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Resumo

A literatura traz uma série de estudos que buscam verificar a interferéncia da
nutricdo de fémeas durante os periodos de gestacdo e amamentacdo sobre o
desenvolvimento cerebral e cognitivo da prole, tanto em humanos quanto em outras
espécies. Os 4cidos graxos 6mega-3, em especial 0 4cido eicosapentaendico (EPA)
e 0 acido docosahexaenoico (DHA), tém sido descritos como importantes nutrientes
para um adequado desenvolvimento das funcdes do sistema nervoso na infancia,
adolescéncia e idade adulta. No presente trabalho, buscou-se verificar os efeitos da
suplementacao de ratas Wistar com émega-3 durante os periodos pré, peri e pos-
natal sobre parametros morfolégicos e bioquimicos e na atividade elétrica cortical da
prole. Os animais foram avaliados quanto ao desenvolvimento corporal, perfil
bioguimico e aspectos histoldgicos do tecido cerebral em momentos distintos (do
nascimento aos 70 dias de idade), utilizando analise bioquimica sérica. A atividade
elétrica cortical foi registrada pela técnica do eletrocorticograma (ECoG) e analisada
pelos métodos de espectro de poténcia, complexidade de Lempel-Ziv e dimensao
fractal do espaco de fase reconstruido do registro de ECoG. Ratos Wistar machos
foram divididos em trés grupos experimentais, sendo dois provenientes de ratas
suplementadas com dmega-3 (S60D e S90D) e outro de um grupo controle. A
suplementacdo de ratas Wistar com ©6mega-3 modificou o0s parametros
morfofisioldgicos (desenvolvimento cerebral e perfil bioquimico) da prole em relagéo
ao grupo Controle para os periodos avaliados. Os métodos matematicos propostos
foram sensiveis para detectar alteracbes no comportamento dos padrdes
eletrocorticograficos dos animais dos grupos experimentais, causadas pela

suplementacdo materna com dmega-3 durante os periodos pré, peri e pés-natal.
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Abstract

The literature bring a lot of studies that seek to verify the interference of females
nutrition during pregnancy and breastfeeding periods on brain and cognitive
development of offspring, both in humans and in other species. Omega-3 fatty acids,
especially eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), have
been described as important nutrients for proper development of nervous system
functions in childhood, adolescence and adulthood. In this study, we evaluated the
effects of the omega-3 supplementation on development and cortical electric activity
of the Wistar rats brain offspring. The animals were evaluated for body development,
biochemical profile and histological aspects of brain tissue at different times (from
birth until 70 days old) using serum biochemical analysis. The cortical electrical
activity was recorded through the eletrocorticogram (ECoG) technique and analyzed
by the following methods: power spectrum, Lempel-Ziv Complexity and fractal
dimension of the reconstructed phase space. Males Wistar rats were divided into
three groups, two from dams supplemented with omega-3 (S60D and S90D) and
another from a control group dams. Wistar rats omega-3 supplementation modified
morphophysiological parameters (brain development and biochemical profile) of
offspring compared to control group to the periods evaluated. Mathematical methods
proposed were sensitive to detect changes in the behavior of electrocorticographic
patterns, caused by maternal supplementation with omega-3 during pre, peri and

postnatal periods.
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1. INTRODUCAO

A suplementacdo com 6leo de peixe durante o periodo embrionario e/ou pos-
natal pode influenciar positivamente a incorporacéo de acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) 6mega-3 pelo ceérebro, proporcionando um melhor desenvolvimento deste

orgao e das funcdes a ele relacionadas.

A deficiéncia de acido docosahexaendico (DHA) - acido graxo poliinsaturado
de cadeia longa - durante o desenvolvimento embrionario tem sido associada com
anormalidades neurolégicas que podem estar relacionadas ao desenvolvimento
anormal da bainha de mielina (LEITE, 2011), fundamental para a propagacédo do
impulso nervoso ao longo das fibras dos axénios. Além disso, esse AGPI é
fundamental para um desenvolvimento adequado das células do hipocampo, que
tem importante papel nos processos de aprendizagem e memoria, tanto na fase
desenvolvimento do cérebro quanto em individuos na senilidade, agindo como um

neuroprotetor.

No Sistema Nervoso Central (SNC), os neurbnios conduzem o impulso
nervoso através de potenciais de acdo e sinapses (KANDEL et al.,, 2000). A
sobreposicdo de potenciais poOs-sindpticos de populacdes de neurbnios é
responsavel pela atividade elétrica cerebral detectavel pelo Eletrocorticograma
(ECoG). Apesar de ser aparentemente aleatorio, 0 ECoG apresenta propriedades

caoticas.

Os fenbmenos cadticos apresentam como principal caracteristica a
sensibilidade critica as condi¢fes iniciais, ou seja, uma pequena diferengca num
estimulo inicial pode resultar em respostas bastante diferentes (SAVI, 2006). Na

atividade elétrica cerebral, como em qualquer sistema fisioldgico, a capacidade de
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auto-regulacédo é que define a regra do caos. Uma vez que o cérebro apresenta-se
como um sistema dinamico nado-linear cadtico, a aplicacdo de métodos matematicos
lineares e ndo-lineares, como o espectro de poténcia, a dimensao fractal do espaco
de fase reconstruido e a complexidade de Lempel-Ziv, pode auxiliar na

compreensao de aspectos importantes desses processos.

A suplementacdo materna com 6mega-3 pode modificar fisico-quimicamente
o tecido cerebral na prole, alterando a composicao fosfolipidica e de colesterol das
membranas das células neuronais, o que por sua vez altera processos de
sinalizacdo celular, expressdo génica, e ainda a sintese protéica e lipidica. Uma
outra possiblidade é que AGPI e/ou seus metabdlitos possam interferir diretamente
sobre a modulacdo da atividade elétrica cortical da prole. Estas alteracdes podem
ser verificadas por meio da aplicacdo de técnicas matematicas na analise dos
registros da atividade elétrica cortical obtidos no ECoG. Neste trabalho, sao
analisados os efeitos da suplementacdo com édmega-3 em ratas Wistar durante os
periodos pré-gestacional, gestacional e de aleitamento materno sobre
desenvolvimento corporal, perfis lipidico e glicémico, morfometria do hipocampo e

atividade elétrica cortical da prole.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Cérebro e lipideos

Os lipidios séo responsaveis por cerca de metade do peso seco do tecido
cerebral. Assim, ndo € de estranhar que a bioquimica, neuroquimica, estrutura da
membrana lipidica e fun¢éo tenham evoluido junto com o conhecimento acerca do
funcionamento do cérebro. S&o componentes estruturais das membranas celulares e
atuam como reguladores. A quantidade de lipidios no tecido cerebral varia
espacialmente, entre as diferentes regides, e temporalmente, com a idade.
(BOURRE, 2009).

O cérebro é o 6rgdo do corpo mais rico em colesterol, contendo quase 25%
da quantidade total. A maioria (70 - 80%) deste colesterol esta presente na mielina,
onde desempenha um papel critico de isolamento. Os astrdcitos sdo a principal fonte

de colesterol para os neuronios (Fig. 1).

Colesterol
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Figura 1. Transporte de colesterol. O colesterol sintetizado no reticulo do astrécito liga-se a ApoE. Ao deixar
astrdcito, o complexo ApoE-colesterol ligando-se ao LDLR da membrana neuronal, sendo internalizada. O trafico
intracelular de colesterol requer proteinas do tipo 1 (NPC1) e 2 ( NPC2) Niemann-Pick tipo C. SREBP - Proteinas
de ligagdo do elemento de regulagdo do esterol. ApoE — apolipoproteina E. LDLR — receptor de LDL. CYP46 —
Citocromo P46. Traduzido de BENARROCH, 2008.

O colesterol é sintetizado no reticulo endoplasmatico pela HMGR (3-hidroxil-3-
metilglutaril-coenzima-A-redutase, regulado por um feedback inibitorio via proteina
de ligacdo do elemento de regulacdo do esterol (SRBP), que se liga ao gene do
HMGR. Astrocitos secretam o colesterol ligado a Apoliproteina E (ApoE) via
transportador BCA1l ligado ao ATP (ABCAl). O complexo apoE-colesterol é
internalizado via receptores LDL (LDLR). O colesterol é convertido em 24-
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hidroxicolesterol (24-OHC) via citocromo P450. Este e outros oxiesteréis podem
atravessar a barreira hematoencefalica ou ser trazidos do plasma via fluido
cérebroespinal (MARTIN; PFRIEGER; DOTTI, 2014).

No inicio do desenvolvimento, os axdnios crescem antes da chegada da
maioria das células gliais e quando as projecdes axonais sao relativamente jovens
(dias/ semanas) e curtas (mm/ cm). S6 apdés o estabelecimento das conexdes
neuronais os precursores de astrocitos e oligodendrocitos expandem em nimero e a
diferenciacdo dos precursores de oligodendrocitos leva a mielinizacdo (Fig. 2). A
sintese de colesterol tanto em neurbnios quanto em células gliais € maior durante a
embriogénese e infancia, quando a mielogénese € maxima (VITALI; WELLINGTON;
CALABRESI, 2014).

o . Astrécito
Oligodendrécito oLuT! Gic
Glc \\G\Icogenlo
' GJ 7
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acetato \I.Tpi ot
s
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Figura 2. Cooperacéo metabodlica dos axdnios, oligodendrdcitos e astrocitos no desenvolvimento de
substancia branca do SNC. Durante a mielinizacdo, o metabolismo esté orientado para a formacéo de
mielina. Glicose, lactato e N-acetil-aspartato (NAA), sdo utilizados para gerar o acetil-CoA para a
sintese de lipideos, incluindo colesterol da mielina. Enquanto o NAA é derivado de neurdnios através
de uma rota que ainda ndo esta totalmente esclarecida, o lactato pode ser entregue a partir de
astrocitos ou diretamente via jungbes comunicantes (GJ) ou ainda, por meio de lancamento e
reabsorcdo através transportadores de monocarboxilato (MCT). CoA: coenzima A; GLUT:
transportador de glicose; Glc: glicose; Lac: lactato; Pir: piruvato. Traduzido de HIRRLINGER; NAVE
(2014).

Nesta fase, os oligodendrécitos produzem grandes quantidades de lipideos e
proteinas em poucos dias, sintetizando o equivalente a sua propria massa, em
menos de 8 horas. Apds a conclusdo da mielinizagdo, um segundo desafio
metabdlico € manter estas estruturas, incluindo a bainha de mielina, que pode ser

considerada uma organela oligodendroglial externa (HIRRLINGER; NAVE, 2014).
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Dentre os lipidios no cérebro, destacam-se os fosfolipidios, dos quais as
fosfatidiletanolamina (PE) s&o os mais abundantes (BOURRE, 2009). Na fracdo de
PE de membranas, o DHA corresponde a aproximadamente 25% (em peso %) dos
acidos graxos totais no cortex cerebral (GUESNET; ALESSANDRI, 2011). Os
componentes mais importantes desses lipideos sdo os acidos graxos essenciais n-6,
acido linoléico (LA) e n-3, é&cido alfa-linolénico (ALA), que ndo podem ser
metabolizados pelo organismo, e sdo obtidos a partir da dieta (CRUPI; MARINO;
CUZZOCREA, 2013; VAN ELST et al., 2014). Portanto, a dieta € um fator ambiental

chave gue influencia a estrutura e funcéo do sistema nervoso (BOURRE, 2009).

Os n-6 e n-3 sao os precursores do n-6, acido araquidénico (AA), n-3, &cido
docosahexaendico (DHA) e n-3 &cido eicosapentaendico (EPA), respectivamente
(DESAI; KEVALA; KIM, 2014; VAN ELST et al., 2014), sendo estes ultimos
altamente concentrados no cérebro (CRUPI; MARINO; CUZZOCREA, 2013,
GRAYSON et al., 2014). Torna-se evidente que quantidades elevadas desses AGPI
Sa0 necessarias para a sinaptogénese e a maturacdo dos nervos (VAN ELST et al.,
2014). Trinta e cinco por cento dos lipideos cerebrais sdo AGPIs de cadeia longa
(ECKERT; LIPKA; MULLER, 2013).

Dietas com AGPI reduzem a concentracdo de colesterol ligada a membrana
neuronal, que em excesso, causa rigidez desta uUltima. Em células ndo neurais, a
suplementacdo com DHA aumenta a fluidez da membrana e o indice de insaturacao
dos &cidos graxos (HORROCKS; FAROOQUI, 2004).

A literatura nutricional e bioquimica tem discutido o conceito de fluidez de
membrana baseado, principalmente, no ponto de fusdo dos lipideos naturais que
diminuem seu ponto de fusdo a medida que aumenta o niumero de duplas ligacdes
cis. Por exemplo, os pontos de fuséo de dois AGPI de cadeia longa que diferem em
apenas uma dupla ligacao, o AA e o EPA sao 50°C e 54°C, respectivamente. J& o
ponto de fusdo para o DHA é de 44°C, que prediz que a fluidez diminui quando o
DHA é substituido por outros AGPI na membrana. Além disso, alteracbes na
insaturacdo de membranas de células neurais, em fungdo da temperatura sao
observadas apenas para os acidos graxos saturados e monoinsaturados, porém as
concentracdes de DHA néo sao afetadas (BRENNA; CARLSON, 2014).
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Ha cada vez mais evidéncias de estudos observacionais, epidemioldgicos,
biolégicos, bioguimicos que os AGPI édmega-3 podem proteger o cérebro contra o
envelhecimento e deméncia. Eles poderédo atuar, protegendo os neurénios, e / ou
tém propriedades antiamildide, antioxidantes, antiinflamatoria e antiaterogénicas
(BOURRE, 2009; CRUPI; MARINO; CUZZOCREA, 2013). No entanto, estudos mais
recentes buscam também verificar os processos de oxidacdo desses AGPI e suas

consequéncias nos tecidos.

Em comparacdo com o DHA, o EPA esta presente numa concentracdo muito
baixa de fosfolipideos cerebrais. No entanto, hum estudo de perfusdo cerebral in
situ, verificou-se que camundongos suplementados com EPA durante um longo
periodo apresentaram um aumento significativo na concentracdo cerebral dos niveis
desse AGPIL. No mesmo estudo demonstrou-se que assim com o DHA, o EPA

atravessou facilmente a barreira hematoencefalica (OUELLET et al., 2009).

A composicao dos lipideos dos tecidos neurais € Unica em relacéo ao seu teor
de DHA e outros AGPI, quando comparada a outros tecidos corporais. A retina,
considerada uma extensao do sistema nervoso central, também é rica em DHA. Os
niveis deste acido graxo nos tecidos, especialmente no tecido nervoso, sdo muito
sensiveis a ingestdo, mesmo quando comparado a outro importante AGPI de cadeia
longa, o &cido aracddnico (BRENNA; CARLSON, 2014).

O conteudo de DHA em membranas cerebrais € de importancia crucial para o
desenvolvimento ideal das fungcbes cerebrais. Niveis reduzidos de DHA no cérebro
sdo acompanhados por déficit de aprendizagem ligado a deficiéncias nos processos
de neurotransmissdo. Além disso, a reducdo de fornecimento DHA ao cérebro

produz diminuicdo do metabolismo energético cerebral (HARBEBY et al., 2012).

A relacéo entre a estrutura e a funcdo do tecido nervoso e AGPI se verifica
em diversos estudos envolvendo animais privados de DHA pré-formado em sua
dieta. E possivel observar que enquanto os 6rgéos fetais estdo formados na época
do nascimento, o cérebro continua a explorar o fornecimento de DHA materno no
periodo pds-natal. HA uma hipétese de que mulheres que consomem regularmente
DHA e assim, possuem niveis adequados deste acido graxo no inicio da gravidez
apresentariam maiores beneficios a sua saude, bem como a do bebé, quando

comparadas a mulheres que iniciem uma suplementagcdo com DHA durante a
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gravidez. Entretanto, até 0 momento ndo existe um consenso sobre o periodo critico
ideal para melhora dos niveis de DHA no leite materno (BRENNA; CARLSON,
2014).

