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Resumo

No presente trabalho, buscou-se verificar os efeitos da suplementacéo de
ratos Wistar com 6mega-3 e melatonina, associados a préatica de exercicio
fisico sobre peso corporal, parametros bioquimicos, memodria, atividade
elétrica cortical e morfometria do hipocampo em ratos Wistar. Foram
utilizadas ratas (Rattus norvegicus), as quais foram divididas em oito grupos
experimentais (n=5 animais/ grupo) de acordo com o tratamento: A — dmega-
3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - dmega-3 e melatonina; E - dmega-
3 e exercicio fisico; F - melatonina e exercicio fisico; G - dmega-3, melatonina
e exercicio fisico; H — controle. Os protocolos foram iniciados a partir dos 60
dias de idade e prosseguiu até o desmame da prole (165 dias de idade). A
prole (n= 15 machos/ grupo) foi submetida ao mesmo protocolo das
respectivas matrizes desde o desmame até os 70 dias de idade. A massa
corporal aos 30 dias pés-natal (M30) dos animais do grupo B (42,47 g +1,23)
apresentou-se menor do que a massa corporal dos grupos A (72,71 g £+ 3,06),
C (71,149 +2,52),D (66,69 g +1,88), E (53,91 g £ 0,87), F (67,18 g + 3,02),
G (62,00 g £ 5,02) e H (58,18 g + 2,62). Aos 60 dias pés-natal (M60) os
grupos A (1984 g + 4,15), B (213,3 g + 3,63) e C (208,8 g + 6,11)
apresentaram peso corporal maior do que os grupos F (161,59 +6,37) e H
(151,8 g + 4,80), o grupo G (172,4 g £ 6,42) apresentou média menor em
relacdo ao grupo B. Quanto a bioquimica sérica, a avaliacdo realizada aos
30 dias de idade da prole mostrou que o VLDL (79,08 mg/dL + 12,89) e o
triglicerideo (395,4 mg/dL + 64,43) do grupo F foi superior aos valores de
VLDL (30,44 mg/dL £ 3,34) e triglicerideo (152,2 mg/dL £ 16,9) do grupo B.
Aos 60 dias os niveis de HDL do grupo F (77,13 g = 13,32) foram superiores
quando comparado ao grupo D (25,98 g £ 2,51). Para o VLDL e Triglicerideo,
0 grupo F apresentou valor médio de VLDL de 56,00 mg/dL + 4,40 e de
Triglicerideo de 280,00 mg/dL + 22,00, enquanto que E apresentou média de
31,49 mg/dL + 4,74 para VLDL e 157,4 mg/dL + 23,68 para triglicerideo, e D
apresentou VLDL de 27,12 mg/dL *+ 1,78 e triglicerideo de 135, 6 mg/dL *
8,90. Em relacao a glicemia, os grupos A (39,20 mg/dL + 14,39), C (39,40
mg/dL + 9,14) e F (20,60 mg/dL = 4,57) mostraram-se diferentes quando
comparados ao grupo H (155,6 mg/dL + 16,80), e o grupo D (248,2 mg/dL =

vii



24,48) diferiu dos grupos A, B (95,60 mg/dL + 14,39), C, E (131,4 mg/dL +
28,95), F e G (40,75 mg/dL % 9,30). Houve ainda diferenca significativa entre
0 grupo E e o grupo F. Em relacdo a morfometria do hipocampo em M30,
apenas o grupo D (24,24% + 1,31) diferiu dos grupos A (19,68% £ 1,03) e G
(19,00% =+ 0,45), apresentando uma maior densidade neuronal. Em M60 o
grupo B (22,63% * 0,34) apresentou numero de neurbnios superior aos
grupos A (19,68% + 1,03), C (15,61% + 0,58), E (20,50% * 0,43), F (19,91%
+ 0,42) e H (16,97% £ 0,40). J4 no grupo C houve reducdo neuronal em
relacdo aos grupos A, D (23,22% + 0,46), E, F e G (21,14% % 0,35). Quando
observado o grupo D, este apresentou maior nimero de neurénios do que
0s grupos A, E, F e H. Por fim, os grupos A, E, F e G apresentaram maior
densidade neuronal quando comparados ao grupo H. Para o teste de
reconhecimento ndo houve diferenca entre os tratamentos avaliados aos 30
e 60 dias de idade. O comportamento do espectro de poténcia evidenciou
alteracao da contribuicdo do ritmo beta entre todos os grupos experimentais,
analisados pela Transformada de Fourier (TF), com valores de poténcia
média de A= 0,52 pv¥/Hz + 0,09, B= 0,73 pv¥/Hz + 0,06, C= 1,30 pv¥/Hz +
0,03, D= 1,09 pv¥Hz + 0,07, E= 0,77 uv?/Hz + 0,05, F= 0,93 pv¥/Hz + 0,07,
G= 1,12 uv¥/Hz + 0,06 e H= 0,75 pv¥/Hz + 0,09. Os animais do grupo A
apresentaram menor média para a complexidade de Lempel-Ziv (CLZ),
mostrando maior auto-similaridade da atividade elétrica cortical. A analise de
flutuacdo sem tendéncia (DFA) indicou modificacdo dessa atividade, com
menor valor do expoente a observado no grupo G. A suplementacdo com
Omega-3 e melatonina, e a submisséo a exercicio fisico moderado modificou
o desenvolvimento corporal, perfil lipidico e morfometria do hipocampo. A
atividade elétrica cortical mostrou variacdo na onda B, relacionada a
processos cognitivos. Os métodos de analise de dinamica linear e nao linear
utilizados - o espectro de poténcia, a complexidade de Lempel-Ziv e a analise
de flutuacdo destendenciada (DFA) -, foram sensiveis para detectar
alteracdes no comportamento dos padrdes eletrocorticograficos dos animais
dos grupos experimentais.

Palavras-chave: exercicio fisico, hipocampo, melatonina, memoria, 6mega-
3
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Abstract

In the present work, we sought to verify the effects of supplementation of Wistar
rats with omega-3 and melatonin, associated with physical exercise on body
weight, biochemical parameters, memory, cortical electrical activity and
Hippocampal morphometry in Wistar rats. Rats (Rattus norvegicus) were used,
which were divided into eight experimental groups (n= 5 animals/ group)
according to the treatment: A - omega-3; B - melatonin; C - physical exercise; D
- omega-3 and melatonin; E - omega-3 and exercise; F - melatonin and exercise;
G-omega-3, melatonin and exercise; H - control. The protocols were started from
60 days of age and continued until weaning from offspring (165 days of age). The
offspring (n= 15 males/ group) were submitted to the same protocol from the
respective matrices from weaning to 70 days of age. The body mass in M30 of
the animals of group B (42,47 g = 1,23) was lower than the body mass of groups
A (72,719 +3,06), C (71,14 g+ 2,52), D (66,69 g + 1,88), E (53,91 g + 0,87), F
(67,18 g + 3,02), G (62,00 g + 5,02) and H (58,18 g = 2,62). At 60 days postnatal
(M60) groups A (198,4 g + 4,15), B (213,3 g = 3,63) and C (208,8 g + 6,11)
presented higher body weight Than the F (161,5 g £ 6,37) and H (151,8 g + 4,80)
groups, the G group (172,4 g = 6,42) had lower mean values than the B group.
As for serum biochemistry, the evaluation performed at 30 days of Age of
offspring showed that VLDL (79,08 mg/dL *+ 12,89) and triglyceride (395,4 mg/dL
+ 64,43) in group F were higher than VLDL (30,44 mg/dL + 3.34) and triglyceride
(152,2 mg/dL + 16,9) in group B. At 60 days the HDL levels of group F (77,13
mg/dL £ 13,32) were higher when compared to group D (25,98 mg/dL + 2,51).
For VLDL and Triglyceride, group F presented a mean VLDL value of 56,00
mg/dL + 4,40 and Triglyceride of 280,00 mg/dL + 22,00, while E presented a
mean of 31,49 mg/dL + 4,74 for VLDL and 157,4 mg/dL + 23,68 for triglyceride,
and D presented 27,12 mg/dL £ 1,78 for VLDL and of 135,6 mg/dL + 8,90 for
Triglyceride level. About in relation to glycemia, groups A (39,20 mg/dL + 14,39),
C (39,40 mg/dL £ 9,14) and F (20,60 mg/dL %= 4,57) showed different when
compared to the H group (155,6 mg/dL = 16,80), and D group (248,2 mg/dL +
24,48) differed from the A, B (95,60 mg/dL + 14,39), C, E (131,4 mg/dL + 28,95),
F and G (40,75 mg/dL £ 9,30). There was also a significant difference between

group E and F. Regarding hippocampal morphometry in M30, only group D



(24,24% + 1,31) differed from groups A (19,68% + 1,03) and G (19,00% = 0,45),
presenting a higher neuronal density. In M60, group B (22,63% + 0,34) presented
a higher number of neurons than groups A (19,68% + 1,03), C (15,61% = 0,58),
E (20,50% £ 0,43), F (19,91% + 0,42) and H (16,97% = 0,40). Already in group C
neuronal reduction in relation to groups A, D (23,22% + 0,46), E, F and G (21,14%
*+ 0,35). When group D was observed, Greater number of neurons than groups
A, E, F and H. Finally, groups A, E, F and G showed higher neuronal density
when compared to group H. For the recognition test there was no difference
between the evaluated treatments at 30 and 60 days of age. The behavior of the
power spectrum evidenced a change in the contribution of the beta rhythm among
all the experimental groups, analyzed by the Fourier Transform (TF), with
average power values of A= 0,52 pv?/Hz + 0,09, B= 0,73 pv?/Hz + 0,06, C= 1,30
uv3/Hz + 0,03, D= 1,09 pv?/Hz + 0,07, E= 0,77 uv?/Hz + 0,05, F= 0,93 puv3/Hz +
0,07, G= 1,12 pv?/Hz + 0,06 and H= 0,75 pv?Hz + 0,09. The animals of the A
group presented a lower average for the complexity of Lempel-Ziv (CLZ), showing
greater self-similarity of the cortical electric activity. The detrended fluctuation
analysis (DFA) indicated a modification of this activity, with a lower a exponent
value observed in the G group. Supplementation with omega-3 and melatonin,
and submission to moderate physical exercise modified body development, lipid
profile and morphometry of the hippocampus. The cortical electric activity showed
variation in the  wave, related to cognitive processes. The linear and nonlinear
dynamics analysis methods used - the power spectrum, the complexity of
Lempel-Ziv and the discontinuous flotation analysis (DFA) -, were sensitive to
detect changes in the behavior of the electrocorticographic patterns of the

animals of the experimental groups.

Keywords: exercise, hippocampus, melatonin, memory, omega-3
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da densidade celular. C — Grade (21 x 21) utilizada para a contagem dos pontos
de interseccdo de retas que incidiram sobre os neurdnios piramidais. Cresil
101 = W 00 ) PP 16
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exercicio fisico; H — controle. Letras diferentes em cima da coluna indicam
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento do cérebro € um processo que se inicia na fase
embrionéria, com a diferenciacdo das células progenitoras neurais, e prossegue apos
0 nascimento. Os processos que contribuem para esse desenvolvimento vao desde
eventos moleculares de expressao génica até fatores ambientais. Esses diferentes
niveis e tipos de processo interagem para dar suporte a uma serie de eventos que
determinam o desenvolvimento cerebral (STILES; JERNIGAN, 2010).

Os lipidios fornecidos na alimentacédo sédo determinantes para o crescimento e
desenvolvimento neural, tornando-se o principal componente estrutural do cérebro,
indispensavel para a sintese das membranas celulares e para uma série de processos
biologicos (UAUY; CASTILLO, 2003). Dessa forma, quantidades elevadas de acidos
graxos poliinsaturados (AGPI) émega-3, em especial o acido docosahexaendico
(DHA) e o eicosapentaendico (EPA), sdo essenciais para a sinaptogénese e a
maturacdo dos nervos, apresentando importante papel no metabolismo e
desempenho cognitivo (CHALON et al., 2001; VAN ELST et al., 2014).

Em contrapartida, as altas concentracdes de AGPI das membranas neuronais
torna o tecido cerebral muito vulneravel aos danos causados por radicais livres
(DROGE, 2003). A melatonina, por meio de sua agao antioxidante, tem sido apontada
como um importante agente neuroprotetor, com participagao crucial na neurogénese
(TAN et al., 2015; CHU et al., 2016), intervindo no metabolismo lipidico (SANCHEZ-
HIDALGO; LU; TAN, 2007) e reduzindo os radicais livres (REITER; MANCHESTER,;
TAN, 2010). Além disso, a melatonina exerce ainda acdo sobre as células-tronco
neurais (CTN), aumentando a viabilidade, sobrevivéncia, proliferacéo e diferenciacao
destas (SOTTHIBUNDHU; PHANSUWAN-PUJITO; GOVITRAPONG, 2010).

O sistema nervoso de mamiferos parece estar sujeito também aos beneficios
acarretados pelo exercicio fisico, o qual diminui a expresséo de genes associados ao
estresse oxidativo e aumenta a expressdo de genes associados a plasticidade
sinptica, a funcdo mitocondrial e ao desenvolvimento dos espinhos dendriticos,
evocando aprendizado e memoéria (STRANAHAN et al., 2008). Assim, a pratica regular
de exercicio promove a neurogénese e melhora a atividade cerebral e a funcéo
cognitiva, exercendo efeito inclusive sobre a prole de animais treinados (LEE et al.,
2006; FABEL; KEMPERMANN, 2008; CHANG et al., 2012).
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Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi verificar a acdo dos efeitos do
Omega-3 e da melatonina associados ao exercicio fisico de intensidade moderada
sobre parametros bioquimicos, memoria, atividade elétrica cortical e morfometria do

hipocampo em ratos wistar.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.10 Sistema Nervoso

O Sistema Nervoso (SN) é constituido pelo Sistema Nervoso Central (SNC), o
qual é dividido em medula espinal e encéfalo e Sistema Nervoso Periférico (SNP),
formado por nervos e ganglios. O encéfalo é o centro de controle de muitas funcdes
corporais e apresenta-se subdivido em cérebro (telencéfalo e diencéfalo), cerebelo e
tronco encefélico - mesencéfalo, ponte e bulbo (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003).
Os estimulos ambientais sdo recebidos pelos receptores sensoriais do SNP e
direcionada para o0 SNC, onde é processada e resulta em respostas (HAINES, 2006).

O cérebro encontra-se anatomicamente situado no interior da caixa craniana
(LENT, 2004) e trata-se da maior estrutura do encéfalo, constituindo cerca de 80% da
sua massa total (ABRAHAMS, 2003). Segundo Gartner e Hiatt (2007), é
reconhecidamente a estrutura mais complexa do ser humano, formado por
subsistemas especializados em tarefas especificas, sendo responsavel pelo controle
de funcdes organicas importantes, como armazenamento de memarias, concepgao
de pensamentos e geracao de emocdes.

A fissura longitudinal secciona incompletamente o cérebro em dois hemisférios
(o esquerdo e o direito) interligados por uma larga faixa de fibras comissurais,
denominadas corpo caloso, principal meio de unido entre os hemisférios, comissura
do férnix e comissura anterior. Os hemisférios apresentam superficie enrugada,
repleta de giros e sulcos, e sdo constituidos de uma fina camada externa de
substéancia cinzenta, cuja espessura corresponde a aproximadamente 6 mm — o cértex
cerebral, composto de corpos celulares de neurdnios e responsavel por funcées
neurais e psiquicas mais complexas (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2015).

O cérebro pode ser dividido ainda em cinco partes funcionalmente distintas,
conhecidas como lobos cerebrais: lobo frontal, temporal, parietal, occipital e lobo da
insula, que € o Unico que ndo se relaciona com nenhum 0sso do cranio por estar
situado profundamente no sulco lateral (Fig. 1). Nas partes mais interiores do cérebro
estdo abrigados os nucleos basais, que trabalham simultaneamente ao cortex em
algumas funcgdes neurais (TORTORA; DERRICKSON, 2016).

O tecido nervoso partilha de dois tipos celulares: os neurdnios e as células da

neuroglia. As células gliais sdo as mais abundantes (cerca de 10 a 50 vezes mais) e
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apresentam a funcdo de suporte estrutural aos neurdnios, mantendo um
microambiente apropriado, essencial para a funcdo neuronal (HAINES, 2006). Estas
células participam na formacao da barreira hematoencefalica, fagocitam substancias
estranhas, produzem liquido cefalorraquidiano (LCR), e formam bainhas de mielina
em torno dos axodnios (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003). Também s&o essenciais
no inicio do desenvolvimento do SNC, guiando os neurdnios em desenvolvimento para

as suas localizacfes corretas (HAINES, 2006).

Sulco central . o
Fissura longitudina

Lobo parietal

Lobo
occipital

Lobo
Temporal

Figura 1. Sulcos e lobos do cortex cerebral humano (Fonte: SCIENCE PHOTO LIBRARY).

Os neurdnios sdo as unidades estruturais fundamentais do sistema nervoso
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Possuem a capacidade de gerar e transmitir sinais
elétricos a um nivel elementar, comparado a bits de informacao, os quais conseguem
codificar sentimentos e pensamentos. Entretanto, por si s6 ndo podem realizar as
complexas funcbes cerebrais, atuando em conjuntos especificos, denominados
circuitos ou redes neurais (LENT, 2004).
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O cérebro é sensivel a inUmeros fatores que resultam em danos as redes
neurais. De forma similar a outros tecidos, ele possui a capacidade de auto-reparacéo,
OU mesmo uma compensacao pela perda de neurénios e interrupcdes na arquitetura
neural. Quando ocorre um desequilibrio entre lesdo neuronal e reparacdo, essa
capacidade de plasticidade neuronal é prejudicada (BALL; BIRGE, 2002).

Os componentes basicos dos neurbnios sdo semelhantes aos encontrados em
qualquer outra célula do organismo - membrana plasmatica, citoplasma, organelas e
nacleo (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003; HAINES, 2006). Morfologicamente, sao
constituidos de um corpo celular, onde ocorre as reacdes metabdlicas da célula;
inUmeros dendritos ramificados; e um axdnio composto de uma variedade de
terminacbes axoénicas (TORTORA; DERRICKSON, 2016). A ramificacdo dos
neurdnios é um atributo indispensavel para a comunicacgao entre células, responsavel
pela recepcdo de sinais oriundos de outros neurbnios através de contatos,
denominados sinapses (HAINES, 2006).

O axbnio, também conhecido como fibra nervosa, é responsavel por conduzir
o sinal de um neur6nio a outro (TORTORA; DERRICKSON, 2016), apresentando na
maioria das vezes, em seu prolongamento, a bainha de mielina, um recobrimento
descontinuo, formado pelos oligodedrdcitos, a qual age como isolante elétrico,
aumentando a velocidade do impulso nervoso. A interface entre a bainha de mielina é
0 no neurofibroso (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003; HAINES, 2006).

2.20 cérebro: memoéria e desenvolvimento

O potencial genético do desenvolvimento cerebral é determinado durante a
embriogénese e inicio da vida poés-natal, momento no qual varios processos
fisiologicos, bioquimicos e morfolégicos figuram e interagem para a formacao do
encéfalo. Esse periodo € definido como a fase acompanhada dos processos de
neurodesenvolvimento mais importantes: mielinizacdo, organizagcdo de sistemas
neurotransmissores, arborizacdo dendritica e génese sinaptica, observadas com
maior intensidade no sistema visual e no hipocampo, locais com maior deposicéo de
DHA (FERNANDES, 2007).

O hipocampo é uma das estruturas mais estudadas do SNC, a qual
desempenha importante papel em diversas funcdes cerebrais, tais como

aprendizagem, memoaria, analise do conhecimento, cogni¢cédo e comunicacao (COSAR
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et al.,, 2008). Est4d bem estabelecido que a neurogénese nessa estrutura ocorre
durante o desenvolvimento embrionario e persiste ao longo da vida adulta (DECIMO
et al.,, 2012) na zona subgranular (ZSG) do giro denteado. A neurogénese na vida
adulta também ocorre na zona subventricular (ZSV) dos ventriculos laterais
(EHNINGER; KEMPERMANN, 2008). Alteracbes neste processo podem afetar o
aprendizado e a memoéria dependentes do hipocampo (SIM et al., 2004).

O hipocampo compreende uma estrutura subcortical bilateral do lobo temporal,
formado por duas regides principais, o giro denteado (GD) e o Corno de Amon (CA),
sendo este Ultimo anatémico e funcionalmente diferenciado em subcampos distintos
denominados em CA1l, CA2, CA3 e CA4 (CHERUBINI; MILES, 2015). As regides
hipocampais, embora anatomicamente separadas, estdo interconectadas e
apresentam populacdes distintas de neurbnios, que expressam um perfil molecular
Unico e podem explicar as diferengcas na susceptibilidade aos mecanismos de
disfuncdo da memoéria (SHERWOOD et al., 2011).

