semente fonte de n-3, durante a gestacéo, lactacao
e fase adulta. Com os resultados pode-se observar que a linhaca ofertada durante o
perinatal e periodos pés-desmama melhora a cognigcdo em detrimento de crescimento.
Porém, os autores chamam a atencdo para o equilibrio entre n-3/n-6, pois uma
proporcdo alterada pode contribuir ndo s6 para um déficit no crescimento, mas
também em uma variedade de alteragbes metabdlicas envolvendo sintese de
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos.

A adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMP ciclico) é uma molécula importante
na transduc¢éo de sinal em uma célula, atuando como mensageiro secundario celular.
Esta proteina estd envolvida na aprendizagem e memoéria e é um importante
modulador da expresséo do gene de fator neutrofico derivado do cérebro (BDNF). O

BDNF auxilia na sobrevivéncia neuronal e na neurogénese (FINKBEINER, 2000).

26



Dieta rica em DHA € importante para producdo de proteinas de sinalizacao
como a proteina quinase B (PKB), também conhecida como Akt, fundamental nas
funcdes cerebrais (AKBAR et al., 2005), a Ca2+/calmodulina-dependente da proteina
quinase Il (CaMKIll), envolvida no desempenho fisico, memoria e aprendizagem
(VAYNMAN et al. 2007) e nos efeitos do BDNF sobre a plasticidade singptica (YOSHII;
CONSTANTINE-PATON, 2007).

Pesquisa relacionando dieta rica em n-3 e exercicio fisico em ratos, aumentou
significativamente habilidade na aprendizagem espacial, e estes efeitos foram
reforcadas pelo exercicio. Foi observado também aumento nos niveis de BDNF, Akt
e CaMKIl (WU; YING; GOMEZ-PINILLA, 2008).

Hashimoto et al. (2015), ofertaram dieta suplementada com EPA e DHA durante
a fase de senescéncia de ratos. O comportamento relacionado com a aprendizagem
foi avaliado por um labirinto radial de oito bragos, sendo cada animal testado 6 dias
por semana, para um total de 5 semanas. O estudo sugere que a longo prazo
administracdo EPA + DHA pode ser uma possivel estratégia de prevencao contra o
declinio cognitivo relacionado com a idade.

Trabalho realizado por Gustavsson et al. (2010), ofertaram lipidios complexos
durante a gravidez e lactacdo e utilizou o teste de reconhecimento de objetos e
labirinto de Morris, para avaliar a memoria dos roedores. Os dados sugerem que a
suplementacdo materna com estes lipidios durante a gravidez e lactacdo é segura e
tem um impacto significativo no aumento do peso do cérebro, conteudo de

gangliosideos e fosfolipidios na prole, mas ndo melhorou a memaria a longo prazo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E DIETA

Os filhotes utilizados na pesquisa foram obtidos de ratas da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério de criacdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
com idade entre 90 e 120 dias e peso de 250 + 50 g. Foram utilizadas 12 fémeas
primiparas para obtencéo dos neonatos, sendo mantida uma fémea para cada macho
durante o acasalamento.

Apés confirmacao da prenhez através de esfregaco vaginal, as ratas gestantes
foram alojadas em gaiolas-maternidade individuais de polipropileno, em condicdes-
padrdo: temperatura de 22 + 1°C, com ciclo claro-escuro (12:00 h; inicio da fase clara
as 6:00 h), umidade de + 65%, recebendo racdo e agua ad libitum. Na primeira
semana de gestacao as ratas receberam ragao comercial (Presense - Purina®), sendo
a dieta experimental ofertada a partir do sétimo dia de gestacdo e durante toda
lactacdo. Foram formados 3 grupos: Grupo Controle (GC) (n=11) recebendo a dieta
experimental contendo O6leo de soja; Grupo GCLAl (n=13), recebeu dieta
experimental contendo 1% de CLA e o GCLA3 (n=12), contendo 3% de CLA, de
acordo com as recomendacdes do American Institute of Nutrition (AIN-93G)
(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) como mostra a Tabela 1. O consumo de racao
das mées foi aferido semanalmente no horario de 11:00-12:00 h.

Apds o desmame, os filhotes foram alojados em gaiola de polipropileno sendo
mantidos dois animais por gaiola. Receberam dieta comercial durante todo o tempo
de experimento (Presense - Purina®). As ninhadas foram padronizadas em 6 filhotes
machos e o desmame realizado aos 21 dias pds-natal. A pesquisa seguiu o protocolo
experimental segundo as recomendacdes éticas do National Institute of Health
(Bethesda, USA), com relacao aos cuidados com os animais. O presente trabalho teve
aprovacdo do Comissdo de Etica para uso de animais da Universidade Federal da
Paraiba N°: 0407/13.