Harbeby e colaboradores (2012) obtiveram dados experimentais que
suportam a hipétese de que os acidos graxos n-3 podem modular o metabolismo
cerebral e a utilizagdo de glicose. Ratos deficientes em DHA pela supresséao severa
de AGPI na dieta apresentaram alteracdes, dentre as quais se destacam: baixa
utilizacado de glicose cerebral, reducdo de transportadores de glicose GLUT, tanto
em células endoteliais quanto em astrocitos, além de repressao da expressao génica
de GLUT1 no estado basal e mediante ativacdo neuronal. Isto pode ser devido a

uma acao especifica do DHA na regulacao da expressédo de GLUTL1.

Um estudo anterior mostrou uma reducao significativa de GLUT1 endotelial (-
23%) em microvasos de ratos deficientes em AGPl 6mega-3 em comparacao ao
controle. Por outro lado, observou-se um aumento (+35%) em microvasos de ratos
suplementados com elevado teor destes AGPIs. Em paralelo, os mesmos autores
mediram a captacdo de glicose em culturas primarias de células endoteliais de
cérebro de rato (RBEC) expostas a DHA e EPA ou AA. A suplementacdo de RBEC
com DHA ou EPA aumentou a absorcédo de [3H]-3-O-metilglicose (refletindo o
transporte de glicose basal) em 35% e 50%, respectivamente, enquanto o AA nao
teve nenhum efeito, sugerindo que os AGPI 6mega-3 podem modular o transporte
de glicose cerebral em células endoteliais da barreira hematoencefélica,
possivelmente por meio de alteragdes na expressao e atividade de proteinas GLUT1
(PIFFERI et al., 2007).

Em cultivos de células endoteliais de cérebro de ratos tratadas com doses
fisiolégicas de DHA houve um acréscimo do transportador GLUT1 quando
comparado a cultivos sem DHA. Estes resultados destacam o impacto do 6mega-3
sobre a utilizacdo de glicose pelo cérebro, constituindo assim um fator chave no
controle da atividade sinaptica, sugerindo que o consumo destes acidos graxos na
dieta poderia ajudar a reduzir déficits cognitivos e possiveis alteracdes metabolicas
cerebrais sintomaticas em doencas neurodegenerativas, pela promocao do
metabolismo da glicose (HARBEBY et al., 2012).
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2.20mega-3 e atividade elétrica cerebral

A fluidez das membranas neuronais afetam as propriedades de processos de
sinalizacdo dos neurbnios. Assim, modificacbes do equilibrio na incorporacdo de
AGPlI 6mega-6 e Omega-3 podem alterar esta caracteristica da membrana
(BRENNA; CARLSON, 2014). Uma deficiéncia de 6mega-3 produz alteracdes na
composicdo de fosfolipideos de membrana neuronal no cértex frontal e no
hipocampo, com uma diminuicdo consideravel do DHA. Essa deficiéncia no tecido
cerebral, por sua vez, pode afetar significativamente a atividade das enzimas ligadas
a membrana, canais idnicos e receptores, como a bomba de sodio e potassio,
proteina quinase-C e outras enzimas relacionadas com a transducdo de sinal
(HORROCKS; FAROOQUI, 2004).

A dieta deficiente em 6mega-3, desde o periodo de desenvolvimento do SNC
durante a gestacéo até a vida adulta, levou a déficits na memoaria aversiva de longa
duracéo, estando relacionada com a reducédo dos niveis de DHA (®»3), aumento do
acido docosapentaendico (DPA ®6) e reducdo dos niveis de fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo de ratos. Os resultados mostram a
importancia dos acidos graxos 3 na manutencdo dos niveis adequados de DHA ®»3
e BDNF no hipocampo, bem como seus efeitos na persisténcia da memadria apos

uma tarefa de memoria aversiva (BACH, 2012).

Os AGPIs desempenham um papel importante na estrutura e funcéo das
membranas celulares neuronais no cérebro, bem como no desenvolvimento e
homeostase da retina e da bainha de mielina (VAN ELST et al., 2014). Os efeitos
benéficos de DHA podem ser devidos ndo apenas ao seu efeito sobre as
propriedades fisico-quimicas das membranas neuronais (AVRAMOVIC et al., 2012;
SIDHU; HUANG; KIM, 2011; STONEHOUSE, 2014), mas também estao
relacionados com a modulacdo da expressdo dos genes de muitas proteinas
enzimaticas envolvidas nos processos de transducdo de sinal (HORROCKS;
FAROOQUI, 2004; KOMPRDA, 2012; SAKAYORI et al., 2011; SALVATI et al., 2008;
SINHA et al., 2009; UAUY; DANGOUR, 2006).

Além disso, vérios estudos revelam alteracdes da distribuicdo e metabolismo
de neurotransmissores colinérgicos no hipocampo e dopaminérgicos no cortex

frontal decorrentes da suplementacdo ou deficiéncia da incorporagdo de DHA nos
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fosfolipideos de membrana neuronal, sugerindo que alteracdes observadas nos
testes de comportamento animal podem estar relacionadas aos niveis de DHA na
dieta (HORROCKS; FAROOQUI, 2004). Entretanto, os niveis ideiais de 6mega-3

para estes efeitos benéficos ainda nédo foram bem definidos (AWADA et al., 2013).

Por outro lado, estudos recentes revelam que esses AGPI 6mega-3 nao estao
isentos de riscos. Efeitos prejudiciais de altos niveis de 6mega-3 na degeneracéo da
membrana da retina tem sido descritos na literatura (ROBMAN et al., 2007). Acidos
graxos de cadeia longa usados nas dietas com AGPI 6mega-3 sdo propensos a
oxidacdo, produzindo metabdlitos potencialmente deletérios, como o 4-hidroxi-2-
hexenal (4-HHE), um produto final da oxidagédo de AGPI n-3, que pode favorecer o
estresse oxidativo metabdlico e processos inflamatérios crénicos (AWADA et al.,
2012, 2013). Quantidades desses AGPI superiores a 1% das calorias na dieta
podem tornar-se um fator de risco em decorréncia do aumento da susceptibilidade a
oxidacdo do LDL e estresse oxidativo de outras lipoproteinas (FRANKEL, 2014).

Os é&cidos graxos EPA e DHA modulam a expressdo génica cerebral,
incluindo genes que controlam o metabolismo energético e producdo de ATP, bem
como codificacdo de fatores regulatérios para a biogénese mitocondrial e
metabolismo oxidativo (ECKERT; LIPKA; MULLER, 2013). O AA e o DHA também
atuam em conjunto, ativando a transcricao de genes cujas proteinas sintetizadas sao
responsaveis por regular o processo de interacdo entre as células nervosas durante
o desenvolvimento cerebral, sendo essenciais para a via de sinalizacdo da resposta
de células gliais para os neurdnios, uma atividade que é regulada pelo DHA (UAUY;
DANGOUR, 2006).

O estado fisico da membrana neuronal é critico no controle de transferéncia
de informacdes neuronais, isto é, ndo deve ser muito rigido nem demasiado fluido
para a troca ionica entre os meios intra e extracelulares (CUNNANE et al., 2009). O
DHA também modula as propriedades do nucleo hidrofébico da bicamada da
membrana, o que confere um elevado grau de flexibilidade e interagéo direta com as
proteinas da membrana, exercendo assim um impacto na velocidade de transdugéo
de sinal, neurotransmissdo e a formacdo de jangadas lipidicas (lipid rafts)
(CUNNANE et al., 2009). Sendo assim, um nivel adequado deste acido graxo é
necessario para manter a integridade da membrana e fungdo dos neurdnios

(BOURRE, 2009).
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A funcionalidade das membranas neuronais depende de niveis 6timos de
AGPI e sua deficiéncia no tecido cerebral pode afetar significativamente a atividade
elétrica cerebral. Tem sido sugerido que o DHA participa do processo de
estabilizacdo das membranas neuronais e da modulacdo da dinamica dos canais
ibnicos e receptores de neurotransmissores. Ao bloguear canais de potassio, este
AGPI pode aumentar a excitabilidade dos neurdnios e agravar a ocorréncia de crises
epiléticas. Por outro lado, o DHA pode estabilizar as membranas neuronais, atraves
da supressdo de correntes elétricas relacionadas a canais de calcio e soédio
dependentes de voltagem. Além disso, o DHA inibe fortemente a frequéncia de
disparo de potenciais de acdo gerados por pulsos de corrente, sem afetar, no
entanto, os potenciais de acao individualmente (HORROCKS; FAROOQUI, 2004).

O potencial genético do desenvolvimento cerebral é determinado durante a
embriogénese e no inicio da vida pos-natal. Neste periodo ocorrem 0s processos de
neurodesenvolvimento mais importantes: mielinizacdo, organizacdo de sistemas
neurotransmissores, arborizacdo dendritica e génese sinaptica, observadas com
maior intensidade no sistema visual e no hipocampo (FERNANDES, 2007). No
momento do nascimento, o cortex € bastante primitivo e poucos circuitos foram
estabelecidos. Proliferacdo, migracdo de células e diferenciacdo ocorrem no periodo
pré-natal, enquanto o crescimento em extensdo de axbnios e dendritos,
sinaptogénese e gliogénese sdo todos eventos pos-natal (KASAI; SATOH;
AKIYAMA, 2005).

Em ratos, o periodo da histogénese do neocértex pode ser dividido em duas
etapas: neurogénese e gliogénese. Durante a primeira fase, uma populacdo de
células da origem a neurénios. Este estagio se completa quando o nimero definitivo
de fibras nervosas esta formado. Nesta espécie, essa formacao se inicia por volta do
11° ou 12° dia p6és-concepcao e finaliza ao nascimento, sendo seguido pela etapa da
gliogénese, em que populagbes de células germinais do mesmo tipo ou diferentes
produzem os varios tipos de células gliais. Esta ultima fase pode ter inicio no
momento do nascimento e permanecer durante o desenvolvimento do cérebro, nos
primeiros quinze dias do periodo pos-natal. (LENZI; TELES; GUZMAN, 2011). Ha
uma sobreposicédo entre o fim da neurogénese e o inicio da gliogénese (KASAI,
SATOH; AKIYAMA, 2005).
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A deposicao de DHA, bem como de AA nos fosfolipideos do cérebro humano
ocorre principalmente durante o periodo da neurogénese fetal ativa e maturacao das
células (a partir do sexto més de gestacao) e no periodo pds-natal inicial (durante o
periodo de amamentacdo - primeiros 6 meses de vida pés-natal), com
desenvolvimento de intensa sinaptogénese, que continua durante os dois primeiros
anos de vida em humanos (GUESNET; ALESSANDRI, 2011). Em ratos, esse
fendbmeno ocorre durante a fase embrionaria (por volta do 10° dia de gestacéo) e as
trés primeiras semanas de vida pdés-natal, periodo no qual se da o aleitamento
exclusivo (FERNANDES, 2007; VELASCO et al., 2012).

Durante a gestagdo, a transferéncia placentaria fornece ALA e DHA pré-
formado, assegurando assim a incorporacdo de DHA em membranas do cérebro
fetal, favorecendo a deposicdo de AGPI n-3 nos depdsitos corporais, que por sua
vez contribuem para satisfazer as necessidades de DHA do recém-nascido.
Observam-se alteragbes na concentracdo deste AGPlI em prematuros,
provavelmente porque a transferéncia placentaria ocorre com maior intensidade no
terco final da gestacdo (GUESNET; ALESSANDRI, 2011). Apds o nascimento, esses
AGPI sao tranferidos das méaes aos filhotes, no periodo de aleitamento materno
Bortolozo et al. (2013)

Estudos tém enfatizado a importancia do DHA na dieta de cadelas durante a
gestacdo até o desmame, bem como na dieta dos filhotes, a fim de assegurar o
desenvolvimento neurolégico ideal. Ainda nao foi estabelecida uma recomendacéo
da quantidade de DHA ideal para cadelas gestantes e lactantes ou filhotes, mas a
dose diaria recomendada de acido a-linolénico é de 3,35 g/ 1000 kJ para esta
espécie (BOSCH et al., 2007). Um estudo recente mostrou que a conversao de ALA
em DHA ocorre durante o primeiro més de amamentacdo (BAUER et al., 2006), com
aparente reducao da capacidade de sintese deste AGPI a partir de seus precursores
esta ativo apenas por um curto periodo de tempo (BOSCH et al., 2007).

Buscando avaliar o impacto da suplementagédo na dieta de gestantes e de
lactantes com &cidos graxos 6mega-3 (DHA e EPA) e sua influéncia na composigéo
do leite humano Bortolozo et al. (2013) realizaram um estudo com mulheres
gestantes, as quais receberam capsulas de 6mega-3 entre o terceiro trimestre de

gravidez e o terceiro més apds o parto, o que resultou em teores mais elevados na
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concentracdo de DHA e EPA, demonstrando que um maior consumo de 6mega-3

pode influenciar na sua concentragao no leite humano.

Comités internacionais recomendam para as mulheres gestantes e maes, a
ingestdo de doses diarias de 200 a 300 mg de DHA, que € o mesmo nivel que o
recomendado, em geral, para adultos humanos. Estudos tém sido realizados
buscando determinar a relagcdo dose-efeito e se a ingestdo materna de DHA durante
a gravidez e lactacdo tem implicacdes de longo prazo para a funcdo neural dos
bebés (LENZI; TELES; GUZMAN, 2011).

A deficiéencia deste AGPI durante o desenvolvimento cerebral tem sido
correlacionada com anormalidades de comportamento em vérias espécies animais
(LENZI; TELES; GUZMAN, 2011). Outros estudos apontam que seu efeito é bem
documentado em doencas neurodegenerativas e inflamatérias. Além disso,
processos biofisiologicos podem ser influenciados pelo EPA e DHA, componentes
de 6leo de peixe (AVRAMOVIC et al.,, 2012). Existem hoje inUmeros estudos
observacionais relacionando o nivel de DHA materno ou ingestdo durante a
gravidez, ou o nivel de DHA do recém-nascido, a uma variedade de resultados
positivos no desenvolvimento das crias. Os resultados medidos variam da fungao
imune a funcdo cognitiva, sendo relatados em idades que variam do inicio ao final da
infancia (BRENNA; CARLSON, 2014).

Estudos com animais demonstraram que dietas com altos niveis de AL e
baixos niveis de ALA, utilizadas como fonte exclusiva de lipideos durante a gravidez
e lactacao 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

comparacao com animais suplementados com dmega-3 (BRENNA, 2011).

Em um estudo com ratos neonatos, Tuzun e colaboradores (2012) verificaram
gue a suplementacdo materna com altas doses de 6mega-3 (1000 mg/kg DHA, 400
mg/kg EPA) diminuiu significativamente a apoptose em hipocampo e cortex pré-
frontal de neonatos expostos a hiperéxia, quando comparada a suplementacédo com
baixas doses de dmega-3 (250 mg/kg DHA, 100 mg/kg EPA), onde se observou uma
contagem neuronal significativamente mais baixa e morte celular por apoptose

significativamente maior nas referidas regides do cérebro, sugerindo que a
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suplementacdo materna com 6mega-3 pode proteger o cérebro em desenvolvimento

contra a leséo hiperodxica.

O refor¢co da neurogénese é uma importante ferramenta para tratar disturbios
cerebrais e foi sugerido para melhorar ou prevenir doencas mentais, denervagao
colinérgica, e doencas neurodegenerativas. AGPI 6mega-3 teria reforcado a
neurogénese no hipocampo de ratos adultos, tecido cerebral de lagostas, e em
camundongos transgénicos (CUNNANE et al.,, 2009; ECKERT; LIPKA; MULLER,
2013; FALINSKA et al., 2012; MORRIS, 2012).

O DHA (22:6 n-3) é abundantemente encontrado no cérebro e,
principalmente, ancorado na membrana neuronal, onde estd envolvido na
manutencdo das funcdes neuroldgicas normais. O maior acumulo de DHA no
cérebro ocorre durante o desenvolvimento deste 6rgdo no periodo perinatal. Os
neurdnios em desenvolvimento do cérebro e do hipocampo podem sintetizar DHA e
incorpora-lo nos fosfolipideos de ebrana, em especial a PE, resultando em maior
neurogénese e sinaptogénese. A exposicdo a esse AGPI melhora a plasticidade
sinaptica, aumentando a potenciacdo de longo prazo (LTP) e a expressdo da
proteina sindptica, a qual propicia uma maior densidade de espinhos dendriticos,
némero de neurdnios c-Fos-positivos e neurogénese no hipocampo, o que é

essencial para os processos de memoria e aprendizagem (SU, 2010).