O CA juntamente ao GD, ao complexo subicular e ao cértex entorrinal
constituem a formacdo hipocampal — um componente do sistema limbico -
estabelecendo com essas estruturas, conexdes dentre as quais se destaca o circuito
trissinaptico: os ax6nios oriundos de outras regides corticais fazem sinapse com o
cortex entorrinal, do qual partem aferéncias para o hipocampo, via feixes de axénios
mediais e laterais (chamados via perforante), em direcdo as células granulares do giro
denteado, cujos axbnios estdo situados na camada molecular. Do giro denteado
projetam-se axonios de neurénios (denominados fibras musgosas) que se comunicam
com neurdnios piramidais da regido CA3 do hipocampo e por fim, projetam-se de CA3,
neurénios glutamatérgicos (chamados de colaterais de Schaffer) que fazem conexdes
com neurbnios da area CA1 do hipocampo (LANGSTON et al., 2010; AGGLETON;
BROWN; ALBASSER, 2012) (Fig.2).
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Cortex Entorrinal
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Fibras Musgosas Fissura Hipocampal

Giro Denteado

Figura 2. Circuito trissinaptico do hipocampo, em cores diferenciadas as laminac¢des do Corno de
Amon, Giro Denteado e vias componentes (via perforante em cor cinza, fibras musgosas em azul e
Colaterais de Schaffer em vermelho (Fonte: http://anatomie.vetmed.uni-
leipzig.de/external/hippocampus/hippocampus_schema_mittel.jpg)

Funcionalmente, o hipocampo é a principal estrutura relacionada a formacgéao
da memdria declarativa (SHARMA; RAKOCZY; BROWN, 2010). A memodria se
constitui da aquisi¢cdo, consolidacdo e evocacado de informagOes (ABEL; LATTAL,
2001) e é dividida, segundo sua natureza, em memoria declarativa ou explicita, que
pode ser declarada e relatada; operacional, que permite raciocinio rapido e
planejamento de comportamento; e implicita ou ndo declarativa, que se constitui das
capacidades, habilidades motoras ou sensoriais (LENT, 2004; IZQUIERDO, 2006). As
memorias podem ser ainda divididas segundo seu tempo de retencédo, como ultra-
rapida, de curta duracdo e de longa duragédo (LENT, 2004).

A memodria declarativa € associada ao conhecimento de fatos, lugares, pessoas
e coisas e aos seus significados, a qual subdivide-se em memoria episddica e
semantica, associadas respectivamente, as lembrancas pessoalmente
experimentadas e lembrancas tomadas independentes do contexto em que foram
aprendidas (SHARMA; RAKOCZY; BROWN, 2010) (Fig. 3).
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Memoéria Declarativa

Episédica (Eventos) Semantica (Fatos)

!

Memoria espacial

Figura 3. Representacao esquematica dos tipos de memaria declarativa: episédica e semantica (Fonte:
SHARMA; RAKOKZI; BROWN-BORG, 2010).

Uma forma de memodria episddica, a memdria espacial, envolvida com a
localizag&o e movimentacao dentro de um ambiente (SHARMA; RAKOCZY; BROWN-
BORG, 2010), pode ser danificada apds lesdes no hipocampo (ASTUR et al., 2002) e
tem sido avaliada em modelos experimentais por meio de diferentes tarefas
comportamentais utilizadas para mensurar a efetividade de terapias cognitivas ou 0s
mecanismos neurobiolégicos e neuroanatbmicos envolvidos no processo de
aprendizado e memoria (PIAZZA et al., 2010).

Essa memoria envolve a habilidade de lembrar o arranjo espacial de um
ambiente por meio da formac¢édo de um mapa no encéfalo. Dessa forma, permite saber
a localizacdo de objetos, de si mesmo, além de utilizar-se destas informacdes para
possibilitar o movimento de um lugar para outro (BIRZNIECE et al., 2006).

As memoérias sdo formadas a partir da sinalizagdo dos neurdnios e suas
modificacdes estruturais e funcionais. A alteracdo das sinapses neuronais se da
estruturalmente através do aumento do numero de terminais pré-sinapticos e de zonas
ativas, e funcionalmente pela facilidade que as mesmas terdo em excitar ou inibir uma
célula-alvo a partir de uma maior liberacdo de neurotransmissores. Estes processos
constituem a base neuroquimica e morfofuncional da aprendizagem (SQUIRE;

KANDEL, 2003).
26



A codificagcdo de nova informacdo espacial dentro do hipocampo parece
dependente do desenvolvimento de novas representacdes durante a exploragéo do
ambiente. Quando o animal se move pela primeira vez em um novo ambiente, cerca
de 50% dos neurdnios piramidais de CA1 tornam-se mais ativos, e cada um destes &
ativado em uma area restrita, conhecido como “local field” (KARLSSON; FRANK,
2008), que responde de forma seletiva e torna consistente a importancia do
hipocampo para a codificacdo da novidade espacial (CARR; FRANK, 2012). Nesse
contexto, as células piramidais de CAl sao a origem das eferéncias primarias do
circuito trissindptico hipocampal e pecas fundamentais na formacdo de memodrias
declarativas, como parte de um circuito reverberante e funcionalmente ativo que
envolve o cortex entorrinal, o GD e o CA3 (MENDES, 2014).

Depois que as memoérias sdo consolidadas na regido CAl, elas séao
armazenadas (dias, semanas ou anos) em outras regides préximas ao hipocampo,
tais como cortex entorrinal, sensorial e regides pré-frontais e parietais (FURINI et al.,
2013). Em ambito celular, o armazenamento das memadrias de longa duracdo esta
associado a expressao de genes, sintese de proteinas e formacdo de conexdes
neuronais, mediadas por niveis de proteinas tais como o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) (AGUIAR Jr et al., 2011).

2.3Composicdao lipidica do cérebro

Os componentes lipidicos apresentam importante papel na nutricdo e no
desenvolvimento humano (AHMED et al., 2009), constituindo a maior reserva
energética corporal para criancas e recém-nascidos. Isso tem despertado o interesse
pela qualidade dos lipidios fornecidos na alimentagéo infantil, uma vez que este € um
fator determinante no crescimento, no desenvolvimento visual e neural, e na
manutencao da saude (UAUY; CASTILLO, 2003).

No tecido nervoso, os lipidios sédo o principal componente estrutural, fazendo
deste o segundo tecido em concentragéo lipidica no organismo, correspondendo a
mais da metade do peso seco do cérebro (INNIS, 2008), o que compreende
aproximadamente 600g lipidios/kg (CORREA, 2003).

Os fosfolipidios de membrana destacam-se entre os lipidios no cérebro. Entre
este grupo, a fosfatidiletanolamina (PE) é a mais abundante (BOURRE, 2009). Na
fracdo de PE das membranas, o acido docosahexaendico (DHA) corresponde a
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aproximadamente 25% (em peso) dos acidos graxos totais no cértex cerebral
(GUESNET; ALESSANDRI, 2011).

Os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) representam um terco do valor total
de lipidios no tecido nervoso (SWINGLER, 2008). A composicédo dos lipidios deste
tecido é Unica em relacdo ao seu teor de DHA e AGPI, quando comparada a outros
tecidos corporais (BRENNA; CARLSON, 2014).

Os acidos graxos (AG) sdo essenciais para o funcionamento do cérebro e
transmissao de impulsos neurais (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000), apresentando
papel importante no metabolismo encefalico, influenciando o desempenho cognitivo,
a acuidade visual, o metabolismo de neurotransmissores e o desenvolvimento neural
(CHALON et al., 2001). A deficiéencia destes pode afetar o desenvolvimento e
comportamento sensorial e motor em roedores; e prejudicar o processo de
mielinizacdo que pode provocar déficits sensoriais em diversos sistemas, como visao,
audicao, paladar e olfato, bem como provocar atraso no crescimento em neurénios do
hipocampo (BORBA et al., 2010).

Quando todos os atomos de carbono (exceto os dois ultimos na cadeia) nos
AG, encontram-se ligados a &tomos de hidrogénio, a gordura € dita saturada. Quando
dois a&tomos de carbono adjacentes na cadeia estéo ligados a apenas um hidrogénio,
uma dupla ligacdo (insaturacéo) ocorre entre os pares de carbono, o acido graxo é
dito insaturado (FAROOQUI, 2009).

Os AGPI podem ser divididos em diferentes familias, entre as quais duas sao
as mais importantes: 6mega-3 (w-3), e 6mega-6 (w-6). Estas sdo estruturalmente
classificadas de acordo com o numero de carbonos presentes na cadeia de
hidrocarbonetos; as diferentes posi¢cdes e quantidade de duplas ligacées ao longo da
cadeia; e, a proximidade da primeira dupla ligacdo com o grupamento metil (mega)
terminal (BOTHAM; MAYES, 2007). As familias w-3 e w-6 apresentam cadeias de 18
a 22 atomos de carbono (CORREA, 2003) e insatura¢des separadas apenas por um
carbono metilénico (MARTIN et al., 2006).

Os acidos graxos da familia w-6 apresentam a primeira insaturacdo entre o
sexto e sétimo atomo de carbono e s&o derivados do AG essencial linoléico (AL; 18:2
n-6). A familia w-3 € derivada do acido graxo essencial a-linolénico (ALA; 18:3 n-3),
apresentando a primeira insaturacdo entre o terceiro e quarto atomo de carbono
(YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000) (Fig. 4).
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Figura 4. Estruturas dos acidos alfa linolénico (a) e linoléico (b). A Cadeia 6mega (w) também é
designada de n. A cadeia dos acidos graxos também € enumerada a partir da carboxila, de acordo com

a designacao A (delta), que é mais aplicada ao estudar as rea¢bes quimicas que envolvem esses
acidos (Fonte: Arquivo pessoal).

Os &cidos graxos AL e ALA sdo necessarios para manter as membranas
celulares sob condigdes normais, bem como as fungdes cerebrais e a transmisséo de
impulsos nervosos. Esses acidos graxos também participam da transferéncia do
oxigénio atmosférico para o plasma sanguineo, da sintese da hemoglobina e da
divisdo celular (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000). Sdo denominados acidos graxos
essenciais (AGE) por ndo serem sintetizados pelo organismo dos mamiferos, devido
a auséncia das enzimas A-15 e A-12 dessaturases, que convertem AG saturados em
precursores das séries w-6 e w-3 (INNIS, 2003; AHMED et al., 2009), sendo obtidos
através da dieta (CRUPI; MARINO; CUZZOCREA, 2013; VAN ELST et al., 2014).
Portanto, a alimentacdo é um fator chave que influencia a estrutura e funcdo do
sistema nervoso (BOURRE, 2009).

Uma vez ingeridos, os AGE sdo metabolizados por acdo de um conjunto de
enzimas hepaticas, nos quais novos carbonos e insaturacdes sao adicionados a
cadeia carbdnica original, produzindo acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
(AGPI-CL) da mesma familia (INNIS, 2009). As alongases atuam adicionando dois
atomos de carbono a parte inicial da cadeia, e as dessaturases agem oxidando dois
carbonos da cadeia, originando uma dupla ligacdo com a configuracdo cis (MARTIN
et al., 2006; BRENNA et al., 2009; RAPOPORT; IGARASHI; GAO, 2010:) (Fig. 5).
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Acido alfa linolénico Acido linoléico

18:3n-3 18:2 n-6
l A6-dessaturase l
Acido estearidénico Acido gama linolénico (GLA)
18:4n-3 18:3n-6
l Alongase l
Acido eicosatetraendico Acido di-homo-gama-linoléico
20:4n-3 (ADGL)20:3 n-6
l A5-dessaturase l
Acido eicosapentaenoico (EPA) Acido araquidénico (AA)
20:5n-3 20:4n-6

Alongase

l l
l A4-dessaturase l

Figura 5. Metabolismo dos acidos graxos das familias w-3 e w-6 (Fonte: INNIS, 2003).

Dentre os AGPI de cadeia longa, o acido araquidbnico (AA; 20:4 n-6),
sintetizado a partir do AL, e os acidos eicosapentaendico (EPA; 20:5 n-3) e
docosahexaendico (DHA; 22:6 n-3), formados a partir do ALA (VAN ELST et al., 2014)
sao altamente concentrados no cérebro (CRUPI; MARINO; CUZZOCREA, 2013) (Fig.
6), 0 que torna evidente a necessidade de quantidades elevadas desses AGPI para a

sinaptogénese e a maturacao dos nervos (VAN ELST et al., 2014).

Acido graxo poliinsaturado w-6

Acidos graxos poliinsaturados w-3

Figura 6. Estrutura dos AGPI-CL (Fonte: MORENO et al., 2012).

Os acidos graxos w-6 e w-3 competem pelas enzimas envolvidas nas reacoes
de dessaturacdo e alongamento da cadeia, ndo ocorrendo, portanto, interconversao
das duas familias (FAROOQUI et al., 2007). Assim, embora essas enzimas tenham
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maior afinidade pelos &cidos da familia w-3, a converséo do &acido alfa-linolénico em
AGPI-CL é fortemente influenciada pelos niveis de acido linoléico na dieta (EMKEN;
ADLOF; GULLEY, 1994). Arazéao entre a ingestao diaria de alimentos fontes de acidos
graxos w-6 e w-3 assume dessa forma, grande importancia (MARTIN et al., 2006).

Na espécie humana, os tecidos que tém a capacidade de biossintetizar EPA e
DHA séo o figado, as gbnadas, e em menor escala, o cérebro e o tecido adiposo; e 0
fazem em velocidade lenta, principalmente quando a dieta é rica em acido linoléico
(HAAG, 2003; SMALL et al., 2004; SHERWOOD et al., 2011). No entanto, apenas 10
- 15% do ALA é convertido em EPA (CORREA, 2003) e 1% em DHA (WILLIAMS;
BURDGE, 2006), sendo essa fracao insuficiente para suprir as necessidades do
organismo (CORREA, 2003) e para o desenvolvimento neural 6timo (SALEM et al.,
1996).

Esta taxa de interconversdo muito baixa de dmega-3 foi relacionada a trés
fatores principais: alta relacdo w-6 e w-3, quantidades em excesso de AG trans na
dieta e deficiéncias de cofatores enzimaticos, tais como deficiéncia de zinco
(HOBBELN; SALEM, 2001). Isso torna a ingestédo desses acidos graxos imprescidivel
para a manutencao de uma condi¢do saudavel (MARTIN et al., 2006).

Ha duas fases muito importantes para a aquisi¢éo dos acidos graxos da familia
w-3. Um deles é o periodo fetal e 0 segundo ocorre apds o hascimento até o completo
desenvolvimento bioquimico do encéfalo. Em situacao de deficiéncia de acidos desta
familia, o organismo trabalha por meio de mecanismo de substituicdo por acidos
graxos da familia w-6, como o acido docosapentaendico. Isto pode levar a mudancas

funcionais e pode trazer danos cognitivos e prejuizos visuais (CONNOR, 2000).

2.4 Acédo dos éacidos graxos poliinsaturados (DHA e EPA) sobre o tecido

nervoso

O DHA e o EPA atuam nas propriedades fisico-quimicas da membrana tais
como fluidez, permeabilidade e viscosidade (STONEHOUSE, 2014). O estado fisico
da membrana neuronal é critico no controle de transferéncia de informacdes
neuronais, isto €, nao deve ser muito rigido nem demasiado fluido para a troca i6nica
entre 0s meios intra e extracelulares. O DHA também modula as propriedades do
nacleo hidrofébico da bicamada da membrana, o que confere um elevado grau de

flexibilidade e interacdo direta com as proteinas da membrana, exercendo assim um
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impacto na velocidade de transducéo de sinal, neurotransmissdo e formacao de
jangadas lipidicas (lipid rafts) (CUNNANE et al.,, 2009). Além disso, apresenta
importante funcdo no crescimento axonal e dendritico (ALSINA; VU; COHEN-CORY,
2001). Dessa forma, um nivel adequado deste acido graxo € necessario para manter
a integridade da membrana e funcdo dos neurdnios (BOURRE, 2009).

Uma importante fungdo do DHA se da contra a reducdo neuronal e sinaptica,
através da regulacdo dos niveis de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro)
(RAO et al., 2007), membro da familia dos neurotréficos que mantém a neurogénese
(LISTA e SORRENTINO, 2010), sobrevivéncia, manutencéao, funcdo (BEILHARZ,
MANIAM; MORRIS, 2015), e regeneracdo neuronal (ERNST et al., 2006). O BDNF é
expresso no hipocampo, no hipotdlamo e cortex cerebral (BEILHARZ, MANIAM;
MORRIS, 2015), mostrando-se de suma importancia para a sinaptogénese e
neurogénese, especialmente no hipocampo, estrutura com alta plasticidade
(KRAMER at al., 2005).

O DHA e o EPA exercem ainda, efeitos imunomoduladores e sdo precursores
de uma classe de moléculas lipidicas bioativas, referidas como mediadores pro-
resolucdo especializados, que possuem propriedades antiinflamatorias bem
caracterizadas (SERHAN, 2014). Estes mediadores podem também exercer efeitos
neuroprotetores, uma vez que a molécula D1, um mediador pro-resolucao
especializado derivado de DHA, regula positivamente a expressdo de genes anti-
apoptaéticos tal como Bcl-2 (LUKW et al., 2005).

Os AGPI, DHA e EPA, sao componentes importantes envolvidos na
neurogénese (BAZINET; LAYE, 2014), garantindo o desenvolvimento adequado do
cérebro, sendo contribuidores criticos para a estrutura celular e funcéo no sistema
nervoso (FIRLAG et al.,, 2013). Estudos desenvolvidos em modelos animais,
relacionando altera¢cfes nutricionais e funcéo cerebral, mostraram que dietas privadas
ou pobres em AGPI w-3 estdo diretamente relacionadas com reducédo no tamanho
encefalico (YAVIN; HIMOVICH; EILAM, 2009), reducdo nas amplitudes de potenciais
de acgdo, prejuizo de memodria e acuidade visual reduzida (CHUNG et al., 2008;
YAMASHIMA, 2008), corpos celulares menores, reduzida arborizacdo e menor
densidade de receptores em neurdnios destas areas cerebrais (AHMAD et al., 2002).

Em contrapartida, dietas com acidos graxos, especialmente AGPI, tém se
mostrado eficaz no aumento da aprendizagem e memoria, € na prevencao de déficit

de memdria em varias condicdes experimentais (LIM et al., 2005). Os mecanismos
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pelos quais AGPI modulam as propriedades intrinsecas aos neurdnios, no entanto,
permanecem desconhecidas (YANG et al., 2012).

A incorporacdo de DHA ¢é mais significativa em éareas cerebrais como
hipocampo e cortex pré-frontal, nas quais apresentam uma alta densidade e variedade
de receptores, bem como maior frequéncia de excitacdo (NALIWAYKO, 2009). Os
AGPI w-3 séo capazes de aumentar a sintese e liberacdo de neurotransmissores
como a serotonina e dopamina, modulando efetivamente a funcionalidade neuronal
(KODAS et al., 2004; CHALON, 2006) e cascatas bioquimicas envolvidas nos eventos
de desenvolvimento, plasticidade e neuritogenese (HAAG, 2003; LOGAN, 2003).

Tuzun et al. (2012) verificaram gque a suplementacdo materna com altas doses
de dmega-3 (1000 mg/kg DHA, 400 mg/kg EPA) diminuiu significativamente a
apoptose em hipocampo e cértex pré-frontal de neonatos expostos a hiperoxia,
guando comparada a suplementacéo com baixas doses de 6mega-3 (250 mg/kg DHA,
100 mg/kg EPA), onde se observou uma contagem neuronal mais baixa e morte
celular por apoptose mais elevada nas referidas regifes do cérebro, sugerindo que a
suplementacdo materna com édmega-3 pode proteger o cérebro em desenvolvimento
contra a leséo hiperoxica.

A deficiéncia dos AGPIl w-3 durante o desenvolvimento cerebral altera o
fenétipo da micréglia e a mobilidade no cérebro pés-natal (MADORE et al., 2014), e
tem sido correlacionada com anormalidades de comportamento em varias espécies
animais (LENZI; TELES; GUZMAN, 2011), assim como em déficits na memodria
aversiva de longa duracao, estando relacionada com a reducédo dos niveis de DHA e
BDNF, e aumento do acido docosapentaendico (DPA w-6) no hipocampo de ratos
(BACH, 2012).

