A FUNCAO COGNITIVA DE CAES EM CRESCIMENTO MELHORA COM A
SUPLEMENTACAO DE ACIDO GRAXO POLI-INSATURADO

DOCOSAHEXAENOICO (DHA)

Resumo

O acido graxo docosahexaendico (DHA) se apresenta em altas concentracdes
no cérebro e desempenha papel importante na funcionalidade do sistema nervoso.
Existem estudos que relacionaram o DHA a fungéo cognitiva de diversas espécies,
porém poucos sao direcionados a espécie canina. Assim, o objetivo da presente
pesquisa foi avaliar os possiveis efeitos da suplementacao de capsulas de 6leo de
peixe concentrado em DHA na fungdo cognitiva de cdes em crescimento. Foram
utilizados 12 caes com trés meses de idade, blocados por raca e distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de seis animais: Grupo Controle (GC), sem
suplementacao de 6leo de peixe e grupo teste (GT), com suplementacédo diaria de
40mg de DHA/kg de peso corporal. Para avaliar a habilidade de aprendizado
associada a funcdo cognitiva foi utilizado o teste de discriminacdo de objetos,
composto por duas etapas de avaliacdo (etapa normal e etapa reversa) aplicado
antes, 30, 60 e 90 dias apdés o inicio da suplementacdo. O software utilizado para
as analises estatisticas foi o Statistical Analysis System (SAS) versao 9.4. Utilizou-
se o teste de Shapiro Wilk para verificacdo da normalidade dos residuos, PROC
MIXED para andlise de variancia e teste Tukey para comparacdo de meédias
(p<0,05). Os resultados obtidos na etapa normal apresentaram diferencas entre
tratamento (p=0,0039) e tempo (p<0,0001), no qual a média de acertos do GT
(70,12%) foi maior que a média de GC (62,67%). Em relacéo a etapa reversa, houve

apenas efeito de tempo (p<0,0001). Dessa forma, pode-se concluir que o acido




graxo DHA influencia a habilidade de aprendizado e melhora a funcéo cognitiva de

cées em crescimento.
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1. Introducéao

Na nutricdo de animais de companhia, os lipideos desempenham papel
importante na palatabilidade, transporte de vitaminas lipossoluveis, atuam como
fontes de energia, imunomodulacgédo, constituicdo de membranas biolégicas, fontes
de acidos graxos essenciais, dentre outros (TREVIZAN e KESSLER, 2009). A
principal forma lipidica presente na dieta sdo os triglicerideos, que por sua vez
fornecem acidos graxos essenciais, tais como os acidos graxos poli-insaturados
(AGPI) 6mega-3 (4cido alfa linolénico, &cido eicosapentaendico e A&cido
docosahexaendico) e AGPI 6mega-6 (&cido linoleico e &cido araquiddnico)
(BAZINET et al., 2014).

O &cido graxo poli-insaturado docosahexaendico (DHA) é um nutriente
essencial para cées durante o crescimento (NRC, 2006). A alimentacdo ou
suplementacdo baseadas em fontes enriquecidas com DHA, como por exemplo o
Oleo de peixe, durante o desenvolvimento fetal e fase pds-natal, resultam no
acumulo do &cido graxo nas membranas neurais, o que esta associado a melhora
do desenvolvimento imunolégico e neurolégico em seres humanos e animais de
companhia (JENSEN et al., 2005; ZICKER et al., 2012).

Devido a esse papel no desenvolvimento neurolégico, foram realizados alguns
estudos que avaliaram o efeito da suplementacdo de AGPI dmega-3 no

comportamento, memoria e habilidade de aprendizado em humanos e ratos




(RATHOD et al., 2016; YYEN et al.,, 2018), mas s&o poucos 0S experimentos
direcionados a espécie canina, principalmente em filhotes. Diante do exposto, essa
pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacao
de DHA na habilidade de aprendizado de caes em crescimento.
2. Material e Métodos

Foram utilizados 12 cdes, machos e fémeas, ndo castrados, com idade de trés
meses, peso medio de 9,1 + 1,3 kg, escore de condicéo corporal (ECC) médio de
5,0 £ 1,0 segundo a escala descrita por Laflamme (1997) e escore de massa
muscular médio (EMM) de 2,0 £ 0,5, de acordo com a escala de Michel (2009),
clinicamente sadios, desverminados e vacinados.

