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RESUMO

Considerando a importancia dos ritmos circadianos para a sobrevivéncia dos organismos ¢
a vulnerabilidade do sistema nervoso a mudangas ambientais e nutricionais,
desenvolvemos esse trabalho com o objetivo de avaliar os efeitos de uma dieta deficiente
em acidos graxos essenciais, 0mega-3 e dmega-6, em ratos expostos a diferentes regimes
de iluminag@o sobre a ritmicidade circadiana. Ratos Wistar com idades pos-natais P21 a
P125 foram alimentados em regime ad libitum com dietas controle e deficiente em AGEs,
sendo mantidos em ambiente com temperatura média de 21 = 2 °C e iluminacdo (com
iluminancia de 150 lux durante a fase de claro e 1 lux durante a fase de escuro), em
esquemas de ciclo claro-escuro de 24 horas (CE 12:12), sendo posteriormente submetidos
a atraso de fase e ao escuro constante, com a atividade motora registrada continuamente,
monitorada por sensor infravermelho sensivel ao movimento do animal. A andlise das
caracteristicas do ritmo e plotagem dos graficos (actogramas e periodogramas) foi
realizada através do programa “El Temps®”. Os animais jovens tratados com a dieta
experimental (dieta a base de 6leo de coco) exibiram atividade motora reduzida
durante a fase de claro (p <0,01) e utilizaram um tempo maior para os ratos
ressincronizarem apos o atraso de fase de 6 h no ciclo claro-escuro (p <0,05), quando
comparado aos controles alimentados com dieta a base de soja. Ja os animais adultos
tratados com a dieta experimental, a partir do P84, mostraram-se incapazes de
ressincronizar a atividade motora para o ciclo CE, apresentando um aumento no
periodo (1478 £ 9.67 min, p < 0,01) em relacdo aos controle (1442 + 1.3 min). A partir
do P105, em condi¢cdes de livre-curso, o periodo é predominantemente maior no
grupo experimental (p<0,05). Esses resultados estdo de acordo com a hipo6tese de que

a organizacdo funcional do sistema circadiano pode ser modificada pela composicao
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lipidica da dieta, incluindo acidos graxos saturados, e salienta um papel modulador
dos acidos graxos poliinsaturados na sincroniza¢do induzida pela luz no sistema

circadiano.

Palavras-chave: Acidos graxos essenciais, nicleo supraquiasmatico, ritmos circadianos,

sincronizagao.
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ABSTRACT

Considering the importance of circadian rhythms to the survival of organisms and the
vulnerability of the nervous system to environmental and nutrition changes, this study was
developed aiming to evaluate the effects of a diet deficient in essential fatty acids, omega-3
and omega-6, in rats exposed to different lighting regimes on the circadian rhythmicity.
Wistar rats from postnatal ages P21 to P125 were fed control or deficient in EFAs diets in
ad libitum settings, being kept at controlled temperature (average 21 + 2 ° C) and lighting
(with luminance of 150 lux during the and 1 lux of light during the dark) in a light-dark
cycle of 24 hours (LD 12:12) and subsequently subjected to phase delay and constant
darkness, where their motor activity was recorded continuously monitored by infrared
sensors sensitive to movement. The analysis of the pace and plotting of graphs (actograms
and periodograms) was performed using the program "El Temps®". One of the
observations found in the treatment with the experimental diet was the capability to reduce
the motor activity during the light phase (p <0.01) and the longer time required by the
animal to resynchronize after the 6 h phase delay of the light-dark cycle 6 h dark (p <0.05)
in young rats. Adult animals treated with the experimental diet were, after P84, unable to
resynchronize the motor activity for the light-dark cycle, therefore presenting an increase
in the period (1478 + 9.67 min, p <0.01) when compared to control (1442 + 1.3 min). In
free running conditions, after P105, there is variation in the period, with predominance
towards the experimental group (p<0,05). These results are consistent with the idea that the
functional organization of the circadian system can be modified by the lipid composition of
the diet, including saturated fatty acids, and outlines a modulating role of polyunsaturated
fatty acids in synchronization induced by light in the circadian system.

Keywords: Circadian rhythms, essential fatty acids, synchronization, suprachiasmatic

nucleus.
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INTRODUCAO

1.1. Nutricao, dieta e sistema nervoso

O desenvolvimento e a organizagdo funcional dos seres vivos dependem, dentre
outros fatores, de uma nutricdo adequada. A relacdo entre fatores fisicos, bioldgicos e
sociais envolvidos com o estado nutricional traduz o nivel de equilibrio ou desajuste entre
esses fatores, refletindo-se em problemas ocasionados por excessos ou caréncias
nutricionais. Diante da importancia destas condigdes, estudos abordando os efeitos de
diversos tipos de caréncia nutricional sobre o sistema nervoso, enfatizando fases precoces
do seu desenvolvimento, demonstram alteragcdes morfologicas, neuroquimicas, endocrinas,
funcionais e comportamentais, no sentido de entender as consequéncias, assim como a
possibilidade de adaptacdo do ser vivo a diferentes formas de injurias (Morgane et al.,
1978; Stillwell et al., 2005; Antalis et al., 2006; Chalon, 2006).

A desnutricdo, mesmo sendo leve, representa uma agressio ambiental
multifatorial, uma vez que é capaz de induzir privagdo social e intelectual (Morley e Lucas,
1994), estresse emocional, prejuizos para interagdo mae-filho (Colombo, 2001a; Otto et al.,
2003), e até inibi¢do do crescimento cerebral (Almeida et al., 2002). Entretanto, devem ser
considerados os diferentes cronogramas de desenvolvimento e requerimentos metabolicos
das diversas regides cerebrais (Morgane et al., 1978; Almeida et al., 2002), uma vez que
efeitos neurais induzidos por ma nutricio podem se perpetuar e ser cumulativos sobre

varias geragdes (Decsi et al., 1996; Chalon, 2006; Levant et al., 2007).



O desenvolvimento do sistema nervoso e a adequada expressio do
comportamento dependem de trés fatores criticos: 1) hereditariedade; 2) nutri¢do adequada
e 3) complexidade e grau de estimula¢do ambiental. Interferéncias nestes fatores podem
desencadear uma cadeia de reacdes capazes de induzir e/ou amplificar erros funcionais
(Morgane et al., 1978).

A vulnerabilidade do sistema nervoso a mudang¢as ambientais ocorre
especialmente durante o periodo critico de desenvolvimento do cérebro. Este periodo em
humanos comega no ultimo trimestre de vida fetal e continua até o 3° e 4° anos de vida pds-
natal. Em ratos se inicia na gestacdo e se estende no pods-natal, principalmente ao periodo
de lactag@o. Durante esse periodo, processos como neurogénese, gliogénese e mielinizagdo
se realizam com intensidade maxima, de forma que sequelas promovidas pela ma nutrigdo
nesta fase da vida poder@o ou nlo ser revertidas (Morgane et al., 1978; Guedes et al., 1996;
Almeida et al., 2002; Hartvigsen et al., 2004). No entanto, a capacidade potencial do
sistema nervoso para se reorganizar mediante insultos, ou seja, a sua plasticidade, deve ser
também considerada (Heinemann et al., 2005). O estabelecimento de uma dieta apropriada
apds um periodo de ma nutricdo podera restaurar injurias ocorridas, principalmente quando
estas ndo forem tdo severas a ponto de induzir efeitos permanentes sobre os processos de
desenvolvimento do sistema nervoso (Morgane et al., 1978). Além disso, tem sido
demonstrado, tanto em seres humanos como em animais de laboratério, que o
enriquecimento ambiental com estimulos sensoriais e psicomotores durante o periodo
critico de desenvolvimento do cérebro pode minimizar muitos dos efeitos induzidos pela

ma nutri¢do (Colombo et al., 2001b).