Estudos com animais demonstraram que dietas com altos niveis de AL e baixos
niveis de ALA, utilizadas como fonte exclusiva de lipidios durante a gravidez e lactacéo
resultam em déficits visuais, cognitivos e comportamentais na prole. Estas dietas
consistentemente induziram déficits funcionais de eletrorretinograma, respostas
reflexas, aprendizagem, comportamento e desenvolvimento motor em comparagao
com animais suplementados com dmega-3 (BRENNA, 2011).

O 6leo de peixe é uma fonte rica de 6mega-3, incluindo EPA e DHA (TAVAZZI
et al.,, 2008; YAMAGISHI et al., 2008). Sua suplementacdo durante o periodo

embrionério e poés-natal pode influenciar positivamente a incorporacdo de acidos

33



graxos poliinsaturados (AGPI) 6mega-3 pelo cérebro, proporcionando um melhor
desenvolvimento deste 6rgéo e das funcdes a ele relacionadas (FIRLAG et al., 2013).

2.5 O papel dos AGPI e da melatonina no estresse oxidativo no tecido
nervoso

Questdes referentes a relagao dos AGPI w-3 com o estresse oxidativo tém sido
abordadas na literatura (SMAOUI et al., 2006). A insaturacdo dos AGPI favorece a
acado dos radicais livres, com consequente aumento da lipoperoxidacdo. Estudo
realizado por Erdogan et al. (2004), com suplementacdo de AGPI w-3, relatou
aumento na formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO).

Dentre os radicais livres estdo os ERO como o anion superéxido (O2) e o
radical hidroxila (OH"), e as espécies reativas de nitrogénio (ERN), representadas
principalmente pelo 6xido nitrico (NO) e pelo peroxinitrito (ONOO") (HALLIWELL;
GUTERIDGE, 2007). Estas espécies sdo moléculas que possuem elétrons nao
pareados no seu orbital mais externo, o que as torna extremamente reativas e com
grande capacidade de combinar-se inespecificadamente com diversas moléculas da
estrutura celular (SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

Os radicais livres resultam em dano tecidual ou na producdo de compostos
toxicos que prejudicam o funcionamento celular normal, num processo chamado
estresse oxidativo (EO), o qual ocorre quando se observa um desequilibrio entre os
sistemas pré e antioxidantes, de maneira que os primeiros sejam predominantes
(HALLIWELL; GUTERIDGE, 2007).

Evidéncias demonstram que quantidades elevadas de radicais livres, bem
como uma deficiéncia de mecanismos antioxidantes sao fatores que contribuem para
problemas neurocognitivos e neurodegenerativos, em razao do aumento da apoptose
celular hipocampal decorrente de estresse oxidativo, com consequente implicacdo no
processo de neurogénese (MANDA; REITER, 2010).

Varios estudos tém apontado para o efeito neuroprotetor da melatonina, através
da sua acéo na reducao de radicais livres (TAN et al., 2015; REITER; MANCHESTER,;
TAN, 2010); da sua capacidade de estimular uma série de enzimas antioxidantes,
incluindo superoxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa redutase (TAN,
2010); da sua atuacao no aumento da atividade de outros oxidantes (MAYO et al.,
2003); e da interagéo de seus metabolitos com ERO e ERN, resultando na diminuicédo

dos mesmos (PEYROT; DUCROIG, 2008; CHATTORAJ et al., 2009).
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A poderosa fungdo antioxidante da melatonina se da devido a esta possuir um
anel indol aromatico rico em elétrons, atuando como um doador, reduzindo e
reparando radicais eletroliticos (MARTINEZ et al., 2005), apresentando os carbonos
2 e 3 do anel pirrdlico, capacidade redutora (CARPENTIERI et al., 2012) (Fig. 7).

Figura 7. Estrutura da melatonina com destaque vermelho para grupamentos metoxi e amina
(Z%nlfigllicidade) e em azul para os carbonos 2 e 3 do anel do pirrélico (antioxidante) (Fonte: MATOS,

Devido a acéo antioxidante bem documentada (PEYROT; DUCROIG, 2008;
CHATTORAJ et al., 2009), a melatonina tem mostrado efeito benéfico acentuado
contra a disfungcdo mitocondrial cerebral decorrente da idade. A lipofilicidade desta
permite a sua interacdo com as membranas mitocondriais (REBRIN et al., 2005) e o
seu acumulo em altas concentracdes (COSTA et al.,, 1997). Dessa forma, pode
facilmente proteger as membranas mitocondriais do cérebro contra o ataque de
radicais livres, estabilizando-as (LEON et al., 2005) e promovendo a homeostase.
Associado a inibicdo das vias de morte celular mitocondrial, o fato da melatonina
praticamente ndo apresentar toxicidade, mesmo em altas doses (LOPEZ et al., 2009),
tem apoiado seu uso no tratamento de distirbios neurodegenerativos (TUNEZ et al.,
2004).

Na neurogénese, a melatonina exerce uma fungdo crucial (RAMIREZ-
RODRIGUEZ et al., 2011; SARLAK et al., 2013; CHU et al., 2016), intervindo no
metabolismo lipidico (SANCHEZ-HIDALGO; LU; TAN, 2007) e eliminando os radicais
livres (PEYROT,; DUCROIG, 2008); exerce agao sobre as CTN, aumentando a
proliferacao (SOTTHIBUNDHU; PHANSUWAN-PUJITO; GOVITRAPONG, 2010), a
viabilidade, a sobrevivéncia e a diferenciacdo destas ceélulas em tecido cerebral
embrionario (RAMIREZ-RODRIGUEZ et al., 2009), formando neur6nios em maior
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quantidade e em menor proporgao astrocitos. Esse papel sobre as CTN pode ocorrer
em razdo do aumento da expresséo de neurotrofina (KONG et al., 2008).

Em estudo realizado, Rennie; De Butte; Pappas (2009) constataram que a
pinealectomia causa um decréscimo no numero de neurbnios piramidais no
hipocampo de ratos adultos. Tal fato pode ser revertido apés a reposicdo de
melatonina na agua de beber dos animais. Crupi et al. (2011) relataram que a
administracdo exégena estimulou o nascimento, a sobrevivéncia e a diferenciacéo de
novos neurénios no giro denteado hipocampal de ratas ovariectomizadas.

A melatonina colabora para a maturagédo e complexidade dos dendritos dos
novos neurdnios (ZHANG et al., 2011), facilitando a sua integracdo a circuitos preé-
existentes (BENITEZ-KING, 2006). O mesmo foi observado com a administracao
intraperitoneal dessa indolamina em ratos (8mg/kg), na qual houve ainda, um aumento
da polimerizagcédo dos microtibulos e do volume total da camada de células granulares
hipocampais (RAMIREZ-RODRIGUEZ et al., 2011). A melatonina também promoveu
a polimerizacdo dos microtdbulos, a neuritogénese e a formacdo de espinhas
dendriticas in vitro (BELLON et al., 2007). Dessa forma, a administracdo cronica de
melatonina produz efeitos positivos sobre o desempenho cognitivo (RAMIREZ-
RODRIGUEZ et al., 2011; TOCHARUS et al., 2014).

2.6 A acédo do exercicio fisico sobre o tecido nervoso

A pratica regular de atividade fisica associada a uma dieta balanceada tem sido
considerada importante para uma vida saudavel (CRUZAT et al.,, 2007). A
plasticidade cerebral (mudancas cerebrais estruturais, celulares e moleculares) é
essencial para a manutencdo da saude e a atividade fisica pode influenciar
positivamente nestes fatores (COTMAN; BERCHTOLD, 2002).

Os beneficios do exercicio fisico estendem-se aos aspectos neurocognitivos
(CHANG et al., 2012). A sua pratica regular promove neurogénese hipocampal em
mamiferos adultos (FABEL; KEMPERMANN, 2008); induz plasticidade sinaptica
(CHRISTIE et al., 2008); melhora a memodria e aprendizado (CREER et al., 2010);
facilita a recuperacdo apos injuria cerebral (GRIESBACH; GOMEZ-PINILHA,;
HOVDA., 2007); melhora a atividade cerebral e a fungdo cognitiva (BAKER et al.,
2010).

A intensidade do exercicio pode determinar os efeitos que o mesmo pode

causar na memoria (BLUSTEIN; McLAUGHLIN; HOFFMAN, 2006). Os mecanismos
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pelos quais o exercicio produz beneficios no cérebro provavelmente envolvem
mudancas na plasticidade sinptica. Diversas adaptacdes organicas ocorrem frente a
exigéncia metabdlica durante o estado de atividade corporal aumentado, ativando as
cascatas moleculares e celulares que aumentam a sensibilidade cerebral a insulina,
melhoram a vasculariza¢éo e o metabolismo energético e aumentam a neurogénese
e sinaptogénese (CHEN; ZHANG; HUANG, 2016).

O exercicio fisico também parece ser capaz de modular mecanismos de
neurotransmissado cerebral e sinalizacdo neurotrofica (COTMAN; BERCHTOLD,
2002), diminuir a expressdo de genes associados ao estresse oxidativo e aumentar a
expressdo de genes associados a plasticidade sinaptica, a fungcdo mitocondrial e ao
desenvolvimento dos espinhos dendriticos, evocando aprendizado e memoria
(STRANAHAN et al., 2008).

Estudiosos tém sugerido alguns mecanismos responsaveis por mediar 0s
efeitos do exercicio sobre as fungbes cognitivas. Para a sintese, acdo e metabolismo
de neurotransmissores, € indispensavel o aporte de quantidades adequadas de
substratos. Acredita-se que ao promover a vascularizacao cerebral (PEREIRA et al.,
2007) e aumentar o fluxo sanguineo (VAN DER BORGHT et al., 2009), o exercicio
aumentaria consequentemente, a quantidade fornecida de oxigénio, substratos
energéticos e neurotrofinas otimizadas (CLARCK et al., 2009), proporcionando a
melhora da funcéo cognitiva. Outra hipdtese afirma que a prética de exercicio fisico
aerobio poderia aumentar a atividade de enzimas antioxidantes no SNC, aumentando
a capacidade de defesa contra os danos provocados por ERO (RADAK et al., 2001).

Ainda demonstrando o efeito antioxidante do exercicio fisico, Schneider et al.
(2005) encontraram uma maior atividade eritrocitaria da enzima glutationa peroxidase
em triatletas treinados comparados a individuos ndo treinados. A maior atividade
dessa enzima est4 de acordo com diversos estudos que mostram adaptacdo do
sistema de defesa enzimatico (MASTALOUDIS; LEONARD; TRABER, 2001).
Observou-se também uma capacidade antioxidante total plasmatica aumentada apos
0 exercicio em esteira rolante em individuos treinados e nao treinados (SCHNEIDER
et al., 2005).

Os dados na literatura mostram que exercicio fisico exerce um efeito
neuroprotetor em casos de lesdo hipocampal, aumentando a expressao de fatores
neurotréficos que atuam na manutencdo da funcdo cerebral, na promocdo da

plasticidade neural (COTMAN; BERCHTOLD, 2002) e na estrutura sinaptica (TONG
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et al., 2001). Dentre os fatores neurotroficos, estudos tem mostrado elevado indice
na quantidade de RNAm do BDNF em decorréncia do exercicio fisico (RADAK et al.,
2006). Esta proteina exerce acdo sobre a sobrevivéncia neuronal, diferenciacao,
plasticidade sinaptica, memodria, sintese de neurotransmissores e modulacdo do
metabolismo neuronal no hipocampo de ratos (GRIESBACH; GOMEZ-PINILLA,
HOVDA, 2007)

O exercicio promove a neurogénese em diversas regides do cérebro
(PAREDES et al., 2016). Dentre estas, maior énfase tem sido dada sobre os efeitos
do exercicio fisico sobre o hipocampo (BERCHTOLD; CASTELLO; COTMAN, 2010).
Esta estrutura sofre significativas alteracdes quando o individuo é submetido ao
treinamento fisico regular, independente da modalidade deste (KANNAGARA et al.,
2009).

Segundo Fuss et al., (2010) o hipocampo é o local do cérebro mais altamente
afetado pela corrida em roedores, havendo um aumento da neurogénese no GD. A
um nivel macroscopico, verificou-se que o volume de matéria cinzenta do hipocampo
aumentou apdés a corrida em ratos (FUSS et al., 2014). Um aumento no volume do
hipocampo também foi encontrado apos exercicio em seres humanos (DEMIRAKCA
et al., 2014). Portanto, o exercicio fisico parece mobilizar uma cascata de eventos
moleculares que culmina na formacdo de novas células neuronais na regido do
hipocampo, com consequente aumento da plasticidade sinaptica e melhora nos
processos de aprendizagem e memoria (COTMAN; BERCHTOLD, 2007),
principalmente no aprendizado espacial (TONG et al., 2001).

Além de aumentar o nimero de células neuronais, o exercicio fisico regular
também possui influéncia sobre a morfologia destas, acelerando a maturacéao (ZHAO
et al., 2006), o que leva a crer que os beneficios podem ter carater qualitativo (VAN
PRAAG, 2008). Um exemplo disso € o numero aumentado de espinhas dendriticas
em decorréncia do exercicio fisico (GLASPER et al., 2010).

Sugere-se que o SN dos mamiferos permaneca sujeito a acdo dos beneficios
acarretados pelo exercicio fisico por pelo menos 75% do tempo de vida total destes,
0 gue significa um periodo consideravel para retardar ou prevenir déficts cognitivos
(BLACKMORE et al., 2009). Estes beneficios parecem se estender também a prole
dos animais treinados, como foi observado por LEE et al. (2006), no qual ratas foram
submetidas a natacdo durante o periodo gestacional. Neste trabalho foi constatado

que a prole destes animais apresentava uma maior expressao génica de BNDF e um
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namero maior de células em processo de proliferacdo na regido hipocampal. Estudos
também relatam que criancas que participam de atividade aerdbia ou fithess tém
capacidades cognitivas aumentadas (CHADDOCK et al., 2011).

A influéncia do exercicio fisico e seus efeitos benéficos sobre o cérebro vém
sendo investigados, havendo, no entanto, divergéncia tanto em relagdo ao modelo ou
tipo de atividade fisica quanto ao beneficio ou ndo do mesmo as func¢des cerebrais
(DING et al., 2004). Estudos tem evidenciado que diferentes protocolos de corrida em
esteira, natacdo e exercicio voluntario (corrida em roda) podem melhorar a memaoria
em roedores no teste de Water Maze (PIETRELLI et al., 2012), reconhecimento de
objetos (HOPKINS; NITECKI, BUCCI, 2011) e esquiva inibitoria (KIM et al., 2010).

Segundo Moreno et al. (2004), a interacdo com a dgua € um meio privilegiado
para experimentar novas sensacdes e novos comportamentos motores, além de
estimular os diversos sentidos. Na area psicomotora, a natacdo como forma de
atividade fisica propicia beneficios devido ao fato da &gua favorecer experiéncias
diversas, mesmo antes do bebé comecar a andar, o que acelera seu desenvolvimento
motor. Este tipo de atividade apresenta-se como uma intervencdo econdmica e
eficiente sobre os diferentes parametros fisiolégicos (MEDEIROS et al., 2004).

A natacgao (frequéncia de 5x por semana, duracdo de 60 minutos, carga de 5%
do peso corporal por 6 semanas) tem se mostrado eficiente para melhorar a aptidao
fisica de ratos (GOMES et al., 2006). Tendo em vista o beneficio dos exercicios nos
aspectos fisicos, sugere-se que protocolos com intensidade semelhante ao do autor
acima, sejam Uteis em trazer melhoras aos aspectos cognitivos (SANTOS, 2014).

Estudos tem demonstrado que o exercicio fisico pode promover alteragdes nos
ritmos cerebrais, evidenciando a influéncia deste sobre a ativagéo e fungédo neuronais,
podendo levar a varias alteracbes na plasticidade cerebral. Esta mudanca
eletrofisiolégica poderia representar o rearranjo de sistemas diferentes como
consequéncia de exercicio (CHEN et al, 2011; SOYA et al., 2011; HOQUE; MONDAL,;
2015;

2.7A Atividade elétrica cerebral e sistemas caodticos
A atividade elétrica cerebral apresenta alguns padrbes de ondas, chamados
ritmos cerebrais, cuja morfologia e intensidade sdo determinadas pelo grau de
excitacdo do cérebro no Sistema de Ativagcédo Reticular (SAR) (WEBSTER, 2010). Este

registro pode ser decomposto em faixas distintas de frequéncia (Fig. 8): Delta (1 - 4
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Hz), sdo associadas com estadgio de sono profundo, podendo indicar doencas
cerebrais em uma pessoa adulta acordada (AZEVEDO, 2005); Teta (4 - 8 Hz),
encontradas em estado de sonoléncia, sono leve ou estados emocionais alterados,
sendo para algumas pessoas, encontrado na regiao frontal quando a pessoa realiza
atividades mentais, tais como a solugéo de problemas; alfa (8 - 12 Hz), ocorre em
pessoas acordadas, sobre as regifes posteriores do cérebro, com maior voltagem
sobre as areas occipitais, sendo melhor observado com os olhos fechados e sob
condi¢cbes de relaxamento fisico e inatividade mental, e bloqueado ou atenuado por
atencao, principalmente visual, e esforco mental; beta (12 - 30 Hz), observada em
atividade fisica ou mental especifica e estados de tensdo, além de estar relacionada
ao processo de cognicao; e gama (30 - 70 Hz), que ocorrem principalmente durante
estados comportamentais que envolvem expectativas como na atencao, ha motivagao
e na excitagcdo (KUNICKI, 2011).
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Figura 8. Ondas cerebrais em ratos. § - ondas delta (1-4 Hz) - em sono profundo. 6 - ondas teta (4-8
Hz) - em sonoléncia ou estados emocionais alterados. o - ondas alfa (8-12 Hz) - em vigilia com
relaxamento mental. - ondas beta (12-30 Hz) - em atividade fisica ou mental especifica e estados de
tensdo, além de estar relacionada ao processo de cognicao (Fonte: AGUIAR, 2015).

A atividade cerebral, por estar relacionada a uma série de fatores, comporta-se

como parte de um sistema dinamico deterministico ndo-linear, o qual ao longo dos
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altimos anos, tem sido estudado sobre o ponto de vista da teoria do caos. Um sistema
dindmico deterministico tem o seu estado em um instante dependente de seu estado
num instante precedente.

A nao-linearidade de um sistema, por sua vez, diz respeito a imprevisibilidade
dos efeitos de pequenas mudanc¢as nas condi¢des iniciais de suas variaveis. Outra
questdo é a impossibilidade de compreensdo do sistema pelo estudo de partes
isoladas (superposicdo). Assim, ao contrario dos sistemas lineares, a resposta total
nao pode ser conhecida simplesmente pelo somatério das partes constituintes
(proporcionalidade e superposicdo). Estes sistemas tém sensibilidade extraordinaria
para as condi¢des iniciais, 0 que 0s torna inerentemente imprevisiveis em longo prazo
(SAVI, 2006).

Além disso, a estrutura de uma resposta cadtica € muito rica, fazendo com que
0 comportamento cadtico possua uma grande flexibilidade, sendo interessante para
sistemas que necessitam apresentar uma reacdo rapida a determinadas
perturbacdes. Isto é caracteristico de sistemas naturais onde o caos e diversos
mecanismos regulatérios fornecem uma flexibilidade incomum (SAVI, 2005).

Neste contexto, o termo cadtico teria uma conotacdo positiva, refletindo uma
situacao fisioldgica, na qual o organismo processa a informacdo mais rapidamente e
pode ter uma maior variedade de respostas as mudancas abruptas do meio na qual
esta inserido (WANG et al., 2010). Por outro lado, a perda da complexidade do sistema
(ou a auséncia do caos) pode refletir uma condicao patoldgica, onde o sistema perde
sua complexidade vital (FERREIRA, 2010).

A atividade cerebral pode ser mensurada por meio do registro do
eletrocorticograma (ECoG). Essa técnica invasiva envolve a medicdo de sinais
elétricos utilizando eletrodos que sdo implantados subduralmente na superficie do
cérebro e fornece a dindmica espago-temporal de curta duracdo (<lcm/<1lms) com
uma elevada relacdo sinal-ruido, e menor susceptibilidade a artefatos que o
eletroencefalograma (EEG) (HILLS et al., 2012).
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2.8 Métodos de analise linear e ndo-linear

A descricdo ou andlise de sistema caoticos atraves de modelos ou técnicas
nao-lineares € mais efetiva do que os lineares. Contudo, as dificuldades inerentes ao
estudo dos problemas néo-lineares, e 0 sucesso da mecanica linear em diversas
areas do conhecimento incentivaram cada vez mais o estudo de modelos lineares e
bem comportados (SAVI, 2006).

