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RESUMO

Os efeitos dos acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA) sobre a
atividade cerebral tem sido avaliado. Esses graxos poli-insaturados (AGPIs) mega 3
atuam protegendo os neurénios e tém propriedades anti-amiloide, antioxidante, anti-
inflamatoria e anti aterogénica. Diante do exposto, a presente pesquisa buscou
verificar se 0 dmega-3 exerce efeitos sobre a atividade elétrica cerebral de ratos Wistar
jovens suplementados durante 50 dias. O registro da do eletrocorticograma (ECoG)
foi submetido a analises mateméaticas nao lineares, com obtencdo da densidade
espectral das ondas presentes no ECoG, do indice da complexidade de Lempel-Ziv
(CLZ) e do expoente alfa da analise de flutuagdo sem tendéncia (DFA). Por meio dos
dados obtidos, observou-se que a suplementacdo com 6mega-3 promoveu uma
modificacdo no padréo da atividade cerebral dos animais. A densidade espectral foi
maior para as ondas lentas em ambos 0s grupos experimentais, com caracteristica de
auto similaridade nestes, avaliada pelo método da CLZ. Tanto o registro total quanto
o ritmo delta apresentaram correlacdo de longo alcance persistente, enquanto 0s
demais ritmos apresentaram correlacdo do tipo anti persistente, com diferenca

significativa para a onda teta no periodo avaliado.

Palavras-chave: Atividade cerebral, Métodos matematicos, Omega-3



ABSTRACT

The effects of eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic acids (DHA) on brain
activity have been evaluated. These omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) act
to protect neurons and have anti-amyloid, antioxidant, anti-inflammatory, and anti-
atherogenic properties. Because of the above, the present research sought to verify
whether omega-3 had effects on the brain electrical activity of young Wistar rats
supplemented for 50 days. The electrocorticogram (ECoG) record was subjected to
non-linear mathematical analysis, obtaining the spectral density of the waves present
in the ECoG, the Lempel-Ziv complexity index (CLZ), and the alpha exponent of the
trendless fluctuation analysis (DFA). The data obtained indicate that supplementation
with omega-3 promoted a change in the pattern of brain activity of the animals. The
spectral density was higher for slow waves in both experimental groups, with a
characteristic of self-similarity in these groups, assessed by the CLZ method. Both the
total register and the delta rhythm showed a persistent long-range correlation. On the
other hand, theta, alpha, and beta rhythms showed a correlation of the anti-persistent

type, with a significant difference for the 8 wave in the evaluated period.

Keyword: Brain activity, Mathematical methods, Omega-3
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem havido grande interesse por parte da comunidade
cientifica sobre os &cidos graxos poli-insaturados (AGPIs) da classe émega 3,
principalmente os &cidos eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA),
encontrados em vegetais e 6leos de peixes que tém como componente de sua dieta
algas ricas nesta familia de AGPIs (CRUPI; MARINO; CUZZOCREA, 2013). Uma
série de estudos de revisdo discutiram os efeitos complementares e divergentes dos
diferentes PUFAs 6mega-3, tanto no nivel fundamental em termos de sinalizacéo e
funcdo celular como também em doencas como cancer, resisténcia a insulina e

doencas cardiovasculares (DYALL, 2015).

Esses AGPIs apresentam grande importancia devido sua capacidade de
se transformar em substancias biologicamente mais ativas (com funcdes especiais no
equilibrio homeostatico) e em componente estrutural das membranas celulares, em
especial do tecido nervoso (SALDANHA e GONZALEZ, 2012), visto que, 0s
fosfolipidios compostos por esse acido graxo tém uma importante funcdo na traducéo
dos sinais nervosos, na integridade da membrana celular e na sua fluidez (VAZ, 2014).
Eles atuam protegendo os neurdnios, e tém propriedades antiamiloide, antioxidantes,
anti-inflamatéria e antiestrogénicas (CRUPI; MARINO; CUZZOCREA, 2013),
considerados esses AGPIs, essencial para a funcdo e estrutura normal do cérebro
(VAZ, 2014).

Esta complexa estrutura é formada por uma rede de células extremamente
especializadas, com cerca de 100 bilhdes de neurdnios os quais estdo conectados de
forma individual a cerca de 10.000 outros neurdnios, por meio de sinapses
(BERNARDI, 1999), as quais sdo responsaveis pela comunicagdo neural, enviando e
recebendo informacbes para que cada neurdnio cumpra seu papel no organismo
(NETO, 2016). Eletro fisiologicamente, esse processo de comunicacdo neuronal
resulta em impulsos nervosos que geram a atividade elétrica observada no tecido

cerebral.

A atividade elétrica desta complexa estrutura pode ser avaliada por meio do
registro do eletrocorticograma (ECoG), técnica invasiva que envolve a medicédo de

sinais elétricos utilizando eletrodos que sédo implantados subduralmente a superficie



do cérebro e fornece a dinamica espaco-temporal de curta duracdo (<lcm/<1ms)
(HILLS et al., 2012). Por meio do ECoG, € possivel aplicar métodos de analise linear

e nao linear e assim parametrizar o comportamento dessa atividade eletrofisioldgica.