2.3Alteracdes lipidicas e neuropatologias

As fibras nervosas de alguns axdnios dos neurénios, tanto sensitivos quanto
motores, apresentam bainhas de mielina (Fig. 3) ao longo de grande parte de seu
comprimento. Essa bainha é disposta em camadas concéntricas constituidas por
repetidas camadas bimoleculares de lipidios alternadas entre camadas protéicas. A
mielina possui composicdo semelhante a das membranas plasméaticas, composta
por 70% de lipideos e 30% de proteinas, com alta concentracdo de colesterol e
fosfolipideos (CARLSON et al., 2013; FALINSKA et al., 2012; HAUBNER et al.,
2002; HIRRLINGER; NAVE, 2014; ROGERS; VALENTINE; KEIM, 2013; WEI et al.,
1987).

A bainha de mielina é regularmente interrompida ao longo do comprimento do
axonio. Nestes espacos, chamados nodos de Ranvier, o axolema esta exposto ao

espaco extracelular por cerca de 0,5 um. Este arranjo segmentado da mielina
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aumenta significativamente a velocidade na qual o impulso nervoso é conduzido ao
longo do axénio, porque o impulso pode se propagar de um nodo para o proximo,
numa conducdo saltatéria (ALMEIDA, 2007; HAROUTUNIAN et al., 2014
HIRRLINGER; NAVE, 2014; LEE et al., 2012; WANG; YOUNG, 2013).

Figura 3. Mielinizagcdo. Micrografia eletrénica de varredura (SEM) colorida de um oligodendrécito
(centro, laranja) aderindo-se a uma fibra nervosa do axénio (verde claro). Este é o inicio da
mielinizagdo no sistema nervoso central (SNC). Processos dendriticos do citoplasma dos
oligodendrdcitos ddo origem a camadas de membrana citoplasmatica, que formam a bainha de
mielina em torno dos ax6nios nervosos de forma concéntrica. A mielinizacao fornece aos axdnios o
apoio e o0 isolamento, permitindo a conducdo do impulso rapido. Fonte: Science Photo Library
(Disponivel em http://www.sciencephotolibrary.com).

Doencas que causam a destruicdo da bainha de mielina provocam alteracdes
associadas a reducao da sensibilidade e movimento, porque a desmielinizacdo dos
axbnios lentifica a transmissdo dos potenciais de acdo, e portanto, acarreta
problemas com a percepcdo sensorial e a coordenacdo motora adequada, que
podem ter reflexos devastadores sobre o comportamento. A mielina é produzida por
uma classe especial de células da glia, os oligodendrdcitos. No SNC, essas células
envolvem em média 15 axdnios cada um. J4 no SNP, as células envolvem apenas
um segmento internodal do axbénio, de forma que até 500 oligondendrécitos
participam da mielinizacdo de um Unico axénio sensorial periférico (FALINSKA et al.,
2012; HIRRLINGER; NAVE, 2014; WANG; YOUNG, 2013).

Na esclerose multipla (EM), uma doenca incapacitante altamente complexa
com patologia e curso clinico variaveis, cujo progressivo envolvimento sistémico do
SNC leva a disturbios funcionais e deficiéncias complexas (BEER; KESSELRING,

2014). Microglias normalmente ingerem os detritos celulares e bactérias, como parte
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da resposta imunitaria do corpo. Na esclerose multipla, atacam os oligodendrécitos,
numa reacdo possivelmente desencadeada por um virus em pessoas com
susceptibilidade hereditaria. A destruicdo das bainhas de mielina leva a perda de

funcado do nervo (Fig. 4).

A sindrome de Guillain-Barré (SGB) € uma polineuropatia aguda, cujo quadro
clinico tipico é baseado no aumento da fragueza muscular e arreflexia. Existem
diferentes subtipos descritos como neuropatia desmielinizante inflamatdria aguda,
neuropatia axonal motora aguda, neuropatia sensorimotora axonal aguda e
sindrome de Miller Fisher (VELAZQUEZ BENITO et al., 2014).

Figura 4. Esclerose mdltipla. Micrografia eletrdnica de varredura (SEM) de uma micréglia (em laranja)
ingerindo oligodendrécitos (em rosa, ramificada) no tecido nervoso. Micréglias normalmente ingerem
os detritos celulares e bactérias, como parte da resposta imunitaria do corpo. Na esclerose multipla,
atacam os oligodendrdcitos, numa reac¢@o possivelmente desencadeada por um virus em pessoas
com susceptibilidade hereditaria. A destruicdo das bainhas de mielina leva a perda de func¢do do
nervo. Fonte: Science Photo Library (disponivel em http://www.sciencephotolibrary.com).

Os cées representam uma espécie que € frequentemente afetada por
ocorréncias espontaneas de altera¢cdes do SNC (SPITZBARTH; BAUMGARTNER,;
BEINEKE, 2012). A cinomose canina, uma doenca infecciosa que ocorre em todo o
mundo, causada por um amorbilivirus da familia Paramixoviridae, pode resultar em
uma série de formas clinicas que afetam os sistemas respiratério e gastrointestinal,
pele e outros 6rgaos e tecidos. Entretanto, a imunossupressao e a leucoencefalite
desmielinizante (DL, do inglés “demyelinanting leukoencephalitis”) representam a

principal sequela nesta espécie (BEINEKE et al., 2009).
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A sindrome de disfung&o cognitiva (CDS) é uma sindrome neurodegenerativa
reconhecida em cades mais velhos que é primordialmente atribuido a deterioracédo
patolégica do cérebro. A condicdo se manifesta como mudancas no comportamento
do céo afetado, memdria e capacidade de aprendizagem, estando relacionada ao
acumulo de B-amildide e se correlaciona com o desempenho cognitivo funcional
diminuido em caes, com redugcdo no volume cerebral. O dano oxidativo € mais
prevalente nos cérebros dos cédes idosos (DAVIS; HEAD, 2014; HEAD; ROFINA,;
ZICKER, 2009). Quando detectada precocemente, podem ser tomadas medidas
para retardar a progressdo da doenca e até mesmo reverter alguns sinais clinicos
utilizando intervencdo farmacolégica com drogas: tais como a selegilina, a
suplementacao nutricional com antioxidantes e outros compostos protetores cérebro,
e modificacdo de comportamento (BENNETT, 2012).

Deficiéncias no processo de mielinizagdo do SNC, decorrente de alteracdes
genéticas que induzem a reducdo da producdo das proteinas basicas da mielina,
podem resultar também em alteragBes motoras. Em cées sharking (pup sh), ocorre
uma mutacdo pontual no gene da proteina mielina proteolipidica (PLP), que inibe o
desenvolvimento de oligodendrécitos maduros e reduz a producao de proteinas de
mielina (PLP e proteina basica de mielina) do cao sh, conduzindo a uma profunda
hipomielinizagdo (WU et al., 2011).

Devido as semelhancas morfolégicas com doencas desmielizantes em
humanos, como a esclerose multipla, a cinomose canina representa um modelo para
o estudo da patogénese da perda de mielina associada a mecanismos
imunomediados (BEINEKE et al.,, 2009). Deficits de memoria e aprendizagem
visuoespacial sdo marcadores precoces para declinio cognitivo da idade e doenca
de Alzheimer em seres humanos. Similarmente ao que ocorre em humanos, caes
idosos, em especial da raca beagle podem apresentar deficiéncia de aprendizagem
e de memoéria (STUDZINSKI et al., 2006). Os caes séo, portanto, apreciados como
um importante modelo animal de pesquisa translacional, além de sua relevancia
veterinaria (SPITZBARTH; BAUMGARTNER; BEINEKE, 2012).

Estudos epidemiologicos tém relacionado baixos niveis de DHA ao
desenvolvimento neural deficiente em criangas e ao declinio cognitivo nos individuos
idosos. Em animais, a reducédo de DHA no cérebro em desenvolvimento resultou em

déficits na neurogénese, neurotransmissores, funcdo visual e aprendizagem. Em
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experimentos utilizando ratas, o DHA foi melhor incorporado quando consumidos em
forma de triglicerideos (TG) em relagdo aos fosfolipideos. A suplementacdo com
0leo de atum com concentracfes mais elevadas de DHA na composicdo do TG
resultou em maior deposicdo de DHA cerebral. A digestibilidade de DHA mais
elevada, associada ao 6leo de salmdo também resultou em maior deposicdo de
DHA do cérebro. Dieta utilizando-se 6leo de soja ndo continha EPA detectavel e, por
conseguinte, a deposicdo de EPA nos tecidos cerebrais de ratos alimentados com
essa dieta sugeriu que a sintese de novo dos AGPI 6mega-3 ocorreu no cérebro
(TOU et al., 2011).

Ratos espontaneamente hipertensivos, utilizados como modelo animal de
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), apresentam niveis
reduzidos de AGPI na membrana cerebral, especificamente o DHA, quando
comparados a ratos normais. Além disso, demonstrou-se uma relagdo entre
metabdlitos cerebrais e comportamento, que reforca a hipotese de uma disfuncéo
energética no TDAH. Outra causa dessa alteracdo é proposta como sendo
decorrente da neurotoxicidade que pode ser causada por um aumento do glutamato
(Glu), possivelmente pela interacdo deste neurotransmissor excitatorio com
dopamina e noroadrenalina e/ ou sua ligacdo com a glicdlise e o fluxo de lactato que
ocorre entre neurbnios e astrécitos. O efeito imediato dessa disfuncdo é que durante
as tarefas que exigem disparos neuronais rapidos e continuos, os neurénios podem
nao ter energia sufuciente para manter esse ritmo. A longo prazo, pode ser
consequéncia de deficéncias na mielinizacdo dos ax6nios, devido a diminuicdo dos
niveis de lactato, que por sua vez influenciam a sintese de acidos graxos e mielina
pelos oligodendrdcitos. A suplementacdo com Omega-3 promoveu aumento na
creatina total mediada por fosfocreatina, gerando mais ATP, que pode,
potencialmente, compensar o déficit de energia associado ao TDAH (NAVARRO et
al., 2014).

O sistema glutamatérgico é o maior sistema excitatorio do sistema nervoso
central (SNC) em humanos. Ele se distribui na maior parte das estruturas do SNC e
estd envolvido em funcbes cognitivas fundamentais tais como memoria e
aprendizado. Os receptores glutamatérgicos tipo NMDA séo sofisticados
neuroreceptores ionotropicos essenciais para a plasticidade neuronal, incluindo os
mecanismos de potenciacdo a longo prazo (LTP, do inglés “long term potentiation”),
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sinaptogénese e excitotoxicidade. Alteracdes deste sistema estdo envolvidas em
doencas neuroldgicas como esquizofrenia, epilepsia, isquemias, doenca de
Alzheimer e doenca de Huntington e transtornos psiquiatricos como dependéncia de
substancias, transtornos obsessivo-compulsivo e afetivo bipolar, entre outros
(BRESSAN, 2003).

Outros pesquisadores mostraram que o desequilibrio dietético de AGPI
Omega-3 altera a atividade da micréglia no cérebro em desenvolvimento, levando a
formacédo anormal de redes neuronais, o que foi confirmado através de experimentos
em que ratos alimentados com uma dieta deficiente em O0mega-3 apresentaram
reducdo dos niveis desses AGPI no cérebro no pés-natal imediato (dia 0) e tardio
(dia 21), com alteracdo de fenétipo da microglia e motilidade no cérebro em
desenvolvimento pos-natal, acompanhada por um aumento na expressao de
citocinas pro-inflamatérias e modificagdo neuronal relacionada com a expresséo de
genes de plasticidade, levando ao desenvolvimento de um estado pro-inflamatoério
no SNC que podem contribuir para alteragbes no neurodesenvolvimento, com
aumento da expressdo de RNAm das citocinas IL-1p e IL-6. Estas alteracdes foram
observadas em hipocampos de camundongos deficientes em 6mega-3 avaliadas
aos 21 dias pos-natal (MADORE et al., 2014).

O AGPI 6mega-3 aumenta a génese de neurdnios no adulto, relacionados
com 0S processos cognitivos e comportamentais e promove a plasticidade sinaptica,
aumentando a potenciacdo de longo prazo e modulando a expressdo de uma
proteina sinaptica que estimula a formacédo de novas arborizacdes dendriticas. Isto
possibilita a utilizacdo do dmega-3 como uma nova abordagem terapéutica para
doencas neurodegenerativas. Entre os AGPI dmega-3 nutricionalmente importantes,
estdo os acidos a-linolénico (ALA), EPA e DHA que séo altamente concentrados no
cérebro e tém efeitos antioxidativos, antiinflamatorios e antiapoptéticos. Eles estédo
envolvidos em muitos processos corporais e pode supostamente levar a protecao
dos neurdnios em doencas neuroldgicas, envelhecimento ou danos neuronais e na
doenca de Alzheimer. O seu efeito nas fungdes cognitivas e comportamentais e em
varias doengas neuro-psiquiatricas também tem sido comprovados (CRUPI;
MARINO; CUZZOCREA, 2013).

O papel dos AGPIs no desenvolvimento do ceérebro e de desordens

neurolégicas € uma area relativamente nova e desafiadora de pesquisa
32



neurobioldgica. Patologias relacionadas com a idade, tais como declinio cognitivo
relacionado a idade, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e doenca de
Huntington, surgem a partir de uma combinacéo de factores genéticos e ambientais
(Fig. 5). O envelhecimento normal é acompanhado por alteragcbes na manipulagéo
neuronal de calcio e mudancas na peroxidacdo lipidica, levando ao aumento da
geracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e danos a mitocondria.
Envelhecimento bem-sucedido € caracterizada pela implementacdo de mecanismos
de plasticidade alternativas para compensar as mudancas do microambiente local
(STRANAHAN; MATTSON, 2012).
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Figura 5. Resumo dos processos envolvidos no surgimento de doencgas neurodegenerativas, como
Parkinson, Alzheimer e Huntington. Ap - beta amildide; BDNF — fator neurotréfico derivado do
cérebro; DJ1 - proteina da doenca de Parkinson 7; P — sitio de fosforilacdo; REST, elemento
repressor do fator de silenciamento de transcricao-1; ROS — espécies reativas ao oxigénio. Traduzido
de (STRANAHAN; MATTSON, 2012)

Outros autores defendem a idéia de que a suplementacao dietética com 6leo
de peixe em ratos aumenta a resisténcia ao ataque de radicais livres e reduz a
peroxidacao lipidica, promovido por uma elevada producdo da enzima superoxido
desmutase, que naturalmente se encontra em baixas concentracbes no tecido
cerebral de animais ndo suplementados com émega-3. Este resultado sugere que o
0mega-3 pode ser eficaz no tratamento de varias doencas em que o equilibrio entre

7

compostos oxidantes e antioxidantes é perturbado, como no tecido cerebral de

animais idosos (AVRAMOVIC et al., 2012).
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Fosfolipideos contendo DHA, um componente essencial das membranas
excitidveis do cérebro e da retina, sdo alvos da peroxidacdo lipidica, e como
resultado da peroxidacdo catalizada por radicais livres, F4-isoprostanos sao
formados. Eles sdo encontrados em fosfolipideos esterificados, e ha relatos de que o
seu conteudo € aumentado nos cérebros de pacientes com doenca de Alzheimer. A
peroxidacdo do AA também leva a formacéo de prostandides, no entanto do tipo F2
(BAZAN, 2003).