Os processos caoticos podem ser descritos no dominio do tempo ou no da
frequéncia. Neste contexto, pode-se efetuar a analise de uma série temporal em um
espaco apropriado. A técnica de transformada de Fourier, pela qual obtemos o
espectro de poténcia (MACIVER; BLAND, 2014), estabelecem uma relacao entre uma
série em um determinado intervalo de tempo (dominio do tempo) e como certas
frequéncias contribuem para esta série (dominio da freqiéncia). Trata-se de um
método de analise linear (SAVI, 2006).

Entretanto, a descricdo de fenGmenos naturais a partir de modelos lineares fica
sempre restrita a uma pequena regido, ndo permitindo a correta compreensao de
diversos aspectos a ela associada. Dessa forma, métodos de dinamica néo linear
foram propostos para descrever 0s processos caoticos, tais como a Complexidade de
Lempel-Ziv (CLZ) e Analise de Flutuagdo Destendenciada (Detrended Fluctuation
Analysis - DFA) (HUANG et al., 2014, LIANG et al., 2014).

2.8.1 Transformada de Fourier

Segundo o teorema de Fourier, todo sinal oscilatério pode ser decomposto em
varios outros sinais senoidais com diferentes frequéncias. E o que acontece com o
ECoG, um sinal complexo que pode ser decomposto em sub-ritmos e representados
no dominio da frequéncia. Depois de decomposto o sinal, pode-se calcular a poténcia
média de cada faixa de frequéncia. A utilizacdo desse teorema torna possivel a

decomposicao de um sinal periddico f(t) nas suas componentes frequenciais com a

somatodria de termos senos e cossenos harmonicamente relacionados na forma da

seguinte expressao:
Fo) =] f(e ™ dtw

A Transformada de Fourier (TF) torna possivel o conhecimento da contribui¢cdo
de cada componente de frequéncia presente numa série temporal. A TF é calculada

a partir da decomposicdo do sinal complexo oscilatério em suas frequéncias
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componentes. A fungdo F(v)é€ a transformada de Fourier da funcdo temporal f(t),
que representa as amplitudes das varias frequéncias de ondas que constituem o sinal
f (t); passando uma informagé&o no tempo para o dominio da frequéncia. Entéo, F(v)
representa o grau de participagdo das componentes frequenciais da fungao f(t)

(WELCH, 1967).

O quadrado da Transformada de Fourier do ECoG gera seu espectro de
poténcia. A poténcia média obtida no espectro permite estimar a contribuicdo dos
diferentes ritmos cerebrais no sinal ECoG. Formalmente, o espectro de poténcia para

um registro do ECoG pode ser calculado como segue:
[VIFw)|*dv
—

@
J’Vedv
Vs

@

onde F(v) é a Transformada de Fourier do sinal f(t), aqui representado pelo ECoG.
O Ew € a energia do espectro de poténcia normalizado por um determinado intervalo

de frequéncia »=[v,,v.], aqui representado pelos diferentes ritmos _ até ,_. Ao

contrario do que se observa nos sinais periddicos comuns, que apresentam espectro
de poténcia com picos em frequéncias bem definidas, nos sistemas caéticos o

espectro de poténcia apresenta bandas largas (MACHADO et al., 2012).

2.8.2 Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ)

Utilizada para analisar dados através da compressao da sua sequéncia via
recorréncia de padrdes (LEMPEL; ZIV, 1976), a CLZ é uma metodologia que
possibilita a quantificacdo dos padrdes distintos de uma série. O registro da atividade
cerebral obtida no ECoG apresenta caracteristica de caoticidade e autosimilaridade
(AGUIAR; PESSOA; NOGUEIRA, 2014), tornando possivel o calculo da complexidade
da série temporal utilizando o método de Lempel-Ziv (ABASOLO et al., 2014).

Antes de calcular a CLZ é necessario transformar a série temporal em uma
sequéncia binaria. Nos sistemas biolégicos a sequéncia binaria mais adequada é
composta por 0 e 1. A sequéncia binaria é gerada a partir da comparacao de cada
ponto da série temporal com a média M de todos os pontos da série. Se o valor do

ponto for superior ao da meédia ele passa a ser representado por 1, se esse valor for
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inferior ao da média ele passa a ser representado por 0. Dessa forma se obtém uma

sequéncia (P) composta por 1's e 0's (ABOY et al., 2006): p-s,s,,,.....S,, » ONde:
_ {0, seS; < média}
17 11,se S; > média

O algoritmo de Lempel-Ziv € implementado da seguinte maneira:

1. A sequéncia original P é dividida em subsequéncias de tamanhos menores,

denominadas S e Q, com o objetivo de verificar se a subsequéncia Q pode

ser reconstruida a partir de cépias da subsequéncia S .

2. Determina-se uma subsequéncia S reconstruida a partir de P, que sera fixa

até que os termos da sequéncia Q nao possam mais ser simplesmente

copiados de S . Neste momento se insere um novo termo em S , em que cada

nova subsequéncia S é limitada por um termo inserido: s=s,,s,,...,s,, onde
s, € o termo inserido e Q=5,1,51.p1::5,.

3. Apos a insergdo de um termo, o proximo passo € definir Q =s, , e verificar se
0 esse termo pode ser copiado do vocabulario (SQx). Este vocabulario é
formado pela concatenacdode Q e S . O simbolo 7 indica que o Ultimo termo
deve ser removido. Caso o termo Q =s,_,, pertenca ao vocabulario (SQx), 0
proximo termo a ser testado sera Q=s__,s,,, € assim sucessivamente até que
Q n&o possa mais ser construido a partir de uma copiade S . Nesse momento
se insere um novo termo em S e Q voltara a ser Q =s,,,, partindo do novo

termo inserido.

Quanto maior for o nimero de termos de Q que podem ser copiados de S,
maior sera a auto-similaridade da série e menor a sua complexidade, ou seja, mais
proxima de O sera a CLZ. Por outro lado, quanto maior for o niumero de termos
inseridos, maior sera a complexidade da seérie, o que se refletirdA numa CLZ mais
préxima de 1 e mais aleatério serd o comportamento do sinal. A CLZ, como postulado

por Aboy et al. (2006) é definida pela seguinte equacao:

CLZ — c(n)log, n
n

©)
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onde c(n) € o nimero de digitos inseridos, NI é o tamanho do sinal e k o nimero de

simbolos diferentes na sequéncia (no caso binario, k =2).

2.8.3 Anédlise de Flutuacéo Destendenciada (DFA)

As séries temporais fisiologicas tais como o ECoG mostram comportamento
altamente irregular, caracterizado por n&o-estacionaridade e n&o-linearidade, com
flutuacBes que ocorrem em todas as escalas de tempo. Métodos derivados da fisica
estatistica aplicados em sinais fisiologicos sob condicfes saudaveis e patoldgicas,
mostram que sob condi¢Bes saudaveis, as flutuacées nos sinais fisiolégicos exibem
correlacdo de lei de poténcia de longo alcance e que certos estados patolégicos
podem causar alteracdes na propriedade de correlacdo desta escala invariante
(PENG et al., 1995; GOLDBERGER et al., 2002).

A Andlise de Flutuacdo Destendenciada (do inglés Detrended Fluctuation
Analysis - DFA) é um método desenvolvido para a correlacéo de séries temporais nao
estacionarias. Foi introduzido por Peng para a analise de sequéncias génicas (PENG
etal., 1994) e tem sido aplicado em diversos fenébmenos como a variabilidade cardiaca
(PENG et al., 1995) e o eletroencefalograma (PAN et al., 2004). Esta técnica permite
a deteccdo da autossimilaridade em séries temporais nao estacionarias e também
evita falsas deteccdes de correlacbes de longo alcance, que séo artefatos de
tendéncia incorporados no sinal (HU et al., 2004).

O método apresenta uma modificacdo da andlise da raiz quadratica média da
caminhada aleatdria, e baseia-se na analise de flutuacdes dos dados apos a retirada
das tendéncias das séries temporais. Dessa forma, o EEG é integrado a séries auto-
similares. Para isso, obtem-se a série integrada a partir da série temporal original x;

comi=1,2,3,...,N através da expressao 4:

N
y(1) = ) (- %)

£ ()
onde x é a média dos valores de x; e k € um namero inteiro.

Em seguida, y(k) € dividida em intervalos de comprimento igual a N, onde L é

o numero de intervalos. Desta forma, a série temporal é dividida em diferentes
intervalos de escalonamento (caixas), € uma regressao linear é ajustada para cada
caixa de comprimento L. A ordenada do segmento linear representa a tendéncia local

no intervalo de tamanho n, denotada como y,(L). Essa tendéncia € removida
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subtraindo-se o valor de y,(L)do valor da série integrada y(L). A funcdo que
caracteriza o tamanho das flutuacdes spara o tamanho n dos intervalos usados para

remover a tendéncia € dado pela expressao:

= 25 bW - n@Fe

Esse calculo é repetido para varios tamanhos do intervalo n para determinar a
relacdo entre as flutuagbes F(n) e o tamanho do intervalo (n). A flutuacdo média em
processos auto-similares, segue uma lei de poténcia com o n:

F(n) ~n%

O expoente de auto-similaridade a pode ser calculado usando o coeficiente
angular da reta obtida por regressao linear do grafico duplo log de F(n) versus log n.
O parametro de auto-similaridade a da série integrada é relacionado com a fungao de
correlacdo da série original da seguinte forma: Se a = 0,5 a série é dita ndo
correlacionada com valores anteriores, o0s valores representados significam
caminhadas aletérias, indica ruido branco; 0,5 < a < 1 indica correlacbes de longo
alcance persistentes, ou seja, valores grandes tém maior probabilidade de serem
seguidos por valores grandes; a = 1 correspondente ao ruido 1 /f; para0 <a < 0,5,
existe uma correlacdo de longo alcance anti-persistentes, ou seja, valores grandes
tém maior probabilidade de serem seguidos por valores pequenos; o caso a > 1
apresenta correlacéo no sinal, contudo nao segue a forma de uma lei de poténcia; a
= 1,5 indica ruido Browniano que representa a integracao do ruido branco (PENG et
al., 1995).

O método de DFA permite uma distincdo confiavel entre diferentes tipos de
sinais, com base na variacdo dos parametros de escala, o que pode ser importante
para a compreensdo da origem do ECoG e para saber se 0 processo é gerado por

mecanismos estocasticos ou cadticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos da suplementagcdo com 6mega-3 e melatonina associados
ao exercicio fisico de intensidade moderada sobre peso corporal, perfil lipidico e
glicémico, memoria, atividade elétrica cortical e morfometria do hipocampo em ratos
Wistar.

3.2 Objetivos especificos

1. Verificar os efeitos da suplementagcdo com 6mega-3 e melatonina associados
a exercicio fisico moderado sobre o desenvolvimento corporal e perfil

bioquimico sérico de ratos avaliados aos 30 e 60 dias de idade;

2. Verificar a interferéncia da suplementacdo com Omega-3 e melatonina
associados a exercicio fisico, sobre a morfometria do hipocampo de ratos aos
30 e aos 60 dias de idade;

3. Avaliar o estado da memoéria de reconhecimento de curta e longa duracdo em
ratos suplementados com dmega-3 e melatonina associados a exercicio fisico

aos 30 e aos 60 dias de idade;

4. Verificar alteracdes nos padrdes eletrocorticograficos em ratos adultos jovens,
suplementados com dmega-3 e melatonina e submetidos a exercicio fisico

avaliados aos 70 dias de idade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local e instalacdes

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Histologia e no Laboratorio de

Biofisica Teorico-Experimental e Computacional (LABTEC) do Departamento de

Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, Dois Irmaos, Recife — PE.

4.2 Animais

Foram utilizados 160 Rattus norvegicus, variedade Albinus, linhagem Wistar,

provenientes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da

UFRPE, local no qual realizou-se os ensaios biologicos. Os mesmos foram mantidos

em ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C), em ciclo claro-escuro de 12

horas, com agua e alimentacao (ragdo comercial Presence®) ad libitum (Tab. 1). Do

total de animais, 40 eram fémeas (F0) e 120 eram machos (F1).

Tabela 1. Composicao nutricional e niveis de garantia da ragdo Presence® ratos e camundongos.

Componente Percentual
Umidade (Max) 13,0%
Proteina Bruta (Min) 23,0%
Extrato Etéreo (Min) 4,0%
Matéria Fibrosa (Max) 5,0%
Matéria Mineral (Max) 10,0%
Célcio (Max) 1,3%
Fosforo (Min) 0,85%

Fonte: SP Ragdes (Disponivel em http://www.spracoes.com.br/produto/presence-ratos-e-camundongos/153).

4.3 Delineamento experimental

Os animais (FO) foram divididos em oito grupos experimentais, de acordo com

0 protocolo de tratamento.
Grupo A — Omega-3;
Grupo B — Melatonina;
Grupo C — Exercicio fisico;
Grupo D — Omega-3 e melatonina;
Grupo E — Omega-3 e exercicio fisico;

Grupo F — Melatonina e exercicio fisico;
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Grupo G — Omega-3, melatonina e exercicio fisico;
Grupo H — Controle.

Aos 120 dias de idade as ratas foram colocadas em acasalamento por 15 dias.
Apds o periodo de gestacdo obteve-se a geracdo F1, a qual foi analisada em
momentos distintos, conforme organograma (Fig. 9). Os protocolos em FO foram
iniciados a partir dos 60 dias de idade e prosseguiu até o desmame da prole (165 dias
de idade).

No primeiro momento (MO), realizou-se a sexagem dos animais da F1l e
aqueles excedentes a um total de 3 filhotes machos foram eutanasiados até 12 horas
apos o nascimento. Os animais restantes (n = 3 filhotes/ mae) foram amamentados
até o 21° dia (M21), quando foram desmamados de suas mées e passaram a receber
agua e alimentacao ad libitum.

Aos 30 e 60 dias de idade (M30 e M60, respectivamente) os animais da geragéo
F1 foram pesados em balanca analitica para avaliacdo do peso corporal. Cinco
animais de cada grupo foram escolhidos ao acaso e anestesiados com associacao de
cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso vivo,
administrada por via intramuscular (MASSONI, 2011).

Na sequéncia os animais foram submetidos a eutanasia pelo método de
exsanguinacao por puncao cardiaca, com coleta de sangue total para andlise do perfil
bioquimico sérico dos animais (Item 4.8).

Posteriormente, realizou-se a perfusdo dos animais com solucao fisiol6gica
(NaCl 0,9%) e com formaldeido a 10% em tampao fosfato (pH 7,4) para coleta dos
cérebros, os quais foram submetidos posteriormente ao procedimento histoldgico.

Aos 70 dias de idade (M70), os demais animais (n = 5 animais/ grupo) foram
pesados e anestesiados para procedimento de implante de eletrodo. Aos 80 dias de
idade, apds cicatrizacédo da ferida cirurgica, foi feita a aquisicéo do registro do ECoG.
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Rattus norvegicus, variedade Albinus, linhagem Wistar, fémeas 60 dias de idade

n=40

-

Randomizagao

A
[ \
A (F0)- Omega-3 (n=5) B (FO)- Melatonina (n=>5)
C (FO)- Exercicio fisico (n=5) D (FO)- Omega-3 e melatonina (n=5)
E (FO)- Omega-3 e exercicio fisico (n=5) F (FO)- Melatonina e exercicio fisico (n=5)
G (F0)- Omega-3, melatonina e exercicio (n=5) H (F0)- Controle (n=5)
\ J
|

Acasalamento — 120 dias

A4

MO
Nascimento, pesagem e sexagem

A4

A (F1) ‘ B (F1) ‘ C (F1) ‘ D (F1) ‘ E (F1) ‘ F (F1) ‘ G(F1) | H(F1)
n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15
M21
Desmame da prole e pesagem
\ 4
M30
Pesagem, coleta de sangue total, perfusdo e coleta de cérebro
n= 5 animais/grupo
A (F1) ‘ B (F1) ‘ C (F1) ‘ D (F1) ‘ E (F1) ‘ F (F1) ‘ G (F1) H (F1)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
M60
Pesagem, coleta de sangue total, perfusdo e coleta de cérebro
n= 5 animais/grupo
A (F1) ‘ B (F1) ‘ C (F1) ‘ D (F1) ‘ E (F1) ‘ F (F1) ‘ G (F1) H (F1)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

v
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M70
Pesagem, coleta de sangue total e implante de eletrodo
n=5 animais/grupo

:

M80
Aquisi¢ao do ECoG
n=5 animais/grupo

Figura 9. Organograma mostrando as etapas do delineamento experimental. MO — p6s-natal imediato;
M21 — 21 dias pés-natal; M30 — trinta dias pds-natal; M60 — sessenta dias pds-natal; M70 — setenta
dias pés-natal; M80 — oitenta dias pds-natal. FO — Matrizes; F1 — Prole.

4.4 Suplementacédo com 6leo de peixe

A suplementagao com w-3 foi realizada por meio de capsulas de 6leo de peixe
Naturalis® (1000mg) contendo 180 mg EPA e 120 mg DHA) administrado por meio de
gavagem (BRAGA et al., 2007).

Esse procedimento foi realizado com as matrizes (FO) desde os 60 dias de
idade até o periodo final da amamentacédo. A prole (F1) também recebeu o0 mesmo
tratamento desde o desmame até o periodo da eutanasia. Os animais do grupo
controle receberam, por gavagem, solucdao fisiol6gica de NaCl 0,9%.

4.5 Administracdo da melatonina

A melatonina foi administrada em FO desde os 60 dias de idade até o desmame
da prole. Em F1, realizou-se a administracdo desde o fim da amamentacéo (21° dia)
até o momento da eutanasia. A dose utilizada foi de 00,5mg/kg de peso corporal, entre
as 18:00 e 19:00 horas (SUBRAMANIAN et al.,, 2007), por via subcutanea. A
melatonina cristalina (Sigma Chemical Co, Et. Louis, Mo., USA) foi dissolvida em 0,1
ml de NaCl a 0,9%, contendo 5% de etanol. O grupo controle recebeu injecdes diarias
de 0,1ml do veiculo por via subcutanea (REDINS; REDINS; NOVAES, 2000).

4.6 Treinamento fisico

O exercicio moderado de natacéo foi realizado em tanque de 38 centimetros
de didametro e 70 centimetros de profundidade, com capacidade para 80 litros, com
agua mantida em temperatura controlada de 31°C + 1°C. A sessao de treino teve
duracao de 60 minutos, realizada numa frequéncia de cinco dias por semana (SAAD
et al., 2002). Inicialmente, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacao
ao meio aguoso durante cinco dias consecutivos, em que o tempo das sessoes foi
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aumentado gradualmente até atingir o estipulado no protocolo. Do 1° ao 4° dia de
adaptacdo, os animais permaneceram no tanque por 15, 30, 45 e 60 minutos,
respectivamente. No 5° dia, foi repetido o mesmo tempo realizado no dia anterior (60
minutos) o qual foi utilizado até o fim do experimento.

Os animais de FO foram submetidos ao treinamento fisico a partir dos 60 dias
de idade até o fim da amamentacdo e os de F1 iniciaram o protocolo a partir do

desmame até a eutanasia.

4.7 Avaliacéo do ganho de peso

A variacdo de peso corporal foi avaliada até o fim do periodo experimental, por
meio de pesagem em balanca analitica. As matrizes foram avaliadas a partir dos 60
dias de idade até o final da gestacéo e a prole foi avaliada desde o nascimento até a
realizacdo da eutanasia, por meio de pesagem ao nascer e ao 7°, 15°, 30°, 45° e 60°
dia.

4.8 Provas laboratoriais

As provas laboratoriais foram realizadas no analisador bioquimico bioplus 200f,
através de kit da Doles Reagentes, para as seguintes variaveis: glicose, colesterol
total, HDL e triglicerideos. Seguindo orientacao do fabricante, o célculo para obtencéo
do LDL-colesterol e VLDL-colesterol foi realizado mediante formula de Friedewald;

Levi; Fredrickson (1972), para valores de triglicerideos < 400 mg/dL:

LDL = ColT — HDL — (Trig/5)

4.9 Teste de reconhecimento espontaneo de objetos

Para o teste de reconhecimento espontaneo de objetos (TREO), foi utilizada
uma arena de teste (dimensdes 65x45x45 cm) em cor neutra e opaca, e objetos em
triplicata, de volume em torno de 200 ml e suficientemente pesados para ndo serem
deslocados.

Como pré-testagem, os animais foram submetidos a 2 sessdes de habituacdo
ao aparato do teste, com duracédo de 3 minutos cada e sem objetos, 24 horas antes
do teste. Na sessédo de treinamento, 2 objetos idénticos (Al e A2), foram colocados
em cantos opostos da arena, separados por espaco suficiente para exploracédo de

todas as suas faces (Fig. 10). O animal foi posicionado na regido mediana da arena,
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de costas para os objetos e pbdde explord-los livremente durante 3 minutos. A
exploragéo foi definida como dirigir o nariz a uma distancia menor ou igual a 2 cm do
objeto, ou toca-lo com o nariz. Na sequéncia, o mesmo foi retornado a sua gaiola-
moradia.