Em razéo da natureza ndo-linear do ECoG, métodos de dinamica nao-linear
foram propostos para descrever 0s processos caoticos, 0s quais guardam algumas
caracteristicas peculiares, como o sistema nervoso (SAVI, 2006). Na atividade elétrica
cerebral, como em qualquer sistema fisiologico, a capacidade de auto regulacéo é que
define a regra do caos (SILVA, 2018). Esses processos dinamicos podem ser
analisados por técnicas baseadas na andlise direta da série temporal (MACIVER,;
BLAND, 2014; VARGHESE et al., 2014), e podem auxiliar na compreensdo de

aspectos importantes a dindmica da atividade elétrica cerebral (SILVA, 2018).

Com base no exposto, esse trabalho buscou analisar, por meio de métodos
matematicos, o efeito do 6mega-3 e a sua influéncia sobre possiveis alteracdes na

dindmica da atividade elétrica cerebral de ratos Wistar jovens.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Sistema Nervoso

Estruturalmente, o sistema nervoso (SN) pode ser subdividido em Sistema
Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP). O SNC é constituido por
células altamente diferenciadas denominadas de neurbnios, que se interconectam
formando uma complexa rede neuronal e por células da neuroglia ou glia (SIMOES et
al, 2015),enquanto o SNP € uma estrutura complexa localizada fora do encéfalo e
da medula espinhal, tendo como fungéo primordial conectar o restante do corpo
ao SNC, sendo formado por feixes de fibras nervosas responsaveis pela
transmissdo de impulsos nervosos, além de ganglios, aglomerados de neurénios

distribuidos pelo corpo (CRESPI et al, 2020), como ilustrado na Fig.1.

pew A ¥
Figura 1 - llustragdo das células nervosas (Santos, 2014)

O SN é uma rede complexa e muito organizada de bilhdes de neurénios, sendo
0 mais complexo sistema no corpo humano; é composto principalmente pelo encéfalo,
a medula espinal, ganglios e os nervos cranianos e espinais (TORTORA e
DERRICKSON, 2016). Nele existem trés tipos de células gliais: astrocitos,
oligodendrocitos e microglia (ROQUE, 2020).

Estima-se que o numero de células gliais no cérebro seja aproximadamente
trés vezes maior que o numero de neurbnios. Ainda se conhece pouco sobre o papel
da glia no processamento de informacé&o cerebral. Acredita-se que o principal papel
desta ultima esteja relacionado a manutencdo das concentracdes idnicas no meio

intercelular e a modulacdo da taxa de propagacao de sinais nervosos e da acgao



sinaptica (ROQUE, 2020), influenciando assim a atividade global do cérebro,

resultando no seu bom funcionamento individual e coletivo (BEAR, 2017).

J& os neurdnios séo considerados as unidades estruturais fundamentais do SN,
pois possuem a capacidade de gerar e transmitir sinais elétricos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2013). Tais sinais interagem de maneira complexa para a manutencgao

da homeostase em respostas a determinados estimulos (GUYTON; HALL, 2017).
2.2.0 Cérebro

O cérebro € o 6rgdo mais desenvolvido do encéfalo e € responsavel pelo
recebimento, processamento e resposta aos estimulos do proprio organismo ou do
meio ambiente (GUYTON; HALL, 2017). Ele é formado por hemisférios indicado na
fig. 2, que apresentam superficie enrugada. Por sua vez, sdo repletos de giros e
sulcos, constituidos de uma fina camada externa de substancia cinzenta, cuja a
espessura corresponde a 6 mm - o cortex cerebral, compostos de corpos celulares de
neurdnios e responsavel por fungbes neuronais e psiquicas mais complexas (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2015).

Vista Lateral Vista Superior

Anterior

Anterior Posterior

- Lobo Frontal Posterior

- Lobo Parietal
Hemisfério | Hemisfério
- Lobo Occipital Esquerdo Direito

- Lobo Temporal

Figura 2 - Anatomia cerebral vista lateral e superior (Batista, 2020)



O cortex é considerado uma das estruturas mais complexas do corpo humano,
devido a sua organizacao e intrincada conectividade celular (LANDEIRA, 2017), é
localizado, nas partes mais interiores do cérebro abrigados aos nucleos basais, que
trabalham simultaneamente ao em alguns fungdes neuronais (TORTORA,
DERRICKSON, 20186).

O cérebro € rico em lipidios (cerca de 60% do total). Estes ultimos podem
ser das mais diferentes classes, como esteroides e fosfolipidios, que por sua vez,
estdo diretamente associados a morfofisiolégica do primeiro (ELSHERBINY; EMARA;
GOBOUT, 2013; NOGUEIRA et al., 2019). Os fosfolipidios sdo moléculas anfipaticas
gue possuem um grupamento fosfato (polar) e duas caudas hidrofébicas constituidas
de cadeias de acidos graxos (AG) (ROS et al., 2015) e desempenham func¢des vitais
na homeostase metabdlica, servindo como precursores de moléculas de sinalizacéo,
fonte de energia e constituintes de membranas e lipidios funcionais (IMAMURA et al.,
2017).