Duas formas de plasticidade sinaptica, a potenciacédo de longo prazo (LTP) e
depressdao em longo prazo (LTD), s&o os principais mecanismos celulares
associados com os processos de aprendizagem e de memoria. Os efeitos da dieta
sobre a expressdo de genes sugerem que o DHA pode estar envolvido na melhoria
de funcbes mentais. A suplementacdo com DHA néo so reverte a diminuicdo do AA
relacionada com a idade, mas também restaura a liberagcdo de neurotransmissores e
deficiéncia na expressdo da LTP. O DHA é essencial para a indugcdo da LTP e sua
deficiéncia na dieta afeta o processo de envelhecimento, diminuindo a longevidade e
capacidade de aprendizagem em ratos (HORROCKS; FAROOQUI, 2004). Em ratos
adultos, a suplementacdo com dmega-3 reverte alteracdes relacionadas a senilidade
e mantem a performance de aprendizagem e memoéria. Os AGPI 6mega-3 possuem
efeittos anti-oxidativos, anti-inflamatérios e anti-apoptéticos, levando a protecao

neuronal em cérebros senis, lesionados e na Doenca de Alzheimer (SU, 2010).

2.4A decomposicdo do EEG em seus diferentes ritmos cerebrais

Uma maneira de investigar os possiveis efeitos da suplementacéo da dieta de
ratos com 6mega-3 sobre a atividade elétrica cortical € através do registro dessa
atividade. Por meio do eletroencefalograma (EEG) e do eletrocorticograma (ECoG)
pode-se detectar alteragbes nas ondas cerebrais capazes de identificar
anormalidades na atividade do cérebro. A atividade elétrica cortical € gerada por
dois tipos de biopotenciais: O potencial pés-sindptico e o potencial de ag¢do. O
potencial pos-sinptico é alteracdo no potencial de membrana pds-sinaptica, gerado
como resultado final da acdo do neurotransmissor no receptor pds-sinaptico, que
transforma o sinal quimico num potencial gerador, que € um sinal elétrico (PESSOA,
2012). Estes sao os biopotenciais que mais contribuem para os registros corticais,

pois tem duracdo de varios milissegundos e enquanto durar esses potenciais ha
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excitacao continua do neurdnio, fazendo com que este transmita uma sequéncia de
impulsos elétricos de resposta. O potencial de acdo, gerado pela transmissdo de
impulsos eletroquimicos através do axoénio pouco contribui com o registro da
atividade elétrica cortical, uma vez que sado assincronicos, de curta duracdo e se
apresentam em dire¢cBes ortogonais a superficie do escalpo (CAPARELLI, 2007,
LOPES, 2005).

O registro da atividade elétrica cerebral pode ser decomposto em faixas
distintas de frequéncia (Fig. 6): delta (1 - 4 Hz), em sono profundo; teta (4 - 8 Hz),
em sonoléncia ou estados emocionais alterados; alfa (8 - 12 Hz), em vigilia com
relaxamento mental; beta (12 - 30 Hz), em atividade fisica ou mental especifica e
estados de tensdo, além de estar relacionada ao processo de cognicdo (GENG et
al., 2014; KUNICKI, 2011). Embora o registro possa conter todas essas frequéncias,

havera predominancia de um ritmo de onda (PESSOA, 2012).
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Figura 6. Ondas cerebrais obtidas a partir de um registro de ECoG em ratos. 8 - 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. B - ondas beta (12-30 Hz) - em atividade
fisica ou mental especifica e estados de tensao, além de estar relacionada ao processo de cognigao.
Fonte: Aguiar, 2015.
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2.5EEG/ ECo0G e sistemas caodticos

O EEG é uma ferramenta importante para verificar a atividade cerebral dentro
do padrdo de normalidade ou detectar disfuncbes (GENG et al., 2014). Nestas
técnicas, registra-se os potenciais de membrana, resultantes das sinapses, em
especial o potencial pés-sinaptico, sendo assim o resultado do somatério espacial e
temporal da atividade de milhares ou milhGes de neurdnios disparando
sincronicamente, capturado em uma determinada regido proxima ao eletrodo. No
eletrocorticograma (ECoG), a aquisicdo do sinal elétrico € semelhante ao do EEG,
porém enquanto o EEG é um exame nao invasivo, no ECoG os eletrodos séo
dispostos diretamente no cortex cerebral. O ECoG é utilizado quando se deseja
analisar a atividade elétrica diretamente do cortex. Tanto o EEG como o ECoG
registram a voltagem em funcdo do tempo, originando uma série temporal
(PESSOA, 2012).

Por estar relacionada a uma série de fatores, a atividade cerebral comporta-
se como parte de um sistema dindmico deterministico ndo-linear e ao longo dos
altimos anos, tem sido estudado sobre o ponto de vista da teoria do caos. Um
sistema dinamico 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 mudancas nas condicdes
iniciais de suas variaveis. Outra questdo € a impossibilidade de compreensédo do
sistema pelo estudo de partes isoladas (superposicdo). Assim, ao contrario dos
sistemas lineares, a resposta total ndo pode ser conhecida simplesmente pelo

somatorio das partes constituintes (proporcionalidade e superposi¢éo) (SAVI, 2006).

Neste contexto, o termo cadtico teria uma conotacao positiva, refletindo uma
situacdao fisioldgica, 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). Mesmo quando sdo analisados a partir de
individuos saudaveis, estes registros manifestam 0 caos no sistema nervoso
(SARBADHIKARI; CHAKRABARTY, 2001). Por outro lado, a perda da complexidade
do sistema (ou a auséncia do caos) pode refletir uma condigédo patoldgica, onde o
sistema perde sua complexidade vital (FERREIRA, 2010). Neste contexto, 0 registro
do ECoG pode ser considerado a resposta desse sistema (WANG et al., 2010).
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Embora um sistema cadtico opere de acordo com regras estabelecidas, a
retroalimentacdo constante, atrasos, e pequenas mudancas fazem o sistema se
comportar de forma aparentemente aleatoria, sem repeticdo (TSUDA; FUJII, 2007).
Estes sistemas tém sensibilidade extraordinaria para as condi¢des iniciais, 0 que 0s
torna inerentemente imprevisiveis em longo prazo. Quando os dados caédticos séo
representados em trés dimensdes, os chamados "atratores estranhos" emergem
(MACIVER; BLAND, 2014; SARBADHIKARI; CHAKRABARTY, 2001).

Estes atratores no cérebro desempenham um papel chave que distingue o
cérebro de todas as outras maquinas de computacdo: a capacidade de criar
ativamente. Como a batida irregular do coragdo, impulsos eletromagnéticos do
cérebro sdo cadticos. A atividade cadtica no cérebro permite as rapidas transicoes
de estado. Tais transicdes sdo essenciais para o processamento de informacdes.

Sem eles, a cognicao e a percepcéo seriam imensamente lentas (IVES, 2004).

Em contraste com sistemas dindmicos ndo-cadticos que possuem atratores
de dimensdes inteiras com pontos fixos, sistemas cadticos podem estar associados
a atratores estranhos caracterizados por dimensdo ndo-inteira, apresentando pois,
estrutura fractal. Os processos fractais possuem auto-similaridade estatistica em
diferentes escalas temporais, como atividade elétrica cerebral, os batimentos
cardiacos, as flutuacdes na respiracdo e a cinética de canais idnicos, da mesma
forma que os objetos fractais possuem estrutura semelhante nas varias escalas
espaciais, como a arvore brénquica, a vascularizacdo da retina, os vasos da
membrana do saco vitelino do embrido de aves, dentre outras estruturas
encontradas na natureza (KUNICKI et al., 2009; PESSOA, 2012; SILVA; MOURA,
NOGUEIRA, 2012; SILVA et al., 2014).

2.6 Métodos de analise linear e ndo-linear

Os processos cadticos podem ser caracterizados por algumas técnicas
baseadas na analise direta da série temporal, como a transformada de Fourier, pela
qual obtemos o espectro de poténcia, e a complexidade de Lempel-Ziv (MACIVER,;
BLAND, 2014; VARGHESE et al.,, 2014), enquanto outras sao baseadas na
geometria do atrator, como a dimensao fractal do espaco de fase reconstruido a
partir de uma série unidimensional (KRAKOVSKA, 2009; MACIVER; BLAND, 2014).
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2.6.1 Espaco de fase reconstruido

Séries temporais experimentais, como o registro da atividade cerebral por
meio do EEG/ ECoG, tém disponivel a evolugdo de uma variavel no tempo, que
representa uma das componentes da trajetéria de um dado sistema dindmico m -
dimensional. Com técnicas como a reconstrucdo do espaco de fase torna-se
possivel analisar um sistema dinamico completo a partir dessa série unidimensional.
Nesta técnica, € plotado o gréfico da série contra ela mesma defasada no tempo

(x(t)versus x(t+&)) por um determinado “time-delay” (ou tempo de retardo), sendo

o0 método de imersdo de Takens o mais utilizado para o calculo do tempo de retardo
(LOPES, 2013; SIMAO; SALMON; CARVALHO, 2008).

Takens provou que, no espaco de fase formado pelos eixos

X(t), x(t + p), x(t +2p),....x(t+(m—-1)p), o atrator reconstruido, sobre o qual se

conhece apenas a evolucdo em tempo discreto da variavel de estado x(t), é
topologicamente equivalente ao atrator “real”. Neste método, chamamos de espaco
de imerséo o espaco no qual se realiza a reconstru¢do, m é a dimensdo de imersao
e p o passo da reconstrucdo (ou tempo de retardo). Assim, a cada instante t;

assinala-se o ponto de coordenadas x(t),x(t+ p), x(t +2p),...,x(t+(m—-1)p) no espaco

de imersdo. Variando-se i de 1 a N obtém-se a trajetéria reconstruida (LOPES,
2013).

Na sua prova, Takens assumiu que a série temporal € formada por infinitos
pontos e que nao ha ruido. Se essas condicbes sao satisfeitas, as propriedades
topologicas do atrator sdo preservadas e a escolha do tempo de atraso p € na
maioria das vezes, arbitraria. Entretanto, séries temporais experimentais sao finitas,
usualmente contaminadas com ruido externo e obtidas com o uso de filtros. Deste
modo, a escolha do tempo de retardo é importante para a reconstrucdo correta do

espaco de fase, pois se o retardo for muito pequeno x(t),x(t+p) e x(t+2p), por

exemplo, terdo 0 mesmo valor e como consequéncia o atrator reconstruido fica

comprimido em torno da diagonal x=y =1z, ou seja, esse atrator apresentara uma
dependéncia linear, que ndo ocorre nas componentes reaisx,y,z. Por outro lado,

como a trajetdria real esta restrita a um volume finito do espaco de fase, se o valor

do tempo de retardo for muito grande, a distancia entre os dados considerados no
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vetor de defasagem serdo completamente ndo correlacionados, cobrindo todo o
espaco de fase (COSTA et al., 2013).

2.6.2 Dimenséo fractal do espaco de fase reconstruido

Um fractal tem varias caracteristicas, uma das quais € a escala fractal, em
gue o mesmo nivel de detalhe ocorre em todas as escalas dentro do fractal. Outra
caracteristica fundamental é a auto-similaridade, pela qual as formas observadas em
uma escala de um fractal se assemelham as formas vistas em todos 0s outros niveis
de detalhe. Num fractal deterministico, ndo importa quantas vezes uma determinada

area do fractal € ampliada, a auto-similaridade sera mantida.

A dimenséao fractal, definida aqui como dimensdo de auto-similaridade,
descreve quantos novos pedacos geometricamente similares ao objeto sao
observados quando a resolucdo ¢é aumentada (BASSINGTHWAIGHTE;
LIEBOVITCH; WEST, 1991). O método de box counting (contagem por caixas)
consiste em cobrir 0 objeto fractal com N(r) caixas que contenham pelo menos um
ponto (pixel) do objeto. Repete-se o procedimento com caixas de diferentes
tamanhos e traca-se um gréfico duplo log de N(r) em funcédo de r. O angulo de
inclinacdo desse grafico com o sinal invertido é a dimensédo de box-counting (Doc ). A

dimensao fractal pode ser definida formalmente através da equacao:

|:|Og N(r+5) - IOg I\I(r):| W

D,. =—Ilim
£—0

IOg (r+&) IOg (r)

N¢..) € N, sdo o nimero de caixas que cobrem a imagem em dois instantes

(r+¢
diferentes, r+& e rsao os tamanhos dos lados das caixas nesses dois instantes

distintos.

2.6.3 Transformada de Fourier

Segundo o teorema de Fourier, todo sinal oscilatério pode ser decomposto em

varios outros sinais senoidais com diferentes frequéncias. E o0 que acontece com o
EEG e 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 utilizagdo desse teorema
torna possivel a decomposicdo de um sinal perioddico f (t)nas suas componentes
39



frequenciais com a somatéria de termos senos e cossenos harmonicamente

relacionados na forma da seguinte expressao:
FO) =" f®cos(2mt)—isen(2z11)dt @

A Transformada de Fourier (TF) torna possivel o conhecimento da
contribuicdo de cada componente de frequéncia presente numa série temporal. A TF
€ calculada a partir da decomposicdo do sinal complexo oscilatério em suas
frequéncias componentes. 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 participagcdo das componentes

frequenciais da funcao 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 sinal eletrofisioldgico especifico pode ser calculado como segue:
J‘Ve| F Q) dv
_ v
“ J‘Vedv

s

(©)

onde F(v) é a Transformada de Fourier do sinal f(t), aqui representado pelo

ECoG. O Ewé a energia do espectro de poténcia normalizado por um determinado

intervalo de frequéncia @ = [vs, ve], aqui representado pelos diferentes ritmos v, até
v.. Ao contrario do que se observa nos sinais periédicos comuns, que apresentam

espectro de poténcia com picos em frequéncias bem definidas, nos sistemas
cadticos o espectro de poténcia apresenta bandas largas (MACHADO et al., 2012).

2.6.4 Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ)

Utilizada para analisar dados através da compressao da sua sequéncia via
recorréncia de padrdes (LEMPEL e ZIV, 1976), a CLZ € 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
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(AGUIAR; PESSOA; NOGUEIRA, 2014), tornando possivel o célculo 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 média ele passa a ser representado por 1, se esse valor for
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:

5 — {EI, se §, < média}
17 | 1,5e 5, > média

O algoritmo de Lempel-Ziv é 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 copias da subsequéncia S .

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

até que os termos da sequéncia Q ndo 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

191

s, éotermoinseridoe Q=s,,,,S S

r+1?!~r421"1%n "

3. ApoOs a insercao de um termo, o proximo passo € definir Q =s_, e verificar se

r+l

0 esse termo pode ser copiado do vocabulario (SQx). Este vocabulario é
formado pela concatenacdo de Q e S. O simbolo x indica que o ultimo termo

deve ser removido. Caso o termo Q=s,_, pertenca ao vocabulario (SQx), o

r+1

proximo termo a ser testado serd Q=s,,,,S,., € assim sucessivamente até

r+11%r+2

que Q nado possa mais ser construido a partir de uma copia de S. Nesse

momento se insere um novo termo em S e Q voltara a ser Q=s,,, partindo

r+l7

do novo termo inserido (PESSOA, 2012).
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Quanto maior for o numero 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 série, o que se refletirhA numa CLZ mais
proxima de 1 e mais aleatorio sera o comportamento do sinal. A CLZ, como
postulado por Aboy et al. (2006) € definida pela seguinte equacéo:

CLZ — c(n)log, n
n

(4)

onde c(n) é o numero de digitos inseridos, n € o tamanho do sinal e k 0 numero de

simbolos diferentes na sequéncia (no caso binario, k =2) (SILVA, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos da suplementagcdo com 6mega-3 em ratas Wistar durante
0os periodos pré-gestacional, gestacional e de aleitamento materno sobre
desenvolvimento corporal, perfis lipidico e glicémico, morfometria do hipocampo e
atividade elétrica cortical da prole.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos da suplementacdo de matrizes com dmega-3 durante 30 e
60 dias pré-acasalamento sobre o desenvolvimento corporal da prole em
relacdo ao grupo controle, avaliados ao nascer, ao desmame, aos 30, 60 e 70
dias de idade;

2. Verificar os niveis séricos de triglicerideos, colesterol total e glicose de ratos
suplementados com dmega-3 em relacdo ao grupo controle aos 30, 60 e 70
dias de idade;

3. Verificar a interferéncia da suplementacdo com 6mega-3 sobre a morfometria

do hipocampo de ratos ao nascer, aos 30 e aos 60 dias de idade;

4. Utilizar métodos matematicos e computacionais para analisar padrbes
eletrocorticograficos em ratos adultos jovens, suplementados com émega-3

em relacdo ao grupo controle avaliados aos 70 dias de idade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local e instalacdes

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biofisica Teorico-Experimental
e Computacional (LABTEC) do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da
UFRPE, Dois Irmé&os, Recife — PE.