Ap0s 2 minutos do primeiro ensaio, 0s objetos da arena foram trocados por um
idéntico aos anteriores, que foi chamado de A3 e por um objeto novo chamado B.
Apos intervalo de tempo pré-determinado (24 horas), o rato foi novamente colocado
na arena de testagem por 3 minutos de forma a explorar a nova dupla de objetos (A3
e B), na denominada sesséo de reteste.

A exploracao global dos objetos é a soma dos tempos de exploracao de A1+A2
na sessao de treino e de B+A3 no reteste. A habituacao foi aferida pela diferenca da
exploracéo entre a sesséo de treino e o reteste ([A1+A2]-[B+A3]). A simples medida
de reconhecimento ou discriminacéo foi a diferenca entre o tempo gasto na exploracao
do novo estimulo (B) e o tempo gasto na exploracao do estimulo familiar (A3), ou seja,
B-A3. Entretanto, para minimizar a influéncia dos niveis totais de exploracéo, foi
calculada a diferenca no tempo de exploracéo dividida pelo tempo de exploracéo total:
B-A3/B+A3 (ENNACEUR et al., 2005).

B C

Figura 10. Teste de reconhecimento espontaneo de objetos. B - Objetos idénticos (Al e A2). C -
Objetos diferentes (A3 e B).

53



4.10 Implante de eletrodos e registro da atividade elétrica cortical

Aos 70 dias de idade, os animais foram pesados em balanca analitica e
anestesiados com uma associacao de cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose
de 0,1 mL da solucéo para cada 100 g de peso vivo, administrada por via intramuscular
(MASSONI, 2011). A temperatura corporal foi controlada em torno de 37,5 £ 1°C com
aquecedor elétrico posicionado sob 0 animal.

Com a cabeca do animal fixada a base de um estereotaxico, realizou-se uma
pequena incisédo na pele e foi removido parte do peridsteo (Fig. 11). Posteriormente,
trepanou-se um orificio circular com aproximadamente 3 mm de didmetro sobre o
hemisfério esquerdo na regido parietal no cértex sensorio-motor cerca de 1,5 a 2,5
mm anterior e 1 a 2 mm lateral ao bregma.

Neste orificio foi posicionado um eletrodo em aco inoxidavel e outro eletrodo,
do mesmo tipo, foi implantado sobre o osso frontal (eletrodo de referéncia), numa
adaptacado para o método descrito por Nascimento et al. (2010).

Aos 80 dias de idade, ap0s cicatrizacdo da ferida cirdrgica, foi feita a aquisicado
do registro do ECoG. Para cada animal registrou-se 10 a 15 minutos da atividade
cerebral com um aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) numa taxa de
amostragem de 6000 pontos por segundo. Durante o registro do ECoG, os animais
foram alocados em uma gaiola de Faraday, a qual foi mantida fechada, evitando-se a
interferéncia de estimulos sonoros e luminosos (AGUIAR; PESSOA; NOGUEIRA.,
2014).

Figura 11. Preparo do animal para registro do ECoG. Fixagdo da cabeca do animal a base do
estereotéaxico, inciséo da pele e implante dos eletrodos.
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4.11 Eutanésia

ApGs o término dos protocolos experimentais, 0s animais foram anestesiados
com associacgao de cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose de 0,1 mL para cada
100 g de peso vivo, administrada por via intramuscular (MASSONI, 2011). Na
sequéncia os animais foram submetidos a eutanasia pelo método de exsanguinagéo
por puncdo cardiaca, com coleta de sangue total para andlise do perfil bioquimico
sérico dos animais.

Posteriormente, realizou-se a perfusdo dos animais com solugéo fisiolégica
(NaCl 0,9%) e com formaldeido a 10% em tampao fosfato (pH 7,4) para coleta dos
cérebros, os quais foram submetidos posteriormente ao procedimento histolégico.

4.12 Analise dos registros de ECoG

Os registros do ECoG foram segmentados em janelas de dois minutos. Esses
segmentos foram importados para o programa Matlab 7.8 (2009) para andlise do DFA,
da Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ), do espectro de poténcia das ondas cerebrais
do ECoG.

4.13 Analise morfométrica

Os cérebros foram coletados e fixados em solucao tamponada de formaldeido
a 10%, desidratados em concentracfes crescentes de alcool etilico (70% ao P.A.),
diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. Sec¢des de 4um em
plano coronal do hipocampo foram obtidas utilizando-se micrétomo rotativo Leica®.
Os cortes foram aderidos em laminas histoldgicas, corados com Cresil violeta e
cobertos com laminulas de vidro. Fotomicrografias foram obtidas em microscopio de
luz Leica® em objetiva de 40X, com auxilio do software ImageJ® para avaliacdo
morfométrica da regido CA1 do hipocampo.

Foram delimitadas aleatoriamente quinze areas em cada corte histologico e
com auxilio de uma grade (21 x 21) realizou-se a contagem dos pontos de intersecc¢ao
de retas que incidiram sobre os neurénios piramidais da regido CA1l do hipocampo,
bilateralmente, obtendo-se a média para cada corte histolégico (Fig. 12). Esses dados
permitiram conhecer a densidade relativa da area (%) de neurdnios na referida regiao
em ratos com idade de trinta e sessenta dias. A densidade de area na regido CA1l do

hipocampo foi calculada como descrito em Fernandes e Polacow (2005).
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Figura 12. Fotomicrografias do hipocampo de rato. A - Sec¢éo coronal do hipocampo com indicacdes
das regides CA1, CA2, CA3, CA4 e GD. B — Regido CAl. Os boxes em preto representam as areas
onde foram feitas as contagens da densidade celular. C — Grade (21 x 21) utilizada para a contagem
dos pontos de interseccao de retas que incidiram sobre os neurénios piramidais. Cresil violeta: 400X.
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4.14 Anélise estatistica

Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicdo dos dados obtidos. Para os dados cujos valores seguiram uma distribuicao
gaussiana realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) e um teste post-hoc de
Tukey. Os dados com distribuicdo ndo gaussiana foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn. Todos os testes foram realizados utilizando-se o

software GraphPad Prism 5.1.
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ABSTRACT.-Pereira D.D,, Silva ].E.S. & Evéncio-Neto ]J. 2017. [Effects of omega-3 supplementation and melatonin
associated with physical exercise on biochemical parameters, hippocampus morphometry and memory in
Wistar rats] Efeitos da suplementacdo com 6mega-3 e melatonina associados a exercicio fisico sobre parametros
bioquimicos, morfometria do hipocampo e meméria em ratos Wistar. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de
Medeiros s/n, Recife, PE 52171-000, Brazil. E-mail: evencioneto@bol.com.br

The aim of this paper was to evaluate body weight, biochemical parameters, hippocampal morphometry and memory
of Wistar rats submitted to omega-3 supplementation and melatonin associated with physical exercise. Rats (Rattus
norvegicus) were used, which were divided into eight experimental groups (n= 5 animals/ group) according to the
treatment: A - omega - 3; B - melatonin; C - physical exercise; D - omega-3 and melatonin; E - omega-3 and exercise; F-
melatonin and exercise; G-omega-3, melatonin and exercise; H - control. The protocols were started from 60 days of
age and continued until weaning from offspring (165 days of age). The offspring (n = 10 males / group) were submitted
to the same protocol from their respective matrices from weaning to 60 days of age. The body mass in M30 of the
animals of group B (42,47 g + 1,23) was lower than the body mass of groups A (72,71 g + 3,06),C (71,14 g + 2,52),D
(66,69 g+1,88),E(5391¢g+0,87),F(67,18g+3,02),G(62,00g=+5,02)and H (58,18 g + 2,62). At 60 days postnatal
(M60) groups A (198,4 g + 4,15), B (213,3 g + 3,63) and C (208,8 g + 6,11) presented higher body weight Than the F
(161,5g+6,37) and H (151,8 g + 4,80) groups, the G group (172,4 g + 6,42) had lower mean values than the B group.
As for serum biochemistry, the evaluation performed at 30 days of Age of offspring showed that VLDL (79,08 mg/dL
+ 12,89) and triglyceride (395,4 mg/dL *+ 64,43) in group F were higher than VLDL (30,44 mg/dL + 3.34) and
triglyceride (152,2 mg/dL * 16,9) in group B. At 60 days the HDL levels of group F (77,13 mg/dL * 13,32) were higher
when compared to group D (25,98 mg/dL + 2,51). For VLDL and Triglyceride, group F presented a mean VLDL value
of 56,00 mg/dL * 4,40 and Triglyceride of 280,00 mg/dL * 22,00, while E presented a mean of 31,49 mg/dL * 4,74 for
VLDL and 157,4 mg/dL + 23,68 for triglyceride, and D presented 27,12 mg/dL * 1,78 for VLDL and of 135,6 mg/dL +
8,90 for Triglyceride level. About in relation to glycemia, groups A (39,20 mg/dL + 14,39), C (39,40 mg/dL + 9,14) and
F (20,60 mg/dL * 4,57) showed different when compared to the H group (155,6 mg/dL * 16,80), and D group (248,2
mg/dL * 24,48) differed from the A (39,20 mg/dL *+ 14,39), B (95,60 mg/dL + 14,39), C (39,40 mg/dL + 9,14),E (131,4
mg/dL *+ 28,95), F (20,60 mg/dL * 4,57) and G (40,75 mg/dL * 9,30). There was also a significant difference between
group E and F. Regarding hippocampal morphometry in M30, only group D (24,24% * 1,31) differed from groups A
(19,68% = 1,03) and G (19,00% * 0,45), presenting a higher neuronal density. In M60, group B (22,63% * 0,34)
presented a higher number of neurons than groups A (19,68% + 1,03), C (15,61% = 0,58), E (20,50% * 0,43), F (19,91%
+0,42) and H (16,97% * 0,40). Already in group C neuronal reduction in relation to groups A, D (23,22% + 0,46), E, F
and G (21,14% = 0,35). When group D was observed, Greater number of neurons than groups A, E, F and H. Finally,
groups A, E, F and G showed higher neuronal density when compared to group H. For the recognition test there was
no difference between the evaluated treatments at 30 and 60 days of age.

INDEX TERMS: Exercise, hippocampus, melatonin, memory, omega-3.
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RESUMO.-0 objetivo deste trabalho foi avaliar peso corporal, parametros bioquimicos, morfometria do hipocampo e
memoria de ratos Wistar submetidos a suplementagdo com dmega-3 e melatonina associados a exercicio fisico. Foram
utilizadas ratas (Rattus norvegicus), as quais foram divididas em oito grupos experimentais (n= 5 animais/ grupo) de
acordo com o tratamento: A - dmega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - dmega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e
exercicio fisico; F - melatonina e exercicio fisico; G - mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Os protocolos
foram iniciados a partir dos 60 dias de idade e prosseguiu até o desmame da prole (165 dias de idade). A prole (n =10
machos/ grupo) foi submetida ao mesmo protocolo das respectivas matrizes desde o desmame até os 60 dias de idade.
A massa corporal aos 30 dias pds-natal (M30) dos animais do grupo B (42,47 g + 1,23) apresentou-se menor do que a
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massa corporal dos grupos A (72,71 g + 3,06), C (71,14 g + 2,52), D (66,69 g + 1,88), E (53,91 g+ 0,87),F (67,18 g +
3,02),G (62,00 g £ 5,02) e H (58,18 g + 2,62). Aos 60 dias pés-natal (M60) os grupos A (198,4 g + 4,15), B (213,3 g +
3,63) e C (208,8 g + 6,11) apresentaram peso corporal maior do que os grupos F (161,5 g + 6,37) e H (151,8 g + 4,80),
ogrupo G (172,4 g + 6,42) apresentou média menor em relacdo ao grupo B. Quanto a bioquimica sérica, a avaliagao
realizada aos 30 dias de idade da prole mostrou que o VLDL (79,08 mg/dL + 12,89) e o triglicerideo (395,4 mg/dL +
64,43) do grupo F foi superior aos valores de VLDL (30,44 mg/dL * 3,34) e triglicerideo (152,2 mg/dL * 16,9) do grupo
B. Aos 60 dias os niveis de HDL do grupo F (77,13 g + 13,32) foram superiores quando comparado ao grupo D (25,98
g + 2,51). Para o VLDL e Triglicerideo, o grupo F apresentou valor médio de VLDL de 56,00 mg/dL * 4,40 e de
Triglicerideo de 280,00 mg/dL # 22,00, enquanto que E apresentou média de 31,49 mg/dL + 4,74 para VLDL e 157,4
mg/dL + 23,68 para triglicerideo, e D apresentou VLDL de 27,12 mg/dL + 1,78 e triglicerideo de 135, 6 mg/dL * 8,90.
Em relacdo a glicemia, os grupos A (39,20 mg/dL * 14,39), C (39,40 mg/dL + 9,14) e F (20,60 mg/dL * 4,57)
mostraram-se diferentes quando comparados ao grupo H (155,6 mg/dL * 16,80), e o grupo D (248,2 mg/dL * 24,48)
diferiu dos grupos A (39,20 mg/dL * 14,39), B (95,60 mg/dL + 14,39), C (39,40 mg/dL + 9,14), E (131,4 mg/dL *
28,95), F (20,60 mg/dL + 4,57) e G (40,75 mg/dL + 9,30). Houve ainda diferenca significativa entre o grupo E e o grupo
F. Em relacdo a morfometria do hipocampo em M30, apenas o grupo D (24,24% + 1,31) diferiu dos grupos A (19,68%
+ 1,03) e G (19,00% #* 0,45), apresentando uma maior densidade neuronal. Em M60 o grupo B (22,63% * 0,34)
apresentou nimero de neurdnios superior aos grupos A (19,68% + 1,03), C (15,61% * 0,58), E (20,50% + 0,43), F
(19,91% + 0,42) e H (16,97% = 0,40). J4 no grupo C houve redugdo neuronal em relagdo aos grupos A, D (23,22% +
0,46),E,Fe G (21,14% * 0,35). Quando observado o grupo D, este apresentou maior nimero de neuronios do que os
grupos A, E, F e H. Por fim, os grupos A, E, F e G apresentaram maior densidade neuronal quando comparados ao grupo
H. Para o teste de reconhecimento ndo houve diferenca entre os tratamentos avaliados aos 30 e 60 dias de idade.

TERMOS DE INDEXA(,‘AO: Exercicio fisico, hipocampo, melatonina, memoria, 6mega-3.
INTRODUCAO

No periodo perinatal, processos fisiolégicos como hiperplasia, hipertrofia, mielinizagdo e migragdo neuronal ocorrem
com velocidade maxima (Batista de Oliveira et al. 2012). Observa-se um rapido desenvolvimento e o cérebro se torna
mais vulneravel as demandas do ambiente (Rocha de Melo et al. 2006). O nivel de neurogénese em individuos adultos
também é positiva e negativamente modulado pelas condi¢des ambientais (Ming & Song 2005). A combinacdo de
varios estimulos pode aumentar a neurogénese e a sobrevivéncia dos neurdnios (Schaefers 2013).

A capacidade de neurogénese é um importante aspecto para a manuteng¢do da saude cognitiva de um
organismo (Aimone & Gage 2011). O hipocampo é uma das estruturas mais estudadas do SNC, a qual desempenha
importante papel na aprendizagem e memdria (Cosar et al. 2008). Esta bem estabelecido que a neurogénese nessa
estrutura, durante o desenvolvimento embriondario apresenta maior intensidade (Rakic etal. 2009), e persiste ao longo
da vida adulta (Decimo et al. 2012).

0 hipocampo é formado por duas regides principais, o giro denteado (GD) e o Corno de Amon (CA), sendo este
dltimo anatomico e funcionalmente diferenciado em subcampos distintos denominados em CA1, CA2, CA3 e CA4
(Cherubini & Miles 2015). As células piramidais de CA1 sdo a origem das eferéncias primarias do circuito trissinaptico
hipocampal e pecas fundamentais na formagao de memorias declarativas, como parte de um circuito reverberante e
funcionalmente ativo que envolve o cortex entorrinal, o GD e o CA3 (Aggleton 2012).

A nutricdo adequada durante a fase inicial da vida é um fator essencial para assegurar o desenvolvimento do
cérebro (Rocha de Melo et al. 2006). Da mesma forma, uma alimentagdo racional que supra as necessidades do
organismo e as propriedades preventivas de alguns nutrimentos é determinante de um estilo de vida saudavel para as
pessoas de diferentes grupos etarios (Viana 2002). Grande destaque tem sido dado aos AGPI w-3 DHA e EPA, os quais
atuam nas propriedades fisico-quimicas da membrana celular, tais como fluidez, permeabilidade e viscosidade
(Stonehouse 2014), e apresentam importante fun¢do no crescimento axonal e dendritico (Alsina et al. 2001). 0 DHA e
o EPA sdo componentes importantes envolvidos na neurogénese (Bazinet & Laye 2015), garantindo o
desenvolvimento adequado do cérebro. Sua contribuicio é critica para a estrutura celular e fungio no sistema nervoso
(Firlag et al. 2013). Esses 4cidos graxos w-3 tém se mostrado eficaz no aumento da aprendizagem e memoria, e na
prevencdo de déficit de memdria em varias condi¢des experimentais (Lim et al. 2005).

Associada a uma dieta balanceada, a pratica regular de atividade fisica tem se mostrado importante na
promocdo da saide (Cruzat et al. 2007) e seus beneficios estendem-se aos aspectos neurocognitivos (Chang et al.
2012). O exercicio fisico promove a vascularizacdo e o metabolismo energético; aumenta a neurogénese e a
sinaptogénese (Chen et al. 2016); e melhora a memdria, o aprendizado (Creer et al. 2010), a atividade cerebral e a
funcao cognitiva (Baker et al. 2010). Entretanto, a intensidade do exercicio pode determinar os efeitos que o mesmo
pode causar na memoria (Blustein et al. 2006). Ha indicios de que o exercicio fisico moderado protege as células
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hipocampais do dano isquémico (Scopel et al. 2006), estando estritamente ligado a melhoras cognitivas (McMorris
2011). Paradoxalmente, o exercicio fisico intenso é caracterizado por um quadro de fadiga sistémica, podendo resultar
em declinio do desempenho cognitivo, em tarefas que exijam atencdo, memoria e aprendizado (Tomporowski 2013).

Na neurogénese, a melatonina também exerce um papel crucial (Chu et al. 2016), agindo sobre as células-
tronco neurais (CTN), aumentando a proliferacdo (Sotthibundhu et al. 2010), a viabilidade, a sobrevivéncia e a
diferenciacdo destas células (Ramirez-Rodriguez et al., 2009), formando neur6nios em maior quantidade e, em menor
proporcdo os astrocitos (Kong et al. 2008). A melatonina colabora para a maturagdo e complexidade dos dendritos
dos novos neurdnios (Zhang et al. 2011), facilitando a sua integracdo a circuitos pré-existentes (Benitez-King 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo com 0mega-3 e melatonina associados a
exercicio fisico moderado sobre peso corporal, parametros bioquimicos, morfometria do hipocampo e meméria em
ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 120 Rattus norvegicus (40 fémeas da familia FO e 80 machos da familia F1), variedade Albinus,
linhagem Wistar, provenientes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, local no qual
realizou-se os ensaios bioldgicos. Os mesmos foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 + 22C),
em ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e alimentacgdo (ra¢do comercial Presence®) ad libitum.

Os animais (F0) foram divididos em oito grupos experimentais (n = 5 animais/ grupo) de acordo com o
tratamento: A - 6mega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico;
F- melatonina e exercicio fisico; G - 6mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Os protocolos foram iniciados a
partir dos 60 dias de idade e prosseguiu até o desmame da prole (165 dias de idade). A prole (n = 10 machos/ grupo)
foi submetida ao mesmo protocolo das respectivas matrizes desde o desmame até os 60 dias de idade.

A suplementacdo com w-3 foi realizada por meio de capsulas de 6leo de peixe Naturalis® (1000mg) contendo
180 mg EPA e 120 mg DHA) administrado por meio de gavagem (Braga et al. 2007). A melatonina foi administrada na
dose de 0,5mg/kg de peso corporal, entre as 18:00 e 19:00 horas (Subramanian et al. 2007), por via subcutanea. A
melatonina cristalina (Sigma Chemical Co, Et. Louis, Mo., USA) foi dissolvida em 0,1 ml de NaCl a 0,9%, contendo 5%
de etanol. O grupo controle recebeu injecdes diarias de 0,1ml do veiculo por via subcutanea (Redins et al. 2000) e
solucdo fisioldgica de NaCl 0,9% por meio de gavagem.