1.2. Importancia dos acidos graxos essenciais no desenvolvimento do

organismo e do sistema nervoso

Os lipidios sdo componentes fundamentais de uma dieta equilibrada, sendo
necessarios para o desenvolvimento do organismo. O 4cido graxo que ¢ obtido
obrigatoriamente a partir das fontes alimentares, em vista da incapacidade dos mamiferos
de sintetizd-lo, ¢ denominado acido graxo essencial (AGE). Sdo assim considerados os
acidos graxos poliinsaturados das séries n-3 e n-6, os acidos alfa-linolénico (18:3, n-3) e o
linoléico (18:2, n-6) que produzem as familias 6mega-3 e dmega-6 respectivamente. Para
cada familia o acido graxo essencial (AGE) ¢ convertido em &cido graxo poliinsaturado
(AGPI) da mesma série através de sucessivas reagdes realizadas pelas enzimas alongases e
dessaturases, cujas atividades levam respectivamente a adi¢do de novos carbonos e de
insaturacdes as cadeias originais (ver Figura 1, de Groot, 2003). Esses AGEs sdo os
precursores dos AGPIs de cadeia longa (AGPI-CL) como os acidos araquidonico (20:4 n-
6; AA), docosahexaendico (22:6 n-3; DHA) e eicosapentaenoico (20:5 n-3; EPA), os quais
entram na composicdo das membranas celulares e unem-se as moléculas de fdsforo,
formando os fosfolipidios, os quais desempenham papel fundamental para a manutengio
da fluidez e estrutura da membrana.

A quantidade e a qualidade dos AGPIs incorporados a membrana influenciam
suas propriedades fisicas e funcionais (Bourre et al., 1989; 2006; Birch et al., 1998;
Armstrong et al., 2003; Eldho et al., 2003; Innis, 2004; Wollin et al., 2004; Li et al., 2006;

Puskas & Kitajak, 2006).
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Figura 1. Representacdo esquematica das principais vias do metabolismo dos 4acidos

graxos. Modificado de de Groot, 2003.




O suprimento adequado desses acidos graxos para o feto, a partir da circulacio
materna e durante o aleitamento, ¢ essencial para o crescimento e desenvolvimento 6timos.
Seus precursores, pelo figado fetal e neonatal, sdo discutiveis (Innis, 1991; Greiner et al.,
2003; Dijck-Brouwer et al., 2005b). Os lipidios encontrados na membrana de neurdnios de
mamiferos t€ém perfil de AGPI-CL (Innis, 2000), os quais desempenham um importante
papel tanto na estrutura quanto nas func¢des das células neuronais (Wainwright et al., 1994;
Zimmer et al., 2000). Por serem capazes de alterar as caracteristicas fisico-quimicas da
membrana dos neuronios, os AGPI-CL participam ativamente de processos de sinalizagao
celular (Innis, 2000). Ver na figura 2 as altera¢des decorrentes da dindmica de saturagdes e

insaturagcdes na membrana celular (Hagen et al., 2010).

z; Unsaturated Phospholipid ki
Decreased membrane fluidity, decreased lateral
% Saturated Phospholipid diffusion of pmteinsh:cepl:::; dysregulation of cell

FIBEIA00, — SIS

Increased membrane fluidity, decreased function of -

receptors, enzymes, membrane transporters

Figura 2. Dindmica dos acidos graxos na membrana celular. Modificado de Hagen et al.

(2010).



O fato de serem constituintes das membranas celulares torna os AGEs necessarios
para a fung@o normal de todos os tecidos. Assim ¢ que uma dieta deficiente em AGEs
causa alteragdes na composicdo das membranas celulares levando ao aparecimento de
diversos distirbios como retardo do crescimento, lesdes epiteliais, diminuicdo da
pigmentacdo da pele, diminui¢do na taxa metabdlica, prejuizo no equilibrio hidrico,
aumento da fragilidade e da permeabilidade da membrana celular, além do aumento da
susceptibilidade a infec¢des (Hansen e Jensen, 1985; Eldho et al., 2003; Greiner et al.,
2003). Também por essa razdo, os AGEs sdo objeto de estudo nas mais variadas
abordagens, como por exemplo, estudos relacionados a suas propriedades anti-
inflamatorias e anti-oxidantes (Yavin, 2006; Innis, 2007; Kim et al., 2010). Nesse aspecto,
uma revisdo de estudos sobre as propriedades anti-inflamatorias dos AGPI-CL 6mega 3,
especialmente EPA ¢ DHA da conta de que a dieta rica nestes compostos estd associada
com uma redu¢do da resposta proliferativa das células T e aumento da resposta apoptotica
e que estes efeitos podem ser mediados por alteragdes nos microdominios lipidicos da
membrana (Switzer et al., 2004). O processo apoptético é causado por uma cascata de
eventos na qual a familia de cisteina proteases conhecida como caspases leva a quebra de
multiplos substratos, com especificidade para o acido aspartico (Lev et al., 2003; Eberhardt
e Schulz, 2003). A morte apoptotica é caracterizada pela expressdo de genes (a maior parte
oncogenes), que aumentam o processo apoptotico (bax, bel-x) e outros que inibem a morte
celular, tais como bcl-2 e bel-xL (Lev et al., 2003). Existem duas vias que relacionam a
contribui¢do mitocondrial com a morte celular. A primeira via envolve a permeabilizagio
da membrana externa mitocondrial e consequente liberagdo do citocromo ¢ (cyto c); isso
ocorre quando sdo ativadas as proteinas pré-apoptdticas da familia Bel-2 (Bax e/ou Bak)
(Green, 2005; Sas et al., 2007). A segunda via de morte celular ¢ iniciada por condic¢des

que levam a permeabilidade mitocondrial transicional, definido como um aumento nio



especifico da permeabilidade da membrana mitocondrial interna (Halestrap et al., 2002;
Sas et al., 2007), levando ao edema e ruptura da membrana externa (Green, 2005).

Ha evidéncias de que a dieta rica em 6mega-3 leva a supressdo da proliferagdo das
células T devido a aumento na expressio da proteina ligante AcylCoA e massa
fosfolipidica (Collison et al., 2005). Estudos “in vitro” em camundongos ddo conta de que
a adi¢do de O6mega-3 suprime a atividade das células T (Fan et al., 2003) e promove
aumento de fator de necrose tumoral e interleucina-6 (Barber et al., 2005). Em ratos foi
visto que uma dieta rica em 6mega 3 reduz a agregacdo plaquetdria e os niveis de
prostaglandinas séricas, além de aumentar a atividade de enzimas anti-oxidantes hepaticas,
tais como catalase e glutationa transferase (Ramaprasad et al., 2005).

Dentre as varias contribuigdes dos acidos graxos ao organismo destaca-se a
atuacdo deles na manuten¢do da estrutura ¢ das fungdes dos neurdnios. O sistema nervoso
¢ predominantemente composto de lipidios contendo 4cidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados. O equilibrio dos niveis dietéticos desses acidos graxos
¢ necessario para manter a integridade estrutural, metabolica e o desenvolvimento do
cérebro (Uauy e Dangour, 2006). Proporcionalmente, 60% da massa seca do cérebro ¢
formada de gordura, da qual até 25% corresponde ao acido docosahexaenoico (DHA) e
pelo acido araquiddnico (AA), que sdo acidos graxos poliinsaturados das séries n-3 e n-6,
respectivamente (Ver figura 3). No tecido nervoso, os acidos graxos poliinsaturados DHA
e AA s3o0 os mais abundantes nos mamiferos (Green e Yavin, 1996). O funcionamento
cerebral adequado depende do acumulo de AGEs, particularmente do DHA, que ocorre
principalmente durante o periodo de maior crescimento cerebral (Burdge et al., 2002).
Além disso, varios estudos sobre estes AGEs permitiram chegar a conclusio de que cada
um deles possuem papel unico, essencial e insubstituivel no funcionamento do cérebro e do

sistema nervoso. Tem sido evidenciado que os AGEs podem agir como neuroprotetores no



cérebro. Uma das evidéncias disso é que o DHA estd envolvido na reducio da apoptose ¢
necrose em diferentes classes neuronais (Lang-Lazdunski et al., 2003; Kim et al., 2010),
enquanto que AA pode atuar como um fator neurotréfico sobre neurdnios sensoriais
(Robson et al., 2010). O 4cido graxo saturado estedrico (18:0) ¢ capaz de proteger
neurdnios corticais contra os efeitos do estresse oxidativo (Wang et al., 2007), enquanto
que o acido graxo monoinsaturado oléico (18:1 n-9) pode se comportar como um fator
neurotrofico em culturas de células (Medina e Tabernero, 2002) ou promover axonogénese

no estriado durante o desenvolvimento cerebral (Polo-Hernandez et al., 2010).
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Figura 3. Propor¢do de acidos graxos no cérebro humano (Modificado de McNamara e
Carlson, 20006).