2.3.Acidos Graxos: classificacdo e importancia

Os AG constituem cerca de 50% da massa total das membranas neurais
(GUYTON et al., 2006; OWADA, 2008), enquanto na bainha de mielina esse
percentual € de aproximadamente 70% (ELSHERBINY; EMARA; GOBOUT, 2013). De
acordo com a presenca e a gquantidade de duplas ligacbes ao longo da cadeia
carbbnica, esses AG podem ser classificados como saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI), ou ainda poli-insaturados (AGPI). Os AGS nao apresentam
duplas ligagbes, os AGM apresentam uma dupla ligacdo e os AGPI apresentam duas
ou mais duplas ligagdes. Os AGS e AGMI podem ser sintetizados nos tecidos
humanos, enquanto os AGPI, como o acido linoleico (AL), da série dmega-6 (w-6) e o
acido alfa-linolénico (ALA), 6mega-3 (w-3) constituem acidos graxos essenciais e
devem ser obtidos por meio da dieta (SILVA; MURA, 2013), esses AGPIs estéo

apresentados na (Fig. 3).
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Figura 3 - AGPIs da classe 6mega- 3 (Peixoto, 2018)

As principais fontes alimentares de w-3 séo: os 6leos vegetais e peixes. O 6leo
de linhaca (considerado a melhor fonte de ALA), 6leo de canola, soja, noz e plantas
com folhas verdes escuras. O ALA pode ser convertido nos acidos EPA e DHA, dentre
outros. Ja os peixes como salméo, cavala, arenque, sardinha e atum sao ricos em w-
3 EPA e DHA pré-formados (MESQUITA et al., 2011, PERINI et al., 2010; VAZ, 2014).

O consumo de alimentos ricos nestes lipidios tem sido considerado um fator de
importancia para sua adequada biodisponibilidade, com especial atencdo para a
morfofisioldgica cerebral (BRENNA; CARLSON, 2014). O DHA é quantitativamente o
mais importante AGPI w-3 no cérebro, compreendendo 10-20% da composicao total
de AG, enquanto os AGPIl w-3 ALA, EPA e docosapentaendico (DPA) correspondem
a apenas 1% dos AGPI neste 6rgdo (BAZAN; MOLINA; GORDON, 2011; BELAYYV et
al., 2015; EADY et al.,, 2012). Tanto o EPA quanto o DHA sdo componentes
importantes envolvidos na neuro génese (BAZINET; LAYE, 2014), garantindo assim o
desenvolvimento adequado do cérebro, sendo contribuidores criticos para estruturas

celular e fung&o no sistema nervoso (FIRLAG ET AL., 2013).

O EPA e o DHA séo absorvidos do trato gastrointestinal e, assim como 0s
outros lipidios da alimentacdo, séo transportados ao figado, principalmente como
triglicerideos nas particulas de quilomicrons (MASSON, 2007). No figado, o AL é
convertido em &cido gama-linolénico (GLA, 18: 3, w-6), di-homo-gama-linoleico
(DGLA, 20: 3, w-6) e AA por diferentes dessaturases e elongases (DAS, 2011). Da
mesma forma, o ALA é convertido em EPA e DHA por meio da mesma combinagéo
de enzimas (ELSHERBINY; EMARA; GOBOUT, 2013). Posteriormente, o EPA e 0

DHA séo liberados na circulagdo como fosfolipidios e triglicerideos em particulas de



lipoproteinas (como LDL- e HDL- colesterol). Quantidades menores circulam como AG
livres, ligados a albumina, ou séo incorporados nos fosfolipidios de membranas
celulares (particularmente no coracdo e no cérebro) e estocados no tecido adiposo
como triacilglicerideos (MASSON, 2007).

Esses AG sao bem aceitos como essenciais componentes de uma dieta
saudavel e equilibrada, com efeitos benéficos no desenvolvimento e na mitigacdo de
uma série de condi¢des patoldgicas (TOCHER et al, 2019), sendo favoraveis na
reducdo do risco de doencgas cardiovasculares e cerebrovasculares (ZHANG et al,
2019). Por serem os principais componentes dos fosfolipidios que formam as
membranas celulares dos tecidos, os AGPI w-3 desempenham um papel importante
na estrutura das células neuronais no sistema nervoso central, onde estdo nas
concentragdes mais altas (ABEDI; SAHARI, 2014).

Assim, tem sido considerado que modificacdes nos niveis lipidicos das dietas
podem interferir na dindmica do SN, decorrentes de alteracfes na excitabilidade dos
tecidos e, consequentemente, na atividade elétrica do cérebro, devido a modificacdes
na incorporacdo de AGPIs as membranas neuronais (BRENNA; CARLSON, 2014;
RINCON, SHIMODA, 2016; NOGUEIRA et al., 2019). Conforme séo incorporados na
membrana celular, o EPA e o DHA influenciam na organizacdo, fluidez e
permeabilidade da neuro membrana e também na atividade das proteinas
transmembrana, como os receptores, enzimas e canais ibnicos de potassio, sédio e
célcio nas células (DESSI et al., 2013).

Além disso, esses w-3 modulam inimeras vias e mecanismos biologicos,
dentre 0s quais estdo a neurotransmissdo dopaminérgica, serotoninérgica,
glutamatérgica e colinérgica, neuro inflamacgéo, apoptose e senescéncia, expressao
génica, funcéo e plasticidade sinaptica, que podem interferir de forma significativa em
alteracdes da atividade elétrica cerebral (ABEDI; SAHARI, 2014).

2.4.Atividade Elétrica Cerebral

7

Essa complexa atividade eletrofisioldgica é gerada por dois tipos de
biopotenciais: O potencial de acao (PA) e o potencial pos-sinaptico (PPS). O potencial
de acdo € um fendmeno bioelétrico rapido e transitorio, caracterizado pela completa

inversao do potencial de membrana das células excitaveis (como 0s neurbnios) que

7



ao serem estimuladas tém seus canais de sodio e potassio voltagem-dependentes
ativados (LENT, 2001).