4.2 Animais

Foram utilizados inicialmente 15 Rattus norvegicus, variedade Albinus,
linhagem Wistar, fémeas (F0), provenientes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, local onde foram realizados os ensaios
biologicos. As mesmas foram mantidas em ambiente com temperatura e umidade
controladas, em ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e alimentagdo ad libitum.
Os animais receberam racdo comercial Presence® 7883 (Tab. 1).0Os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas do Comité de Etica no Uso de Animais
(licenga n® 103/2014 — CEUA/ UFRPE).

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%
Calcio (Max) 1,3%
Fosforo (Min) 0,85%

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

4.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais, de acordo com o
protocolo de tratamento, sendo dois grupos suplementados e um grupo controle. A
suplementacédo foi feita com capsulas de 1000 mg o6leo de peixe Naturallis®,
contendo 180 mg de EPA e 120 mg de DHA.

Grupo S60D — Fémeas suplementadas com 6leo de peixe (1ml/ VO/ dia/100g
PV) a partir dos 60 dias de idade (n = 5 animais).
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Grupo S90D — Fémeas suplementadas com 6leo de peixe (1ml/ VO/ dia/100g
PV) a partir dos 90 dias de idade (n = 5 animais);

Grupo Controle — Fémeas que receberam solucéo fisiologica de NaCl 0,9%
(Iml/ VO/ dia/100g PV) a partir dos 90 dias de idade (n = 5 animais).

Aos 120 dias de idade as ratas foram colocadas em acasalamento por 15
dias, numa propor¢cdo de um macho para cada 3 fémeas. Apés esse periodo, 0s

machos foram separados e deu-se prosseguimento aos tratamentos.

Rattus norvegicus, variedade Albinus, linhagem Wistar, fémeas, 30 dias de idade
n=15

v

Randomizacéo

v VI |

S60D — FO S90D - FO Controle - FO
Oleo de peixe Naturallis® Oleo de peixe Naturallis® Cloreto de sédio 0,9%
(1 mL/ VO/ dia/100g PV) (1 mL/ VO/ dia/100g PV) (1 mL/ VO/ dia/100g PV)
60 dias de idade até o 90 dias de idade até o 90 dias de idade até o
desmame da prole desmame da prole desmame da prole
n=5 n=5 n=5
- v v
Acasalamento - 120 dias de idade
E2
MO
Nascimento
Pesagem
Sexagem
Coleta de cérebro dos excedentes a um total de 5 filhotes machos/ mde

A 4 h 4
S60D — F1 S90D — F1 Controle — F1
n =25 n =25 n =25
. L
\ 4 \ 4 i 2
M21
Desmame da prole
Pesagem

M30
Pesagem
Coleta de sangue total — Andlise bioquimica
Perfusdo e coleta de cérebro - Andlise histolégica
n=10 anirlrlais/ grupo
v - v
S60D —F1 S90D — F1 Controle — F1
n=15 n=15 n=15
2 s 2 ¥
M0
Pesagem
Coleta de sangue total — Andlise bioquimica
Perfuséo e coleta de cérebro - Andlise histoldgica
n = 10 animais/ grupo

- 2
S60D — F1 S90D —F1 Controle — F1
n=5 n=5 n=5
. 2 A 4 ¥
MZ70
Pesagem

Agquisicdo do ECoG — Andlise matemadtico-computacional
Coleta de sangue total — Andlise bioquimica

Figura 7. Organograma mostrando as etapas do delineamento experimental. MO — pés-natal imediato; M21 — 21
dias pés-natal; M30 — trinta dias pos-natal; M60 — sessenta dias pds-natal; M70 — setenta dias pds-natal. FO —
Matrizes; F1 — Prole. S60D - Prole cujas maes receberam 6mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame
das crias; S90D - Prole cujas maes receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias;
Controle — Prole cujas maes receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias.
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Apébs o periodo de gestacdo obteve-se a geracdo F1, a qual foi analisada em
momentos distintos, conforme organograma (Fig. 7). No primeiro momento (MO0),
realizou-se a sexagem dos animais e aqueles excedentes a um total de 5 filhotes
machos foram submetidos a eutanasia até 12 horas ap0s o hascimento. Os animais
restantes (n = 5 filhotes/ matriz) foram amamentados até o 21° dia (M21), quando
foram desmamados de suas méaes e passaram a receber agua e alimentacdo ad

libitum.

Aos 30 dias de idade (M30) dois animais de cada subgrupo (n = 10/ grupo)
foram escolhidos ao acaso, pesados, anestesiados e submetidos a eutanasia (Item
4.8) pelo método de exsanguinacdo por punc¢do cardiaca, com coleta de sangue
total para analise do perfil bioquimico sérico dos animais (Item 4.6). Em seguida, os
animais foram perfundidos com solucdo de formaldeido 10% em tampéo fosfato (pH
7,4) para coleta dos cérebros, os quais foram submetidos posteriormente ao
procedimento histologico.

Aos 60 dias de idade (M60) repetiu-se o procedimento descrito em M30, com
coleta de sangue total e cérebro para as analises bioguimica e histolégica (n = 10
animais/ grupo). Aos 70 dias de idade (M70), os demais animais (n = 5 animais/
grupo) foram pesados e anestesiados para procedimento de registro da atividade
elétrica cortical (ver item 4.7). ApOs o registro, realizou-se o procedimento descrito
no item 4.8. Os cérebros foram removidos da caixa craniana e pesados em balanca

analitica.

4.4 Gavagem

A gavagem foi realizada para administrar tanto o NaCl 0,9% quanto o 6leo de
peixe. Utilizou-se uma agulha de gavagem em aco inoxidavel com ponta
arredondada, a qual foi introduzida na cavidade oral do animal e gentilmente
empurrada pelo es6fago, assegurando que o tubo ndo penetrasse inadvertidamente

a traqueia.

4.5 Avaliagéo de ganho de peso

A variacdo de peso corporal foi avaliada até o fim do periodo experimental,
por meio de pesagem em balanca analitica (Fig. 8). As matrizes foram avaliadas a

partir dos 90 dias de idade até o final da gestagéo. Os filhotes foram avaliados até a
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realizacdo da eutandsia dos mesmos, tanto os do grupo Controle quanto aqueles
dos grupos S60D e S90D.

Figura 8. Pesagem do animal em balanca analitica para avaliagdo do desenvolvimento corporal.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.6 Provas laboratoriais

Amostras de sangue (0,5 mL) coletadas em tubos com anticoagulante foram
utilizadas para andlise de triglicerideos totais, colesterol total e glicose, com o auxilio

do aparelho Accutrend® Plus (Roche) imediatamente apoés a coleta (Fig. 9).

aad

Figura 9. Dosagem de perfil sérico utilizando o aparelho Accutrend Plus (Roche®). Fonte: Arquivo
pessoal.

4.7 Registro da atividade elétrica cortical

Aos 70 dias de idade, os animais foram pesados em balanca analitica e
anestesiados com uma associagcao de cetamina (50 mg) e xilazina (20 mg), na dose
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de 0,1 mL 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
aguecedor elétrico posicionado sob o animal. Apds tricotomia e anti-sepsia do
campo cirargico, o rato foi posicionado em um aparelho estereotaxico (Insight®) e
realizado uma inciséo longitudinal da pele na linha média do cranio. Posteriormente,
trepanou-se um orificio circular com aproximadamente 3 mm de didmetro sobre o
hemisfério esquerdo na regido parietal no cortex sensori-motor, cerca de 1,5 a 2,5
mm anterior e 1 a 2 mm lateral ao bregma. Neste orificio foi posicionado um eletrodo
do tipo Ag-AgCl sobre o coértex cerebral e outro eletrodo, do mesmo tipo, foi
colocado sobre o0 0sso nasal (eletrodo de referéncia) (NASCIMENTO et al., 2010).

Para cada animal registrou-se 30 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 (Fig. 10) (PESSOA, 2012).

Figura 10. Preparo do animal para registro do ECoG. Fixagdo da cabeca do animal a base do
estereotaxico e incisdo da pele. Fonte: Arquivo pessoal.

4.8 Eutanésia

Apbs o término dos protocolos experimentais, 0s animais foram submetidos a
eutanasia por meio de aprofundamento anestésico utilizando-se o dobro da dose
recomendada da associacdo de cetamina e xilazina necessaria para produzir
sedacéo. Verificou-se a auséncia de reflexos digital profundos, bem como palpebral
e na sequéncia, foi realizada exsanguinag¢do por puncao cardiaca, com coleta do

sangue total em tubos para as analises bioquimicas.
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4.9 Andlise dos registros de ECoG

Os registros do ECoG foram segmentados em janelas de 2 minutos. Esses
segmentos foram importados para o programa Matlab 7.8 (2009) para andlise da
Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) e do espectro de poténcia das ondas cerebrais
do ECoG. Para o calculo da dimenséao fractal, os espacos de fase das diferentes
ondas foram gerados no programa Origin 8, OrinPro (2007), ap0s gerados, esses
tiveram sua dimens&o fractal quantificada no programa Benoit 1.3, TruSoft Int'l
(1999) através do método de contagem de caixas com uso de software (Benoit™ 1.3

Fractal Analysis System).

4.10 Analise histoldgica

Apéds a exsanguinacao por puncao cardiaca, realizou-se perfusdo dos animais
com solucéo fisiologica (NaCl 0,9%) e posteriormente, com formaldeido 10% em
tampéo fosfato (pH 7,4). Os cérebros dos animais foram coletados e fixados em
solucdo tamponada de formaldeido 10% para posterior processamento e analise

histologica.

Fragmentos de cérebro foram desidratados em concentracdes crescentes de
alcool etilico (70% ao P.A.), diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em
Paraplast Plus®. Seccdes do hipocampo foram obtidas utilizando-se um micrétomo

rotativo Leica®, com cortes de 4um, seriados, em um plano coronal.

Os cortes foram aderidos em laminas histolégicas, mantidas em sequéncia
conhecida, corados com Hematoxilina e Eosina e Cresil violeta e cobertos com
laminulas de vidro. Fotomicrografias foram obtidas em microscépio de luz Leica® em
aumentos de 40X e 400X, com auxilio do software ImagelJ® para avaliagcdo

morfométrica da regido CA1 do hipocampo.

4.11 Anélise estatistica

Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicAo dos dados obtidos. Para os dados cujos valores seguiram uma
distribuicdo gaussiana realizou-se uma andlise 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.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo de ratas Wistar
com Omega-3 durante os periodos pré, peri e poés-natal sobre parametros
morfolégicos e bioquimicos da prole. Rattus norvegicus fémeas foram divididos em
trés grupos experimentais de acordo com o tratamento: grupo S60D (suplementacéo
com O0mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame da prole), S90D
(suplementacédo a partir dos 90 dias de idade até o desmame da prole) e grupo
Controle. A prole foi avaliada quanto ao desenvolvimento corporal, perfil bioquimico
e aspectos histolégicos do tecido cerebral em momentos distintos (desde o
nascimento até os 70 dias de idade). Este trabalho discute as implicacdes da

suplementacado de ratas Wistar com 6mega-3 para os referidos parametros.

Palavras-chave: hipocampo, 6mega-3, suplementacéo, Wistar

Abstract

The aim of this study was to evaluate the omega-3 supplementation effect during pre,
peri and postnatal periods upon offspring morphological and biochemical parameters.
Females Rattus novergicus were divided into three groups according to treatment:

S60D group (omega 3 supplementation from 60 days of age until offspring weaning),
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S90D group (supplementation from 90 days of age until offspring weaning) and
Control group. The offspring was evaluated for body development, serum
biochemical profile and histological aspects of brain tissue at different times (from
birth until 70 days old). Omega-3 supplementation in Wistar rats modified
morphological parameters of offspring compared to control group for the different
periods evaluated.

Keywords: hippocampus, omega-3, supplementation, Wistar

INTRODUCAO

A suplementacdo com 6leo de peixe durante o periodo embrionéario e/ou pés-
natal pode influenciar positivamente a incorporacéo de acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) 6mega-3 pelo cérebro, proporcionando um melhor desenvolvimento deste

orgédo e das funcdes a ele relacionadas.

A deficiéncia de acido docosahexaendico - um acido graxo poliinsaturado de
cadeia longa - durante o desenvolvimento embrionario tem sido associada com
anormalidades neurolégicas que podem estar relacionadas ao desenvolvimento
anormal da bainha de mielina (Leite, 2011), fundamental para a propagacdo do

impulso nervoso ao longo das fibras dos axonios.

Os componentes mais importantes dos lipideos das membranas celulares sao
0S acidos graxos essenciais n-6, acido linoléico (LA) e n-3, acido alfa-linolénico
(ALA), que nao podem ser metabolizados pelo organismo, e sdo obtidos a partir da
dieta (Crupi; Marino; Cuzzocrea, 2013; Van Elst et al., 2014). Portanto, a dieta € um
fator ambiental chave que influencia a estrutura e funcdo do sistema nervoso
(Bourre, 2009).

Os n-6 e n-3 séo os precursores do n-6, acido araquidénico (AA), n-3, acido
docosahexaendico (DHA) e n-3 &cido eicosapentaendico (EPA), respectivamente
(Desai; Kevala; Kim, 2014; Van Elst et al., 2014), sendo estes ultimos altamente
concentrados no cérebro (Grayson et al., 2014). Torna-se evidente que quantidades
elevadas desses AGPI sdo necessarias para a sinaptogénese e a maturacado dos
nervos (Van Elst et al., 2014).

Em ratos, o periodo da histogénese do neocortex pode ser dividido em duas

etapas: neurogénese e gliogénese. Durante a primeira fase, uma populacdo de
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células da origem a neurénios. Este estagio se completa quando o namero definitivo
de fibras nervosas esta formado. Nesta espécie, essa formacgao se inicia por volta do
11° ou 12° dia pés-concepcao e finaliza ao nascimento, sendo seguido pela etapa da
gliogénese, em que populacbes de células germinais do mesmo tipo ou diferentes
produzem os varios tipos de células gliais (Lenzi; Teles; Guzman, 2011). A
deposicao de DHA, bem como de AA nos fosfolipideos do cérebro em ratos ocorre
durante a fase embrionaria (por volta do 10° dia de gestacdo) e as trés primeiras
semanas de vida pds-natal, periodo no qual se da o aleitamento exclusivo (Velasco
et al., 2012).

Ha uma hipétese de que fémeas que consomem regularmente DHA, e assim
possuem niveis adequados deste acido graxo no inicio da gravidez, apresentariam
maiores beneficios a sua saude, bem como a da prole, quando comparadas a
fémeas que iniciem uma suplementacdo com DHA durante a gestacdo. Entretanto,
até o momento ndo existe um consenso sobre o periodo critico ideal para
suplementacdo do 6mega-3 na dieta materna sobre a melhoria da qualidade do leite
(Brenna; Carlson, 2014).