Os cées receberam alimento comercial super premium para filhotes, além de
um alimento Umido completo fornecido com o objetivo de recompensa durante a
avaliacdo da funcado cognitiva. A ingestdo de ambos os alimentos foi monitorada
diariamente. A necessidade energética para crescimento (NEC) foi determinada
pela equacgdo: 130 x PCAN075 x 3,2 x (en087p-0.1) (NRC, 2006), onde “PCA” é dado

como peso corporal atual e “p” corresponde a razao: peso corporal atual/peso
adulto esperado. A composicdo dos alimentos ingeridos pelos animais durante o
experimento encontra-se descrita na tabela 1.

Os caes foram blocados por raca e distribuidos aleatoriamente em dois grupos
de 6 animais cada: Grupo Controle (GC), sem suplementacéo de 6leo de peixe e
Grupo Teste (GT), com suplementacdo de Oleo de peixe. A quantidade de
suplemento fornecida foi reajustada de acordo com o peso dos animais e a dose
ingerida de DHA foi de aproximadamente 40mg/kg. A suplementacéo foi realizada

diariamente, via oral, as 8:00 horas. As coletas de dados foram realizadas antes

(TO), 30 (T30), 60 (T60) e 90 dias (T90) aposs o inicio da suplementacao.




Tabela 1. Composicéao bromatolégica e perfil de acidos graxos poli-insaturados dos
alimentos e do suplemento fornecidos aos animais durante o experimento.

Alimentos completos

Nutrientes AR AUF AUC Suplemento
MS (%) 87,45 94,16 93,48
MM (%) 6,62 10,74 9,24
EE (%) 21,50 23,53 26,77
FB (%) 5,18 11,99 8,21
Ca (%) 1,55 2,04 1,55
P (%) 0,89 1,91 1,55
PB (%) 34,09 48,78 49,20
Ac. Linolénico (%) 0,25 0,43 0,41 1,38
Ac. Linoleico (%) 4,19 5,95 5,37 9,00
DHA (%) 0,11 0,02 0,04 49,6
EPA (%) 0,15 0,01 0,02 12,5
AA (%) 0,12 0,37 0,41 1,40

AR= Alimento seco extrusado; AUF = Alimento imido de frango; AUC= Alimento Umido de carne;
MS= Matéria seca; MM= Matéria mineral; EE= Extrato etéreo, FB= Fibra bruta; Ca= Célcio; P=
Fésforo; PB= Proteina bruta; DHA= Acido docosahexaendico; EPA= Acido eicosapentaenoico; AA=
Acido araquidonico.

2.1.Protocolo de avaliagcao da habilidade de aprendizado

A habilidade de aprendizado foi avaliada através do teste de discriminacéo de
objetos realizado com o uso do aparelho Toronto General Testing Apparatus
(TGTA) adaptado de estudos prévios (MILGRAM et al. 1994; ZICKER et al., 2012;
LAZAROWSKI et al., 2014) que é composto por uma caixa de madeira de 0,7 x 0,7
x 0,6m, equipada com barras ajustaveis ao tamanho dos animais juntamente com
uma bandeja de madeira com dois orificios, por onde o alimento (recompensa) e o
objeto foram posicionados (Figura 1).

Um primeiro avaliador (avaliador 1) foi separado do c&o por uma cortina
construida com material TNT para que ndo houvesse contato visual entre ambos,
além de servir de abertura para permitir a passagem da bandeja com a recompensa
a ser oferecida pelo avaliador. No lado oposto encontrava-se um segundo avaliador
(avaliador 2) que por sua vez posicionava o animal dentro do aparelho para que ele
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caminhasse em direcdo a bandeja (Figura 2). A recompensa oferecida em todas as
etapas consistiu em um alimento umido completo escolhido por apresentar maior
palatabilidade em relacdo ao alimento de rotina e, dessa forma, garantir que 0s

animais estivessem motivados a realizar as tarefas.