Em estudo com ratos, foram investigados os efeitos da composicdo fosfolipidica
alterada de regides cerebrais causados pela deplecdo de DHA, seja em consequéncia de
atividade reprodutiva sucessiva ou por administragdo de dieta deficiente em 6mega-3. Os
resultados mostraram perdas celulares importantes nos cortices dos lobos frontal e
temporal e no caudado-putamen e perdas menores no estriado ventral, hipotdlamo,

hipocampo e cerebelo, sugerindo que sistemas neuronais especificos podem ser afetados



diferencialmente pela deplecio de DHA cerebral no organismo pos-parto (Levant et al.,
2007).

Virios trabalhos tém demonstrado uma clara associacdo entre niveis inadequados
de DHA nos fosfolipidios do cérebro e desenvolvimento neuroldgico deficitario (Neuringer
et al., 1988; Carlson et al., 1996; 1997; Dijck-Brouwer et al., 2005a). Ratos alimentados
com dietas deficientes em &cido linolénico apresentaram reducdo na capacidade de
aprendizagem, indicando a necessidade de niveis adequados desse AGE no cérebro para o
desempenho de fun¢des cognitivas (Saste et al., 1998). A deficiéncia de DHA também esta
relacionada com um menor crescimento de neuritos em neurdnios hipocampais (Calderon e
Kim, 2004) e com um decréscimo no tamanho dos corpos celulares de neurénios no
hipocampo, hipotdlamo, cortex piriforme e parietal (Ahmad et al.,, 2002). Além de
alteracdes no sistema visual, a deficiéncia de DHA induz também uma redug¢do na
capacidade de discriminagdo olfativa (Greiner et al., 2001). Também se observou que
dietas deficientes em AGEs induzem mudancas na atividade elétrica cortical (Borba et al.,
2010), na acuidade visual (Wainwright et al., 1991), na velocidade de condugdo do
impulso nervoso em nervos periféricos (Silva et al., 1987), na arborizacdo dendritica e na
formagdo da mielina (Calon et al., 2004; Hartvigsen et al., 2004). Oh-I et al. (2005)
sugeriram um mecanismo molecular associado a leptina cerebral e d6mega-3, promovendo
um aumento de jung¢des oclusivas no hipotdlamo. Na mesma linha, Yamagata et al. (2003)
sugeriram que os AGEs podem induzir a formag¢do de jungdes oclusivas em células
endoteliais de capilares cerebrais. Estudo recente demonstrou aumento no influxo de calcio
por canais voltagem-dependentes em membranas celulares e do reticulo endoplasmatico de
culturas de células do ganglio ciliar de embrides de pinto, facilitado pelo DHA (Erriquez et

al., 2005).



1.3. Influéncia da caréncia em d4cidos graxos essenciais sobre a
neurotransmissao

AGPI-CL sd3o envolvidos funcionalmente com diversos sistemas de
neurotransmissdo, incluindo o glutamatérgico (Nishikawa et al., 1994; Moreira et al.,
2010), colinérgico (Aid et al., 2003) e monoaminérgico (Chalon, 2006). Dentre estes, o
sistema dopaminérgico é especialmente vulneravel a caréncia especifica em AGEs.

A dopamina (DA) exerce uma influéncia modulatéria sobre varias fungdes
cognitivas, sensoriais € motoras do cortex cerebral. A andlise topografica da distribuicdo de
terminais imunorreativos a TH, enzima limitante na sintese da DA, bem como dos
transportadores de membrana para a DA sugere que a inervagdo dopaminérgica exerce uma
forte influéncia sobre a atividade neuronal no cortex parietal. Além disso, em regides
subcorticais a distribuicdo de terminais dopaminérgicos no cortex pode permitir uma maior
difusdo da DA como neuromodulador (Lewis e Levitt, 2002). Este sistema atua como um
dos moduladores da atividade neuronal tanto ao nivel do sistema meso-cortico-limbico
como ao nivel diencefalico, onde participa da regulagdo neuro-hormonal e neurovegetativa.

Deficiéncia em AGEs durante o periodo de aleitamento ¢ capaz de reduzir os
niveis de DA no coértex frontal (de la Presa e Innis, 1999), estriado e coliculos superior e
inferior em animais adultos (de la Presa e Innis, 2000). Zimmer et al. (1998) observaram
que a deficiéncia cronica de DHA reduz a liberagdo vesicular de DA induzida pela tiramina
no cortex frontal, sugerindo que a deficiéncia desse acido graxo pode alterar o mecanismo
de internalizacdo da referida amina. Além disso, foi constatado que a diminui¢do da
disponibilidade de DHA durante o desenvolvimento cerebral induz alteracdes
neuroquimicas no sistema dopaminérgico envolvido com as fun¢des mesolimbica e
mesocortical (Yavin, 2006; Chalon, 2006; Kuperstein et al., 2008), seguidas por

modifica¢des comportamentais na idade adulta (Fedorova et al., 2009).
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Em trabalhos envolvendo a dieta restrita em AGPIs, um modelo descrito de
paridade sucessiva associado a dieta materna com niveis deficientes de acido linolénico,
foi observada redug¢@o no nimero de neurdnios imunorreativos a tirosina hidroxilase (TH)
na substincia negra pars compacta na prole em animais nos dias P70 (Ahmad et al., 2008).
Estes dados sugerem que niveis adequados de AGEs n-3 na dieta sdo necessarios para a
sobrevivéncia de neurénios dopaminérgicos.

Uma vulnerabilidade diferenciada diante de uma menor biodisponibilidade de
AGEs da dieta foi também evidenciada entre neurénios dopaminérgicos do cortex frontal,
hipocampo e estriado (Acar et al., 2003). Neste ultimo estudo, uma dieta contendo a forma
trans do 4cido alfa linolénico (ou seja, isomeriza¢do de uma parte da dieta) provocou
diminui¢do dos niveis de DA enddgena, principalmente no hipocampo. Também foi visto
que o numero de neurdnios dopaminérgicos estd diminuido na substincia negra pars
compacta e area tegmental ventral de ratos alimentados com dieta deficiente em 6mega-3
(Ahmad et al., 2008). Trabalhos em andamento (Passos et al., 2012, dados ndo publicados)
apontam indicios de que a dieta deficiente em AGEs pode promover alteracdes sobre a
neurogénese ¢ diferenciagdo dos neurdnios dopaminérgicos no sistema meso-cortico-
limbico.

Além da DA, a serotonina (5-HT) contribui para fendmenos de plasticidade
sindptica, sendo a participacdo relativa de cada uma delas diferente em relacdo aos cortices
pré-frontal e parietal. Enquanto a DA exerce maior influéncia sobre a densidade sinaptica
no cortex pré-frontal, a 5-HT atua mais no cortex parietal (Sugahara & Shiraishi, 1998).
Evidéncias obtidas em ratos também indicam que receptores dopaminérgicos do tipo D3
sd0 expressos no cortex parietal de forma seletiva e transitéria durante as duas primeiras
semanas poés-natais, de forma coincidente com o desenvolvimento da organizagdo

somatotopica das vibrissas (Gurevich e Joyce, 2000).
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No coértex frontal também foi observado que a deficiéncia cronica em 6mega-3
promove aumento na densidade de receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT2 e redugio na
densidade dos receptores dopaminérgicos durante o envelhecimento (Delion et al., 1996).
Além das evidéncias de que a caréncia dos AGEs provoca altera¢des sobre os sistemas
dopaminérgico e serotoninérgico, até agora temos pouco conhecimento de alteracdes
efetivas sobre outros neurotransmissores ou seus receptores, como por exemplo, o GABA,
a glicina ou o glutamato, nem envolvendo a GAD (glutamato descarboxilase), enzima-
chave de conversdo entre os sistemas GABA-glutamatérgico. Um estudo recente
apresentou resultados em que a suplementacdo dietética de dmega-3 pode reverter as
mudancas relacionadas a perda e mau funcionamento de receptores glutamatérgicos no

cortex frontal, hipocampo e estriado de pessoas em idade avangada (Dyall et al., 2007).