A mistura de CLA utilizada foi da marca comercial Clarinol® Powder (Loders
Croklland) contendo na composicao cis - 9 trans - 11 (36,9%) e trans -10cis -12
(37,4%). Este produto € um p6 natural contendo uma mistura de mistura de CLA, sem

adicdo de outros ingredientes. O mesmo foi adquirido em loja comercial da Florida,
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nos Estados Unidos, onde é bastante utilizado por praticantes de atividade fisica. A
escolha da marca foi baseada em pesquisa que também utilizou a mistura de isbmeros
(BATTHACHARYA et al. 2005). As concentracfes 1% e 3% foram selecionadas com
base em estudos, com a finalidade de estimar a dose minima e maxima do CLA
(ALASNIER et al. 2002; Fa et al. 2005; DINIZ et al. 2008; FURLAN et al. 2013;
JELINSKA, 2014; STEPHANIE et al. 2015).

Todo o experimento foi realizado no Laboratorio de NutricAo Experimental
(LANEX) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). O delineamento
experimental do estudo esta representado na (Figura 2). Todos os testes realizados
encontram-se expressos na (Figura 3).

Tabela 1. Composicéo da dieta controle e experimental

DIETAS
Ingredientes (g/Kg)

Controle CLA1% CLA3%

Amido de milho 530 520 500
Caseina 199,5 199,5 199,5
Sacarose 100 100 100
Oleo de soja 70 70 70
Mistura de isbmeros do CLA - 10 30
Celulose 50 50 50
Mistura de mineral (AIN-93G-MX) 35 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93-VX) 10 10 10
L-Cistina 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
Total de calorias (Kcal) 39,60 40,10 41,10
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Figura 2. Delineamento experimental.
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Figura 3. Desenvolvimento, maturacao reflexa e cognicéo da prole de ratas tratadas
com dieta padréo (GC), contendo 1% de CLA (GCLAl) ou 3% de CLA (GCLA3)

durante a gestacéo e lactacao.

3.2 ONTOGENIA REFLEXA NOS FILHOTES RECEM-NASCIDOS

As respostas reflexas (Figura 4 e Figura 5) foram pesquisadas diariamente,
entre 12:00-13:00 h, do 1° ao 21° dia po6s-natal. A consolidacdo da resposta foi
considerada positiva quando houve repeticdo a reacdo reflexiva durante trés dias
seguidos. Os primeiros modelos experimentais de reflexos para ratos foram
estabelecidos por Smart e Dobbing (1971).

Foram analisados os seguintes reflexos: (1) desaparecimento da Preensao
Palmar, e (2) aparecimentos das seguintes respostas: a) Recuperacdo Postural de
Decubito, b) Colocacdo Espacial Desencadeada Pelas Vibrissas, c) Aversdo ao
Precipicio, d) Geotaxia Negativa, e) Resposta ao Susto e f) Recuperacao do Decubito
em Queda Livre. Tendo como tempo maximo de observagcdo de 10 segundos, de

acordo com o0s seguintes procedimentos:
a) Desaparecimento da Preensdo Palmar (PP) — utilizou-se um bastonete metalico

com aproximadamente 5 cm de comprimento por 1mm de didmetro, fazendo uma leve

toque na palma da pata dianteira direita de cada animal. Em resposta, ocorria flexao
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rapida dos artelnos. Com o desenvolvimento do recém-nascido, esta resposta
desaparecia.

b) Recuperacédo Postural de Decubito (RPD) — O rato foi colocado em decubito dorsal
sobre uma superficie plana e lisa. Em resposta, observava-se o retorno ao decubito
ventral. A resposta foi considerada positiva quando o animal assumia o decubito
ventral, apoiado sobre as quatro patas.

c) Resposta de Colocacéao (“placing”) pelas Vibrissas (CPV) — O filhote foi suspenso
pela cauda, de tal forma que suas vibrissas tocavam levemente a borda de uma
superficie plana. Em resposta, o animal colocava as duas patas anteriores sobre a
mesa e realizava movimentos de marcha, associados com extensao de tronco.

d) Aversado ao Precipicio (AP) — O animal foi colocado sobre uma superficie plana e
alta (mesa), com as patas dianteiras na extremidade da mesa, de maneira que ele
detectava o precipicio. Em resposta o animal se deslocava para um dos lados e
caminhava em sentido contrario a borda, caracterizando a aversdo ao precipicio.

e) Geotaxia Negativa (GN) — O animal foi colocado no centro de uma rampa medindo
34 x 24 cm, revestida com papel antiderrapante (papel crepon), com inclinacao
aproximada de 45° com a cabeca na parte mais baixa da rampa. Em resposta, 0
animal girava o corpo, num angulo de 180°, posicionando a cabeca em sentido
ascendente.

f) Resposta ao Susto (RS) — O animal foi submetido a um estimulo sonoro intenso e
subito, produzido pela percussdo de um bastdo de ferro sobre um recipiente metélico
(6 cm de diametro x 1,5 cm de altura), a uma distancia aproximada de 10 cm da
cabeca. Em resposta, ocorre uma retracdo das patas anteriores e posteriores, com
imobilizacao rapida e involuntaria do corpo do animal.