Figura 1. Aparelho adaptado utilizado para execucéo do teste de discriminacéo de
objetos (TGTA) e objetos utilizados.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 2. Representacdo da execucado do teste de discriminacdo de objetos para
avaliacdo da habilidade de aprendizado em caes em crescimento.

(©)

(A) (B

Legenda: (A)= Avaliador 2; (B)= Avaliador 1; (C)=Aparelho TGTA; (D)= Cortina de TNT;
(E)= Objetos posicionados em cima dos orificios; (F)= Bandeja com orificios.

Fonte: Adaptado de Heclker et al. (2015).




Este teste foi composto por duas etapas: treinamento e avaliacdo. O
treinamento foi constituido por quatro fases, sendo elas:

a) Adaptacdo: com o objetivo de ambientar o animal e ensina-lo a caminhar
pelo aparelho, os avaliadores o conduziram até a abertura que continha a bandeja.
Dessa forma, toda vez que o animal caminhasse pelo aparelho e chegasse até a
abertura com barras ajustaveis, ele era recompensado com alimento dentro de um
recipiente. Esse procedimento foi repetido até que o animal ndo apresentasse
qualquer tipo de medo em relacéo ao aparelho (recuar, correr, latir).

b) Abordagem de recompensa: o objetivo dessa etapa foi garantir a associacao
da bandeja com a apreensdo do alimento por parte do animal. Dessa forma, a
recompensa foi fornecida em um dos orificios e os animais foram condicionados a
buscar pelo alimento ap6s a exposicéo da bandeja ao animal. Foram realizadas 10
tentativas por sessédo, duas vezes ao dia, de modo que se o animal acertasse 0
orificio onde se encontrava a recompensa em 9 de 10 tentativas em uma sessao
ou, 8 de 10 tentativas em duas sessdes consecutivas, ele passaria para a proxima
fase de treinamento. Foi considerado como erro quando o animal procurava pelo
orificio da bandeja que ndo continha alimento.

c) Deslocamento do objeto: o intuito dessa fase foi ensinar o animal a empurrar
um objeto colocado em posicdo aleatéria (obtida através de sorteio) sobre um dos
orificios da bandeja que continha o alimento e, assim, induzi-lo a associar a
presenca do objeto a recompensa. Para evitar que o animal tivesse escolhas
através do olfato, o mesmo alimento foi colocado de baixo de ambos os orificios,
de forma que ndo houvesse acesso pelo céo. Foi considerado erro, quando o
animal se direcionava para a saida que nao continha o objeto e, por consequéncia,

nao recebia a recompensa. As sessOes foram compostas por 10 tentativas,
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realizadas duas vezes por dia e 0 animal mudava de fase quando atingia 0 mesmo
critério da etapa anterior.

d) Escolha do objeto: colocou-se um objeto em cada orificio da bandeja e
apenas um comportava o alimento, portanto, este foi denominado objeto S+. O
objeto posicionado no orificio que nao apresentava alimento foi denominado S- e
foi representado por 5 cores e formatos diferentes, enquanto o S+ permaneceu com
o mesmo formato e cor em todas as tentativas. As posicdes foram alteradas de
forma que S+ e S- apareciam 5 vezes na direita e 5 vezes na esquerda, sem que
ficassem na mesma posicao trés vezes seguidas. Com duas sessodes por dia, 0s
critérios para concluséo da fase de treinamento permaneceram como nas etapas
anteriores.

O tempo de duracdo em dias da etapa de treinamento variou de acordo com
cada animal. Apés a finalizacdo dessa etapa, iniciou-se a avaliacdo com duracéo
de 10 dias, periodo no qual dois objetos de formatos e cores diferentes foram
usados, um laranja e um azul (figura 1).

Durante os cinco primeiros dias de avaliacéo, realizava-se a etapa normal, no
qgual o objeto laranja foi determinado S+ (acompanhado de recompensa) e o0 objeto
azul S- (ndo apresentava alimento) e, durante os ultimos cinco dias, a ordem dos
objetos foi trocada de modo que o azul se tornasse S+ e o laranja S-, portanto esta
foi considerada etapa reversa. Realizou-se uma sesséo por dia de 20 tentativas, na
qual as posicdes de ambos os objetos foram alternadas de acordo com sorteio
realizado previamente (10 vezes posicionados na direita e 10 vezes posicionados
na esquerda, sem que houvesse trés repeticdes seguidas). Foi considerado como

erro 0s momentos em que o objeto S- foi escolhido.