O PA pos-sinaptico, por sua vez, é a alteragédo no potencial de membrana pos-
sinaptica, que pode ser produzida a partir da geracdo de um circuito local de corrente
na juncdo gap de uma sinapse elétrica, ou pela acdo do neurotransmissor liberado
na fenda sinéptica que se liga ao receptor especifico na célula pés-sinaptica, ativando
canais controlados pelo referido ligante. Enquanto na sinapse elétrica, o potencial
vindo da célula pré-sindptica promove despolarizacdo da célula pds-sinaptica,
propagando o PA (potencial pds-sinaptico excitatério - PPSE), na sinapse quimica
essa propagacao pos-sinaptica dependera do neurotransmissor liberado, bem como
da célula pés-sinaptica ativada. Se 0s neurotransmissores ativarem 0s canais em
guantidade suficiente para promover a inversado do potencial de membrana (ou seja,
se atingir o limiar de excitacdo da célula), € desencadeado um PPSE e o impulso
nervoso se propaga em um unico sentido nas fibras nervosas. Do contrario, a célula
€ hiper polarizada, caracterizando entdo um potencial pds-sinaptico inibitorio - PPSI)
(KANDEL et al., 2014; PESSOA et al., 2017).

Os potenciais elétricos produzidos no cérebro podem ser medidos por meio do
eletrocorticograma (ECoG), uma técnica utilizada quando se deseja analisar a
atividade elétrica diretamente do cortex cerebral. Dessa forma, o sinal obtido
corresponde aos potenciais de membrana resultantes das sinapses, em especial 0
potencial pos-sinéptico, e permite avaliar se esta atividade esta dentro do padréo de

normalidade ou se existem disfungdes (PESSOA et al., 2017).
2.5.0 Eletrocorticograma (ECoG)

O registro do ECoG € um sinal complexo que pode ser decomposto em sub
ritmos (ondas) e representados no dominio da frequéncia, dentre as quais foram
caracterizadas as seguintes: 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 tensao, além de estar relacionada ao processo de cognicéo, e gama (30 -
70 Hz), demonstradas na Fig. 4, que ocorrem principalmente durante estados

comportamentais que envolvem expectativas como na atencdo, na motivagédo e na



excitacdo (KUNICKI, 2011; GENG et al., 2014). Embora o ECoG possa conter todas
essas frequéncias, havera predominancia de um ritmo de onda (PESSOA, et al.,
2016).

BEtd e A e M A A p s S
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Figura 4 - Exemplo de registro da atividade elétrica cerebral por ondas (Lima, 2020)

Uma técnica utilizada para decompor as diferentes faixas de frequéncia do
ECoG é a Transformada de Fourier (TF), um método de decomposi¢cdo de um sinal
em varias funcdes periddicas expressas como exponenciais complexas, a partir da
somatoria de senos e cossenos harmonicamente relacionados na forma da seguinte
expresséo (WEISSTEIN, 2004):

F(v) = foof(t) [cos(2mvt) — isen(2mvt)]dt

O quadrado da Transformada de Fourier do ECoG gera seu espectro de
poténcia (MACHADO et al., 2012), sendo a expressao abaixo cujo valor médio obtido
nos permite estimar a contribuicdo dos diferentes ritmos cerebrais no sinal
eletrofisiologico (MACHADO et al., 2012). O sinal eletrofisiologico cerebral distribui
informagdes de maneira coordenada. Assim, no contexto das redes cerebrais, 0s
padrées de conectividade podem ser estimados a partir de dados anatdmicos e
fisiologicos (BREAKSPEAR, 2017; BECA et al., 2015) em abordagens distintas.

(4

_ LIF@)PPdv
B fvve dv

E ao contrario do que é observado nesses sinais, 0s sinais periddicos 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), de maneira que, quanto maior a frequéncia, maior sera a largura da banda na

densidade espectral.

Assim, essas analises ndo-lineares de séries temporais, a exemplo do ECoG,
oferecem uma abordagem mais adequada para entender estes sinais, devido a

natureza complexa dos mesmos (ABASOLO et al., 2006).
2.6.Métodos de analise de sinais complexos

A analise de sistemas complexos, como a atividade elétrica cerebral, tem sido
realizada usando a teoria do caos (SANTOS et al, 2008). O caos pode ser descrito
guantitativamente, através da determinacéao (a partir de uma série temporal de valores
amostrados de alguma variavel dindmica do sistema) de quantificadores como
expoentes de Lyapunov, dimensdes fractais e expoentes de correlagdo. Além disso,
independentemente dos detalhes sobre qual é o sistema real particular investigado,
existem certas leis de escala universais que governam a transicdo de comportamento
regular para comportamento caoético, cuja universalidade pode ser explicada a partir
de uma teoria que transcende as leis especificas da fisica, da quimica e da biologia,
baseada em novas ideias sobre comportamento complexo (RUELLE; TAKENS, 1971).
Assim, a teoria do caos e da dindmica néo linear vém fornecendo novas ferramentas
conceituais e tedricas que possibilitam captar, entender e unir os comportamentos

complexos, a exemplo da atividade elétrica cerebral.

Em razédo da natureza ndo-linear do ECoG, métodos de dindmica nao-linear
foram propostos para descrever 0s processos caoticos, 0s quais guardam algumas
caracteristicas (SAVI, 2006). Os processos dinamicos podem ser analisados por
técnicas baseadas na analise direta da série temporal (MACIVER; BLAND, 2014,
VARGHESE et al., 2014), tais como a complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) e a analise

de flutuacdo destendenciada (detrended fluctuation analysis - DFA).