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo de ratas
Wistar com ©6mega-3 durante os periodos pré, peri e pés-natal sobre o
desenvolvimento corporal, perfis lipidico e glicémico séricos e regido hipocampal do

tecido cerebral da prole.
MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do Comité de
Etica no Uso de Animais (licenca n® 103/2014 — CEUA/ UFRPE). Foram utilizados 15
Rattus norvegicus, variedade Albinus, linhagem Wistar, fémeas, provenientes do
Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, local onde
foram realizados os experimentos. As mesmas foram mantidas em ambiente com
temperatura controlada (22+2° C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e
alimentacdo (racdo comercial Presence® 7883) ad libitum. Os animais (FO) foram
divididos em trés grupos experimentais (n = 5 animais/ grupo) de acordo com o

tratamento (Fig. 1).
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Rattus norvegicus, variedade Albinus, linhagem Wistar, fémeas, 30 dias de idade

n=15
Randomizacéo
1
A 4 A 4 . |
S60D - FO SS0D - FO Controle - FO

Oleo de peixe Naturallis®
(1 mL/ VO/ dia/100g PV)
60 dias de idade até o
desmame da prole
n=5

Oleo de peixe Naturallis®
(1 mL/ VO/ dia/100g PV)
90 dias de idade até o
desmame da prole
n=5

Cloreto de sédio 0,9%
(1 mL/ VO/ dia/100g PV)
90 dias de idade até o
desmame da prole
n=5

=

¥

v

Acasalamento - 120 dias de idade

v
MO
Nascimento
Pesagem
Sexagem
Coleta de cérebro dos excedentes alum total de 5 filhotes machos/ mde

A 4 v h 4
S60D —-F1 S90D —-F1 Controle — F1
n=25 n=25 n=25
A 4 A 4 . 2
M21
Desmame da prole
Pesagem
s
M30
Pesagem
Coleta de sangue total — Andlise bioquimica
Perfusdo e coleta de cérebro - Andlise histolégica
n=10 anir?ais/ grupo
v - v
S60D —-F1 S90D —-F1 Controle —F1
n=15 n=15 n=15
v L 2 v
M60
Pesagem
Coleta de sangue total — Andlise bioquimica
Perfusdo e coleta de cérebro - Andlise histolégica
n = 10 animais/ grupo

= ¥
S60D —F1 S90D - F1 Controle — F1
n=5 n=5 n=5
\ 4 \ 4 . 2
M70
Pesagem
Coleta de sangue total — Andlise bioquimica

Figura 1. Organograma mostrando as etapas do delineamento experimental. MO — pos-natal imediato; M21 — 21
dias pds-natal; M30 — trinta dias pds-natal; M60 — sessenta dias pds-natal; M70 — setenta dias pés-natal. FO —
Matrizes; F1 — Prole. S60D - Prole cujas méaes receberam dmega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame
das crias; S90D - Prole cujas maes receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias;
Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias.

No grupo S60D a suplementacdo com 6mega-3 deu-se a partir dos 60 dias de
idade até o desmame da prole, enquanto no S90D a suplementacéo deu-se a partir
dos 90 dias de idade até o desmame da prole. Para a suplementagdo foi utilizado
6leo de peixe Naturalis® (180 mg EPA e 120 mg DHA) administrado por meio de
gavagem. No grupo Controle as ratas receberam solucéo fisiolégica de NaCl 0,9%
(gavagem) a partir dos 90 dias de idade até o desmame da prole. A partir do
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desmame os animais passaram a receber agua e alimentacdo (racdo Presence®

ratos e camundongos) ad libitum.

Aos 120 dias de idade as ratas foram colocadas em acasalamento por 15
dias, numa propor¢cdo de um macho para cada 3 fémeas. ApOs esse periodo, 0s
machos foram separados e deu-se prosseguimento aos experimentos. A prole
(geracgéo F1) foi analisada em momentos distintos.

No primeiro momento (MO0), realizou-se a sexagem dos animais e aqueles
excedentes a um total de 5 filhotes machos foram submetidos a eutanasia até 12
horas apds o nascimento para coleta do cérebro. Os animais restantes (n = 5
filhotes/ matriz) foram amamentados até o 21° dia (M21), quando foram
desmamados de suas maes e passaram a receber agua e alimentacdo (racao

Presence® ratos e camundongos 7883) ad libitum.

Aos 30 dias de idade (M30) dois animais de cada subgrupo (n = 10/ grupo)
foram escolhidos ao acaso, pesados, anestesiados e submetidos a eutanasia pelo
método de exsanguinacdo por puncdo cardiaca, com coleta de sangue total para
analise do perfil bioquimico sérico dos animais. Em seguida, os animais foram
perfundidos com solucdo de formaldeido 10% em tampdo fosfato (pH 7,4) para
coleta dos cérebros, os quais foram submetidos posteriormente ao procedimento
histoldgico.

Aos 60 dias de idade (M60) repetiu-se o procedimento descrito em M30, com
coleta de sangue total e cérebro para as analises bioquimica e histoldgica (n = 10
animais/ grupo). Aos 70 dias de idade (M70), os demais animais (n = 5 animais/
grupo) foram pesados e anestesiados para coleta de sangue e andlise de perfil
sérico. A variacdo de peso corporal foi avaliada realizando-se pesagem em balanca
analitica. A anestesia foi realizada com uma 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). Os dados para perfil lipidico (triglicerideos e
colesterol total) e glicémico séricos foram obtidos em amostras de sangue (0,5 mL)
coletadas em tubos com anticoagulante com o auxilio do aparelho Accutrend Plus

(Roche®) imediatamente apds a puncéo cardiaca.

A perfusdo dos animais foi feita com solugao fisiologica (NaCl 0,9%) e em

sequéncia, com formaldeido 10% em tampéao fosfato (pH 7,4). Os cérebros dos
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animais foram coletados e fixados em solugdo tamponada de formaldeido 10% para
posterior processamento e analise histolégica.

Fragmentos de cérebro foram desidratados em concentracdes crescentes de
alcool etilico (70% ao P.A.), diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em
Paraplast Plus®. Secgdes do hipocampo foram obtidas utilizando-se um micrétomo
rotativo Leica®, foram realizados cortes seriados a 4um em um plano coronal. Os
cortes foram aderidos em Iaminas histolégicas, mantidas em sequiéncia conhecida,
corados com Hematoxilina e Eosina e Cresil violeta e cobertos com laminulas de
vidro. Fotomicrografias foram obtidas em microscépio de luz Leica® em aumentos de
40X e 400X, com auxilio do software ImageJ® para avaliacdo morfométrica da regido

CA1 do hipocampo.

Foram delimitadas aleatoriamente cinco areas em cada corte histolégico em
um aumento de 400x, e com o auxilio de uma grade (21 x 21) realizou-se a
contagem dos pontos de interseccdo de retas que incidiram sobre os neurdnios
piramidais da regido CAl do hipocampo, bilateralmente, obtendo-se a média para
cada corte histologico. Esses dados permitiram conhecer a densidade relativa da
area (%) de neurdnios na referida regido em ratos com idade de zero, trinta e
sessenta dias. A densidade de area na regido CA1 do hipocampo foi calculada como

descrito em Fernandes e Polacow (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 andlise 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.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nosso estudo, a suplementacdo com AGPI nao interferiu no metabolismo
das matrizes, resultando em um ganho de peso semelhante entre os tratamentos
durante o periodo de gestacdo. O numero de filhotes por matriz também né&o variou

entre os tratamentos (Fig. 2).
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Figura 2. Desenvolvimento corporal (peso médio) das matrizes e tamanho da ninhada durante o periodo
experimental para os diferentes tratamentos. S60D - Prole cujas mées receberam dmega-3 a partir dos 60 dias
de idade até o desmame das crias; S90D - Prole cujas mées receberam émega-3 a partir dos 90 dias de idade
até o desmame das crias; Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o
desmame das crias (ANOVA, p < 0,05).

Na avaliagdo do desenvolvimento corporal da prole (Fig. 3) ndo houve
diferenca entre os tratamentos (p > 0,05), nos momentos MO (peso ao nascer), M21
(peso ao desmame), M30 e M60 (30 e 60 dias de idade, respectivamente).
Entretanto, na avaliacdo final (M70), houve diferenca significativa (p < 0,0001)
guanto a massa corporal dos animais cujas maes foram suplementadas com 6mega-

3 quando comparados aqueles do grupo Controle avaliados aos 70 dias de idade.

Os &cidos graxos EPA e DHA fornecidos as fémeas durante a gestacdo e
lactacdo tiveram efeito direto sobre o desenvolvimento da prole em longo prazo,
como pode ser observado na figura 4. A prole das ratas que receberam 6mega-3 a
partir dos 90 dias de idade apresentou maior peso corporal médio em relacao aos
grupos Controle e S60D, sendo 0 menor peso corporal observado nos animais do

grupo Controle.

Os resultados obtidos neste estudo, para o peso corporal de ratos ao nascer
(MO) corroboram com aqueles descritos por Almeida (2007) e Tuzun et al. (2012),
em que a suplementacdo de ratas com Oleo de linhaca e EPA e DHA,
respectivamente, durante a gestacdo e o periodo de aleitamento, ndo promoveu
alteracdo do peso corporal da prole ao nascer, em relacdo ao grupo controle,
mesmo quando foi administrada uma concentracdo elevada desses AGPI as
matrizes. Ja Fernandes (2007) descreve que a suplementacdo com 10% de Oleo de

linhaca na ragéo de ratas durante os periodos ratas nos periodos pré-concepcional e
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193 perinatal provocou menor crescimento intra-uterino da prole dos animais e menor

194  peso corporal ao nascer, comparada ao grupo Controle.
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196 Figura 3. Valores de peso corporal (média + desvio padrédo) dos animais avaliados ao nascer (M0), ao desmame
197 (M21), aos trinta (M30), sessenta (M60) e setenta (M70) dias de idade. S60D - Prole cujas maes receberam
198 6mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame das crias; S90D - Prole cujas mées receberam émega-3 a

199 partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias; Controle — Prole cujas maes receberam NaCl a partir dos
200 90 dias de idade até o desmame das crias (ANOVA e post-hoc de Tukey). ***p < 0,0001.

201 Por outro lado, os resultados obtidos neste trabalho no que se refere ao peso
202 corporal dos animais avaliado em M30 diferem do que foi observado por outros
203 autores, em que a suplementacéao dietética de ratas durante o periodo de gestacéo e
204 amamentacdo com racdo enriquecida com Oleo de linhaga, rico em 6mega-3,

205 resultou em menor ingestdo de alimentos e proteinas, com consequente redugéo do
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peso corporal da prole avaliada no mesmo periodo (aos 30 dias de idade), quando
comparada ao grupo controle (Almeida, 2007, Leite et al., 2011)

A avaliacdo dos animais para os niveis de glicose, colesterol total e
triglicerideos séricos sdo mostrados na figura 4. A suplementacdo das matrizes com
0mega-3 modificou os parametros de glicose e colesterol total séricos em diferentes

momentos de analise dos dados.
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Figura 4. Perfil glicémico dos animais avaliados aos 30, 60 e 70 dias de idade (M30, M60 e M70,
respectivamente). S60D - Prole cujas maes receberam 6mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame
das crias; S90D - Prole cujas maes receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias;
Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias. (***
p<0,001; * p < 0,05).

No momento M30, a glicemia dos animais ndo mostrou diferencga significativa
entre 0s grupos. Entretanto, aos 60 dias de idade (M60), este parametro mostra
diferenca significativa entre os grupos, com menores valores observados em S90D e
S60D, respectivamente, em relacdo ao grupo Controle. Na Ultima etapa de analise,
verificamos que ocorreu uma inversdo neste comportamento, com elevados niveis
glicémicos observados nos animais dos grupos S60D e S90D e normoglicemia no

grupo Controle.

Diante da hip6tese proposta na literatura, as alterac6es de perfil glicémico
observada nos animais tratados (S60D e S90D) em relagdo ao Controle podem ser
consideradas também para o metabolismo cerebral, dada a elevada demanda
energética de glicose no cérebro. Dessa maneira, as fungdes associadas a esse
orgao podem sofrer interferéncia da suplementacdo com EPA e DHA, desde os
processos ligados a expressao de receptores GLUT1 no endotélio vascular cerebral
até a captacdo e utilizacdo da glicose pelo tecido cerebral, como observado por

outros autores em ensaios in vitro e in vivo.
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A literatura veterindria descreve que a associacdo anestésica de cetamina e
xilazina apresenta diversas vantagens do ponto de visto préatico, pois possui acdo
rapida, promove um periodo anestésico habil de cerca de 30 a 50 minutos, néo
abole os reflexos protetores e é de facil aplicacdo. No entanto, esses farmacos
podem produzir alteracfes exarcebardas nos parametros fisiolégicos em funcéo da
dose e da espécie animal. Em camundongos e ratos, a associa¢do de cetamina e
xilazina promove um tempo de anestesia que pode durar de 50 a 80 minutos
(Massone, 2011). Os efeitos desses farmacos sobre a glicemia sdo promovidos pelo
blogueio da captagcdo de catecolaminas uma classe de hormdnios catabdlicos que
elevam a glicemia (Cortopassi; Fantoni, 2010).

Niveis elevados de catecolaminas plasmaticas podem determinar
hiperglicemia por complexas e variadas interacbes desse neurotransmissor em
receptores a e -adrenérgicos em diversos 0rgaos e tecidos, como figado, pancreas,
musculos e tecido adiposo, tendo como resultado final aumento na producdo de

glicose e reducédo na sua utilizacdo (Guedes, 2010).
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Figura 5. Niveis de colesterol total sérico dos animais avaliados aos 30, 60 e 70 dias de idade (M30, M60 e M70,
respectivamente). S60D - Prole cujas maes receberam émega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame
das crias; S90D - Prole cujas mées receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias;
Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias. Letras
diferentes entre linhas indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (*p < 0,05).

Em relacdo ao colesterol total, a suplementacéo resultou em modificacdes do
perfil lipidico sérico entre os tratamentos (Fig. 5). Aos 30 dias de idade (M30) os
animais do grupo S60D apresentaram menor nivel de colesterol total em relacdo ao
grupo S90D. Em M60, este parametro mostra menores valores para 0S grupos

suplementados em relacao ao controle. Em M70 nenhuma diferenca foi observada.
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O colesterol cerebral é sintetizado in situ pelos astrdcitos e oligodendrocitos,
onde parece ser regulada por meio de mecanismos semelhantes aos observados
em tecidos extra-cerebrais, sendo essa sintese mais intensa durante a
embriogénese e infancia, quando a mielogénese € maxima (Vitali Wellington,
Calabresi, 2014). A reducdo dos niveis de colesterol total sérico observada no
presente trabalho indica que a suplementacdo com dmega-3 durante a gestagcao e
amamentacao pode interferir na fluidez da membrana neuronal, promovendo maior

flexibilidade e modulando os processos envolvidos na atividade cerebral.

Nenhuma diferenca foi observada em relacéo aos triglicerideos (Fig. 6) para
os tratamentos nos periodos avaliados (M30, M60 e M70).
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Figura 6. Niveis de triglicerideo total sérico dos animais avaliados aos 30, 60 e 70 dias de idade (M30, M60 e
M70, respectivamente). S60D - Prole cujas médes receberam 6émega-3 a partir dos 60 dias de idade até o
desmame das crias; S90D - Prole cujas maes receberam dmega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame
das crias; Controle — Prole cujas maes receberam NacCl a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias.
Letras diferentes entre linhas indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).

A literatura descreve que a ingestao de EPA e DHA pode favorecer a reducao
dos niveis destes lipideos em individuos com hipertrigliceridemia. Ja em individuos
saudaveis, os dados referentes a este parametro ainda nao estdo bem
caracterizados. Contudo, o consumo de AGPI bmega-3 pode ser benéfico, pois a
maioria dos estudos mostra reducédo significativa dos niveis de triglicerideos séricos

em individuos normais.

Os dados relativos a morfometria do tecido cerebral para os diferentes
tratamentos foram comparados. A analise permitiu verificar que a suplementacéo
com Omega-3, interferiu no nimero de neurdénios da regido CA1l do hipocampo,
avaliada pela densidade de éarea em diferentes idades para os tratamentos

realizados (Fig. 7).
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Figura 7. Fotomicrografias do hipocampo de rato. A - Secc¢do coronal do hipocampo com indicagfes das regides
CA1, CA2, CA3 e CA4 (Coloragédo: HE. Aumento 40X). B — Regido CA1l. Os boxes em vermelho indicam as
areas onde foram feitas as contagens da densidade celular. Aumento 40X. C — Grade (21 x 21) utilizada para a
contagem dos pontos de intersec¢do de retas que incidiram sobre os neurdnios piramidais. D, G, J — Grupo
S60D (MO, M30 e M60, respectivamente). E, H, K - Grupo S90D (MO, M30 e M60, respectivamente). F, I, L -
Grupo Controle (MO, M30 e M60, respectivamente). Observar neurdnios piramidais (setas). Coloragdo: Nissl.
Aumento 400X.