A figura 3 ilustra as fases de treinamento e avaliacdo para melhor
compreensao.

Figura 3. Representacdo das fases de treinamento e avaliagcdo do teste de
discriminagéo de objetos empregado no estudo.

Adaptagao Abodagem de  Deslocamento  Escolha do Etapa normal Etapa reversa Fim
recompensa de objeto objeto S+ = Laranja S+ = Azul
I I\ 10 dias 10 dias )
Treinamento Avaliagao

2.2.Anédlises estatisticas

Para realizacdo das andlises estatisticas, o estudo contou com o uso do
software Statistical Analysis System (SAS, versao 9.4). Inicialmente foi verificada a
normalidade dos residuos pelo teste de SHAPIRO-WILK e as variaveis que nao
atenderam as premissas estatisticas sofreram transformacao logaritmica ou raiz
guadrada e quando necessaria, houve retirada de outliers. Em seguida realizou-se
analise de variancia pelo PROC MIXED do SAS com medidas repetidas no tempo
e quando identificado efeito, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia. Calculou-se a porcentagem de acertos de cada grupo
e as etapas normal e reversa foram consideradas como variaveis.
3. RESULTADOS

Como demonstrado na Tabela 2, os acertos obtidos na etapa normal
apresentaram diferencga entre tratamento (p=0,0039) e tempo (p<0,0001), no qual
a média de acertos do GT (70,12%) foi maior que a média do GC (62,67%),
independente do tempo (p=0,1134). Em relagdo a etapa reversa, houve apenas

efeito de tempo (p<0,0001).




Tabela 2. Resumo das analises de variancia (ANOVASs) da frequéncia de acertos
apresentados pelos caes nas etapas normal e reversa do teste de discriminacdo de
objetos.

o Tratamentos Valores de P
Variaveis (%)
GT GC EPM Tratamento Tempo Tempo*Tratamento
Etapanormal 70,12 62,67 2,98 0,0039 <0,0001 0,1134
Etapareversa 43,12 4250 2,35 0,8516 <0,0001 0,5092

Legenda: GC= grupo controle; GT= grupo teste; EPM= Erro padrdo da média.

Para melhor entendimento dos dados, na Tabela 3 estdo representadas as
meédias das frequéncias de acertos obtidas pelos cdes durante as etapas normal e
reversa em cada periodo avaliado durante o experimento.

Tabela 3. Médias das frequéncias de acertos em cada periodo avaliado nas etapas

normal e reversa do teste de discriminacao de objetos.
Etapa normal

) Tratamentos
Periodos GT (%) GC (%) EPM valor de P
0 85,5 82 2,98 0,1134
1 77,33 64,16 3,86
2 61,33 47,66 6,30
3 56,33 56,83 6,07
Etapa reversa
Tratamentos
Periodos GT (%) GC (%) EPM valor de P
0 27,83 22,16 5,34 0,5092
1 39,16 45,50 4,90
2 54,16 48,83 3,73
3 51,33 53,50 4,65

Legenda: GC= grupo controle; GT= grupo teste; EPM= Erro padrdo da média.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2 (ANOVAS), os graficos
4 e 5 representam respectivamente a frequéncia de acertos na fase normal sob

efeito de tratamento e na fase reversa sob efeito de tempo.




Figura 4. Frequéncia de acertos independente
teste de discriminacao de objetos.

*p=0,0039

70,12

D =~
o
1

304

Frequéncia de acertos (%)

do tempo na etapa normal do

62,67

Tratamentos

00

Legenda: GC= grupo controle; GT= grupo teste.