A CLZ é uma medida de complexidade que tem sido usada para analisar sinais
(LEMPEL; ZIV, 1976), sendo considerada essencialmente uma medida de
imprevisibilidade, complexidade ou “aleatoriedade” de uma série (ABOY et al., 2006).
Em outras palavras, quanto maior a variabilidade dos componentes de frequéncia,

maiores serdo os valores da CLZ. Os sistemas irregulares podem ser diferenciados
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principalmente em aleatérios e cadticos, ambos com propriedades bastante distintas,
capazes de detectar diferencas de um sistema numa condi¢cdo para 0 mesmo sistema
em outra condicao (CORREIA et al, 2013).

A técnica da DFA foi proposta por Peng et al. (1994) e é usada como um
importante mecanismo para deteccado de correlagcdes de longo alcance em séries
temporais ndo estacionarias. Originalmente, o método foi baseado na teoria de
caminhos aleatorios (ADDISON, 1997), sendo este um aperfeicoamento de um outro
método conhecido como andlise de flutuacdo, também proposto por Peng et al.
(1992).

A DFA é fundamentada na andlise de flutuacbes de uma série temporal em
diferentes escalas. Na pratica este método permite uma distincdo confiavel entre
diferentes tipos de sinais, com base na variacdo dos parametros de escala, o que
pode ser importante para a compreensao da origem do ECoG e para saber se o
processo € gerado por mecanismos estocasticos ou caoticos, permitindo verificar a
presenca de auto similaridade em um registro eletrofisiolégico, por exemplo
(ABASOLO et al, 2014).

3. OBJETIVOS
3.1.Geral

Verificar os efeitos da suplementacdo com Omega-3 sobre o padrédo da

atividade elétrica cortical de ratos Wistar jovens.

3.2.Especificos

e Estabelecer parametros, para a atividade elétrica cortical a partir de métodos
matematicos nao-lineares, que permita avaliar os efeitos da suplementacéo
com émega-3 em ratos Wistar,;

e Obter o espectro de poténcia do registro do ECoG e as ondas predominantes
na atividade cerebral do modelo animal utilizado por meio da Transformada de
Fourier,

e Verificar a presenca ou auséncia da correlacdo de longo alcance e auto
similaridade da atividade elétrica cerebral, por meio da Complexibilidade
Lempel-Ziv (CLZ) e da Andlise de Flutuacdo sem Tendéncia (DFA).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi desenvolvido em conformidade com as normas
vigentes expressas no decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009 que dispde sobre a
composicdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —
CONCEA. Foi submetido ao CEUA/UFRPE e de acordo com as normas do Comité de

Etica no Uso de Animais sob a licenca n. 97/2018.

Os animais foram fornecidos, mantidos e manipulados no Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE em condicdes
ambientais (25+1° C e 50% UR) e ciclo claro-escuro (12/ 12 horas) controlados, tendo
livre acesso a comida (racdo comercial Presence®) ad libitum) e agua potavel. Os
procedimentos cirdrgicos e aquisicao dos registros do ECoG foram realizados no
Laboratério de Biofisica Tedrico-Experimental e Computacional (LABTEC) do DMFA.

4.2.Delineamento experimental

Aos 50 dias de idade, ratos Wistar machos jovens foram divididos em dois
grupos experimentais (n = 6 animais / grupo), de acordo com o tratamento ao qual

foram submetidos:

e Tratado: animais suplementados com 6éleo de peixe na proporcao (1 ml/ VO/
dia/ 100g PV).

e Controle: animais que receberam a solugéo de NaCl 0,9% na proporgéao (1 ml
/ VO dia/ 100g PV).

A gavagem foi realizada para administrar tanto a solucao fisiolégica NaCl 0,9%
guanto o 6leo de peixe (EPA 180 mg e DHA 120 mg) aos grupos experimentais por
um periodo de 8 semanas, utilizando-se uma agulha apropriada em aco inoxidavel
com ponta arredondada, a qual foi introduzida na cavidade oral do animal até o
esbfago, assegurando que o tubo néo penetre inadvertidamente a traqueia (BRAGA
et al., 2007).
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4.3.Implante de eletrodos

Aos 105 dias de idade, os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico
para implante de eletrodos sobre o hemisfério cerebral direito, sendo um deles
inserido na regido parietal do cortex sensorimotor e um segundo na regido anterior ao

bregma (Fig. 5), conforme descrito por Pessoa et al. (2017).

Figura 5 - Procedimento cirurgico para implante de eletrodos na regiéo da cabeca

4.4.Registro da atividade elétrica cortical

O ECoG dos animais foi obtido durante a exploracdo espacial. Durante 30
minutos, cada animal foi alocado em uma caixa plastica aberta mantida em uma gaiola
de Faraday. Os sinais do ECoG obtidos foram amplificados e registrados, utilizando o
aparelho EMG 410C (EMG System, Brasil) numa taxa de amostragem de 6000 pontos
por segundo (Fig. 6).

Figura 6 - Exemplo de registro bruto da atividade elétrica cortical em rato durante exploragdo espacial
utilizando o software DATAQ (EMG System). Escala: 0,0600
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Posteriormente, estes registros foram segmentados em janelas de 2 minutos e
na sequéncia, importados para o programa Matlab 7.8 (2009) para tratamento de

dados por meio de métodos matematicos.
4.5.Complexidade de Lempel-Ziv

A CLZ é um meétodo de calculo de complexidade e da aleatoriedade em um
sinal unidimensional ou em sequéncias finitas. E considerada uma medida néo

paramétrica de complexidade que reflete o padrdo da série (NEVES et al., 2018).