1.4. Repercussdes da caréncia em acidos graxos essenciais em patologias

neurodegenerativas e em distirbios psiquiatricos

Estudos relacionados a distirbios neuropsiquidtricos indicam que redug¢des nos
niveis de AGEs, especialmente o acido araquiddnico, nos fosfolipidios de membranas
neuronais, podem estar envolvidas na etiologia da esquizofrenia (Skosnik e Yao, 2003;
Reddy et al., 2004). Considerando a importancia dos AGPIs como agentes capazes de
suprimir a produ¢do de citocinas pré-inflamatorias e de promover neuroprotegdo, além de
serem essenciais para o desenvolvimento e crescimento cerebral, foi também proposto que
uma suplementagdo perinatal de quantidades adequadas destes acidos graxos poderia ser
uma estratégia adequada para a prevencdo da esquizofrenia na vida adulta (Das, 2004).
Horrobin (1992) ja havia proposto uma relagdo entre esquizofrenia e o metabolismo de

eicosanoides ¢ AGEs. Evidéncias obtidas em camundongos transgénicos indicam que
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AGEs podem ter também um potente efeito terapéutico na doenga de Huntington, uma vez
que o tratamento cronico com AGPI, a partir do nascimento, previne deficiéncias motoras
em animais (Clifford et al., 2002).

Distarbios relacionados a perda progressiva da memoria foram investigados sob o
ponto de vista neurofuncional e neuroquimico. Em estudos realizados em camundongos
transgénicos, servindo como modelo experimental para a doenca de Alzheimer, foi
sugerido que uma dieta rica em Omega-3 pode aumentar a quantidade de receptores
NMDA hipocampais (Calon et al, 2005). Na mesma linha de investigacdo, Lim G. P. et al.
(2005) observaram uma reducéo de 40 a 50% de tecido hipocampal e do cortex parietal em
ratos transgénicos. Alteragdes neuroquimicas foram sugeridas por Haag (2003), ao
verificar que o 6mega-3 aumenta a eficiéncia da 5-HT e das catecolaminas. Além disso,
sugeriu também que evita a dessaturagdo da membrana neuronal e manuten¢do de sua
fluidez, mecanismos neuroquimicos capazes de prevenir a doenca de Alzheimer. A
reducdo na incidéncia da doenga de Alzheimer decorrente do consumo rico em 6mega-3
também foi sugerida por Morris et al. (2003).

Transtornos como o déficit de atencdo e hiperatividade também sdo citados como
consequéncia da caréncia de AGEs (Haag, 2003; Young et al., 2004), entretanto, o
mecanismo desencadeante ainda ndo foi elucidado. Por outro lado, Vancassel et al. (2005),
em estudos testando a assimetria cerebral, encontraram dados relacionados a alteragdes de
lateralidade em ratos carentes de AGEs, associados a uma reducdo da quantidade de
neurdnios colinérgicos estriatais. Estudos realizados com ratos para testar memoria
espacial em labirinto tém apontado uma melhora na habilidade locomotora associada a
uma dieta rica em 6mega-3 (Hartvigsen et al., 2004; Lim G. P. et al., 2005; Lim S. Y. et

al., 2005).
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Essas observagdes em animais experimentais em conjunto com estudos
epidemioldgicos e clinicos (Bourre, 2005; Dijck-Brouwer et al., 2005a; Das, 2006;
McNamara e Carlson, 2006) sugerem que baixos niveis de DHA podem contribuir para a
etiologia dos transtornos neuropsiquiatricos e de doengas neurodegenerativas. Assim, o uso
terapéutico de AGPI-CL, especialmente os da série n-3, foi indicado em uma variedade
dessas doencgas (Heinrichs, 2010). Em modelos experimentais da doenga de Parkinson, por
exemplo, foi demonstrado que a suplementagdo dietética de DHA ou 6leo de peixe pode
restaurar parcialmente a neurotransmissdo dopaminérgica apds lesdes estriatais induzidas
por 6-hidroxidopamina (60OHDA) ou I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

(Bousquet et al., 2008; Cansev et al., 2008).

1.5. O sistema de temporizacio circadiana em mamiferos

Os ritmos circadianos s3o oscilagdes em comportamentos e fungdes expressados
por toda matéria viva com periodicidade de aproximadamente 24 horas. Eles representam
um importante componente comportamental, uma vez que permite a um organismo
antecipar-se e preparar-se para as alteragdes que ocorrem no ambiente natural, do nascer ao
por do sol, podendo assim otimizar os seus comportamentos de acordo com os padrodes
ritmicos ambientais (Moore-Ede, 1986).

Duas propriedades basicas destes ritmos, a geracdo endogena, ou seja, a sua
expressdo mesmo na auséncia de pistas ambientais, e a sincronizacdo aos ciclos
ambientais, particularmente o ciclo claro-escuro, permitiram inferir a existéncia de um
sistema organizador. Este foi denominado sistema de temporizagdo circadiana (STC) e
compreende um conjunto de estruturas neurais diferenciadas, que incluem vias retinianas

acopladas a um marca-passo no cérebro, o proprio marca-passo, bem como as estruturas
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que representam entradas e saidas do marca-passo. Em mamiferos ¢ constituido de
estruturas neurais e enddcrinas, onde se inclui classicamente o nucleo supraquiasmatico
(NSQ) como o marca-passo principal, além do folheto intergeniculado (FIG) e da glandula
pineal (Figura. 4). (Ver Moore, 1999; Van Esseveldt et al., 2000; Marques e Menna-
Barreto, 2003; Reuss, 2003; Morin ¢ Allen, 2005; Golombek ¢ Rosenstein, 2010).

O STC ¢ organizado de maneira a receber informag¢des dos ambientes externo,
principalmente referentes ao ciclo claro-escuro ambiental, e interno das reagdes
fisioldgicas que ocorrem no organismo. Sua fung¢fo ¢ a organizagdo temporal de processos
fisioldgicos e comportamentais num padrdo circadiano de modo a permitir a expressdo de
um comportamento adaptativo (Moore, 1999; Van Esseveldt et al., 2000; Marques e

Menna-Barreto, 2003; Reuss, 2003; Morin e Allen, 2005; Golombek e Rosenstein, 2010).
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Figura 4. Modelo de sistema de temporizagao circadiana, de acordo com Reuss (2003).

O NSQ foi identificado como marca-passo, envolvido na geragdo e sincronizacio

dos ritmos circadianos, a partir da descri¢do do trato retino-hipotalamico (TRH) (Moore e
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Lenn, 1972; Hendrickson et al., 1972) e estudos de lesdo que resultaram na perda de ritmos
para comportamentos de comer e beber (Stephan e Zucker, 1972) e do ritmo de secre¢do de
cortisol (Moore e Eichler, 1972). Outros estudos detectaram ritmo circadiano na captagio
de 2-desoxi-glicose (Schwartz e Gainer, 1977; Shibata e Moore, 1988) e na atividade
elétrica (Shibata e Moore, 1988), mantido mesmo quando isolado do resto do cérebro
(Inouye e Kawamura, 1979). Por fim, foi mostrado que transplantes de NSQ fetal
permitem recuperar a ritmicidade circadiana de animais tornados arritmicos em
consequéncia de lesdo bilateral do NSQ (Drucker-Colin et al.,1984; Lehman et al., 1987) ¢
que o ritmo recuperado assume as caracteristicas do doador (Ralph et al., 1990).

O NSQ ¢ uma estrutura par cuja disposi¢do anatomica ¢ similar entre os
mamiferos; toda sua extensdo antero-posterior estd localizada no hipotdlamo anterior,
acima do quiasma Optico e lateralmente ao terceiro ventriculo. Embora sejam relatadas
diferengas significativas entre as espécies em relagdo a forma, volume, densidade e
tamanho celular, a localizagdo do NSQ ¢ uma constante no cérebro dos mamiferos,
sugerindo tratar-se de uma estrutura filogeneticamente antiga e estavel (Van den Pol, 1980;
1991; Lydic et al., 1982; Cassone et al., 1988; Costa et al., 1998; Smale e Boverhof, 1999;
Nascimento Jr et al., 2010).