O inicio da suplementacdo das matrizes alterou o comportamento da
populacdo de neurbnios piramidais na regido CAl do hipocampo da prole ao
nascimento, bem como aos trinta e sessenta dias de idade (Fig. 8). A prole cujas
matrizes foram suplementadas durante um tempo mais curto e préximo ao periodo
de acasalamento (S90D) apresentou maior populacdo de neurbénios piramidais ao
nascer (M0) quando comparada aos grupos S60D e Controle (p = 0,0025).

Aos 30 dias de idade, a densidade neuronal foi estatisticamente superior nos
animais cujas maes foram suplementadas por um periodo mais longo (S60D)
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quando comparada aqueles do grupo controle (p = 0,0001). Também houve
diferenca na densidade neuronal da regido avaliada para o grupo S90D quando

comparada ao grupo Controle (p < 0,05).
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Figura 8. Média da densidade de area (%) de neurdnios piramidais da regido CAl do hipocampo de ratos
avaliados ao nascimento, aos trinta e sessenta dias de idade (MO, M30 e M60, respectivamente). S60D - Prole
cujas maes receberam émega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame das crias; S90D - Prole cujas maes
receberam dmega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias; Controle — Prole cujas maes
receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias. Letras diferentes entre linhas indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).

Na morfometria realizada em cérebros de ratos aos 60 dias de idade (M60)
observou-se que o tempo de suplementacdo das matrizes durante os periodos pré,
peri e pés-gestacional resultou em variacdo significativa da densidade de neurdnios
piramidais da regido CA1l do hipocampo nos animais do grupo S60D quando
comparados ao grupo S90D (p = 0,0010). A suplementacdo de fémeas durante 60
dias antes do periodo de acasalamento proporcionou uma maior densidade neuronal
nos animais em idade jovem, indicando que o inicio da suplementacdo com émega-3

€ importante para um adequado desenvolvimento cerebral nos animais.

Estes resultados corroboram com outros autores, em que é observado que a
suplementacdo com EPA e DHA pode interferir nos processos de desenvolvimento
do tecido cerebral, no que se refere a proliferacdo e manutencdo dos neurdnios
(Crupi; Marino; Cuzzocrea, 2013; Tuzun et al., 2012; Van Elst et al., 2014), que por
sua vez tem relacdo direta com 0s processos de cognicdo e memoria, podendo se
estender a fase adulta (Avramovic et al.,, 2012; Bach, 2012; Crupi; Marino;
Cuzzocrea, 2013).

CONCLUSOES

A suplementacdo com Omega-3 ndo apresentou efeitos sobre o

desenvolvimento corporal dos ratos da F1 avaliados ao nascer, ao desmame, aos
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trinta e aos sessenta dias de idade, independentemente do tempo de suplementacgéo
realizado nas matrizes, em contrapartida ao que é descrito na literatura. Os AGPI
EPA e DHA exerceram efeitos sobre os niveis de glicose e colesterol total séricos
dos animais, sem modificar os triglicerideos nestes ultimos.

O tempo de suplementagdo das ratas com 6mega-3 interferiu de maneira
significativa sobre a densidade dos neurfnios piramidais da regido CAl do
hipocampo da prole, avaliada no pds-natal imediato, bem como aos trinta e sessenta
dias de idade, indicando que os acidos graxos poliinsaturados EPA e DHA tem
influéncia no desenvolvimento do tecido cerebral.
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Resumo

A literatura traz uma série de estudos que buscam verificar a interferéncia da
nutricdo de fémeas durante os periodos de gestacdo e amamentacdo sobre o
desenvolvimento cerebral e cognitivo da prole, tanto em humanos quanto em outras
espécies. Os acidos graxos 6mega-3, em especial EPA e DHA, tém sido descritos
como importantes nutrientes para um adequado desenvolvimento das func¢des do
sistema nervoso na infancia, adolescéncia e idade adulta. No presente trabalho,
buscou-se verificar os efeitos da suplementacdo de ratas com 6mega-3 sobre o
desenvolvimento cerebral e a atividade elétrica cortical da prole, utilizando técnicas
de analise linear e ndo-linear do registro de ECoG de ratos Wistar em idade jovem.
Rattus norvegicus, linhagem Wistar, machos foram divididos em trés grupos
experimentais, sendo dois provenientes de ratas suplementadas com Omega-3
(S60D e S90D) e outro de um grupo controle. ECoG foram registrados e analisados
pelos métodos de espectro de poténcia, complexidade de Lempel-Ziv e dimensao
fractal do espaco de fase reconstruido. O presente artigo discute essa abordagem
matematica e as implicagbes da suplementacdo materna com dmega-3 durante 0s
periodos pré-gestacional, gestacional e de aleitamento sobre a atividade
eletrocortical da prole.
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Abstract

The literature brings a lot of studies that seek to verify the interference of nutrition
females during pregnancy and breastfeeding periods on brain and cognitive
development of offspring, both in humans and in other species. Omega-3 fatty acids,
especially EPA and DHA, have been described as important nutrients for proper
development of nervous system functions in childhood, adolescence and adulthood.
In this study, we sought to assess the omega- 3 supplementation effects on rats brain
development and cortical electric activity of the offspring, using linear analysis and
non-linear techniques of ECoG recording in Wistar rats at young age. Rattus
norvegicus, Wistar were divided into three groups, two from dams supplemented with
omega-3 (S60D and S90D) and another from a control group dams. ECoG signals
were registered and analyzed by the following methods: power spectrum, Lempel-Ziv
Complexity and fractal dimension of the rebuilt phase space. This article discusses
the mathematical approach and the implications of maternal supplementation with
omega-3 during the pre-gestational, pregnancy and lactation periods on the behavior
offspring electrocortical activity.

Keywords: Chaos, ECoG, Omega-3, Wistar

INTRODUCAO

Os lipideos sao responsaveis por cerca de metade do peso seco do tecido
cerebral. Sdo componentes estruturais das membranas celulares e atuam na
regulacdo de seus processos bioquimicos e fisioldgicos. A quantidade e o tipo de
lipideo no cérebro variam nas diferentes regibes e com a idade (Bourre, 2009).
Neste 6rgdo, concentra-se quase um quarto do colesterol total, sobretudo na mielina
(70 — 80%), onde desempenha papel de isolamento. O colesterol cerebral é
sintetizado in situ pelos astrocitos e oligodendrécitos, em especial durante a
embriogénese e infancia quando a mielogénese € maxima (Vitali; Wellington;
Calabresi, 2014).

Além do colesterol, neste tecido destacam-se os fosfolipidios, dos quais as
fosfatidiletanolamina (PE) sdo os mais abundantes (Bourre, 2009). Dentre os

fosfolipidios, o0 acido docosahexaendico (DHA 22:6) corresponde a
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aproximadamente 25% da massa percentual dos éacidos graxos totais no cortex
cerebral (Guesnet; Alessandri, 2011). Seu maior acimulo no cérebro ocorre também
durante o desenvolvimento deste O6rgdo, no periodo perinatal. O &cido
eicosapentaenodico (EPA 20:5), precursor do DHA, tem seus efeitos bem
documentados em doencas neurodegenerativas e inflamatorias. Além disso,
processos biofisiolégicos podem ser influenciados por esses AGPI (Avramovic et al.,
2012). Em comparacdo com o DHA, o EPA esta presente huma concentracdo muito

baixa nos de fosfolipideos cerebrais (Katakura et al., 2013).

Uma maneira de investigar os possiveis efeitos da suplementacao da dieta de
ratos com dmega-3 sobre a sua atividade elétrica cortical é o registro elétrico dessa

atividade, realizada através do eletrocorticograma (ECoG).

A analise do eletrocorticograma (ECoG) permite detectar-se anormalidades
nas ondas cerebrais ou na atividade elétrica do cérebro. O registro é produzido
através da amplificacdo e gravacdo de diferencas de tensdo entre os eletrodos
colocados diretamente sobre o cortex cerebral, que refletem a atividade elétrica no
cérebro (Geng et al., 2014). A atividade elétrica cortical é gerada, principalmente,
pelo potencial pds-sinaptico, que resulta da acdo do neurotransmissor no receptor
pés-sinaptico, gerando um sinal elétrico (potencial gerador) (Pessoa, 2012).

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento dos métodos de andlise de
dindmicas nao-lineares, cada vez mais evidéncias indicam que o cérebro € um
sistema dindmico nao-linear e o sinal do ECoG pode ser considerado como sua
resposta. A caracteristica fisiolégica destes sinais difere muito em condicdes
patologicas e sobre influéncia de anestésicos. Em condicbes de normalidade, o
cérebro é mais cadtico, processa a informacdo mais rapidamente e pode ter uma

maior variedade de respostas (Maclver; Bland, 2014; Wang et al., 2010).

Mesmo quando sdo analisados a partir de individuos saudaveis, estes
registros manifestam o caos no sistema nervoso (Sarbadhikari; Chakrabarty, 2001).
Neste sistema, a ndo-linearidade ja esta introduzida no nivel celular, uma vez que o
comportamento dindmico de neurbnios individuais é regido por fendmenos de
integracao, de limites e de saturacao (Lehnertz, 2008). Um sistema linear pode ser
compreendido como um conjunto de unidades simples, que quando combinadas

levam ao surgimento de propriedades emergentes complexas. A nédo-linearidade de
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um sistema diz respeito a imprevisibilidade dos efeitos de pequenas mudancas nas
condicdes iniciais de suas variaveis (Savi, 2006).

Os processos cadticos podem ser caracterizados por algumas técnicas
baseadas na geometria do atrator, como a dimensao fractal do espaco de fase
reconstruido (Krakovska, 2009; Maclver; Bland, 2014) enquanto outras sao
baseadas na andlise direta da série temporal, como a transformada de Fourier
(Maclver; Bland, 2014; Varghese et al.,, 2014) e a Complexidade de Lempel-Ziv
(Abdsolo et al., 2014). Ao contrario do que se observa nos sinais periédicos comuns,
gue apresentam espectro de poténcia com picos em frequéncias bem definidas, nos
sistemas cadticos o espectro de poténcia apresenta bandas largas (Machado et al.,
2012).

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo de ratas
com émega-3 sobre o desenvolvimento do cérebro e na atividade elétrica cortical da
prole em idade jovem por meio de técnicas de analises linear e ndo-linear do registro

de ECoG, submetida a inducéo anestésica dissociativa.
MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do Comité de
Etica no Uso de Animais (licenca n® 103/2014 — CEUA/ UFRPE). Foram utilizados 15
Rattus norvegicus, variedade Albinus, linhagem Wistar, machos, 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. Os
animais foram divididos em trés grupos experimentais (n = 5 animais/ grupo) de

acordo com o tratamento, sendo dois tratados (S60D e S90D) e um controle.

O Grupo S60D era composto por ratos machos jovens cujas maes receberam
Oleo de peixe Naturallis® (1 mL/ VO/ dia/100g PV) a partir dos 60 dias de idade até o
desmame da prole. O Grupo S90D era formado por ratos machos jovens cujas maes
receberam 6leo de peixe Naturallis® (1 mL/ VO/ dia/100g PV) a partir dos 90 dias de
idade até o desmame da prole, enquanto o grupo Controle foi constituido de ratos
machos jovens cujas mées receberam solucéo fisiolégica de NaCl 0,9% (1 mL/ VO/
dia/100g PV) a partir dos 90 dias de idade até o desmame da prole. A partir do

desmame o0s animais passaram a receber agua e alimentacao ad libitum.
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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 solucdo 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 diametro sobre o
hemisfério esquerdo na regido parietal no cortex sensori-motor cerca de 1,5 a 2,5
mm anterior e 1 a 2 mm lateral ao bregma. Neste orificio foi posicionado um eletrodo
do tipo Ag-AgCl, sobre o cortex cerebral e outro eletrodo, do mesmo tipo, foi

colocado sobre o 0sso nasal (eletrodo de referéncia) (Nascimento et al., 2010).

Para cada animal registrou-se 30 minutos da atividade cerebral com um
aparelno 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 (Pessoa, 2012).

ApGs o término dos protocolos experimentais, os animais foram submetidos a
eutanasia por meio de aprofundamento anestésico. Na sequéncia, removeu-se 0
cérebro da caixa craniana com auxilio de tesoura e pinca de dissecacdo. Os
cérebros foram pesados em balanca analitica para obtencdo do peso cerebral e

calculo do peso cerebral relativo.

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
Rapida de Fourier (FFT, do inglés “Fast Fourier Transform”. Em seguida o0s
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.

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:
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onde f(v) €& 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 intervalo de frequéncia a)=[vs, Ve] aqui representado pelos

diferentes ritmos. O célculo da poténcia média de cada ritmo foi obtido utilizando
uma rotina baseada no método de Welch (1967) e implementado no software
MATLAB (The Mathworks, Natick, MA, EUA).

A complexidade do registro do ECoG foi calculada utilizando-se o método de
Lempel-Ziv (CLZ) (Abasolo et al., 2014). Quando calculada a CLZ, obtém-se um
namero que esta entre 0 e 1. Quanto mais proximo de 1 for o resultado maior a CLZ
e mais aleatorio serd o comportamento do sinal, quanto mais proximo o resultado for

de 0 menor sera a CLZ, indicando que a série tem maior auto similaridade.

Para cada onda cerebral foi feita a reconstrucdo do espaco de fase, obtido
pela plotagem da série temporal contra ela mesma defasada no tempo por um dado
tempo de retardo tempo (Lopes, 2013; Siméo; Salmon; Carvalho, 2008), utilizando-
se o0 software OriginPro 9.0 (OriginLab, Northampton, MA, USA). Em seguida,
calculou-se a dimenséo fractal dos atratores gerados, utilizando-se o método de box
counting (contagem por caixas). Este método consiste em cobrir 0 objeto fractal com

N(r) caixas que contenham pelo menos um ponto (pixel) do objeto. Repete-se o
procedimento com caixas de diferentes tamanhos e traca-se um gréafico duplo log de
N(r) em funcédo de r. O angulo de inclinacdo desse grafico com o sinal invertido é a
dimenséo de box-counting (Dbc ). A dimenséo fractal pode ser definida formalmente

através da equacao:

D,. =—Ilim

¢ &e—0

log N ., —log N,
@
Iog(r+g)_ IOg(r)

N¢.., € Ny, sdo o numero de caixas que cobrem a imagem em dois instantes

diferentes, r+¢ e rsao os tamanhos dos lados das caixas nesses dois instantes

distintos.

83



188
189
190
191
192

193

194
195

196

197
198
199
200
201
202

203
204
205
206
207
208
209
210
211

212
213
214

Aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicAo dos dados obtidos. Para os dados cujos valores seguiram uma
distribuicdo gaussiana realizou-se uma analise 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.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A suplementacdo interferiu no desenvolvimento cerebral dos animais,

avaliados pela massa absoluta e relativa do cérebro (Fig. 1).

1.6 * 1.0+ ek ek
1.4+
o 5
g e @ m
1.2
1.0- .
S60D $90D Controle S60D S90D Controle
Grupo experimental Grupo experimental

Figura 1. Valores de peso cerebral absoluto (g) e peso cerebral relativo dos animais avaliados aos 70 dias de
idade. S60D - Prole cujas maes receberam 6mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame das crias;
S90D - Prole cujas mées receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias; Controle —
Prole cujas mées receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias. Letras diferentes entre
linhas indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (*p < 0,05; ** p < 0,001). (ANOVA e post-
hoc de Tukey).

A suplementacdo de fémeas na idade adulta, durante a gestacdo e
amamentacao com d6mega-3 (EPA e DHA) proporcionou um maior peso cerebral da
prole avaliada aos 70 dias de idade no grupo S60D em relacdo aos demais grupos
(p < 0,05). Entretanto, a suplementacdo das matrizes a partir dos 90 dias de idade
(S90D), néo foi capaz de promover um ganho significativo de massa cerebral da
correspondente prole, quando comparado ao grupo cujas maes ndo foram
suplementadas (Controle). E possivel que haja uma relacdo entre o inicio da
suplementacdo com AGPI para uma adequada incorporacdo dos acidos graxos no

cérebro da prole durante os periodos peri e pés-natal.