0 exercicio moderado de natacgao foi realizado em tanque com dgua mantida em temperatura controlada de
31°C * 1°C. A sessdo de treino teve duragdo de 60 minutos, realizada numa frequéncia de cinco dias por semana (Saad
etal. 2002). Inicialmente, os animais foram submetidos a um periodo de adapta¢do ao meio aquoso durante cinco dias
consecutivos, em que o tempo das sessdes foi aumentado gradualmente até atingir o estipulado no protocolo. Do 19
ao 42 dia de adaptacao, os animais permaneceram no tanque por 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente. No 52 dia,
foi repetido o mesmo tempo realizado no dia anterior (60 minutos) o qual foi utilizado até o fim do experimento.

Aos 30 e 60 dias de idade (M30 e M60, respectivamente) os animais da geragdo F1 foram pesados em balanga
analitica para avaliagdo do peso corporal. Cinco animais de cada grupo foram escolhidos ao acaso e anestesiados com
associacdo de cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso vivo, administrada por
via intramuscular (Massoni 2011).

Na sequéncia os animais foram submetidos a eutandasia pelo método de exsanguinagdo por puncio cardiaca.
Os dados para perfil lipidico (triglicerideos, colesterol total, HDL e LDL) e glicémico séricos foram obtidos em amostras
de sangue (0,5 mL) coletadas em tubos sem anticoagulante, com auxilio do aparelho Bioplus 200f®.

Posteriormente, realizou-se a perfusdo dos animais com solugio fisiolégica (NaCl 0,9%) e com formaldeido a
10% em tampao fosfato (pH 7,4). Os cérebros foram coletados e fixados em solu¢do tamponada de formaldeido a 10%,
desidratados em concentragdes crescentes de alcool etilico (70% ao P.A.), diafanizados em xilol, impregnados e
incluidos em parafina. Sec¢des de 4um em plano coronal do hipocampo foram obtidas utilizando-se micrétomo
rotativo Leica®. Os cortes foram aderidos em laminas histolégicas, corados com Cresil violeta e cobertos com laminulas
de vidro. Fotomicrografias foram obtidas em microscépio de luz Leica® em objetiva de 40X, com auxilio do software
Image]® para avaliagdo morfométrica da regiao CA1 do hipocampo.

Foram delimitadas aleatoriamente quinze areas em cada corte histolégico e, com auxilio de uma grade (21 x
21) de 441 pontos, realizou-se a contagem dos pontos de intersec¢do de retas que incidiram sobre os neurdnios
piramidais da regido CA1 do hipocampo, bilateralmente, obtendo-se a média para cada corte histolégico (Fig. 1). Esses
dados permitiram conhecer a densidade relativa da area (%) de neurdnios na referida regido em ratos com idade de
trinta e sessenta dias. A densidade de area na regido CA1 do hipocampo foi calculada como descrito em Fernandes e
Polacow (2005).

Para o teste de reconhecimento espontaneo de objetos (TREO), foi utilizada uma arena de teste (dimensdes
65x45x45 cm) em cor neutra e opaca, e objetos em triplicata, de volume em torno de 200 ml e suficientemente pesados
para nio serem deslocados. No primeiro ensaio, 2 objetos idénticos (A1l e A2), foram colocados em cantos opostos da
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arena, separados por espaco suficiente para exploracdo de todas as suas faces. O animal foi posicionado na regiao
mediana da arena, de costas para os objetos e pdde explora-los livremente durante 3 minutos. No segundo ensaio, os
objetos da arena foram trocados por um idéntico aos anteriores, que sera chamado de A3 e por um objeto novo
chamado B. Apds intervalo de tempo pré-determinado (24 horas), o rato foi novamente colocado na arena de testagem
por 3 minutos de forma a explorar a nova dupla de objetos (A3 e B), na denominada sessdo de reteste. A simples
medida de reconhecimento ou discriminagao foi a diferenca entre o tempo gasto na exploracdo do novo estimulo (B)
e o tempo gasto na explorac¢do do estimulo familiar (A3), ou seja, B-A3 (Ennaceur et al. 2005).

Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados obtidos.
Para os dados cujos valores seguiram uma distribuicdo gaussiana realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) e um
teste post-hoc de Tukey. Os dados com distribuicdo ndo gaussiana foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e
post-hoc de Dunn. Todos os testes foram realizados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.1 com nivel de
significancia de a<0,05.

RESULTADOS

Como principais resultados, observou-se que nos momentos M30 e M60, os diferentes tratamentos
interferiram no metabolismo, resultando em alteracdo do ganho de peso (Fig. 2). O valor médio referente a massa
corporal em M30 dos animais do grupo B (42,47 g + 1,23) apresentou-se menor do que a massa corporal dos grupos
A(72,71g+3,06),C (71,14 g+ 2,52),D (66,69 g+ 1,88),E (53,91 g+0,87),F (67,18 g+ 3,02),G (62,00 g+ 5,02) e H
(58,18 g + 2,62). Quando comparados ao grupo E, os grupos A, C, D e F apresentaram um maior valor médio de peso
corporal. Os grupos A e C apresentaram peso médio maior do que o grupo H.

Em M60, os grupos A (198,4 g + 4,15), B (213,3 g + 3,63) e C (208,8 g + 6,11) apresentaram peso corporal
maior do que os grupos F (161,5 g + 6,37) e H (151,8 g + 4,80), havendo também uma reducdo do peso do grupo G
(172,4 g + 6,42) em relagdo ao grupo B.

A avaliagdo dos animais para os niveis de colesterol total, HDL, LDL, VLDL, triglicerideos e glicose no momento
M30 sdao mostrados na figura 3. O tratamento das matrizes e da prole modificou apenas os parametros de VLDL e
triglicerideo no momento M30 de anélise dos dados (p < 0,05). 0 VLDL (79,08 mg/dL + 12,89) e o triglicerideo (395,4
mg/dL + 64,43) do grupo F apresentaram diferenca significativa quando comparado aos valores de VLDL (30,44
mg/dL + 3,34) e triglicerideo (152,2 mg/dL + 16,9) do grupo B.

Em relagdo ao momento M60, os protocolos experimentais resultaram em modificagcdes do perfil lipidico
sérico entre os tratamentos (Fig. 4). O resultado do HDL mostrou que o grupo F (77,13 mg/dL + 13,32) apresentou
uma diferenca significativa quando comparado ao grupo D (25,98 mg/dL * 2,51).

Quando realizados os testes de VLDL e triglicerideo, observou-se que o grupo F diferiu dos grupos E e D,
apresentando valor médio de VLDL de 56,00 mg/dL + 4,40 e de Triglicerideo de 280,00 mg/dL + 22,00, enquanto que
E apresentou o valor médio de 31,49 mg/dL + 4,74 para VLDL e 157,4 mg/dL * 23,68 para triglicerideo, e D apresentou
VLDL de 27,12 mg/dL + 1,78 e triglicerideo de 135, 6 mg/dL * 8,90.

No teste glicémico, os grupos A (39,20 mg/dL * 14,39), C (39,40 mg/dL * 9,14) e F (20,60 mg/dL * 4,57)
mostraram-se diferentes quando comparados ao grupo H (155,6 mg/dL + 16,80), e o grupo D (248,2 mg/dL * 24,48)
diferiu dos grupos A, B (95,60 mg/dL + 14,39), C, E (131,4 mg/dL + 28,95), F e G (40,75 mg/dL * 9,30). Houve ainda
diferenca significativa entre o grupo E e o grupo F.

Os dados referentes a morfometria do hipocampo para os diferentes tratamentos podem ser observados no
quadro 1. A analise permitiu verificar que a suplementagdo com 6mega-3 e melatonina, e a submissao a exercicio fisico,
interferiu no nimero de neurdnios da regiao CA1 do hipocampo, avaliada pela densidade de drea em diferentes idades
(M30 e M60) para os tratamentos realizados. No momento M30, apenas o grupo D (24,24% * 1,31) diferiu dos grupos
A (19,68% £ 1,03) e G (19,00% = 0,45), apresentando uma maior densidade neuronal (Fig. 5).

Os tratamentos realizados alteraram o comportamento da populagdo de neurdnios piramidais na regido CA1
do hipocampo da prole aos sessenta dias de idade. O grupo B (22,63% #* 0,34) apresentou nimero de neurdnios
superior aos grupos A (19,68% + 1,03), C (15,61% * 0,58), E (20,50% * 0,43), F (19,91% + 0,42) e H (16,97% = 0,40).
Ja no grupo C observou-se uma menor populacdo neuronal em relagdo aos grupos A, D (23,22% + 0,46), E, Fe G
(21,14% = 0,35). Quando observado o grupo D, este apresentou maior nimero de neurdnios do que os grupos A, E, F
e H. Por fim, os grupos A, E, F e G apresentaram maior densidade neuronal quando comparados ao grupo H (Fig. 6).

A suplementacdo com 6mega-3 e melatonina e a submissdo a exercicio fisico ndo interferiu no teste de
reconhecimento espontaneo de objetos (TREO) (Fig. 7).



DISCUSSAO

Em nosso estudo os animais apresentaram variacdo de peso em decorréncia do tipo de tratamento os quais
foram submetidos. No momento M30, os animais que receberam melatonina exdégena exclusivamente (grupo B)
apresentaram menor massa corporal quando comparados ao grupo controle e a todos os outros tipos de tratamento
utilizados. Os animais tratados com émega-3 e submetidos a natagdo (grupo E) também apresentaram peso corporal
menor do que os animais suplementados apenas com 6mega-3 (grupo A), submetidos apenas a natagdo (grupo C) e
tratados com melatonina e submetidos a natacdo (grupo D). Os animais do grupo A e do grupo C mostraram peso
superior aos animais do grupo controle. EM M60, os animais dos grupos suplementados com 6mega-3 (grupo A),
tratados com melatonina (grupo B) e submetidos a exercicio fisico (grupo C) apresentaram peso corporal maior do
que o grupo tratado com melatonina e e submetido a exercicio fisico (grupo F) e o grupo controle (grupo H).

Assim como houve aumento no peso corporal dos animais suplementados com 6mega-3 no momento M30 e
M60, um estudo realizado por Aguila et al. (1997) mostrou que a média do peso corporal dos animais do grupo tratado
com 6leo de canola, rico em 6mega-3, foi 11,8% maior que a do grupo controle. Esse efeito do w-3 sobre o peso corporal
pode ser explicado por estudo que relata que os acidos graxos estao envolvidos na adipogénese e, as dietas ricas em
AGPI, podem modular a expressao de proteinas no tecido adiposo, podendo atuar como reguladores transcricionais
de alguns genes relacionados ao metabolismo de lipideos (Queiroz et al. 2009).

Em nossos achados, no entanto, o grupo E que foi suplementado com 6leo de peixe associado ao treinamento
fisico, apresentou efeito contrario ao grupo A, no que se refere ao peso corporal em M30. A redugdo no peso corporal
dos animais no grupo E pode estar associada a realizacdo de exercicio fisico. Estudo recente relata que o ganho de peso
de animais submetidos a natacdo foi modificado em relacdo ao grupo controle, sendo observada diferenga ja na
segunda semana de treinamento. A diferenca de peso entre animais treinados e sedentarios crescia conforme o
treinamento progredia (Raquel 2013). A literatura aponta que o aumento da capacidade aerdbica estd associado
inversamente ao acimulo de gordura. De acordo com metanalise feita por Saavedra et al. (2011) a melhoria do
condicionamento aerébico desencadeia uma série de estimulos fisiolégicos que potencializam a captagio de oxigénio
e o uso dos acidos graxos como fonte de energia, o que reduz os depoésitos de gordura corporal e diminui os indices de
obesidade.

Estudo desenvolvido por Ando et al. (2013) evidenciou um aumento do uso de gordura como substrato
energético 24 horas apds a pratica de exercicio aerébico continuo ou intermitente. Entretanto, a magnitude do uso de
gordura nas 24 horas subsequentes a pratica foi maior nos individuos submetidos ao treinamento intermitente, o que
sugere que a intensidade, apesar da relevancia das cargas de volume, pode ser um importante fator que modula o grau
de dispéndio energético. Dessa maneira, sugere-se que atividades fracionadas ao longo do dia, com maior intensidade
e menor volume, possam causar maior impacto sobre o gasto energético diario.

Em contrapartida, relatos apontam que a pratica de exercicio fisico regular pode levar a modificacdes da
composi¢do corporal, aumentando a massa muscular e reduzindo a gordura corporal, o que pode ter acontecido com
o grupo C no momento M60. Os dados de estudo realizado por Pellizzon et al. (2002) mostram que ratos alimentados
com dieta normolipidica e treinados com natagdo por seis semanas apresentaram-se mais pesados que ratos com dieta
hiperlipidica também treinados, supondo que o exercicio frequente de natacdo foi capaz de elevar a massa muscular
dos animais com dieta normolipidica. Esses resultados mostram-se semelhantes aos apontados em nosso estudo, no
qual o grupo E que recebeu éleo de peixe e foi submetido a exercicio fisico, apresentou peso corporal menor do que os
animais do grupo C treinados e submetidos a dieta normal, no momento M30 e M60.

No momento M30, o peso corporal médio do grupo B mostrou-se inferior quando este foi comparado aos
demais grupos. Esse achado pode estar associado ao uso da melatonina, assim como apontado em investiga¢do
realizada por Rasmussen et al. (2001), no qual demonstrou que a administracdo didria de melatonina em ratos machos
de meia-idade alimentados com dieta hipercalérica diminuiu o peso corporal, suprimiu a deposicdo de gordura
visceral e restabeleceu niveis de leptina e insulina. De acordo com Cipolla-Neto (2014), a melatonina regula aspectos
biolégicos dos adipdcitos que influenciam o metabolismo energético, lipidemia e peso corporal como, por exemplo,
lipolise, diferenciacdo dos adipécitos e captagdo dos acidos graxos, apresentando um efeito antiobesogénico.

Na andlise do perfil bioquimico, obteve-se diferenca significativa apenas nos parametros do VLDL e do
triglicerideo dos animais tratados com melatonina ex6gena e submetidos a natagio (grupo F) em rela¢do aos animais
tratados apenas com melatonina (grupo B), no momento M30. No momento M60 os diferentes tipos de tratamento
resultaram em diferenca significativa no valor do HDL sérico dos animais do grupo F quando comparados aos animais
suplementados com dmega-3 e tratados com melatonina (grupo D). Os valores do VLDL e do triglicerideo, também
apresentaram diferencga significativa entre o grupo F quando comparado aos animais suplementados com 6mega-3 e
tratados com melatonina (grupo D) e animais suplementados com dmega-3 e submetidos a natagdo (grupo E). Para os
valores de glicose, os animais do grupo D mostraram valores superiores aos dos animais de todos os outros grupos
experimentais, exceto ao grupo controle, que também apresentou valores altos em relagdo aos animais suplementados
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com dmega-3 (A), submetidos a exercicio fisico (grupo C) e tratados com melatonina e submetidos a natagdo (grupo
F). Os animais do grupo E também apresentaram diferenca nos niveis glicémicos quando comparados ao grupo F.

Esses resultados nos valores do triglicerideo podem ser explicados pela reducdo das fracées de VLDL,
minimizando dessa forma, a produc¢do hepatica de triglicerideo, pela possivel reducio de acidos graxos livres. O alto
valor do HDL do grupo F em M60 pode ser decorrente do exercicio fisico. Estudos mostraram que o exercicio fisico é
eficaz em elevar os niveis de HDL em até 25% (Escalante et al. 2012), sendo essa elevagdo observada em fungdo da
frequéncia e intensidade do exercicio aerdbio (Kraus et al. 2002). Tal evento advém do estimulo a lipoproteina lipase,
considerando-se que a geracgdo de particulas de HDL é um processo inerente ao metabolismo das lipoproteinas ricas
em triglicérides (Despres et al. 1999), bem como da redugao no catabolismo da apolipoproteina A-I e diminui¢io da
atividade da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP) (Fergunson et al. 1998).

No entanto, o papel do exercicio sobre a elevacdo da concentracdo plasmatica de HDL parece estar
condicionado a diversos fatores, tais como: melhora na resisténcia a insulina, reducdo de peso corporal e
trigliceridemia, sexo, idade, perfil lipidico prévio e polimorfismos genéticos de enzimas e proteinas envolvidas no
metabolismo das HDL (Ardern et al. 2004). Tais fatores sdo responsaveis pela grande variabilidade da resposta do
colesterol HDL frente ao exercicio fisico.

Assim como observado em nosso estudo entre os grupos experimentais, pesquisa aponta que a suplementacao
com AGPI w-3 nio é capaz de modificar os niveis de HDL (Moore et al. 2006). Estudo realizado por Pedersen et al.
(2003), no entanto, aponta aumento nestes niveis. Quando analisados colesterol total e LDL, grande parte dos estudos
ndo observa diferenca significativa entre grupos suplementados com w-3 e grupos submetidos a dieta normal (Surette
et al. 2004). Entretanto, os efeitos dos acidos graxos dmega-3 no colesterol total, HDL e LDL ainda sido controversos.
Ademais, pesquisa realizada acerca do impacto da suplementacdo de 6mega-3 nas subfracdes da LDL também
mostrou-se inconsistente (Oelrich et al. 2013).

Nossos resultados estdo em concordancia com estudo prévio que demonstra que a suplementagdo com acidos
graxos w-3 provoca alteracdes lipidicas favoraveis no soro e nos tecidos. O achado mais consistente é a reducdo na
concentracdo sérica de triglicerideos e acidos graxos livres no estado pdés-prandial (Micallef & Garg 2008). Os
resultados observados neste estudo sdo semelhantes aqueles demonstrados recentemente por Skulas-Ray et al.
(2011), que observaram redugdo de 27% nas concentragdes de triglicerideos ap6s a ingestdo por 60 dias de 3,4 g de
acidos graxos 6mega-3 por individuos saudaveis com hipertrigliceridemia moderada. Oelrich et al. (2013), também
demonstraram diminuicdo de 26% das concentragdes de triglicerideos apés a ingestdo de 4 g de EPA e DHA durante
3 meses por individuos hipertrigliceridémicos.

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a reducdo nas concentracgdes séricas de triglicerideo
observadas com a suplementagcdo de EPA e DHA. Essa reducdo pode ser atribuida a modulagdo dos fatores de
transcricao nucleares (PPARa - “Peroxisome proliferator-activated receptor alfa”, PPARy - “Peroxisome proliferator-
activated receptor gama”, SREBP-1c - “Sterol regulatory element-binding transcription factor 1c¢”), que controlam a
expressao de enzimas envolvidas no metabolismo de triglicerideos (Duda et al. 2009).

A melhor evidéncia, no entanto, para explicar o decréscimo da concentracao de triacilglicerol é a reducido da
lipogénese hepatica ocasionada pela inibicao direta da atividade de enzimas hepaticas relacionadas com a sintese de
acidos graxos, como acido graxo sintase, glicose-6- fosfato desidrogenase e lipase triacilglicerol (Iritani et al. 1998) e
com o aumento da atividade de enzimas relacionadas com a oxidagdo dos acidos graxos, como a enzima carnitina
palmitoil transferase hepatica (Yoshida et al. 1999). Existe uma relacio dose-resposta entre os niveis de triacilglicerdis
e o consumo de acidos graxos w-3, quanto maior o consumo, maiores os beneficios na reducdo desses niveis (Etherton
etal. 2002).

Os nossos achados indicam a elevacdo dos valores da glicose nos ratos submetidos a suplementagdo com éleo
de peixe. Esses resultados encontram semelhangas aqueles descritos por Mori et al. (2000), os quais observaram
aumento significativo da insulina de jejum e tendéncia em elevar os valores da glicose de jejum em homens
hiperlipémicos apds a ingestdo de 6leo de peixe. Outros pesquisadores também relataram que os pacientes com
diabetes tipo 2, os quais haviam consumido esses acidos graxos, diminuiram a pressdo sanguinea e a concentra¢do de
triacilgliceréis; porém, houve aumento da concentragao de glicose de jejum (Woodman et al. 2002).

0 metabolismo glicémico é diretamente proporcional as dosagens dos 4cidos graxos w-3. O mecanismo mais
provavel para explicar os efeitos adversos desses AGPI no controle glicEmico seria um aumento na produgao da glicose
no figado, que pode ser relacionado com o aumento do fluxo dos precursores hepaticos da gliconeogénese (Woodman
etal. 2002).

A elevacdo da glicose sérica observada em grupos submetidos a dietas com 6mega-3, como os grupos D e E,
pode estar relacionada ainda, a sobrecarga de acidos graxos que resulta em hipertrofia do tecido adiposo. Esse fato
associa-se com a producdo de citocinas inflamatérias que podem desencadear hiperglicemia e resisténcia a insulina
(Lima-Leopoldo et al. 2013).