Do ponto de vista neuroquimico, o0 NSQ apresenta duas subpopulagdes neuronais
distintas, caracterizadas pela presenca de diferentes substidncias neuroativas encontradas
em pericarios ou em terminais provenientes das suas fontes de aferéncias. Com base
principalmente em estudos em ratos (Van den Pol, 1980; Van den Pol e Tsujimoto, 1985;
Golombek e Rosenstein, 2010), sdo descritas duas principais subpopulagdes de neurdnios
no NSQ. Na por¢do ventrolateral do nucleo, que recebe as aferéncias do trato retino-
hipotaldmico (TRH), trato geniculo-hipotaldmico (TGH) e da rafe, predomina uma

populag¢do de neurdnios produtores de polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), os quais
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contém também o peptideo histidina-isoleucina (PHI). A por¢do dorsomedial, que recebe
escassas fibras visuais, € caracterizada por uma populacdo predominante de neurdnios
produtores de vasopressina (VP), expressando também sua proteina transportadora,
neurofisina (NPHI), com a qual forma um complexo. Além disso, existem outras
substancias neuroativas, incluindo-se neurotransmissores, neuromoduladores, proteinas
ligantes de célcio, formando subpopulagdes no NSQ, detectando-se grande variabilidade
no padrio de distribui¢do entre as espécies. No NSQ também esta presente o 6xido nitrico,
uma substincia gasosa envolvida em mecanismos celulares no nucleo (ver revisdo em

Cavalcante et al., 2006). A distribuicdo dos perfis neuronais do NSQ esté representada na

figura 5.
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Figura 5. Neurotransmissores e outras substdncias neuroativas no NSQ. Modificado de

Golombek e Rosenstein (2010).
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O FIG ¢ um conjunto de células presente em toda extensio do complexo
geniculado lateral do tdlamo, disposto como uma fina lamina intercalada entre as duas
outras por¢des desse complexo, o nicleo geniculado lateral dorsal e o ntcleo geniculado
lateral ventral, e que recebe fibras da retina bilateralmente e de forma quase simétrica
(Hickey e Spear, 1976). E caracterizado pela presenca de neurdnios produtores de
neuropeptideo Y (NPY), que se projetam para o NSQ (Harrington et al., 1985; 1987).
Contém uma populacdo distinta de neur6énios de tamanho pequeno a médio, alguns
multipolares, embora com dendritos confinados aos seus limites. E proposta uma
classificagdo fenotipica e hodoldgica para os neurdnios do FIG, com neurdnios gabaérgicos
e NPY-érgicos que se projetam para o NSQ e neurdnios gabaérgicos e encefalinérgicos
(ENK) que se projetam para o FIG contralateral, e um pequeno grupo de neurdnios, ainda
ndo caracterizados quanto ao seu conteudo neuroquimico, que se projetam para o NSQ
(Moore e Card, 1994). A participa¢do do FIG na regulacdo dos ritmos circadianos foi
sugerida considerando-se a evidéncia de que ¢ um nucleo retino-recipiente, com projecdes
para o NSQ. Isso levou a idéia de que se tratava de um relé para via alternativa de
sincronizagdo fotica. Entretanto, foi visto que o TRH ¢ suficiente para manter a
sincronizagdo (Klein e Moore, 1979), e que a lesdo bilateral do FIG ndo altera a
sincroniza¢do do ritmo de atividade a um ciclo claro-escuro controlado em laboratério
(Johnson et al., 1989), nem modifica a fase do ritmo de N-acetil-serotonina da pineal
(Cipolla-Neto et al., 1995). Estes dados indicam que o FIG ndo estad relacionado
primariamente com a sincronizacdo dos ritmos enddgenos ao ciclo claro-escuro, embora
posteriormente se tenha demonstrado que a lesdo do FIG causa perturbagdo da
sincronizag¢do a um fotoperiodo esqueleto em ratos (Edelstein e Amir, 1999). Uma série de
outros estudos implica a participacdo do FIG em mecanismos de sincronizagdo fotica e ndo

fotica (ver Cavalcante et al., 2006).
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1.6. Acidos graxos essenciais e os ritmos circadianos

A deficiéncia cronica alimentar em acidos graxos essenciais induz modifica¢des
neuroquimicas no cérebro a nivel celular e em varios aspectos comportamentais (Yavin,
2006; Fedorova e Salem, 2006). Sabemos que os AGPI-CL, tais como o AA ¢ o DHA séo
componentes importantes dos fosfolipidios de membrana das células neuronais e sua
disponibilidade durante os periodos iniciais do desenvolvimento do cérebro parece ser
fundamental para a neurogénese, migragdo de neuroblastos, diferenciagdo e sinaptogénese
(Green e Yavin, 1996; Green et al., 1999). Eles possuem efeitos estruturais importantes no
desenvolvimento dos orgdos, notadamente da retina e do cérebro (Holman et al., 1982;
Heinemann et al., 2005; Salem et al., 2005). Tem sido observado que a redugdo na
disponibilidade de DHA esta associada com diminui¢do da acuidade visual, alteracdes
cognitivas, de aten¢do e da coordenagdo motora (McNamara e Carlson, 2006). Em estudos
na retina foi demonstrado que a modificacdo fosfolipidica na membrana da retina esta
associada com sua atividade funcional, correlacionando o turnover dos fosfolipidios e seu
envolvimento com a atividade funcional dos bastonetes (Ikemoto et al., 2000b) e que ratos
deficientes em acido alfa-linolénico apresentam reducdo na atividade enzimatica retiniana
diurna (Ikemoto et al., 2000a). Além disso, a discrimina¢do do brilho e a atividade
eletrofisiologica da retina podem ser afetadas pela deficiéncia em AGPI n-3 em varias
espécies, incluindo seres humanos (Neuringer et al., 1988; Okuyama et al, 2001; Diau et al,
2003; Jeffrey et al, 2002; SanGiovanni e Chew, 2005). Apesar de sua importincia no
sistema fotossensivel da retina, poucos estudos investigaram o papel dos AGEs no sistema
de temporizag¢ao circadiana.

Alguns aspectos relacionados aos efeitos da composicao lipidica da dieta sobre os
ritmos biologicos tém sido atualmente investigados por alguns autores (Mendoza, 2007;

Mendoza et al., 2008). Doengas metabdlicas relacionadas a alimentagdo tém sido
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associadas a modificagdes em muitos destes ritmos, especialmente os que envolvem o
metabolismo lipidico (Bray e Young, 2006; Hastings et al., 2007; Cano et al., 2008), da
glicose (Van Cauter et al.,1997; Winzell e Ahrén, 2004; Turek et al., 2005; Sinitskaya et
al., 2007; Carneiro et al., 2010), além dos ritmos da temperatura corpdrea e da atividade
locomotora (Kohsaka et al, 2007; Mendoza et al, 2008), relacionados a dietas
hipercaldricas, contendo altos niveis de gordura saturada. Restricdo caldrica também ¢
capaz de modificar a sincronizagdo interna do sistema circadiano, induzindo avango de
fase em diversos ritmos (Challet et al., 1997) ou modificando a organizacdo temporal do
NSQ e suas respostas circadianas a luz (Mendoza et al., 2005; Mendoza, 2007).
Camundongos mutantes com senescéncia acelerada (SAMPS) submetidos a uma
dieta deficiente em &cido alfa linolénico (ALA) por sete meses apresentaram um aumento
da atividade motora espontdnea em ambas as fases, clara e escura (Umezawa et al., 1995).
Também foi demonstrado que os acidos graxos n-3 podem desempenhar um papel critico
na regulacdo da glandula pineal. Por exemplo, estudos in vitro relataram que a dieta
deficiente em n-3 reduz a libera¢do de melatonina em cultura de células da glandula pineal
(Gazzah et al., 1993). Além disso, estudos in vivo utilizando a mesma deficiéncia dietética
mostraram aumento do nivel de melatonina enddégena durante o dia na glandula pineal
(Zhang et al., 1998) e redugdo da excrecdo urinaria de melatonina durante a noite em ratos
(Zaouali-Ajina et al., 1999). Evidéncias em hamsters sirios também demonstraram que
uma dieta deficiente em n-3 AGPIs diminui o ritmo da melatonina e induz a hiperatividade
locomotora associada a alteragdes na neurotransmissdo dopaminérgica no estriado
(Lavialle et al., 2008). Adicionalmente, mudangas na expressdo dos transportadores de
glicose nas células endoteliais e neurénios do NSQ tém sido discutidas como um efeito
potencial da deficiéncia em n-3 AGPIs no metabolismo energético deste nicleo (Ximenes