g) Recuperacgédo do Decubito em Queda Livre (RDQL) — O animal foi segurado pelas
quatro patas, com o dorso voltado para baixo, a uma altura de 30 cm, e solto em queda
livre sobre um leito de espuma sintética (30 x 12 cm). Em resposta, o animal
recuperava o decuUbito durante a queda livre caindo na superficie apoiado sobre as

quatro patas.
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Figura 4. Avaliacdo da maturagéo dos reflexos da prole de ratas tratadas durante a
gestacao e lactacdo com dieta padréo contendo 0Oleo de soja (GC) e dieta experimental
contendo 1% de CLA (GCLA1) ou 3% de CLA (GCLAS3). A) PP; B) RDP; C) CPV; D)
AP. Fonte: Barros, 1999.
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E)

F)

Figura 5. Avaliacdo da maturagéo dos reflexos da prole de ratas tratadas durante a
gestacdo e lactacdo com dieta padréo contendo 6leo de soja (GC) e dieta experimental
contendo 1% de CLA (GCLAL) ou 3% de CLA (GCLA3). E) GN; F) RS; G) RDQL
Fonte: Fotos: Barros, 1999.
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3.3 CARACTERISTICAS DE MATURAGCAO FiSICA

O comprimento do eixo cranio laterolateral (distancia entre os dois ouvidos) e
comprimento do eixo antero-posterior da cabeca (distancia entre focinho e a
articulacdo da cabeca-pescoc¢o) foram aferidos semanalmente com um paquimetro
com 0,01 mm de precisdo (Figura 6). O peso corporal também foi aferido
semanalmente do dia 0 ao 21° dia de vida (Figura 7).

Figura 6. Afericdo do eixo cranio laterolateral e eixo antero-posterior da cabeca da
prole de ratas tratadas com dieta padrdo (GC), contendo 1% de CLA (GCLA1) ou 3%
de CLA (GCLA3) durante a gestacao e lactagao.

Fonte: Préprio autor

Figura 7: Afericdo do peso da prole de ratas tratadas com dieta padrdo (GC),
contendo 1% de CLA (GCLA1) ou 3% de CLA (GCLA3) durante a gestagéo e lactacao.

Fonte: Proprio autor
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3.4 TESTE DE HABITUAGCAO AO CAMPO ABERTO

O teste de habituacdo ao campo aberto tem por objetivo avaliar a capacidade
de habituacédo do animal a longo prazo no aparelho do campo aberto (Figura 8), que
consiste em uma arena circular metalica (de cor branca), delimitada por paredes
brancas com a parte superior aberta. O piso da arena é dividido em 17 campos (com
linhas pretas), sendo 3 circulos concéntricos que, por sua vez, sao subdivididos em
um total de 16 segmentos e um circulo central. O teste consistiu em colocar o animal
no centro da arena circular do campo aberto. O parametro avaliado foi atividade
locomotora como indice de facilitacdo da memoéria: nimero de cruzamentos dos
campos pelo animal com as quatros patas, ou seja, um maior nimero de campos
cruzados significa possivelmente que o animal ndo lembrou do local e por isso sentiu
curiosidade de explorar mais. O tempo de observacgéao foi de 10 minutos.

Todo o procedimento foi repetido 7 dias ap6s a primeira exposicdo. E foi
realizado entre as 14:00—18:00h, utilizando todos os animais do grupo com 42 dias de
vida da prole na primeira exposi¢cdo e com 49 dias na segunda exposi¢cao. No dia do
experimento, os ratos foram manipulados apenas no momento de coloca-los no
campo aberto para que ndo houvesse mudanca de ambiente ou alguma alteragéo no

comportamento.

Figura 8. Aparelho do Campo Aberto.

Fonte: préprio autor
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Os animais foram identificados por meio de numeros em placas de papeis que
foram colocadas em locais que pudessem ser captados pelo video. Ao final de cada
teste, o aparelho foi limpo com alcool a 10% a cada troca de animal.

As sessdes foram filmadas com uma camera de video instalada em um suporte
situado acima do aparato. Posteriormente os videos foram analisados e a categoria
comportamental foi identificada e registrada manualmente. Em roedores, a habituacéo
€ analisada através da atividade locomotora no campo aberto, sendo considerada um
indicativo de aprendizagem néo associativa (LEUSSIS; BOLIVAR, 2006; GAMBERINI
et al. 2015).

3.5 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

O teste compreendeu duas exposi¢cdes do animal ao campo aberto, sendo que
a segunda exposicado ocorre 7 dias ap0s a primeira. O teste envolve 4 momentos,
sendo o primeiro a sessdo de habituacdo (sem objetos), seguida do segundo
momento, sessao de treino com exposi¢cao do animal a objetos, o terceiro momento,
relacionando-se ao primeiro teste onde foi analisado a memaria a curto prazo com
exposicao de objetos e quarto momento ao segundo teste onde foi analisado a
memoria a longo prazo com exposi¢ao aos objetos (Figura 9).