Uma outra hipdtese entre a relacdo de altos niveis glicémicos e AGPI pode estar associada ao estresse
oxidativo. A insaturacdo dos AGPI favorece a ac¢do dos radicais livres, consequentemente aumentando a
lipoperoxidacdo. Estudo realizado por Pedersen et al. (2003), relata que a suplementagio de AGPI w-3 tem sido
associada ao aumento na formacgao de espécies reativas de oxigénio - (ERO). Uma correlacdo entre a hiperglicemia e
0 aumento da peroxidacdo lipidica tem sido relatada (Peerapatdit et al. 2006).

Em nosso estudo, quando se compara os grupos em que houve a administracdo de melatonina ao grupo D,
sugere-se que de alguma forma que a melatonina pode ter exercido papel na reducdo da glicose dos outros grupos,
exceto neste ultimo. Exercendo o 6leo de peixe, importante influéncia na agio glicémica da melatonina, quando
administrado juntamente a esta.

A razdo do grupo E apresentar nivel glicémico elevado em comparacdo ao grupo F, pode estar atrelada a
auséncia da administracdo exégena da melatonina. Como observado por Picinato et al. (2002), a melatonina exerce
papel no controle dos ritmos circadianos envolvidos na regulacdo da homeostase da glicose, demonstrando um forte
ritmo de 24 horas na secre¢do de insulina. Estudo aponta que a agdo da melatonina sobre o perfil glicémico pode estar
associada ao seu efeito na melhora da captacdo de glicose, por aumentar sensibilidade a insulina, promovendo
alteracdes na expressdo génica da proteina transportadora GLUT-4 (Zanquetta et al. 2003).

De acordo com os resultados obtidos, os grupos C, E, F e G apresentaram baixos indices glicémicos em relagio
ao grupo D, assim como os grupos C e F apresentaram menor taxa de glicose quando comparados ao grupo controle.
Esses achados parecem ser resultantes do aumento da eliminacdo de glicose nos musculos que estdo realizando
trabalho, levando a diminui¢do das concentragdes de glicose no sangue (Goodyear & Kahn, 1998). Esse mecanismo de
transporte de glicose no musculo esquelético ocorre independente da insulina, que apresenta sua secre¢io reduzida
pelas células B-pancreaticas em funcdo da atividade simpatica. O aumento do gasto energético pela musculatura
esquelética em decorréncia do exercicio fisico, promove um aumento da relacdo intracelular AMP: ATP, que por sua
vez estimula a via AMPK (adenosina monofosfato quinase), promovendo a translocagio das vesiculas contendo GLUT-
4 e resultando na facilitagdo do transporte de glicose para o musculo, de maneira semelhante a da insulina (Musi et al.
2001).

No entanto, o mecanismo de transporte de glicose através da via de sinalizagdo da AMPK ndo parece ser o
Unico mecanismo responsavel por esse processo metabdlico. De maneira semelhante, existem inumeras outras
moléculas envolvidas nesse mecanismo de sinalizacdo durante o exercicio. O aumento na concentracio do ion calcio
no interior da célula, a atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) na sintese de dxido nitrico (NO), o aumento na
concentracdo de bradicinina, ou até mesmo a hipdxia podem estimular a captagio de glicose através do aumento da
translocacdo do GLUT-4 para a membrana durante a contragdo muscular (Roberts et al. 1999).

A suplementagdo com 6mega-3 e melatonina associados a exercicio fisico interferiu no nimero de neurénios
da regido CA1 do hipocampo. No momento M30, apenas os animais suplementados com dmega-3 e tratados com
melatonina (grupo D) diferiram significativamente dos animais do grupo suplementado apenas com 6mega-3 (grupo
A) e do grupo suplementado com 6mega-3 e melatonina associado a exercicio fisico (grupo G), apresentando uma
maior densidade neuronal. Aos 60 dias de idade (M60) o grupo tratado com melatonina (grupo B) apresentou
densidade neuronal maior que a dos grupos A, G, E, F e H. Diferentemente, o grupo submetido a exercicio fisico (grupo
C) apresentou uma menor populacio neuronal em relagio aos grupos A, D, E, F e G. Os animais tratados com 6mega-3
e melatonina (grupo D) apresentaram maior densidade de neurdnios do que os grupos A, E, F e H. Os grupos A, E, Fe
G também apresentaram maior densidade neuronal em relagdo ao grupo H.

O fato do grupo A ter apresentado uma baixa densidade de neurdnios na regido CA1 no momento M30 pode
estar interligado a relacdo dos AGPI w-3 com o estresse oxidativo, que tem sido abordada na literatura (Smaoui et al.
2006). A insaturacdo dos AGPI favorece a acdo dos radicais livres, consequentemente aumentando a lipoperoxidagao.
Erdogan et al. (2004) relatou que a suplementacdo com AGPI w-3 esta relacionada ao aumento da formagio de ERO,
que tratam-se de moléculas extremamente reativas e com grande capacidade de combinar-se inespecificadamente
com diversas moléculas da estrutura celular, resultando em dano tecidual (Salvador & Henriques 2004).

A suplementagdo com 6leo de peixe quando associada a administracdo da melatonina (grupo D), resultou em
maior densidade neuronal em relacdo a suplementacgao realizada apenas com 6leo de peixe (grupo A), em M60 e em
M30. Esses dados corroboram com estudos que relatam que a melatonina, através da sua agdo antioxidante, apresenta
efeito neuroprotetor (Chu et al. 2016). O mesmo nao foi visto no grupo G, no qual além da suplementagao com éleo de
peixe e melatonina, foi submetido a pratica de exercicio fisico, a qual juntamente com o 6mega-3, pode contribuir com
a producdo de ERO, devido ao metabolismo energético acelerado. Essas espécies indutoras do dano oxidativo podem
contribuir para a neurodegeneracgdo (Radak et al. 2013).

A acdo da melatonina reforga a afirmativa de que a membrana neuronal torna-se mais sensivel as lesdes
oxidativas se ndo for adequadamente contrabalan¢ada pela defesa antioxidante (Tota et al. 2010). Segundo Crupi et
al. (2011), a melatonina exerce ainda acdo sobre as células tronco neurais (CTN), aumentando a proliferacao, a
viabilidade, a sobrevivéncia e a diferenciacao destas. Estudos realizados por Rennie et al. (2009), constataram que a
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pinealectomia causa um decréscimo no nimero de neurdnios piramidais no hipocampo de ratos adultos. Tal fato pode
ser revertido apds a reposicdo de melatonina na agua de beber dos animais.

A menor populacdo de neurdnios observada no grupo C (Fig. 6C) no momento M60, pode estar associada a
elevacdo na producdo de ERO que ocorre durante o exercicio fisico, em decorréncia do aumento do metabolismo
celular e consequentemente a captacao e utilizacdo de oxigénio pelos tecidos periféricos (Schneider & Graham 2004).
As modalidades esportivas que obtém energia através do metabolismo aerdbio apresentam maior facilidade de
promover a liberacdo de ERO em comparagdo com aquelas que obtém energia através do metabolismo anaer6bio
(Goldfarb 1999).

As mudancas morfoldgicas e funcionais do hipocampo podem interferir nos processos cognitivos (Gomez-
Pinilla & Ying 2010). Estas modificacdes em fases de desenvolvimento do SNC sio reproduzidas na forma de retracio
dos dendritos no hipocampo, diminui¢do da neurogenese no giro denteado e dos espinhos dendriticos e
funcionalmente na transmissdo glutamatérgica alterada (Hennebelle et al. 2014). Estudos revelaram também
diminui¢do nos niveis de fator neurotroéfico derivado do cérebro (BDNF) hipocampal nos ratos submetidos ao exercicio
fisico (Hashimoto 2010).

Opondo-se aos achados expostos acima, outras pesquisas relatam beneficios na utilizagido do exercicio, tais
como aumento do numero de neurdnios hipocampais em ratos, melhora da meméoria espacial de curta e longa duracio,
aumento nos niveis de BDNF (Khabour et al. 2013) e aumento da densidade dos astrdcitos GFAP positivos hipocampais
que estdo diretamente envolvidos com a neuroplasticidade (Saur et al. 2014).

Estudo recente relata que embora o exercicio de intensidade moderada aumente a ativagao de neur6nios do
hipocampo, ha aumento significativo dos niveis sanguineos de lactato e outros marcadores de resposta ao estresse
bioldgico. Nesse mesmo estudo foi observado que a neurogénese hipocampal é mais significativa em exercicio de baixa
intensidade, ndo havendo a producdo de lactato ou estresse bioldgico (Soya et al. 2011).

Em particular, a memoria espacial é conhecidamente dependente da atividade hipocampal em ratos
(Henninger et al. 2007). Embora tenha sido observado alteragdes morfoldgicas no hipocampo entre os diferentes
grupos experimentais, estas nao resultaram em diferencas significativas no TREO.

Semelhante aos nossos resultados, estudo recente mostra que nao houve diferenca na aprendizagem,
emocionalidade e na atividade exploratoéria, com o uso de AGPI. Ao comparar a relagdo intragrupo, através do indice
de discriminacdo, observou-se que a memoria foi preservada em todos os grupos, independente do protocolo utilizado,
alcangando o reconhecimento do novo objeto quanto a sua forma e localizacdo (Rachetti et al. 2013).

Os dados relativos ao teste de memoria discordam de estudos realizados com ratos jovens submetidos a uma
dieta rica em AGPl 6mega-3 que apresentaram efeitos positivos na habilidade de aprendizagem (Carrié et al. 2000).

Corroborando com os nossos resultados quanto a realizacdo de exercicio fisico e seu efeito no TREO, em
estudo realizado por Mello et al. (2008), ratos que foram submetidos ao exercicio forcado durante 8 semanas em
esteira mecanica, ndo apresentaram diferencga significativa quando comparados ao grupo controle, mostrando efeito
nulo da atividade fisica no teste de memoria espacial. Curiosamente, 0 mesmo tipo de exercicio aplicado durante 2
semanas resultou em prejuizo no desempenho dos ratos no referido teste.

O tipo de exercicio e a intensidade sdo parametros criticos a serem considerados. A intensidade alta do
exercicio pode ser um fator estressor e resultar em prejuizos iniciais a aquisicdo de uma tarefa de aprendizado espacial
(Blustein et al. 2006). Pequenas quantidades didrias de exercicio, resultando em exercicio de baixa intensidade foram
eficazes em demonstrar melhoras no aprendizado espacial, diferentemente de quantidades médias ou altas de
atividade fisica (Garcia-Capdevila et al. 2009).

CONCLUSOES

A suplementagdo com 6mega-3 e melatonina e a submissao ao exercicio fisico interferiu no metabolismo dos
animais aos 30 e aos 60 dias, resultando em alteragdo do ganho de peso, semelhantemente ao que é descrito na
literatura. Os AGPI EPA e DHA, a melatonina e o exercicio fisico exerceram ainda efeitos sobre os niveis de glicose,
HDL, VLDL e triglicerideos dos animais.

0 tempo de suplementacdo das ratas com dmega-3 e melatonina, e treinamento fisico, interferiu de maneira
significativa sobre a densidade dos neurdnios piramidais da regido CA1 do hipocampo da prole, avaliada aos trinta e
sessenta dias de idade, indicando que os diferentes protocolos utilizados tém influéncia no desenvolvimento do tecido
cerebral.

O exercicio fisico e a suplementacdo com O6leo de peixe e melatonina aplicados durante o periodo
experimental ndo foram capazes de causar influéncia nos processos relacionados ao aprendizado. A presente pesquisa
fornece novas evidéncias de que os efeitos induzidos pela associacdo entre 6mega-3, melatonina e exercicio fisico no
aprendizado e na memoria nem sempre sido benéficos e dependem da intensidade, do periodo de desenvolvimento e
do tempo de aplicagdo das intervengoes.



Embora os efeitos da suplementacdo com Omega-3, melatonina e exercicio fisico sobre memdria,
morfometria hipocampal, perfil bioquimico e desenvolvimento corporal tenham sido estudados de forma individual
ou combinada, existem algumas divergéncias quanto aos resultados encontrados, indicando que investigacdo adicional
é indispensavel para esclarecer os mecanismos envolvidos.
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Legendas das Figuras

Fig. 1. Fotomicrografias do hipocampo de rato. A - Secgao coronal do hipocampo com indicagdes das regides CA1, CA2,
CA3, CA4 e GD. B - Regido CA1l. Os boxes em preto representam as areas onde foram feitas as contagens da
densidade celular. C - Grade (21 x 21) utilizada para a contagem dos pontos de intersecc¢do de retas que incidiram
sobre os neuronios piramidais. Cresil violeta: 400X.

Fig. 2. Valores de peso corporal (média + desvio padrio) dos animais avaliados aos trinta (M30) e aos sessenta (M60)
dias de idade. A - 6mega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio
fisico; F- melatonina e exercicio fisico; G - 6mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Letras diferentes
em cima da coluna indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Fig. 3. Perfil bioquimico sérico dos animais avaliados aos 30 dias de idade (M30). A - 6mega-3; B - melatonina; C -
exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico; F- melatonina e exercicio fisico; G -
O0mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Mediana # intervalo interquartilico. Letras diferentes em
cima da coluna indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Fig. 4. Perfil bioquimico sérico dos animais avaliados aos 60 dias de idade (M60). A - 6mega-3; B - melatonina; C -
exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico; F- melatonina e exercicio fisico; G -
O0mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Mediana * intervalo interquartilico. Letras diferentes em
cima da coluna indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Fig. 5. Fotomicrografias do hipocampo de rato aos 30 dias de idade (M30). Neurdnios piramidais da regido CA1 (setas).
A - dmega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico; F-
melatonina e exercicio fisico; G - 6mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Cresil violeta: 400X.

Fig. 6. Fotomicrografias do hipocampo de rato aos 60 dias de idade (M60). Neur6nios piramidais da regido CA1 (setas).
A - dmega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico; F-
melatonina e exercicio fisico; G - dmega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Cresil violeta: 400X.
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Fig. 7. Teste de reconhecimento espontdneo de objetos nos momentos M30 e M60. A - 6mega-3; B - melatonina; C -
exercicio fisico; D - dmega-3 e melatonina; E - dmega-3 e exercicio fisico; F- melatonina e exercicio fisico; G -
O0mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle (p > 0,05).
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Os Quadros

Quadro 1. Média da densidade de area (%) de neurdnios piramidais da regido CA1 do hipocampo de ratos avaliados
aos trinta e sessenta dias de idade (M30 e M60, respectivamente).

Grupos 30 dias 60 dias

A 19,68 + 1,03 20,38+ 0,352
B 20,10 £ 0,693bc 22,63 £ 0,34b
C 20,72 £ 0,48 abc 15,61 + 0,58¢
D 24,24 + 1,31bc 23,22 £ 0,46bd
E 20,36 £ 0,61 abc 20,50 £ 0,432
F 20,23 £ 0,59 abc 19,91 + 0,42 2ef
G 19,00 + 0,454 21,14 £ 0,35 abdef
H 21,17 £ 0,55abc 16,97 + 0,40¢

A - dmega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - 0mega-3 e melatonina; E - dmega-3 e exercicio fisico; F- melatonina
e exercicio fisico; G - 0mega-3, melatonina e exercicio fisico; H - controle. Letras diferentes na mesma coluna indicam

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo com dmega-3
e melatonina, associados a exercicio fisico moderado sobre a atividade elétrica cortical
de ratos jovens. Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus) de 60 dias de idade, divididas
em oito grupos experimentais (n =5 animais/ grupo) de acordo com o tratamento: A —
Odmega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - dmega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e
exercicio fisico; F- melatonina e exercicio fisico; G - 6mega-3, melatonina e exercicio
fisico; H — controle. A prole (n = 5 machos/ grupo) dos referidos grupos experimentais
foi submetida ao mesmo protocolo das respectivas matrizes, e sua atividade elétrica
cortical avaliada aos 70 dias de idade por meio do registro do eletrocorticograma (EcoG),
o qual foi analisado com técnicas de andlise linear e ndo linear. O comportamento do
espectro de poténcia evidenciou um aumento da contribuicdo do ritmo beta entre todos
0S grupos experimentais, analisados pela Transformada de Fourier (TF). Os animais do
grupo suplementado apenas com 0Omega-3 apresentaram menor media para a
complexidade de Lempel-Ziv (CLZ), mostrando maior auto-similaridade da atividade
elétrica cortical. A analise de flutuacdo sem tendéncia (DFA) indicou modificacdo dessa
atividade, com menor valor do expoente o observado no grupo 6mega-3 e melatonina

associados a exercicio fisico.



Palavras-chave: Analise linear e ndo-linear, ECoG, Exercicio fisico, Melatonina,

Omega-3.

Abstract

The aim of this study was to verify the effects of supplementation with omega-3
and melatonin associated with moderate physical exercise on the cortical electric activity
of young rats by means of linear and non-linear analysis techniques of the ECoG
recording. Sixty-day-old rats (Rattus norvegicus) were divided into eight experimental
groups (n =5/ group) according to the treatment: A - omega-3; B - melatonin; C - physical
exercise; D - omega-3 and melatonin; E - omega-3 and exercise; F- melatonin and
exercise; G - omega-3, melatonin and exercise; H - control. The offspring (n =5 males /
group) of these experimental groups were submitted to the same protocol of their
respective matrices and their cortical electrical activity evaluated at 70 days old, through
the electrocorticogram (EcoG) recording, which was analyzed using linear and nonlinear
analysis techniques. The behavior of the power spectrum evidenced an increase in the
contribution of the beta rhythm among all the experimental groups, analyzed by the
Fourier Transform (TF). The animals in the group supplemented with only omega-3
presented a lower average for the complexity of Lempel-Ziv (CLZ), showing greater self-
similarity of the cortical electric activity. The detrended fluctuation analysis (DFA)
indicated a modification of this activity, with a lower o exponent value observed in the
omega-3 and melatonin associated with physical exercise group.

Keywords: ECoG, Exercise, Linear and non-linear analysis, Melatonin, Omega-3.

INTRODUCAO

Os acidos graxos sdo essenciais para o funcionamento do cérebro e transmissédo
de impulsos neurais, apresentando papel importante no desempenho cognitivo, no
metabolismo de neurotransmissores e no desenvolvimento neural (Chalon et al., 2001).
Dentre estes, destacam-se 0s acidos graxos poliinsaturados (AGPI), os quais representam
um terco do valor total de lipideos neste o6rgdao (Swingler, 2008). O &cido
docosahexaenoico (DHA) e o eicosapentaenoico (EPA), representantes dos AGPI ®-3,
apresentam papel fundamental nas propriedades fisico-quimicas da membrana tais quais
fluidez, permeabilidade e viscosidade; caracteristicas criticas no controle de transferéncia

de informag0es neuronais (Stonehouse, 2014).



A deficiéncia de DHA e EPA pode causar perda de habilidades de aprendizagem
e memoria (Fedorova et al., 2007), além de prejudicar o processo de mielinizagdo que
pode provocar déficits sensoriais, bem como atraso no crescimento em neurénios do
hipocampo (Borba et al., 2010). Em contrapartida, a presenca destes AGPI favorece a
acao dos radicais livres com consequente aumento da lipoperoxidagédo (Erdogan et al.,
2004). Quantidades elevadas de radicais livres, bem como uma deficiéncia de
mecanismos antioxidantes sdo fatores que contribuem para problemas neurocognitivos e
neurodegenerativos, em razao do aumento da apoptose celular hipocampal decorrente de
estresse oxidativo, com consequente implicagdo no processo de neurogénese (Manda e
Reiter, 2010).

Na busca da reducdo do estresse oxidativo no cérebro, véarios estudos tém
apontado para o efeito neuroprotetor da melatonina, através da acao redutora de radicais
livres (Tan et al., 2015); capacidade de estimular uma série de enzimas antioxidantes
(Tan, 2010) e atuacdo no aumento da atividade de outros oxidantes (Mayo et al., 2003).

Associado a agdo antioxidante da melatonina, o exercicio fisico também parece
ser capaz de apresentar efeito neuroprotetor, diminuindo a expressdo de genes associados
ao estresse oxidativo e aumentando a expressao de genes associados a plasticidade
sindptica, a funcdo mitocondrial e ao desenvolvimento dos espinhos dendritcos, evocando
aprendizado e memdria (Stranahan et al., 2008).

Uma maneira de investigar os efeitos da suplementacdo com -3 e melatonina,
associada ao exercicio fisico sobre a sua atividade cerebral é atraves do
eletrocorticograma (ECoG), uma ferramenta importante para avaliar o padrdo de
normalidade ou detectar disfuncdes dessa atividade (Geng et al., 2014). Nesta técnica
registra-se 0 somatério das atividades elétricas das populacbes de neurdnios, com uma
modesta contribuicdo das células gliais (Niedermeyer e Silva, 2004), produzido através
da amplificacdo e gravacdo de diferencas de tensdo entre os eletrodos colocados
diretamente sobre o cortex cerebral, que refletem essa atividade (Geng et al., 2014).