Para calcular a CLZ é necessario transformar a série temporal em uma
sequéncia binaria que é gerada a partir da comparacédo de cada ponto de tempo da
série com uma média de todos 0s pontos na série. Se o valor do ponto é maior do que
a média, passa a ser representado por 1, se € menor do que a média seri
representado por 0. Deste modo obtém-se uma sequéncia formada por 1 e 0
(ABASOLO et al., 2006).

A complexidade de uma série pode ser medida da seguinte forma: Seja uma
série X =x(1), x(2),..., X(N) que é convertida numa sequéncia 0-1 gerando um P =s(1),
s(2),..., s(N), com s(i) definida por:

S = 0, seS<média
@ = {1, se sy 2 média

Depois, esta cadeia de caracteres (P) é escaneada da esquerda para a direita
e um contador de complexidade C(n) é aumentado em uma unidade cada vez que
uma nova subsequéncia de caracteres consecutivos € encontrada no processo de
escaneamento. Finalmente, C(n) é normalizado de modo a obter uma medida de
complexidade independente do comprimento da sequéncia. Para uma conversao
binaria, o limite superior de C(n) € dado por b(n)=n/log2(n), e c(n) pode ser
normalizado via b(n):

cn
CLZ = %
Resultado do célculo da CLZ é entre 0 e 1. Quanto mais proximo de 1 for o

resultado maior a CLZ e mais aleatorio sera o comportamento do sinal, quanto mais
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préximo o resultado for de 0 menor serd a CLZ, indicando que a série tem maior auto
similaridade (GOMEZ et al., 2016).

4.6.Analise de flutuacdo destendenciada

O método de DFA é fundamentado na andlise de flutuacbes de uma série
temporal em diferentes escalas. Na pratica o DFA permite eliminar a tendéncia de uma
série em diferentes escalas, analisando as flutuagbes inerentes do dado.
considerando-se como flutuacdes, a medida de variabilidade do sinal associada a
variancia de cada segmento da série, em diferentes escalas e dados (Fig. 7).
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Figura 7 - Fluxograma para tratamento de um registro eletrofisioldgico e
obteng¢do da andlise de flutuagdo destendenciada (DF). (A) Série temporal
original. Retirado de um sinal 1 / f amostrado em 5 Hz com uma duragéo de 100
s. (B) A soma cumulativa do sinal original mostra grandes flutuagées em relagéo
a média. (C) Para cada tamanho de janela observado, remova a tendéncia linear
do sinal e, em seguida, calcule a flutuagdo. Dois tamanhos de janela de exemplo
mostrados com sinal mostrado como linha sélida e sinal sem tendéncia mostrado
como linha pontilhada. (D) Plote a flutuagdo média por tamanho de janela em
relagdo ao tamanho da janela em eixos logaritmicos. O expoente DFA é a
inclinagdo da linha de melhor ajuste (a = 1) (Traduzido de Hardstone et al., 2012).
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O algoritmo do DFA pode ser desenvolvido nos seguintes passos:

VI.

Dado uma série temporal {Xi,n}comi=1, ..., Nem uma mesma distancia
espacados no tempo, primeiro deve-se calcular a fungéo perfil, funcéo é
obtida pela soma cumulativa da série temporal, e subtrair a média da

série temporal , conforme a demonstracao:

N
Y(i) = Z(xi—< x>)
i=1

Subdivide-se o perfil Y(i) em N's segmentos ndo sobrepostos de mesma

escala s, aonde:

el

Calculando a tendéncia local de cada segmento (v) através do método
dos minimos quadrados. Para cada segmento (v) calcula-se a série
“destendenciada” através da diferenga entre o perfil Y(i) e o polinbmio
pv(i). Usualmente, utiliza-se do polinbmio de grau linear (p=1), obtendo-
se o DFA1 de primeira ordem, que retira tendéncias lineares da funcao
perfil Y(i). Polindbmios de maior grau podem ser utilizados nesse passo
para retirar tendéncias de ordens maiores obtendo-se, para cada grau
de polinémio p, um valor da funcado Ys(i) e consequentemente um valor

de DFA associado ao grau do polinémio:
Y5 =Y - pp()
Calculando a variancia para cada segmento (v) dada por:
1 S
2 — 2(; i —— 2 —
F2(v) =< Y2()Y (i) >= S; Y2[(w - Ds + 1]
Calculando a funcéo de flutuacdo DFA para cada segmento s:
n
N e 2
F(s) = NZF )

Se a série original apresenta correlacées de longo alcance, os valores

de F(n) (s) seguem uma lei de poténcia:
F(s) =x S%
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Para andlise de grandes valores de s vale a relacdo com o expoente do auto
correlacdo y, onde a =1 -y/2com 0 <y <1, onde n é a ordem do polinbmio utilizado
para tirar a tendéncia da série. Na pratica isso permite o calculo do expoente a atraveés
do ajuste linear em escala logaritmica de s em funcdo de F™(s). O expoente de
flutuacdo pode ser classificado de acordo com uma faixa dindmica de valores
(BASHAN et al., 2008).