Com relacdo a sessdo de habituacdo, todos os animais um por vez foram
colocados no campo aberto na auséncia de objetos, ficando livres para explorar e
permaneceram por 3 minutos, apenas para se habituar ao local do teste. Apés a
sessdo de habituacdo do animal, no 56° dia, este foi colocado de volta na arena do
campo aberto contendo 2 objetos diferentes (Al- familiar e A2- novo). O rato pode
explorar os objetos livremente por 10 minutos.

O primeiro teste (memoria a curto prazo) ocorreu no mesmo dia da sesséo de
treino, de forma que o primeiro rato da sessao de treino foi colocado trés horas apos
a sessdao, isso ocorreu sucessivamente com todos o0s ratos que realizaram o teste.
Neste teste foi mantido o objeto familiar A1 e um objeto novo A3, com duracao de 5
minutos. Os ratos submetidos a esse teste estavam com 56 dias de vida.

O segundo teste, memoria a longo prazo, foi realizado 7 dias ap0s o teste de

memo©ria a curto prazo, quando o animal se encontrava com 63 dias de vida. Neste
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teste foi mantido o objeto familiar A1 e um objeto novo A4. O animal foi introduzido na
arena para explorar por 5 minutos os objetos.

Para todos os testes o0s objetos foram colocados em lados opostos
(padronizados para todos os animais) e o animal foi colocado no centro da arena do
campo aberto, de modo que nenhum dos objetos ficasse de frente pra o mesmo. E o
parametro avaliado foi o tempo gasto para explorar cada objeto: a exploracéo foi
definida como o comportamento do animal ao cheirar ou tocar o objeto com o focinho
e/ou patas dianteiras.

Utilizou-se 4 objetos para a realizagdo do experimento, sendo 1 para ser o
objeto familiar (Al); 1 objeto novo para o treino (A2); 1 objeto novo para o primeiro
teste (A3) e 1 objeto novo para o segundo teste (A4) (Figura 10).

O procedimento foi realizado entre as 08:00-12:00h, utilizando o namero de
animais de cada grupo. No dia do experimento, 0S animais permaneceram em suas
gaiolas, manipulados apenas no momento de coloca-los na arena do campo aberto
para que nao houvesse mudanca de ambiente ou alguma alteracdo no
comportamento. As sessfes foram filmadas com uma camera de video instalada em
um suporte. Posteriormente o0s videos foram analisados e as categorias

comportamentais identificadas e registrada manualmente.

Figura 9. Teste de reconhecimento de objetos.
Fonte: Sousa, 2015.
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Os animais foram identificados por meio de nimeros em placas de papeis que
foram colocadas em locais que pudesse ser captados pelo video. A cada animal
testado o aparelho foi limpo antes de iniciar e depois de concluido o teste com alcool
a 10%.

Apés analise dos videos foi determinada a relagcdo da exploracéo do objeto pelo
animal. Os resultados foram analisados como o tempo total gasto explorando o objeto

novo/ o tempo total do objeto familiar + razdo do objeto novo (GUSTAVSSON et al.
2010).

Reconhecimento de objetos Reconhecimento de objetos
(treino) a curto prazo

Objeto Objeto para Objeto Cbijeto 17
Familiar (A1) treino (A2) Familiar (A1) teste (A3)

A

Objeto Objeto 2°
Familiar (A1) teste (Ad)

Reconheacimento de objetos
a longo prazo

Figura 10. Disposi¢cdo dos objetos utilizados no Teste de Reconhecimento dos
Objetos.

Fonte: Proprio autor

3.6 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram tratados com analise estatistica mediante a utilizacdo do
programa Sigma Stat 3.1. Foi utilizado como teste 0 ANOVA One way seguido pelo
teste Holm-Sidak para os dados paramétricos e o teste Kruskal-Wallis, seguido do
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teste de Dunn para os dados ndo paramétricos. Os valores foram considerados
significativos quando apresentaram p<0,05.
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5 RESULTADOS

A patrtir desse estudo, foi elaborado um artigo:

O artigo original, situado nas paginas 52 a 75, intitulado “Maternal
supplementation with conjugated linoleic acid during pregnancy and
lactation improves neonatal reflex maturation and cognitive function in
rats”, foi enviado para a Revista Nutrition Research, que possui fator de
impacto de 2.472, sendo classificada como Qualis B1 na area de Ciéncias de

Alimentos, pela CAPES.
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Abstract

Conjugated linoleic acid (CLA) is naturally produced by ruminant animals and has been
investigated due to its beneficial effects to health. However, the effects of a mixture of
CLA on central nervous system (CNS) at early stages of life have not yet been
investigated. This study aimed to investigate the impact of maternal diet with different
CLA concentrations during pregnancy and lactation on the neonatal reflex maturation
and cognitive function of newborn rats males. The animals were divided into 3 groups:
control group (CG): receiving standard diet without CLA; CLA1 group: receiving
experimental diet containing 1% CLA and CLA3 group: diet containing 3% CLA. After
birth, the reflex responses were observed from the 1st to the 21st postnatal day, as
well as body weight. After weaning, the memory of animals was measured by
habituation test and object recognition test using the open field arena. Analyses were
compared by one-way Anova test followed by Holm Sidak test considering p <0.05.
CLA1 and CLA3 induced acceleration in reflex maturation. CLA3 showed higher body
weight compared to CG (p <0.05). In habituation and object recognition tests, CLA3
showed increased memory. Maternal treatment with CLA anticipates reflex maturation,

increases body weight and improves the responses of newborn rats in memory tests.