Em estudo utilizando linhaca na racéo de ratas durante o periodo de gestacéo
e amamentagdo, Almeida (2007) encontrou desenvolvimento cerebral

estatisticamente significativo na prole destes animais quando comparado ao grupo

84



215
216
217

218
219
220
221
222
223
224

225
226
227
228
229
230

231
232
233
234
235
236
237

238
239
240
241

242

controle, avaliados aos 30 dias pds-natal. De acordo com a autora, nessa fase o
cérebro tem atingido praticamente o mesmo peso daqueles de animais na fase

adulta.

Os AGPI sédo requeridos em todos os estagios reprodutivos. Antes da
concepcao, eles garantem niveis nutricionais adequados possibilitando que a fémea
tenha uma gestacdo satisfatoria. Durante a gravidez, eles sdo necessarios para o
crescimento das glandulas mamarias, placenta, Utero e feto. No terco final da
gestacdo ha um aumento rapido nos niveis de DHA na retina e cérebro do feto, com
consequente aumento do peso do cérebro, o que justifica a importancia de uma

ingestao adequada de EPA e DHA neste momento (Morse, 2012).

A literatura traz uma série de estudos que buscam verificar a interferéncia da
nutricdo de fémeas durante a gestacdo e a amamentacao sobre o desenvolvimento
cerebral e cognitivo da prole tanto em humanos quanto em outras espécies. Os
AGPI dmega-3, em especial EPA e DHA, tém sido descritos como importantes
nutrientes para um adequado desenvolvimento das funcdes do sistema nervoso na

infancia, adolescéncia e idade adulta (Morse, 2012; Tuzun et al., 2012).

O DHA, émega-3 dominante no cérebro, € um componente importante das
membranas celulares neuronais, afetando varios processos e vias neurolégicas
(Stonehouse, 2014). Estudos preliminares indicam que o cérebro mantém os niveis
de DHA notavelmente constantes em espécies terrestres (Brenna; Carlson, 2014).
Os resultados obtidos sé@o consistentes com o fato de que a incorporacdo de DHA
durante o desenvolvimento neonatal seja um fator limitante no desenvolvimento do

cérebro adulto, como observado por outros autores.

Segmentos de 10 segundos do registro do ECoG de um animal de cada grupo
sdo exibidos na figura 2. 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.
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Figura 2. Segmentos de dez segundos do ECoG dos grupos: Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a
partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias; S90D - Prole cujas mées receberam 6mega-3 a partir dos
90 dias de idade até o desmame das crias; S60D - Prole cujas maes receberam émega-3 a partir dos 60 dias de
idade até o desmame das crias.

O comportamento das poténcias das ondas € caracteristica de cada animal,
independentemente do tratamento realizado (Fig. 3). Em nosso experimento, 0
comportamento do espectro de poténcia evidenciou uma maior contribuicdo das
ondas delta (0,5 — 4,0 Hz). Esse resultado se justifica, uma vez que durante o
registro do ECoG o0s animais encontravam-se anestesiados e portanto, a atividade
cerebral se caracteriza pela predominancia de ondas de menor frequéncia. Isso é
semelhante a padrbes produzidos por outros anestésicos em humanos e ratos
(Leung et al., 2014; Maclver; Bland, 2014, Pilge et al., 2014).

—S60D
100 ——S90D
Controle
. 75
"N
T
=
= 50
R
5}
=
@
(o]
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254 |/
0= T ——— ' \
0 8 12 16 20

Frequéncia (Hz)

Figura 3. Exemplo do espectro de poténcia para um animal de cada grupo experimental. A energia de cada onda
é calculada pela integral da area 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). S60D (verde) - Prole cujas maes receberam dmega-3 a partir dos
60 dias de idade até o desmame das crias; S90D (vermelho) - Prole cujas maes receberam émega-3 a partir dos
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90 dias de idade até o desmame das crias; Controle (verde)— Prole cujas méaes receberam NaCl a partir dos 90
dias de idade até o desmame das crias. *p < 0.05 (ANOVA e post-hoc de Tukey).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em relacdo as
poténcias das ondas cerebrais entre os tratamentos, como pode ser observado na
tabela 1. O dmega-3 ndo modificou o padrdo de comportamento da atividade
cerebral dos animais tratados (S90D e S60D) em relacdo aqueles do grupo Controle
no que se refere a contribuicdo das frequéncias para o espectro de poténcias

durante o registro do ECoG.

Tabela 1. Valores de poténcia média (uv2. Hz-1) das distintas ondas cerebrais e Complexidade de
Lempel-Ziv dos registros do ECoG

Frequéncia Delta (0,5 - 4 Hz) Teta (4 - 8 Hz) Alfa (8 — 16 Hz) Beta (16 - 30 Hz)
Grupo experimental N M £ SD M £ SD M+ SD M £ SD
S60D 5 30,18 + 3,40 3,06 +£ 0,63 1,39 £ 0,27 0,33+ 0,22
S90D 5 29,13 +0,90 3,32 0,30 1,57 £0,22 0,33+ 0,03
Controle 4 27,09 +5,19 4,26 +2,04 2,01+1,08 0,47 £ 0,30
p 0,3646 0,2349 0,2513 0,5053

S60D - Prole cujas mées receberam 6mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame das crias; S90D - Prole cujas maes
receberam dmega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias; Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a
partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias. CLZ - Complexidade de Lempel-Ziv. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).

Diferencas estatisticamente significativas foram obtidas para os dados de
Complexidade de Lempel-Ziv (Tab. 2). Os animais do grupo controle apresentaram
maior média para este parametro em relacdo aos grupos tratados S60D (p < 0,01) e
S90D (p < 0,05). Entretanto, a CLZ nédo divergiu entre os animais suplementados
com Omega-3, independente do tempo de suplementacdo a complexidade de
Lempel-Ziv foi maior no grupo Controle em relagdo aos animais dos grupos S60D e
S90D, mostrando que a atividade cortical dos animais suplementados apresentou
maior auto-similaridade, ou seja, o comportamento dos dados nesses animais
apresentou maior nivel de padronizagdo em relagdo aos animais do grupo que nao
recebeu suplementacdo com EPA e DHA durante o periodo de desenvolvimento do
tecido cerebral (periodos intra-uterino e de aleitamento materno).
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Tabela 2. Valores obtidos para a Complexidade de Lempel-Ziv (média + desvio padrao) dos registros
do ECoG.

CLz
Grupo experimental N M £ SD
S60D 5 0,1780 = 0,02a
S90D 5 0,1643 + 0,01a
Controle 4 0,2349 + 0,04b
0,0060

P

S60D - Prole cujas mées receberam 6mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame das crias; S90D - Prole cujas maes
receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias; Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a
partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias. CLZ - Complexidade de Lempel-Ziv. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).

Valores de CLZ proximos a 1 correspondem a processos estocasticos nao
correlacionados. Ja valores em torno de 0,05 correspondem a sinais periodicos,
enquanto uma CLZ proxima a 0,2 é obtida para sinais quase-peridodicos com
harmonicos variaveis (Hornero; Aboy; Ab&solo, 2007). Em nosso estudo, os valores
da CLZ dos registros de ECoG dos animais dos grupos S60D, S90D e Controle
apresentaram-se proximos a 0,2 indicando que atividade elétrica cortical € um sinal

quase-periédico e nao um sinal aleatorio.

Uma vez que o DHA desempenha importante papel como regulador-chave em
diversas funcdes cerebrais, € provavel que uma maior incorporacdo de DHA no
tecido nervoso dos animais suplementados modifigue de alguma maneira a
interacdo da cetamina com um ou varios de seus receptores, dentre eles o0s
receptores glutamatérgicos, modulando a acdo deste farmaco sobre a atividade

elétrica cerebral por mecanismos diversos.

Os dados observados no presente trabalho corroboram com aqueles
observados por outros autores (Hussain et al., 2013; Moreira et al., 2010). E
importante ressaltar que a suplementacdo administrada em estagios perinatais pode
ter consequéncias duradouras. Assim, a abundancia de 6mega-3 na dieta de fémeas
gestantes revela-se favoravel nas atividades cerebrais também durante a fase
juvenil, indicando que a suplementacdo de fémeas gestantes e lactantes com

Omega-3 pode produzir efeitos positivos sobre o desenvolvimento cerebral da prole.
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A literatura tem descrito que a forma do atrator cadtico pode ser mais eficiente
para discernir variacdes no registro da atividade elétrica cerebral em ratos quando
comparado a técnica da Transformada de Fourier (TF), tanto em animais em estado
de alerta, quanto durante o sono e em diferentes planos anestésicos (Maclver;
Bland, 2014).
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Figura 4. Atratores obtidos para as ondas delta, teta, alfa e beta dos animais dos grupos
experimentais. S60D - Prole cujas méaes receberam dmega-3 a partir dos 60 dias de idade até o
desmame das crias; S90D - Prole cujas méaes receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o
desmame das crias; Controle — Prole cujas méaes receberam NaCl a partir dos 90 dias de idade até o
desmame das crias.
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Entretanto, a inspec¢éo visual do atrator obtido pode fornecer informagdes
incorretas a respeito do comportamento do sistema, por se tratar de um método
subjetivo de andlise. Assim, tem-se buscado utilizar algoritmos matematicos que
possibilitem quantificar estes tipos de dados, como a dimensao fractal, que tem se
mostrado capaz de identificar pequenas diferencas entre estruturas que visualmente
parecem similares. A forma dos atratores variou entre os diferentes ritmos cerebrais

e ainda entre os mesmos ritmos para os animais dos diferentes grupos (Fig. 4).

A suplementacdo com 6mega-3 alterou a dimensao fractal do espaco de fase
reconstruido do registro da atividade elétrica cerebral dos animais (Tab. 3). A
dimensao fractal obtida pelo método de box-counting (Dnc) das ondas cerebrais teta
e beta foi menor no grupo S60D quando comparado ao controle, porém nao diferiu
significativamente daquela do grupo S90D. Ja a onda alfa foi diferente entre os
tratamentos, com maior Dnc para o espago de fase sendo observada no grupo
Controle, seguido pelos grupos S90D e S60D, respectivamente. Para a onda delta
nao houve alteragéo da Duc entre os grupos tratados e controle.

Tabela 3. Dimensao fractal (média + desvio padréo) obtida pelo método de box-counting (contagem
por caixas) para as ondas cerebrais dos animais dos grupos experimentais.

Frequéncia Delta (0,5 - 4 Hz) Teta (4 - 8 Hz) Alfa (8 — 16 Hz) Beta (16 - 30 Hz)
Grupo experimental N M+ SD M+ SD M £ SD M £ SD
S60D 15 1,419 £ 0,139 1,437 £ 0,021a 1,467 £ 0,021a 1,438 £0,017a
S90D 15 1,463 + 0,028 1,428 +0,017a 1,446 + 0,026a 1,419 + 0,012ab
Controle 15 1,453 £ 0,077 1,491 + 0,056b 1,516 + 0,065b 1,472 + 0,053b
P 0,5105 0,0017 0,0025 0,0026

S60D - Prole cujas mées receberam 6mega-3 a partir dos 60 dias de idade até o desmame das crias; S90D - Prole cujas maes
receberam 6mega-3 a partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias; Controle — Prole cujas mées receberam NaCl a
partir dos 90 dias de idade até o desmame das crias. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,05).

A dimensao fractal do espaco de fase reconstruido permitiu verificar discretas
alteracdes na configuracdo dos atratores das diferentes ondas cerebrais obtidas a
partir do registro do ECoG, o que nao foi observado quando utilizamos outros
métodos de andlise linear, como o espectro de poténcia. A dimenséao reduziu-se nos

animais cujas matrizes foram suplementadas quando comparada aquela dos
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animais do grupo Controle, reforcando a idéia de que a incorporacdo de 6mega-3 no
tecido cerebral da prole e suas implicagBes na atividade elétrica destes animais.

A reducdo dessa dimensdo, bem como da complexidade de Lempel-Ziv
podem estar relacionadas a uma maior sincronizacéo da atividade cerebral. Estudos
de dindmica ndo-linear do sistema nervoso em condi¢des normais e patoldgicas
mostram que a perda da complexidade dinamica tem relacdo com um maior grau de
sincronizacgao local em individuos normais, enquanto a dinamica local do cérebro na
doenca de Alzheimer, por exemplo, € mais complexa (com mais ruidos, menor

linearidade e menor sincronizagéo), como descrito por Stam (2005).
CONCLUSOES

A suplementagdo com Omega-3 em ratas gestantes e lactantes tem
influéncia sobre o peso cerebral absoluto e relativo, bem como sobre o padrdo da
atividade elétrica cerebral da prole avaliada aos 70 dias de idade.

A utilizacdo de métodos de andlise de dinamica linear e ndo linear, como o
espectro de poténcia, complexidade de Lempel-Ziv e dimenséao fractal do espago de
fase reconstruido podem ser utilizados em conjunto para uma melhor avaliacado de

alteracdes da atividade elétrica cerebral em animais sadios.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo do desenvolvimento desta tese, verificamos os efeitos da
suplementacdo com dmega-3 em ratas Wistar durante os periodos pré-gestacional,
gestacional e de aleitamento materno sobre o desenvolvimento corporal da prole
em relacdo ao grupo controle, avaliados ao nascer, ao desmame, aos 30, 60 e 70
dias de idade. Em relacdo aos momentos avaliados, o peso corporal dos animais so

variou siginificativamente aos 70 dias de idade.

A suplementacdo de matrizes com 6mega-3 durante 30 e 60 dias pré-
acasalamento modificou os perfis lipidico e glicémico das proles em relacdo aos
animais do grupo que nédo recebeu suplementacdo. Os acidos graxos EPA e DHA
exerceram efeitos sobre os niveis de glicose e colesterol total séricos dos animais,
sem modificar os triglicerideos nestes Ultimos. E provavel que essas alteracdes
interfram no metabolismo energético dos animais e consequentemente em sua

atividade elétrica cerebral.

Em relacdo ao desenvolvimento cerebral e atividade elétrica cortical,
observamos que o 6mega-3 em ratas gestantes e lactantes teve influéncia sobre o
peso cerebral absoluto e relativo final (70 dias de idade) da prole. Nos animais
neonatos, a densidade média de células piramidais do grupo S60D foi menor do que
aguela observada no grupo S90D. Entretanto, essa relacdo se inverte, com um
aumento significativo no numero de neurdnios piramidais na regido CAl do
hipocampo no grupo S60D e drastica reducdo desse parametro nos animais do

grupo S90D, ambos avaliados aos 60 dias de idade.

Os dados obtidos demonstraram que um periodo de suplementacdo mais
longo possibilita uma maior biodisponibilidade de AGPI dmega-3 nas matrizes, com
consequente transferéncia via placenta e aleitamento para a prole.Como
consequéncia, hd um maior acimulo de DHA no tecido cerebral, o que interfere
diretamente sobre o padrdo da atividade elétrica cerebral da prole, como foi
observado neste trabalho, em animais avaliados aos 70 dias de idade. Isto, por sua
vez pode ter impactos positivos sobre os processos de memoria e aprendizagem,

inclusive a longo prazo.
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Os métodos de analise utilizados neste trabalho, como o espectro de
poténcia, a complexidade de Lempel-Ziv e a dimenséo fractal do espaco de fase
reconstruido possibilitaram verificar as alteragcdes dos padrdes da atividade elétrica
cortical obtida a partir do registro do ECoG nos animais dos grupos experimentais.
Estes métodos matematicos e computacionais sdo importantes ferramentas que
podem ser aplicadas para avaliacao de alteracbes em individuos sadios, bem como
naquelas alteragcbes decorrentes dos varios processos neuropatolégicos que
modificam a atividade cerebral, uma vez que esta atividade possui carater dinamico
e ndo-linear. Essa caracteristica cadtica do sistema nervoso, que permite rapidas
transicdes de estado é crucial para o processamento de informacdes, permitindo que
o individuo tenha uma maior variedade de respostas as mudancas abruptas do meio

no qual esta inserido.
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