O expoente de auto similaridade a pode ser calculado usando o coeficiente
angular da reta obtida por regresséo linear do grafico de log de F(n) versus log n. O
parametro de autossimilaridade a da série integrada é relacionado com a funcéo de
correlacdo da série original da seguinte forma: Se a = 0,5 a série é dita nao
correlacionada com valores anteriores, os valores representados significam
caminhadas aleatorias, indica ruido branco; 0,5 < a < 1 indica correlagbes de longo
alcance persistentes, ou seja, valores grandes tém maior probabilidade de serem
seguidos por valores grandes; a = 1 correspondente ao ruido 1/ f; para 0 <a < 0,5,
existe uma correlacao de longo alcance anti-persistente, ou seja, valores grandes tém
maior probabilidade de serem seguidos por valores pequenos; o caso a > 1 apresenta
correlagdo no sinal, contudo ndo segue a forma de uma lei de poténcia; a = 1,5 indica

ruido Browniano que representa a integracao do ruido branco (PENG et al., 1995).

4.7.Anélise estatistica

Aplicou-se o teste de Shapiro-Wilks para verificar a normalidade da distribuicdo
dos dados do ECoG. Para os dados cujos valores seguiram uma distribuicao
gaussiana realizou-se uma analise pelo teste t pareado. Aqueles com distribuicdo néo
gaussiana foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Os resultados foram
expressos atraves de média e desvio padrédo (M+DP) e todas as analises foram

realizadas ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O padrédo de ondas cerebrais, de forma geral, exprime o estado de alerta/vigilia
de um individuo. E conhecido que frequéncias de ondas mais lentas predominam em
estados como sono e sedacédo. Ja as frequéncias de ondas mais rapidas predominam

o eletroencefalograma em casos de alerta e/ou vigilia (MEDEIROS, 2015).
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Por meio do espectro de poténcia, foi possivel observar que em ambos 0s
grupos experimentais, houve predominancia das ondas de baixa frequéncia (delta,
seguida da onda teta) em relacdo as ondas de maior frequéncia (alfa e beta). Esse
comportamento € esperado mesmo em roedores em estado de vigilia durante a fase
clara do dia, devido ao fato desses animais apresentarem habitos noturnos, periodo
onde tornam-se mais ativos. Dados semelhantes foram observados por Pereira et al.
(2019) e Pessoa et al. (2017).

A predominancia de ondas lentas em estados de sono e sedacao ja esta bem
estabelecida na literatura. Steriade et al. (1993) afirma que a génese de ondas lentas
se da em regides corticais através dos potenciais pos-sinapticos inibitorios repetitivos
(MEDEIROS, 2015).

As ondas deltas sdo as ondas mais lentas e que leva ao estado mais profundo
de sono, contribui ao estado inconsciente, € ideal para 0 sono, a recuperacao fisica,
mental e meditacdo profunda (BOTELLA-SOLER et al., 2012). Pode o ritmo delta
ocorrer no cortex ou tadlamo. No cértex o nlcleo supraquiasmatico é o responsavel
pela geracdo das ondas deltas e a dominancia dessas ondas ocorrem no hemisfério
direito durante o sono (HOBSON; PACE-SCHOOT, 2002).

As ondas tetas sdo geradas pela sincronizacao da atividade elétrica a partir de
células em toda a formacdo do hipocampo (SAKIMOTO e SAKATA, 2014). As
oscilacbes de ondas tetas correlacionam-se com uma grande variedade de
comportamentos cognitivos e emocionais. Mas o seu principal dominio parece estar
relacionado a memdria e regulagcdo emocional. Aumento da poténcia teta tem sido
observada em tais estados presumivelmente emocionais, como meditagcdo e auto-
administracéo de drogas (KNYAZEV, 2007).
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Tabela 1 - Densidade de forca espectral média das ondas delta, teta, alfa e beta de ratos Wistar jovens suplementados
(tratado) ou ndo (controle) com 6mega-3

onda Densidade de forca espectral
cerebral
Tratado (M+DP) Controle (M+DP)
Onda & 1252+0,4 11,49 + 1,06
Onda 6 6,19 £ 0,40 5,40 £ 0,44
Onda a 2,88 +£0,14 3,24 £0,38
Onda B 1,01 + 0,06* 1,45+ 0,12*

Os efeitos da suplementacdo com 6mega-3 sobre a eletrofisiologia cerebral
podem ser expressos por meios de modificacdo na atividade elétrica cortical. Os
dados obtidos mostram que a suplementacdo com 6mega-3 promoveu modificacdo
na atividade elétrica cortical dos animais com reducdo significativa (p = 0,0184) da
poténcia do ritmo beta no grupo tratado em relagéo ao controle. Para os demais ritmos
ndo foram identificadas alteragbes significativas (p > 0,05), conforme pode ser

verificado na tab. 1.

Esse resultado pode indicar que a suplementagdo com 6mega-3 promoveu uma
lentificac&o no sinal do ECoG dos animais, decorrente da reducao da contribuicdo da

onda beta para o biopotencial.

Acredita-se que o ritmo beta tem origem no cortex motor e sensorial (QUANDT
e MARSHALL, 2014). E caracteristico para os estados de aumento de alerta e
atencdo (GROSSE- WENTRUP e SCHOLKOPF, 2011). Quando o tdlamo transmite
ao cortex as informacdes provenientes dos sistemas sensoriais, ou mesmo as que
vém de outras regifes corticais, 0 niumero e a variedade dos potenciais sinapticos

gerados sao amplos (LENT, 2010).

Medeiros (2015) analisando o efeito do geraniol (100 mg/kg) sobre o padréo de
ondas cerebrais em ratos, observou que houve aumento significativo nas faixas de

frequéncia de ondas ultralentas (0,5 - 1,5Hz) e delta (1,5- 4,0 Hz). J& na faixa de
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frequéncia alfa (8-13 Hz) houve diminuicdo significativa nos animais tratados.
Segundo o autor, os dados obtidos apontaram que o geraniol dificulta de alguma forma
0S potenciais pos-sindpticos excitatérios no coértex, promovendo aumento da

densidade espectral de ritmos delta e teta e diminuicdo do ritmo alfa.