Keywords: Conjugated linoleic acid; Neurodevelopment; Physical parameters; Fatty

acids; Maternal nutrition
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1. Introduction

The central nervous system in humans usually arises in the embryo at around
the 3rd and 4th week after fertilization and development continues up to the age of 2
years. In rats, this development occurs from the second week of pregnancy until the
end of lactation. This phase is known as "critical period of development” and any injury
can cause permanent damage [1,2].

In the critical period of development, there is an increased need for
polyunsaturated fatty acids (PUFA), mainly arachidonic acid (AA) and
docosahexaenoic acid (DHA), which together comprise about 20% of brain tissue.
DHA provides better flow and optimizes the development and functions of the neuronal
membrane [3,4]. Constant PUFA intake becomes important in the regulation of
neurotrophins, which perform essential functions during the development of the fetal
nervous system [4]. During breast milk, lactation takes the placental function, carrying
nutrients from the nursing mother to the neonate. The lipid fraction present in breast
milk, in addition to the energy function, is responsible for structuring the myelin sheath
[5].

Among PUFAs, linoleic acid and linolenic are essential fatty acids found in
breast milk. Adequate intake of these fatty acids is related to proper neurological and
cognitive development of infants and their deficiency in the brain development phase
is associated with behavioral abnormalities [5,6,7].

It is made up of linoleic acid isomers, where their double bonds are conjugated.
CLA is naturally produced by ruminant animals and is found in food products such as
milk fat and meat of these animals [8,9]. CLA isomers can be commercially prepared
by partial hydrogenation of linoleic acid [9]. CLA has been widely investigated due to
its many beneficial health effects [10,13]. It was found that CLA crosses the blood brain
barrier [14], angiograms angiogenesis in the mammalian brain [15] and protects
cortical cells against neurotoxic in vitro elements [16].In addition, maternal diet
containing fat of goat milk is a source of CLA, altering the cortical electrical activity [17]
and the anxiety in rats [18]. But the effects of the mix of CLA on isolated Central
Nervous System (CNS) changes at this stage of life have not yet been investigated.

Knowing that dietary lipids, when offered during the initial phase of life, may alter

reflex maturation [19,20] and the behavior of animals [18,21]. The hypothesis of this
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study is that maternal supplementation containing a mixture of CLA isomers when
offered during pregnancy and lactation positively influences reflex maturation (short
time) and improves memory (long time) in offspring rats. Thus, this study aims to
investigate the impact of a mix of CLA maternal diet with different concentrations on
reflex ontogeny and memory testing a novel recognizing objects and habituation in
open field in the pups.

2. Methods and materials

2.1 Animals and diets

Female Wistar rats aged 90 and 120 days and weighting 230 + 30 grams were
used to obtain puppies and acrided from the Federal University of Paraiba (UFPB).
During mating, two females were maintained for each male. After pregnancy
confirmation, mothers were housed in individual maternity polypropylene cages in
standard conditions: temperature 22 + 1°C, with light-dark cycle (12 h; early light phase
at 6:00 h), humidity of £ 65%, receiving food and water ad libitum. In the first week of
gestation, rats received commercial diet (presense - Purina), and the experimental diet
offered from the second week of gestation and throughout lactation. During pregnancy
and lactation maternal feed intake was measured weekly. Tree groups were formed:
control group (CG) receiving standard diet without CLA; CLAL receiving experimental
diet containing 1% CLA and CLA3 containing 3% CLA (Table 1), according to
recommendations of the American Institute of Nutrition (AIN-93G) [22]. CLA used was
Clarinol powder (Loders Croklland) with composition containing c9 t11 (36.9%) and
t10c12 (37.4%).

Litters were standardized in six puppies and weaning was performed at 21 days
after birth. The research followed the experimental protocol in accordance with ethical
recommendations of the National Institute of Health (Bethesda, USA) and was
approved by the ethics research commission of the Federal University of Paraiba n°
0407/13 .
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Table 1. Composition of control and experimental diets.