da Silva et al., 2002).
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Evidéncias recentes indicam que a suplementacdo com dleo de coco em ratos com
dieta equilibrada pode aumentar a atividade locomotora espontanea no dia pds-natal 13,
sugerindo que o perfil de acidos graxos desse Oleo, por si s, pode modificar sua atividade
locomotora no inicio do desenvolvimento pds-natal (Borsonelo et al., 2011). Em trabalho
recente foi evidenciado que o tratamento dietético contendo 6leo de coco como a Unica
fonte lipidica por um curto periodo, desde o desmame (P21) até P51, induz alteracdes
metabolicas relacionadas a modificagdes no perfil de acidos graxos dos tecidos muscular,
adiposo e hepatico, que sdo osciladores periféricos; de acordo com o estudo, tais alteracdes
estdo relacionadas com mudangas na lipogénese de AGPI-CL, que ¢ sensivel a presencga da
gordura saturada do 6leo de coco (Ling et al., 2010). Esses autores relataram também
aumento nos niveis de triglicerideos tanto no figado quanto no soro, indicando
modificagdes no metabolismo energético (Ling et al., 2010). Esses efeitos metabdlicos
podem influenciar ritmos bioldgicos, como pode ser visto em trabalho em que a
homeostase de lipidios e triglicerideos mostra um padrio ciclico, permitindo aos animais
se adaptar a ciclos ritmicos de alimentacdo e de atividade previsiveis (Yang et al., 2009).
Além disso, o mecanismo molecular que gera oscilagdes circadianas amadurece em taxas
diferentes em alguns reldgios periféricos com funcionamento maledvel, podendo se alterar
durante o desenvolvimento dos 6rgios (Yamazaki et al., 2009). Em conjunto, os resultados
destes trabalhos sugerem que a organiza¢do funcional do sistema de temporizagdo
circadiana pode ser modificada pela composi¢do lipidica da dieta, e enfatiza um papel

modulador dos acidos graxos de cadeia longa da série n-3 nesse contexto.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESES DO ESTUDO

Embora se tenha ampliado a abrangéncia dos estudos sobre os efeitos da
deficiéncia em AGEs na dieta, o conhecimento existente na literatura ainda € insuficiente
para uma profunda compreensdo dos efeitos dessa deficiéncia sobre a expressdo e controle
neural dos ritmos circadianos. Assim, o presente estudo foi conduzido com a finalidade de
testar a hipdtese de que uma dieta cronica deficiente em AGEs contendo 6leo de coco
como Unica fonte lipidica, utilizada como modelo experimental de deficiéncia em AGEs
devido ao baixo teor de ambos os acidos linoléico e alfa-linolénico e aos niveis elevados de
acidos graxos saturados, pode modificar a ritmicidade circadiana e sua eficiéncia na
manuten¢do da sincronizagdo as mudangas de fase e a sua expressdo endogena em animais

jovens e adultos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral verificar os efeitos da dieta deficiente em
acidos graxos essenciais sobre a expressao do ritmo circadiano da atividade locomotora em

ratos Wistar.

3.2. Objetivos Especificos

Investigar os efeitos de uma dieta deficiente em AGEs, administrada durante os
periodos gestacional e de aleitamento até a idade adulta, sobre as respostas circadianas,

incluindo:

1. Sincronizagao ao ciclo claro-escuro;
2. Ressincronizagdo ao ciclo claro-escuro apos atrasos de fase;

3. Expressdo do ritmo em livre-curso.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados ratos albinos adultos da linhagem Wistar provenientes da colonia
do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco. A partir dai foram realizados acasalamentos e obtidos os animais desse
estudo no Laboratério de Neurobiologia e Ritmos Biologicos no Departamento de
Fisiologia da UFRN, onde foram mantidos em condig¢des controladas de temperatura
(média 21 + 2 °C) e iluminagdo (CE 12:12h) até o vigésimo dia pds-natal. Realizamos o
trabalho com o minimo de espécimes possivel para obter resultados validos, considerando-
se a variabilidade esperada em testes comportamentais com mamiferos, os testes
estatisticos a serem utilizados e o nivel de significancia estabelecido. Além disso, todos os
cuidados foram tomados no sentido de evitar dor e sofrimento aos animais durante os
procedimentos experimentais, seguindo estritamente as normas estabelecidas pelo National
Research Council of the National Academy, publicadas no livro “Guidelines for the Care
and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research”. Uma versdo em formato
pdf esta disponivel gratuitamente no site da Sociedade de Neurociéncias e Comportamento
(SBNeC) — http://www.sbnec.gov.br/links. O projeto recebeu aprovacdo do Comité de

Etica em Pesquisa da UFRN, protocolo no. A-006/07, parecer no. 299/2007.

4.2. Formacio dos grupos

A partir do acasalamento, durante todo o periodo de gravidez e lactagdo, fémeas
adultas de 90 dias, pesando entre 200 e 250g, foram submetidas a uma dieta controle,
balanceada, ou experimental, usada para induzir deficiéncia em AGEs, contendo em torno

de 400 Kcal/100g, de acordo com a analise cromatografica do Departamento de Quimica
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Fundamental - Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade Federal de
Pernambuco, e diferindo entre si apenas na fonte lipidica. Os animais originados a partir da
paridade dessas fémeas foram divididos em dois grupos, segundo a dieta a que foram
submetidos a partir da gestacdo: 1) o grupo controle (grupo soja) recebeu uma dieta
equilibrada em todos os nutrientes, tendo o 6leo de soja como fonte lipidica; 2) o grupo
experimental (grupo coco), deficiente em 4cidos graxos essenciais, recebeu uma dieta
semelhante em todos os constituintes, exceto pela fonte lipidica que foi substituida pelo
6leo de coco, o qual é deficiente em AGEs. A ragdo para ambos os grupos foi fornecida
pelo Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco.

Apbés o desmame, realizado ao dia pos-natal (P) 21, todos os filhotes
permaneceram recebendo as dietas de suas respectivas maes e foram utilizados para
estudos imediatamente. Ao final dos experimentos foram utilizados no total 22 animais,
sendo 10 do grupo controle e 12 do grupo experimental, os quais foram arrolados na

analise do comportamento motor.

4.3. Composicio das dietas

As dietas foram preparadas a base de coco e de soja e tiveram sua porg¢ao lipidica
analisada por cromatografia gasosa no Departamento de Quimica Fundamental - Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade Federal de Pernambuco, para determinar a
constituicdo das ragdes oferecidas aos animais dos grupos controle e experimental. As
composi¢des centesimais das dietas para formacdo das ragdes estdo apresentadas na tabela
1. As ragdes eram preparadas pelo menos duas vezes por més e armazenadas em uma

geladeira a4 + 2 ° C, dependendo do consumo de cada grupo.

25



Tabela 1 — Composicao das dietas

Ingrediente Quantidade (g/100g da dieta)
Controle Experimental
Caseina 20,7 g 20,7 g
Oleo de soja S5g¢ e
Oleode coco  —mmeeee- 5g
Acgucar 2l g 2l g
Celulose 1,8¢g 1,8¢g
Amido de milho 46,8 g 46,8 g
*Complemento mineral 37¢g 37¢g
Complemento vitaminico 09¢g 09¢g
DL-metionina ou L-cistina 0,1g 0,1g
Butil hidroxitolueno “BHT” 0,001 g 0,001 g
Kcal/100g 399,1 400,5

*De acordo com os padroes da AIN
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4.4. Analise bioquimica das dietas

As dietas de fontes lipidicas diferenciadas foram preparadas de acordo com
Soares et al. (1995), submetidas a transesterificacdo de acordo com Hartman e Lago (1973)
e analisadas por cromatografia gasosa no Departamento de Quimica Fundamental - Centro
de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade Federal de Pernambuco, para determinar a
constitui¢do lipidica das ra¢des oferecidas aos animais dos grupos controle e experimental,
de acordo com a tabela 2.