Levando em consideracdo essa possibilidade, os resultados no presente
trabalho podem estar associados a um mecanismo de acdo semelhante dos AGPIs
Omega-3, embora sejam necessarios estudos mais precisos para elucidar por quais
vias essa modulacdo acontece para ondas de alta frequéncia, como a beta,

ocasionando lentificacdo da atividade cerebral.

Os dados de Pessoa et al. (2017) mostraram que animais suplementados com
Omega-3 tiveram aumento na onda beta, enquanto na onda delta a energia foi
reduzida. Alguns estudos como o de PERINI (2010) e BRAGA (2015) mostraram
gue o aumento de ingestdo do 6mega-3 altera a disponibilidade de EPA e DHA para

sintese de metabolitos.

Os efeitos biolégicos do consumo de 6mega-3 séo atribuidos a obtencao direta
do AA, DHA e EPA a partir da dieta, modulando suas disponibilidades como substratos
para a sintese de eicosanoides (WANG et al, 2014). O acumulo desses AGPI que
contribuem para a fluidez das membranas neuronais afeta as propriedades de
processos de sinalizacdo dos neurdnios. Assim, modificacbes do equilibrio na
incorporacdo de AGPI dmega-6 e 6mega-3 podem alterar esta caracteristica da
membrana (BRENNA; CARLSON, 2014).

Nossos dados divergem também com o estudo realizado por Sampaio et al.
(2017), onde o tratamento de ratos Wistar com ALA a uma dose de 100 mg/kg por
um periodo de 10 dias provocou uma diminuicdo no sinal da onda teta, quando

comparamos 0s grupos tratados em relacdo ao grupo controle.

Em relagéo aos valores obtidos para o CLZ do ECoG total foram 0,480 + 0,084
para o grupo tratado e 0,489 + 0,081 para o grupo controle, respectivamente. Os
valores do CLZ, mostraram caracteristicas de auto similaridade no comportamento do
sinal. O dmega-3 nao produziu modificacdo na complexidade do sinal eletrofisioldgico
dos animais suplementados (p = 0,8013). Estes dados corroboram com os observados
por Pereira et al. (2019) quando realizaram suplementagcdo com dmega-3 em ratos
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desde a fase intrauterina (suplementacdo materna) até o desmame da prole (21 dias
de idade).

No presente estudo, a técnica de DFA mostrou modificacdes no valor do
parametro a-DFA. Os valores médios dos expoentes do DFA total e por ondas para o

registro da atividade elétrica cerebral sdo apresentados na tab. 2.

Tabela 2 - Valores do pard@metro a-DFA (M + DP) obtidos para o registro total e diferentes ondas cerebrais do ECoG
de ratos Wistar jovens suplementados (Tratado) ou ndo (Controle) com 6mega-3

DFA Tratado (M+DP) Controle (MzDP)
ECoG Total 0,8856 *+ 0,0399 0,9065 * 0,0661
Onda & 0,6513 + 0,0215 0,6766 + 0,0289
Onda 6 0,3281 + 0,0050* 0,3089 + 0,0086*
Onda a 0,1923 £+ 0,0045 0,1882 + 0,0030
Onda 0,0942 + 0,0044 0,0937 + 0,0033

Na analise do ECoG total e da onda beta observamos que o valor obtido para
o coeficiente a-DFA indica correlacdo de longo alcance persistente, mostrando que
nesse tipo de comportamento, o padrao da atividade elétrica tende a se repetir. Para
as demais frequéncias, o a-DFA também evidencia correlacdo de longo alcance,
entretanto, o comportamento tende a ser anti-persistente, ou seja, ha uma
probabilidade de a atividade cerebral apresentar ondas mais lentas no decorrer do
tempo. Além disso, verifica-se que o0 6mega-3 aumentou o valor desse parametro na
onda 6 (p = 0,0394). Para o ECoG total e demais ondas cerebrais ndo foram

observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais (p > 0,05).

Os dados no presente estudo corroboram com Pessoa et al. (2017), observou
alteracdes da atividade elétrica cerebral dos animais do grupo tratado no ritmo de
onda teta em relacdo ao controle, em decorréncia da suplementacdo com dmega-3.

O aumento da onda teta € uma consequéncia da desinibicdo de interneurdnios
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envolvidos na geracdo de ondas (KOSTYALIK et al, 2014), refletindo assim a
excitabilidade neuronal (SELLERS et al, 2016).

6. CONCLUSAO

Por meio da aplicacdo do método de analise da flutuacao destendenciada para
0 ECoG o teste foi sensivel para detectar alteracdes no comportamento dos padrbes
da atividade cerebral de ratos submetidos a suplementacdo com AGPIs 6mega-3

durante 8 semanas.

A suplementacdo de ratos jovens com Omega-3 promoveu reducdo na
contribuicdo da onda beta avaliada por meio do espectro de poténcia e aumento do
indice a-DFA do ritmo teta, sem interferir, entretanto, nos demais ritmos cerebrais ou
ainda no sinal total do ECoG. Para a CLZ, ndo foram observadas modificacbes
significativas em relacdo ao tipo de correlagdo presente na atividade cerebral dos

animais suplementados com os AGPIs EPA e DHA.
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