DIETS
Ingredient (g/KQg)

Control CLA1 CLA3
Cornstarch 530 520 500
Casein 199.5 199.5 199.5
Sucrose 100 100 100
Soybean oll 70 70 70
CLA mix isomers - 10 30
Fiber 50 50 50
Mineral mix 35 35 35
Vitamin mix 10 10 10
L-Cystine 3.0 3.0 3.0
Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5
Total Calories (Kcal) 39.60 40.10 41.10

2.2 Reflex ontogeny in newborn puppies

Reflex responses were observed every day, on 12:00 p.m. between 1st and
21st postnatal day. Response consolidation was considered positive when there was
repetition to reflex reaction for three consecutive days. Smart and Dobbing [24]

established an experimental model for reflex maturation in rats represented in Table 2.
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Table 2. Description of the reflex test.

Reflex

Stimulus

Response

Palmar grasp

Righting

Cliff-avoidance

Vibrissa-placing

Negative-geotaxis

Auditory-startle response

Free-fall righting

Light percussion on the palm of the
right foreleg

The rat is placed in supine position
on a surface.

The rat is placed on a flat and high
surface (table), with legs towards
the extremity.

The is was suspended by the tail
and its vibrissae lightly touch the
edge of a flat surface.

The rat is placed at the center of an
inclined ramp with head facing
downwards

Intense and sudden sound stimulus

Held by the four legs, at a height of
30 cm, itis released in free fall on

a synthetic foam bed.

Quick bending of ankles.

Return to the prone position with
all paws in 10s.
Moves to one side and walks in the

opposite direction to the edge

Both front legs are placed on the
table, performing march
movements.

Body spin at an angle of 180 °,
positioning head upwards.

and

Retraction of anterior

posterior legs, with rapid and
involuntary body immobilization

Position recovery during freefall
on the surface supported on four

paws.

2.3 Physical maturation

The length of the laterolateral skull axis (distance between the ear holes) and
length of the anteroposterior axis of the head (distance between snout and head-neck
articulation) were weekly measured using caliper with 0.01 mm precision. Body weight

was weekly measured until the end of lactation.

2.4 Habituation test in the open field

The habituation test in the open field is used to evaluate the animal with respect
to long-term capacity on the open device, consisting of a metal circular arena (painted

in white), bordered by white walls with open top. The floor is divided into 17 fields (lines
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painted in black), with concentric circles 3 cm in diameter, respectively) which, in turn,
are subdivided into a total of 16 segments and a central circle.

In rodents, habituation is analyzed by locomotor activity in the open field and is
considered an indicator of non-associative learning [25,26].

At 42 days old, the animals were exposed to the open in two phases, the second
exhibition occurred seven (7) days after the first. The parameter analyzed was
ambulation for 10 minutes. All sessions were recorded with a video camera attached

to the laboratory ceiling and later the videos were analyzed.

2.5 Object recognition test

For the evaluation of declarative memory, the object recognition test was held
three days after the open field habituation test, using the same open field arena. The
animal underwent two exhibitions to the open field, and the second seven days after
the first. The first test is associated with the short-term memory and the second is
related to the long-term memory [21].

This test assesses the holding of the animal in time spent (sniffing or touching
the object with the nose and / or front legs). First, habituation was performed in the
absence of any object, where animals could freely explore the arena for 3 min. Then,
in the training session, animals were placed in the arena containing two different
objects (Al and A2) for free exploration for 10 minutes for animals to recognize and
identify object Al (familiar object). The test session was held 180 minutes after the
training session to evaluate short-term memory, in which animals were placed in the
arena containing two objects, Al (familiar object) and A3 (novel object), to freely
explore for 5 minutes. After 7 days, the retest was performed to assess the long-term
memory, in which the animals were placed in the arena to freely explore Al (familiar
object) and A4 (novel object) objects.

Before and after each test, the device and the objects were cleaned with 10%
alcohol and after the exchange of animals and objects, unit and objects were cleaned
with 10% alcohol and paper towels.

Results were analyzed as the total time spent exploring the objects and the

novel object/total familiar + novel object ratio [7].
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3. Statistical analyses

Intergroup differences for reflex maturation were analyzed with one-way
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn test. For the rest of the data, One-Way ANOVA
followed by the Holm-Sidak test was used. Differences were considered significant
when p < 0.05. The Sigma Start software was used for data analysis.

4. Results

4.1 Feed Intake

The average feed intake during pregnancy GC, GCLA1 and GCLA3 were
134.37, 133.73 and 141.0 respectively. Lactation GC showed average (225.67), the
GCLA1 (215.33) and GCLAS3 (175). There was no difference in maternal food intake
between the groups (p>0.05).

4.2 Reflex ontogeny in newborn puppies

From the evaluation of the reflex maturation measured in this study (Table 3), it
was observed that disappearance of the palmar grasp in CLAL1 and CLA3 animals
showed a delay in relation to CG and CLA3 compared with CLAL1 (p <0.05). CLA3
animals showed acceleration compared with CG when the maturation of righting, cliff
avoidance, vibrissa placing, negative geotaxis and auditory startle was investigated (p
<0.05). CLA3 animals accelerated righting and vibrissa placing in relation to CLA1.
Regarding free fall righting, CLA3 animals showed retardation compared to CG (p
<0.05). Animals treated with 3% CLA had better results as shown in advance most of

the responses evaluated when compared mainly to the GC.
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Table 3. Reflex maturation of rats which mothers were treated during gestation and
lactation with standard diet containing soybean oil and other two groups with
experimental diets, one containing 1% CLA (CIA1) and the other with 3% CLA (CLA3).