A atividade cerebral comporta-se como parte de um sistema dindmico
deterministico ndo-linear, o qual, ao longo dos ultimos anos, tem sido estudado sobre o
ponto de vista da teoria do caos (Faure e Korn, 2001; Diaz et al., 2015). Um sistema
dindmico deterministico tem o seu estado em um instante dependente de seu estado num
instante precedente. A ndo-linearidade de um sistema, por sua vez, diz respeito a
imprevisibilidade dos efeitos de pequenas mudangas nas condig¢des iniciais de suas

variaveis. Assim, ao contrario dos sistemas lineares, a resposta total ndo pode ser
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conhecida simplesmente pelo somatério das partes constituintes (proporcionalidade e
superposicao) (Savi, 2006).

O caos no cérebro pode implicar o grau de imprevisibilidade dos eventos mentais
e comportamentais que esta de acordo com a extensdo das variagdes nos padrdes espaco-
temporais da atividade dos sistemas caoticos. A descoberta do caos também tem
profundas implicagOes para o estudo das funcgdes cerebrais como um sistema dindmico
(Bob, 2008).

Além do dominio do tempo, 0s processos caoticos podem ser descritos no dominio
da frequéncia. Neste contexto, pode-se efetuar a analise de uma série temporal em um
espaco apropriado. A técnica de Transformada de Fourier (TF), pela qual obtemos o
espectro de poténcia (Maciver e Bland, 2014), estabelece uma relacdo entre uma série em
um determinado intervalo de tempo e como certas frequéncias contribuem para esta série
(dominio da frequéncia); trata-se de um método de analise linear (Savi, 2006).

Entretanto, a descrigdo de fenGmenos naturais a partir de modelos lineares fica
sempre restrita a uma pequena regido, ndo permitindo a correta compreenséo de diversos
aspectos a ela associada. Dessa forma, métodos de dindmica nao linear foram propostos
para descrever 0s processos cadticos, tais como a Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) e
Anélise de Flutuacdo Destendenciada (Detrended Fluctuation Analysis - DFA) (Huang et
al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo com dmega-3
e melatonina associados a exercicio fisico sobre a atividade elétrica cortical de ratos

jovens por meio de técnicas de anélises linear e ndo-linear do registro de ECoG.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 Rattus norvegicus, variedade Albinus, linhagem Wistar,
fémeas (FO), provenientes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da UFRPE, local onde foram realizados os ensaios bioldgicos. Os mesmos foram
mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 £ 2°C), em ciclo claro-escuro de
12 horas, com agua e alimentacédo ad libitum.

Estes foram divididos em oito grupos experimentais (n = 5 animais/ grupo) de
acordo com o tratamento: A — 6mega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - dmega-
3 e melatonina; E - 0mega-3 e exercicio fisico; F- melatonina e exercicio fisico; G -

0mega-3, melatonina e exercicio fisico; H — controle. Os protocolos foram iniciados a



partir dos 60 dias de idade das matrizes e prosseguiu até o desmame da prole (165 dias
de idade).

A suplementagdo com ®-3 foi realizada por meio de capsulas de éleo de peixe
Naturalis® (1000mg) contendo 180 mg EPA e 120 mg DHA) administrado por meio de
gavagem (Braga et al., 2007). A melatonina foi administrada na dose de 0,5mg/kg de peso
corporal, entre as 18:00 e 19:00 horas (Subramanian et al. 2007), por via subcutanea. A
melatonina cristalina (Sigma Chemical Co, Et. Louis, Mo., USA) foi dissolvida em 0,1
ml de NaCl a 0,9%, contendo 5% de etanol. O grupo controle recebeu injecdes diarias de
0,1ml do veiculo por via subcutanea (Redins et al., 2000) e solucéo fisioldgica de NaCl
0,9% por meio de gavagem.

O exercicio moderado de natacdo foi realizado em tanque com agua mantida em
temperatura controlada de 31°C + 1°C. A sessdo de treino teve duracdo de 60 minutos,
realizada numa frequéncia de cinco dias por semana (Saad et al., 2002). Inicialmente, os
animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo ao meio aquoso durante cinco dias
consecutivos, em que o tempo das sessdes foi aumentado gradualmente até atingir o
estipulado no protocolo. Do 1° ao 4° dia de adaptacdo, 0s animais permaneceram no
tanque por 15, 30, 45 e 60 minutos, respectivamente. No 5° dia, foi repetido o mesmo
tempo realizado no dia anterior (60 minutos) o qual foi utilizado até o fim do experimento.

A prole (n =5 machos/ grupo) foi submetida ao mesmo protocolo das respectivas
matrizes desde o desmame até os 70 dias de idade. Nesse momento, os animais foram
pesados em balanca analitica e anestesiados com uma associagao de cetamina (50 mg) e
xilazina (20 mg), na dose de 0,1 mL da solucéo para cada 100 g de peso vivo, administrada
por via intramuscular (Massoni, 2011). A temperatura corporal foi controlada em torno
de 37,5 £ 1°C com aquecedor elétrico posicionado sob o animal.

Com a cabeca do animal fixada a base de um estereotaxico, realizou-se uma
pequena incisdo na pele e foi removido parte do peridsteo. Posteriormente, trepanou-se
um orificio circular com aproximadamente 3 mm de didmetro sobre o hemisfério
esquerdo na regido parietal no cortex sensorio-motor cerca de 1,5 a 2,5 mm anteriore 1 a
2 mm lateral ao bregma. Neste orificio foi posicionado um eletrodo em aco inoxidavel e
outro eletrodo, do mesmo tipo, foi implantado sobre o osso frontal (eletrodo de
referéncia), numa adaptacdo para o método descrito por Nascimento et al. (2010).

Aos 80 dias de idade, apos cicatrizagédo da ferida cirdrgica, foi feita a aquisicao do
registro do ECoG. Para cada animal registrou-se 10 a 15 minutos da atividade cerebral

com um aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) numa taxa de amostragem de 6000
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pontos por segundo. Durante o registro do ECoG, os animais foram alocados em uma
gaiola de Faraday, a qual foi mantida fechada, evitando-se a interferéncia de estimulos
sonoros e luminosos (Aguiar et al. 2014).

Os registros dos ECoG foram segmentados em janelas de dois minutos. Estes
segmentos foram importados para o software OriginPro 9.0 (OriginLab, Northampton,
MA, USA) e filtrados com um filtro passa banda do tipo Transformada Répida de Fourier.
Em seguida os envelopes correspondentes aos ritmos: delta (0 - 4 Hz), teta (4 - 8 Hz), alfa
(8 - 16 Hz) e beta (16 - 32 Hz) foram extraidos pela Transformada de Hilbert (Welch,
1967). A utilizacdo desse teorema torna possivel a decomposi¢do de um sinal periddico
nas suas componentes frequenciais com a somatoria de termos senos e COSSENos

harmonicamente relacionados na forma da seguinte expresséo:
F() = j“; f (He 2" dt )
A funcdo F(v)é a transformada de Fourier da funcdo temporal f(t), que
representa as amplitudes das varias frequéncias de ondas que constituem o sinal f(t);
passando uma informacdo no tempo para o dominio da frequéncia. Entdo, F(v)

representa o grau de participacdo das componentes frequenciais da funcéo f(t).

O quadrado da Transformada de Fourier do ECoG gera seu espectro de poténcia.
A poténcia média obtida no espectro permite estimar a contribuicdo dos diferentes ritmos
cerebrais no sinal ECoG. Formalmente, o espectro de poténcia para um registro do ECoG
pode ser calculado como segue:

f (v)|*dv

j\)’edv

IVE
prm— VS

O]

E @
onde F(v) é a Transformada de Fourier do sinal no dominio do tempo, aqui representado

pelo ECoG. O E. é a energia do espectro de poténcia normalizado por um determinado

i Arei =|[v., Vv
intervalo de frequéncia @ [s’ e]

, aqui representado pelos diferentes ritmos (Machado
et al., 2012). Os espectros de poténcia foram construidos a partir de cada segmento de
ECoG e a poténcia média foi calculada em intervalos de frequéncia diferentes,

correspondente aos diferentes ritmos.

A complexidade do registro do ECoG foi calculada utilizando-se o método de

Lempel-Ziv (CLZ) (Abésolo et al., 2014) é definida pela seguinte equacao:



CLZ — c(n)log, n

@
n

onde c(n) é o nimero de digitos inseridos, n é o tamanho do sinal e k o ndmero de

simbolos diferentes na sequéncia (no caso binario, k = 2).

Quando calculada a CLZ, obtém-se um nimero que esta entre 0 e 1. Quanto mais
préximo de 1 for o resultado maior a CLZ e mais aleatdrio serd o comportamento do sinal,
quanto mais préximo o resultado for de 0 menor sera a CLZ, indicando que a série tem
maior auto similaridade (Aboy et al., 2006).

O método da andlise de flutuacdo destendenciada (Detrended Fluctuation
Analysis - DFA) desenvolvido por Peng et al. (1995), tem sido uma técnica largamente
usada para a deteccdo de correlacBes de longo alcance em séries temporais nao-
estacionarias (Goldberger et al., 2002). Esta técnica revela se uma série temporal possui
correlacdo de longo alcance e consiste na integracdo do sinal que esta sendo analisado,
visando a sua descricdo como um processo auto-similar. Em nosso caso, o0 ECoG é
integrado a séries auto-similares y; (k), onde k € o nimero de intervalos.

Desta forma, a série temporal é dividida em diferentes intervalos de
escalonamento (caixas), e uma regressdo linear é ajustada para cada caixa de
comprimento L, assim, a tendéncia local € representada dentro dessa caixa y, (k).
Quando a tendéncia é removida, a flutuacdo da raiz quadrada média da série temporal,
sem tendéncia, é dada por:

F(L) = y1/N E{=1 [y (k) — v, ()1 @
F (L) é a flutuacdo média, segue uma lei de poténcia com o L da seguinte forma:
F(L) ~ L% ¢5

O expoente de escalonamento a é obtido pela inclinagdo de um grafico duplo log
de F(L) versus L. A auto-similaridade do expoente a pode ser calculada usando a
inclinacdo obtida por regresséo linear de grafico log F(n) versus log n. Se a.= 0,5, entdo
a série ¢ dita descorrelacionada; o > 0,5 indica correlagdes de longo alcance persistentes;
a < 0,5, mostra uma correlacdo de longo alcance anti-persistentes. Os outros valores que
podem ser encontrados sdo: o = 1 correspondente ao ruido 1 /f; o a > 1 existe correlagao
no sinal, contudo esta ndo segue a forma de uma lei de poténcia; o= 1,5 - ruido marrom
(You-Fou et al., 2013).

O método de DFA permite uma distin¢do confiavel entre diferentes tipos de sinais,

com base na variacdo dos pardmetros de escala, 0 que pode ser importante para a



compreensdo da origem do ECoG e para saber se 0 processo € gerado por mecanismos
estocasticos ou caoticos (Bryce e Sprague, 2012).

Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicdo dos dados obtidos. Para os dados cujos valores seguiram uma distribuicéo
gaussiana realizou-se uma andlise de variancia (ANOVA) e teste post-hoc de Tukey. Os
dados com distribuicdo ndo gaussiana foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e
post-hoc de Dunn. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software Graphpad®
Prismav. 5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento das poténcias das ondas é caracteristica de cada animal,
independentemente do tratamento realizado (Fig. 1). Houve contribuicdo de todos os
ritmos cerebrais (delta, teta, alfa e beta).
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Figura 1. Espectro de poténcia para um animal de cada grupo experimental. A energia de cada onda é
calculada pela integral da &rea do intervalo de frequéncia correspondente das ondas: delta (0,5 — 4 Hz), teta
(4 — 8 Hz), alfa (8 — 16 Hz) e beta (16 — 20 Hz). A — 6mega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D -
O0mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico; F- melatonina e exercicio fisico; G - émega-3,
melatonina e exercicio fisico; H — controle.

O 0mega-3 e a melatonina associados ao exercicio fisico modificaram o padrédo

de comportamento da atividade cerebral no que se refere a contribuicdo das frequéncias

para a onda beta (p < 0,05), bem entre todos os grupos experimentais. Para as demais

ondas nao houve diferenca significativa, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de poténcia média (uv2. Hz?) das distintas ondas cerebrais.

Grupos  Delta (1-4 Hz) Teta (4-8 Hz) Alpha (8-12 Hz) Beta (12-30 Hz)
A 16,77 +£2,38% 4,34+0,42° 1,87+0,362 0,52+0,09*
B 13,85+0,67° 4,60 +0,38? 1,85+0,212 0,73+0,06°
C 12,99 £ 12,99 @ 4,770,142 2,07+£0,05% 1,30+0,03°¢
D 12,07+0,73% 507+0,29° 2,10+0,17% 1,09 + 0,07 9
E 13,28 +0,87% 519+0,43% 2,03+0,16% 0,77+0,05°
F 1437+1,36% 4,66 + 0,232 2,00+0,12% 0,93+0,07
G 12,47+0,90° 439+0,21° 1,98+0,112 1,12 £ 0,06 ¢
H 15,46 +0,95% 531+0,44°% 1,96+1,962 0,75+0,09"

A — 0mega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico; F-
melatonina e exercicio fisico; G - 6mega-3, melatonina e exercicio fisico; H — controle. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).

O ritmo beta é observado em atividade fisica ou mental especifica e estados de

tensdo, além de estar relacionada ao processo de cognigdo (Geng et al., 2014). O grupo
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A apresentou a menor poténcia da onda beta. Oleos ricos em AGPI sdo altamente
propensos a oxidacdo de perdxidos lipidicos e outros produtos de oxidacdo secundaria.
Os Gleos oxidados podem ter sua atividade bioldgica alterada, tornando-os ineficazes ou
prejudiciais (Alberts et al., 2013), o que pode estar relacionado a reducéo de poténcia na
onda beta observada no referido grupo.

De acordo com os resultados obtidos, o grupo C, o qual foi submetido a exercicio
fisico, apresentou a maior poténcia desse ritmo. Isto pode estar relacionado aos relatos
acerca da onda beta ser predominante em atividades motoras, exercicios de alta
intensidade e concentracdo (Moraes et al, 2007). Além disso, a predominancia de onda
beta no grupo C denota alta atencdo e aprendizado cognitivo associados a melhora da
atividade cerebral e funcéo cognitiva decorrente do exercicio fisico (Baker et al., 2010).

Os mecanismos pelos quais o exercicio produz beneficios no cérebro,
provavelmente envolvem mudancas na plasticidade sindptica. Diversas adaptacbes
organicas ocorrem frente a exigéncia metabdlica durante o estado de atividade corporal
aumentado, ativando as cascatas moleculares e celulares que aumentam a sensibilidade
cerebral a insulina, melhoram a vascularizacdo e o metabolismo energético e aumentam
a neurogénese e sinaptogénese (Chen et al., 2016).

O exercicio fisico também parece ser capaz de modular mecanismos de
neurotransmissdo cerebral e sinalizacdo neurotréfica (Cotman e Berchtold, 2002),
diminuir a expressdo de genes associados ao estresse oxidativo e aumentar a expressao
de genes associados a plasticidade sinaptica, a funcdo mitocondrial e ao desenvolvimento
dos espinhos dendritcos, evocando aprendizado e memoria (Stranahan et al., 2008).

Quando a melatonina foi associada ao 6leo de peixe (grupo D), houve um aumento
na poténcia da onda beta. Isso pode estar associado ao apresentado na literatura, em que
revelou que a administracdo cronica de melatonina produz efeitos positivos sobre o
desempenho cognitivo (Tocharus et al., 2014), resultando assim no aumento da poténcia
da referida onda. O grupo G também mostrou uma alta representatividade do ritmo beta,
apresentando a segunda maior poténcia, indicando que a combinagdo entre as
metodologias utilizadas pode potencializar a atividade elétrica cerebral ao que
corresponde a esse ritmo.

Diferencas significativas foram obtidas para os dados da Complexidade de
Lempel-Ziv (Tab. 2). Os animais do grupo A apresentaram menor média para este
pardmetro em relagdo aos grupos D, F e G, mostrando que a atividade cortical dos animais

do grupo A apresentou maior auto-similaridade, ou seja, 0 comportamento da atividade

11



cerebral mostra maior nivel de padronizacdo em relagdo aos demais grupos

experimentais.

Tabela 2. Valores obtidos para a Complexidade de Lempel-Ziv (média + desvio padréo) e andlise de
flutuagdo sem tendéncia (média + desvio padrao) dos registros do ECoG.

Grupos CLZ (M x=SD) DFA (M £ SD)
A 0,28 £ 0,06* 1,26 + 0,06°
B 0,42 + 0,04 1,09 + 0,02%
C 0,42 +0,16% 1,07 +£0,08%
D 0,48 +0,02° 1,11 +£0,02%
E 0,39 + 0,02 1,21 +£0,03?
F 0,46 +0,03° 1,10 +£0,03%
G 0,51 +0,03° 1,02 +£0,03°
H 0,39 + 0,04 1,20 + 0,02°

A — 6mega-3; B - melatonina; C - exercicio fisico; D - 6mega-3 e melatonina; E - 6mega-3 e exercicio fisico; F-
melatonina e exercicio fisico; G - 6mega-3, melatonina e exercicio fisico; H — controle. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).

O registro da atividade cerebral obtida no ECoG apresenta caracteristica de
caoticidade e auto-similaridade (Aguiar et al., 2014). Neste contexto, o termo caotico e
auto-similar teria uma conotacdo positiva, refletindo uma situacéo fisiologica, na qual o
organismo processa a informacdo mais rapidamente e pode ter uma maior variedade de
respostas as mudancas abruptas do meio no qual esta inserido (Wang et al., 2010). O
comportamento caotico € interessante para sistemas que necessitam apresentar uma
reacao rapida a determinadas perturbacoes (Savi, 2005).

Geralmente, se a = 0,5, ndo ha correlacdo, ¢ a série temporal € um néo
correlacionado (ruido aleatdrio); se a < 0,5, a série temporal € anti-correlacionada; se o >
0,5, existem correlagdes positivas na série temporal (Moura et al., 2009). Os dados
obtidos no presente estudo mostram que as séries correspondentes ao registro do ECoG
dos animais apresentam correlacdo, sendo persitente para o grupo G e anti-persistente
para 0s demais grupos.

Os valores médios do expoente o e 0S respectivos desvios-padrdo do DFA do
registro da atividade elétrica cerebral sdo apresentados na Tabela 2. Esses valores
mostram que todos os grupos apresentam correlacdo de longo alcance, mas ndo seguem
uma lei de poténcia (Golberger et al., 2002).

O grupo G diferiu dos grupos A, E e H, apresentando menor média (1,02 + 0,03)
para o valor do DFA. O valor do expoente o. aproximadamente igual a 1 pode ser favoravel

as condicOes necessarias para a manutencao da salde, o que corrobora com estudos que
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indicam que individuos saudaveis mostram correlacdes de longo alcance com o~ 1 (Peng
et al., 1995; Golberger et al., 2002). Dessa forma, observamos que a suplementagéo com
O0mega-3 e melatonina associados ao exercicio fisico de intensidade moderada apresentou
um melhor efeito sobre a atividade cerebral.

O fato do grupo G apresentar o valor do coeficiente mais préximo a 1 deve estar
relacionado ao tipo de tratamento envolvendo o dleo de peixe, a melatonina e a natagéo.
O DHA e o EPA atuam nas propriedades fisico-quimicas da membrana (Stonehouse,
2014), criticas no controle da transferéncia de informacdes neuronais (Cunnane et al.,
2009). Associado a isso, a melatonina colabora para a maturacdo e complexidade dos
dendritos dos novos neurdnios (Zhang et al., 2011), facilitando a sua integracdo a
circuitos pré-existentes (Benitezking, 2006). Ainda, o exercicio fisico também parece ser
capaz de modular mecanismos de neurotransmissao cerebral e sinalizacdo neurotrofica
(Cotman e Berchtold, 2002), produzindo beneficios no cérebro, provavelmente através de

mudancas na plasticidade sindptica (Chen et al., 2016).

CONCLUSOES

Diante dos resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que
suplementacdo com 6mega-3 e melatonina associados a exercicio fisico pode modular a
atividade elétrica cortical de ratos jovens, avaliada aos 80 dias de idade. Os efeitos dessa
modulacédo sobre o padréo eletrocorticografico por sua vez podem ser avaliados por meio
de métodos de andlise de dindmica linear e ndo linear, como o espectro de poténcia,

complexidade de Lempel-Ziv e analise de flutuacdo destendenciada.
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