Figura 5. Frequéncia de acertos em cada periodo in
etapa reversa do teste de discriminacéo de objetos.
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4. Discusséo

Sob efeito de tratamento, os resultados mostraram que o grupo suplementado
com capsulas de Oleo de peixe concentrado em DHA apresentou maior
porcentagem de acertos em relacdo ao grupo controle durante a etapa normal do
teste de discriminacéo de objetos, 0 que indica que esses animais obtiveram maior
habilidade de aprendizado nesta fase. Em relacdo a etapa reversa, os dados
demonstraram efeito de tempo independentemente dos tratamentos, ou seja,
ambos 0s grupos apresentaram aumento crescente de acertos ao longo do
experimento.

Esses resultados podem ser interpretados mediante ao fato dos animais do
grupo GT terem adquirido maior habilidade de aprendizado na etapa normal, de
forma que ao executarem a etapa reversa, apresentaram nivel semelhante ou maior
de dificuldade quando comparados aos animais do grupo GC, permitindo-se obter
apenas efeito de tempo nesta etapa. O fato das porcentagens de acertos terem sido
crescentes pode ser explicado pelo grau de repeticdo que o teste apresenta entre
uma sessao e outra, assim, mesmo que essa etapa tenha sido mais complexa do
que a anterior, tanto o grupo controle como o tratamento comecaram a entender a
atividade proposta e dar respostas certas ao longo dos periodos.

Ao analisar os dados da Tabela 3, € possivel perceber que os valores ndo foram
diferentes o suficiente para apresentar interacdo entre tempo e tratamento.
Contudo, é interessante ressaltar que as meédias do grupo GT apresentam-se
semelhantes ao do grupo GC no periodo 3 da etapa normal, o que poderia
corroborar com a sugestéo de aprendizado por repeti¢éao, pois o grupo GC pode ter

sido capaz de aprender, porém em uma velocidade menor.
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Hadley et al. (2017) avaliaram o efeito da ingestdo de biomassa seca de algas
marinhas como fonte de DHA (26mg DHA/kg peso corporal) durante 25 semanas
na funcao cognitiva de cées idosos através de um teste semelhante ao usado neste
estudo. Os autores encontraram diferencas entre os grupos, sendo que o0 grupo
controle apresentou maiores porcentagens de erros do que o grupo tratado, porém,
ambos apresentaram resultados semelhantes quando os testes foram repetidos.
Zicker et al. (2012) ao avaliarem trés diferentes concentracdes de DHA em racdes
secas para cdes em crescimento, ndo encontraram diferenca ao usar o teste de
discriminacao de objeto de forma isolada, apesar das médias de acertos terem sido
superiores para 0s grupos com maior ingestdo de DHA. No entanto, encontraram
efeito no desempenho cognitivo com outros métodos de avaliacdo, como por
exemplo, o teste de labirinto, no qual requer que o animal decore o caminho de um
labirinto para ter acesso a uma recompensa.

A melhora na habilidade de aprendizado evidenciada pela frequéncia de acertos
obtida durante a etapa normal pelo grupo GT pode ser explicada pela possivel
esterificacdo do DHA na membrana fosfolipidica cerebral. Sabe-se que este acido
graxo compreende cerca de 40% do total dos acidos graxos do cérebro e dessa
forma a suplementacédo pode ter sido fundamental no desenvolvimento e atuacéo
do sistema nervoso, controlando os processos de aprendizado dos individuos
(JENSEN, 1996; MCNAMARA e CARLSON, 2006; LUCHTMMAN e SONG, 2013;
BAZINET et al., 2014; BOS et al., 2016).

Dessa maneira, além da suplementacéo através de capsulas, a adicdo de
Oleo de peixe ou outras fontes ricas em DHA torna-se essencial na formulacdo de
alimentos de boa qualidade, pois uma alimentacdo deficiente além de n&o

assegurar a saude cognitiva do animal, pode influenciar no processo de deposicao
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na membrana neural, promovendo prejuizos ao desenvolvimento neurologico
(DYALL e TITUS, 2008; MCNAMARA et al., 2014; BAUER, 2016; BO et al., 2017).
5. Conclusdes

E possivel concluir que a funcéo cognitiva de cdes em crescimento pode ser
melhorada através da suplementacdo do &cido graxo poli-insaturado

docosahexaenoico (DHA).
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