GROUPS
REFLEX MATURATION CONTROL CLA1 CLA3
(n=11) (n=16) (n=12)
Palmar grasp?@ 3(3-6) 3,5(2-10)* 5(2-10)*#
RightingP 3(1-6) 3(2-6) 2(1-4)#
Cliff-avoidance® 10(6-13) 7,5(3-13) 6(5-7)*
Vibrissa-placing® 11(8-12) 10(4-13) 6(3-10)*#
Negative-geotaxisP 17(8-18) 13(11-17)* 13(8-16)*
Auditory-startleresponse® 14(12-17) 13(12-15) 12(12-13)*
Free-fall righting® 11(8-15) 12(9-14) 13(10-16)*

Data expressed in Median (min — max); (Statistical test: One way Anova
followed by Kruskal Wallis); *versus control group; # versus CLAl group;

a=desappearance; b=appearance

4.3 Physical maturation

Body weight analysis showed that CLA3 had higher body weight than the other
groups in every days analyzed, except on the seventh day, which was different only
compared with CLAL (p <0.05) (Figure 1).

Treatment with CLA 1% and 3% CLA was responsible for larger size
laterolateral perimeter of the animal head on virtually every day study to compare them
to the GC (Figure 2) (p <0.05).

A higher concentration of CLA (3%) increased the anterior posterior axis of the
head on the 7th and 21th day. However, the lowest concentration of CLA decreased
the perimeter assessed the first days of life offspring (p <0.05). (Figure 3)
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Figure 1. Body weight of rats which mothers were treated during gestation and
lactation added standard diet containing soybean oil and other two groups with
experimental diets, one containing 1% CLA (CLA1) and the other with 3% CLA (CLA3).
Values expressed as mean and standard deviation (One way ANOVA, Holm-Sidak); #

versus CLAL1 group; $ versus all group.
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Figure 2. Laterolateral skull axis of rats which mothers were treated during gestation
and lactation with standard diet containing soybean oil and other two groups with
experimental diets, one containing 1% CLA (CLA1) and the other with 3% CLA (CLA3).
Values expressed as mean and standard deviation (One way ANOVA, Holm-Sidak); *

versus control group; # Versus CLA1 group
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Figure 3. Anteroposterior skull axis of rats which mothers were treated during gestation
and lactation with standard diet containing soybean oil and other two groups with
experimental diets, one containing 1% CLA (CIAl) and the other with 3% CLA (CLA3).
Values expressed as mean and standard deviation (One way ANOVA, Holm-Sidak); *

versus control group; # Versus CLAL group.
4.4 Habituation to the open field
According to (Figure 4), the GCLA3 ambula less in the second exposure

compares the first exposure (p <0.05). This fact shows that the animals of this group

possibly remembered the place and so did not feel the need to explore.
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Figure 4. Habituation test of rats which mothers were treated during gestation and
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lactation with standard diet containing soybean oil and other two groups with
experimental diets, one containing 1% CLA (CIA1) and the other with 3% CLA (CLA3).
Values expressed as mean and standard deviation (One way ANOVA, Holm-Sidak); *

versus first exposure in the same group.

4.5 Object recognition

For short-term memory test, there was no significant difference among groups
(Figure 5A). On the other hand, in the long-term memory test, CG, CLA1 and CLA3
explored more unfamiliar objects than familiar objects (Figure 5B), showing that
remembered the familiar object (p<0.05). Moreover, GCLA 1 show increased operating
ratio in the long run when compared to the CG and GCLA3 decrease of this ratio when
compared to GCLAL (Figure 6B).
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Figure 5. Object recognition test of rats which mothers were treated during gestation
and lactation with standard diet containing soybean oil and other two groups with
experimental diets, one containing 1% CLA (CIA1) and the other with 3% CLA (CLA3).
Values expressed as mean and standard deviation (One way ANOVA, Holm-Sidak);

(A) first test; (B) second test; * versus familiar object in the same group.
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Figure 6. Exploration Ratio of rats which mothers were treated during gestation and
lactation with standard diet containing soybean oil and other two groups with
experimental diets, one containing 1% CLA (CIA1) and the other with 3% CLA (CLA3).
Values expressed as mean and standard deviation (One way ANOVA, Holm-Sidak);
(A) short term test; (B) long term test; * versus CG; # versus CLA1 group.
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5. Discussion

This study evaluated, in the progeny of rats, the developmental effects of
maternal supplementation with different CLA concentrations (1% and 3%)
administered during gestation and lactation. Data have shown significant effects of
CLA on physical growth (with increase in body weight and laterolateral skull axis) and
on the neurodevelopment of newborn rats (acceleration in reflex maturation and
memory).