De acordo com a andlise, a dieta controle continha 5% de 6leo de soja com
quantidades adequadas de 4cidos graxos saturados, monoinsaturados, linolénico e
linoléico. Em comparacdo a dieta controle, a dieta experimental apresentou 5% de 6leo de
coco, contendo baixos niveis tanto de acido linoléico (redugdo de aproximadamente 7
vezes), o que corresponde a 30% do minimo recomendado para roedores (Bourre et al.,
1990), quanto de alfa-linolénico (redugdo de aproximadamente 12 vezes), caracterizando a
dieta de coco como deficiente em n-3 e n-6. Também foram observados na dieta
experimental altos niveis de acidos graxos saturados (duas vezes maior) e monoinsaturados
(2,5 vezes maior), em comparagdo ao grupo controle. As dietas diferiram também em
relacdo a razdo n-6/n-3, apresentando valor aproximadamente 1,8 vezes maior no grupo

experimental em comparagdo ao controle.
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Tabela 2 — Analise bioquimica das dietas em percentual do total de acidos

graxos
Acidos graxos Dieta controle (soja) Dieta experimental
(coco)
Saturados 26 67,29
16:1 2,72 0,06
18:1n-9 9,360 23,506
20:1 0,24 0,16
Total monoinsaturados 2,96 0,219
18:2n-6 55,363 8,097
18:3n-3 6,036 0,494
20:2 0,042 0,064
20:5n-3 0,028 nd
22:2n 0,054 0,044
22:6n-3 0,133 0,065
Total poliinsaturados 61,65 8,75
18:2n-6/18:3n-3 9,172 16,390

nd = néio detectado

4.5. Registro das respostas circadianas motoras

Apds o desmame aos 21 dias de vida, animais dos dois grupos, totalizando 22
individuos, foram transferidos para a sala de registro do Laboratério de Neurobiologia ¢
Ritmos Bioldgicos no Departamento de Fisiologia da UFRN. Os animais foram colocados
em gaiolas individuais de polipropileno, com as seguintes dimensdes: 40 cm de

comprimento, 32 cm de largura e 17 cm de altura, em um ambiente confinado e isolado em
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caixas de madeira, com o objetivo de atenuar ruidos e outras interferéncias externas, e
temperatura controlada (média 21 + 2 °C), com as dietas proprias do grupo experimental
ou controle e agua ad libitum.

Os animais foram inicialmente expostos a um ciclo claro-escuro de 24 horas (CE
12:12), com as luzes acendendo-se as 17:00 h, com iluminancia de 150 lux durante a fase
de claro e 1 lux durante a fase de escuro. Apds duas semanas em CE, o horario de apagar
as luzes foi atrasado em seis horas, ficando assim por mais trés semanas. Apds esse
periodo, os animais foram expostos em escuro constante (EE) por quatro semanas, seguido
de um novo regime de CE 12:12 por mais trés semanas e em seguida nova exposi¢ao a EE
por trés semanas, totalizando 105 dias de registro. As condigdes experimentais de

iluminacdo utilizadas estdo esquematizadas na figura 6.

ILLUMINATION SCHEME
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Figura 6. Condi¢des de iluminagdo ao longo dos 105 dias de registro da atividade motora
dos ratos. Dias pos-natais P21 a P125.

Os parametros avaliados foram as respostas circadianas como (1) a capacidade de
sincronizagdo ao ciclo claro-escuro, (2) a expressdo do ritmo em livre curso e (3)
capacidade de ressincronizagdo apds atrasos de fase e retorno a condi¢des anteriores. Para

1Ss0, monitoramos em intervalos de 5 minutos a atividade motora de cada animal através

29



de um sensor infravermelho sensivel ao deslocamento, colocado 15 c¢cm acima de cada
gaiola, durante todo o experimento. A saida de cada sensor foi integrada a um computador
através de uma placa para aquisicio de dados do software Aschoff (Laboratorio de
Neurobiologia e Ritmos Biologicos do Departamento de Fisiologia da UFRN). A andlise
das caracteristicas do ritmo e plotagem dos graficos (actogramas e periodogramas) foi
realizada usando-se o programa “El Temps” (Diez-Noguera®, 1999). O periodo em livre-
curso do ritmo de atividade motora em EE foi determinado pelo periodograma. Em escuro
constante, o inicio da atividade, designado como hora circadiana (Circadian Time) 12 foi
usado como referéncia para o inicio da noite subjetiva.

Para anélise da atividade motora foram considerados os valores arbitrarios obtidos
pelo software Aschoff referentes aos registros dos actogramas da atividade no claro, no
escuro e da atividade total. Os periodogramas foram utilizados como base para analisar os
resultados do claro-escuro e do escuro constante; tais padrdes serviram de referéncia para

verificar a sincroniza¢do dos animais e as variagdes no ritmo da atividade motora.

4.6. Analise dos pesos encefalico e corporeo

A andlise do peso corporeo dos animais usados neste estudo foi realizada no dia
de desmame (P21) e ap6s o término do registro da atividade motora no dia P125, de acordo
com a tabela 3.

Tabela 3 — Valores dos pesos corporeo e encefalico e relagiao peso encefilico/corporeo.

Grupos Peso corpdreo inicial Peso corpéreo final ~ Peso encefdlico  Peso encefélico/peso corpéreo
Controle 57,7+ 3,86 465,4 + 39,68 1,92 £ 0,627 0,004168 + 0,000447
Experimental 47,5*%* +0,9 421,91*+£36,26  1,9+0,054 0,004555 + 0,000447

Peso corpdreo inicial avaliado no dia P21 pesos corpdreo final e encefalico avaliados no dia P125
Grupo controle n=10, grupo experimental n=12. * (p < 0,012), ** (p <0,003), segundo o teste
ANOVA, Friedman. Valores expressos em média + desvio-padrao.
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Ao final dos procedimentos experimentais, os animais foram profundamente
anestesiados por via intramuscular com uma mistura de cloridrato de ketamina
(100mg/Kg) e xilazina (~10 mg/Kg). Comprovada a anestesia pela auséncia do reflexo
corneano, os animais foram posicionados em decubito dorsal e submetidos a perfusdo
transcardiaca, tendo os membros imobilizados. Para este procedimento, inicialmente foi
realizada uma incisdo a partir do processo xiféide contornando o gradil costal, depois
ampliando-se de cada lado para cima, na dire¢do da cabeg¢a do Uimero. Em seguida,
desinsere-se o diafragma, de modo a expor completamente o coragdo na cavidade toracica.
Insere-se uma agulha ligada através de um cateter a uma bomba peristaltica (Cole-Parmer)
no apice do ventriculo esquerdo, em dire¢do a artéria aorta ascendente. Em seguida, faz-se
uma pequena incisdo no atrio direito e liga-se a bomba. Primeiro foram impulsionados 300
ml de cloreto de sodio a 0,9%, seguido por 700 ml de paraformaldeido a 4% em tampao
fosfato 0,1 M a pH 7,4, durando todo o procedimento em torno de 30 minutos. Depois da
perfusdo, os cérebros foram removidos da cavidade craniana. Apds esse procedimento
foram pds-fixados por duas horas no mesmo fixador e lavados em tampao fosfato antes de
serem pesados em balanga de precisdo. Os valores dos pesos encefalicos e sua relagdo com

0s pesos corpdéreos podem ser encontrados na tabela 3.