In this study, maternal consumption with an 6 fatty acid with a double bond, the
CLA, induced an improvement in memory and acceleration in the neurodevelopment
of offspring. Lipids play an increasingly recognized role in neuronal function in the brain
and neurodevelopment occurs in the perinatal period [1,27]. In this phase, essential
fatty acids of n-3 and n-6 families constitute a lipid substrate that is absolutely required
for adequate formation of nerve cell membranes and these lipids are also involved in
cell signaling and regulate synaptic throughput [28]. The effects of n-3 in the maternal
diet on brain development of newborn rats are already known [29,30] but the effects of
n-6 have been less investigated.

Maternal diets with different n-6: n-3 ratios have been associated with reflex
ontogeny and physical growth changes in the progeny of rats [19,20]. These results
demonstrate the vulnerability of the developing nervous system to inadequate balance
of essential fatty acids in the diet during the early life. Study treating animals during
lactation with goat fat containing CLA observed delay in cliff avoidance but there was
anticipation in free-fall righting [18]. Another study found delay in negative geotaxis in
animals consuming soybean oil and acceleration of cliff avoidance in animals treated
with sunflower oil [19]. The cerebellum has its development peak during lactation and
reflex maturation is directly related to the continuous differentiation and maturation of
cerebellar neurons [31]. However, lipids offered by contained only 1.2% CLA [18]. In
the present study, 1% CLA induced acceleration only on negative geotaxis but when
this dose was tripled, almost all reflexes observed were increased. The reflex
maturation involves visual and postural system [32]. CLA can cross the blood-brain
barrier and be deposited in the brain [14,17]. Possibly, it was the proper formation of
the membranes of neurons induced by CLA, which enabled the early maturation of the

nervous system in these puppies. These findings suggest that CLA positively interfere
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in the offspring neurodevelopment, anticipating reflex maturation of offspring; At least,
this effect was best observed when the dose of CLA was increased to 3%.

Maternal dietary lipids may also interfere in the body weight of newborn rats. In
this study, the body weight of pups whose mothers received 3% CLA was higher
throughout lactation. Similar result was observed when animals receiving diet
containing CLA [17]. Different result was observed when lactating rats were treated
with 1.35% CLA, they had a lower body weight [33]. Pups treated during pregnancy
and lactation with 1.47% CLA showed decreased body weight [34]. The authors have
attributed this effect to the reduction of lipids in breast milk; possibly, this reduction was
not induced in the present study. These data demonstrate that the amount of maternal
dietary lipids may interfere differently in the physical parameters of newborn rats.

There was no significant difference in feed intake of mothers of GC, GCLAL and
GCLAS. But the body weight of the offspring of mothers treated with CLA3% was higher
in much of the study. Possibly a higher dose of CLA may have increased the amount
of fat in the breast milk, thus influencing the higher body weight of pups.

Spatial memory was modified in young rats fed with diet rich in trans fatty acids
offered during early life and after weaning [35]. Another research demonstrated that
maternal diet high in lard induced damage in the memory and learning ability of the
offspring [36]. However, both studies evaluated memory using Morris test and in our
study, novel object recognition was used and groups treated with CLA showed
increased exploration of unfamiliar object in the long term. When animals explore more
unfamiliar objects than familiar ones, it indicates good object recognition. In addition
[36], treated animals with saturated fatty acids and we used polyunsaturated fatty
acids. Linoleic acid is precursor of AA (20:4 n-6), docosatetraenoic acid (DCHA) (22:4
n-6) and eicosapentaenoic acid (EPA) (22:5 n-6). The amount of DHA in the brain was
increased in the offspring of animals treated before weaning, during pregnancy,
lactation and after weaning with flaxseed diet, being correlated with better spatial
memory performance [37]. These fatty acids are essential for brain development and
memory because they modulate synaptic plasticity, improving learning ability. In
human infants, the accumulation of these fatty acids occurs during gestation and
lactation through placenta and breast milk [38] and our study investigates the same
stage of life. Another index of memory used was the open field habituation test. When

there is lower locomotor activity in a repeated exposure, it indicates good recognition
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[21]. Our data have shown a decrease in the habituation test during the second
exposure in the CLA3 group, indicating higher memory. n-3 diet induced an increase
in the exploratory activity in young rats, which was not observed in mature or older rats
[39] on the other hand, maternal n-3 diet reduced ambulatory activity as demonstrated
in the present study [40]. Thus, it was shown for the first time that with bond CLA was
able to interfere in these learning parameters.

These findings are very important because they demonstrate the benefits that
CLA consumption can bring to a developing brain. Moreover, these effects can persist
into adulthood, and the safe consumption of fatty acids should always be investigated,
especially in the early life.

6. Conclusion

Based on the results obtained, it could be concluded that maternal
supplementation with CLA influences the development of the central nervous system
of the offspring, accelerating the reflex maturation (short-term) and improving memory

(long-term).
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