4.7. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o teste ANOVA seguido pelo teste post-
hoc de Tukey para a atividade motora, tendo como pardmetros as fases dos ciclos claro e
escuro. Devido as diferencas de sensibilidade entre os sensores, cada animal foi analisado
individualmente. Para comparar os pesos corporal e encefalico foi usado o teste ANOVA
seguido pelo teste de Friedman. O nivel de significincia estatistica e o intervalo de

confianga foram aceitos a partir de p = 0,05 e 95% para comparacdo entre 0s grupos.
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5. RESULTADOS

5.1. Submissdo de artigo ao Journal of Biological Rhythms (Classificacdo A2 no QUALIS

em 2012):

Dietary essential fatty acid restriction associated to high levels of saturated fatty acids

affects circadian parameters of the motor activity in rats
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RESUMO

A dieta contendo 6leo de coco como a unica fonte de lipidios tem sido usada como
um modelo experimental de deficiéncia em acidos graxo essenciais devido a redugdo dos
niveis tanto dos acidos linoléico e alfa-linolénico e aos elevados niveis de 4dcidos graxos
saturados. Foi mostrado que esse tipo de tratamento dietético induz mudangas metabdlicas
e modificagdes no conteido de acidos graxos dos tecidos muscular, adiposo e do figado,
que sdo relogios periféricos. O presente estudo foi conduzido de modo a testar a hipdtese
de que essa condi¢@o nutricional desde os estagios iniciais de desenvolvimento até a idade
adulta pode modificar a expressdo enddgena da ritmicidade circadiana, sincronizagéo a luz
e resposta a mudanca de fase da atividade motora geral do rato. Ratos Wistar fémeas foram
alimentadas com dietas contendo 5% de gordura oriunda ou do déleo de soja (controle) ou
do 6leo de coco (experimental) desde o acasalamento até o periodo de lactacdo. Os filhotes
machos de cada grupo foram selecionados aleatoriamente nas ninhadas e alojados em
gaiolas individuais desde o desmame até o estagio adulto, recebendo as respectivas dietas
das progenitoras. A atividade motora circadiana geral dos animais foi analisada por 15
semanas numa sala com ruido atenuado, temperatura controlada e 4gua e comida num
regime ad libitum por 24 horas. Os resultados mostraram que o tratamento com a dieta
experimental foi capaz de reduzir a atividade motora durante a fase de claro (p <0,01) e
aumentar o tempo para a ressincronizacio a um atraso de fase de 6 horas no ciclo claro-
escuro (p < 0,05) nos animais jovens. No estagio adulto, a partir dos 84 dias de idade,
animais tratados com a dieta experimental ndo sincronizaram a atividade motora ao ciclo
claro-escuro (p < 0,01) e, apds os 105 dias, mostraram um periodo maior em condi¢des de
livre-curso (p < 0,05), quando comparados ao controle. Tais resultados estdo de acordo
com a idéia de que a organizacdo funcional do sistema de temporiza¢do circadiana pode ser

modificada pela composicdo lipidica da dieta e enfatizam um papel modulador tanto dos
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acidos graxos essenciais poliinsaturados quanto dos saturados na sincronizagao circadiana

induzida pela luz.

Palavras-chave: desenvolvimento cerebral, ritmo circadiano, acido docosaexaendico,

atividade motora, nutri¢do, acidos graxos poliinsaturados.
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ABSTRACT

A diet containing coconut oil as the only source of lipids has been used as an experimental
model of essential fatty acid deficiency due to reduced contents in both linoleic and alpha-
linolenic acids and high levels of saturated fatty acids. It has been shown that this type of
dietary treatment induces metabolic changes and modifications in the fatty acid profile of
muscle, adipose tissue and liver which are peripheral clocks. The present study was conducted
in order to test the hypothesis that this nutritional condition from early developmental stages
until adult age may modify the endogenous expression of circadian rhythmicity,
photoentraining and response to phase shift of the rat general motor activity. Wistar rat dams
fed diets containing 5% fat either from soybean oil (control) or coconut oil (experimental)
from mating until lactation period. Male pups of each group were randomly sampled from
different litters, housed in individual cages from weaning until the adult stage, receiving their
respective dams’ diets. General circadian motor activity of the animals was analyzed for 15
weeks in a room with attenuated noise, controlled temperature, water and food ad libitum for
24 hours. The results showed that the treatment with the experimental diet was able to reduce
the motor activity during the light phase (p < 0.01) and increase time for re-entrainment to a 6
h phase delay in the light-dark cycle (p < 0.05) in the young animals. At adult stage, from 84
days of age, animals treated with the experimental diet did not synchronize the motor activity
to the LD cycle (p < 0.01) and, after 105 days of age, showed an increased period in free
running conditions (p < 0.05), when compared to control. Such results are in agreement with
the assumption that functional organization of the circadian timing system can be modified by
the dietary lipid composition and emphasize a modulator role of essential polyunsaturated as
well as saturated fatty acids on light induced circadian synchronization.

Key words: brain development, circadian rhythm, docosahexaenoic acid, motor activity,

nutrition, polyunsaturated fatty acids.

37



INTRODUCTION

Some aspects concerning effects of dietary lipid composition on biological rhythms
have been currently investigated by several authors (Mendoza, 2006; Kohsaka et al., 2007;
Lavialle et al., 2008; Mendoza et al., 2008). Metabolic diseases related to hipercaloric feeding
have been associated with modifications on many of these rhythms, especially those involving
glucose metabolism (Bray and Young, 2006; Hastings et al., 2007 Cano et al., 2008) and with
diet containing high levels of saturated fat, for promoting modifications in the body
temperature and locomotor activity rhythms (Kohsaka et al., 2007; Mendoza et al., 2008).
Caloric restriction is also able to modify the internal synchronization of the circadian system,
inducing phase advance in several rhythms (Challet et al., 1997) or modifying the temporal
organization of suprachiasmatic nucleus and its circadian responses to light (Mendoza et al.,
2005).

Balanced levels of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids are
fundamental for the brain and body functions, considering the structural and metabolic role of
these fatty acids in several organs and systems (Uauy and Dangour, 2006). Dietary
availability of essential fatty acids (EFA) from n-3 and n-6 families such as a-linolenic acid
(ALA, 18:3n-3) and linoleic acid (LA, 18:2n-6) during the prenatal/neonatal period is
necessary for optimal development of the central nervous system, especially because they are
precursors of the long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA), docosahexaenoic acid
(DHA) and arachidonic acid (AA), present in high concentrations in the brain membrane
phospholipids (Bourre, 2006; Koletzko et al., 2008). A chronic dietary deficiency in EFA
induces neurochemical modifications in the brain at the cellular level or in several aspects of
behavior (Yavin, 2006; Fedorova and Salem, 2006). Low DHA levels have been associated

with decreased visual acuity and suboptimal cognitive and motor skills (for review, see
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Bourre, 2006; McNamara and Carlson, 2006). Furthermore, retinal phospholipid turnover
involved with the functional activity of rods (Ikemoto et al., 2000b), the brightness
discrimination and retinal electrophysiological activity can be affected by n-3 PUFA
deficiency in several species, including humans (Neuringer et al., 1988; Okuyama et al., 2001;
Diau et al., 2003; Jeffrey et al., 2002; SanGiovanni and Chew, 2005).

Despite the admitted importance to the photosensitive system of the retina, few studies
have investigated the role of EFA on the circadian timing system. Senescence-accelerated
mice (SAMPS8) submitted to a dietary ALA-deficiency for 7 months showed increased
spontaneous motor activity in both diurnal and nocturnal phases (Umezawa et al., 1995). It
has been also shown that n-3 fatty acids may play a critical role in regulating the pineal gland.
For example, in vitro studies reported that the dietary ALA-deficiency reduces the melatonin
release in cultured pineal gland (Gazzah et al., 1993). Moreover, in vivo studies using the
same dietary deficiency showed increased endogenous daytime melatonin level in the pineal
gland (Zhang et al., 1998) and reduced the urinary melatonin excretion during the nighttime in
rats (Zaouali-Ajina et al., 1999). Recent evidence in Syrian hamsters also demonstrated that a
dietary n-3 PUFA deficiency lessens the melatonin rhythm and induces locomotor
hyperactivity associated to modifications on the dopaminergic neurotransmission in the
striatum (Lavialle et al., 2008). Furthermore, changes in the expression of glucose transporters
were observed in endothelial cells and neurons of suprachiasmatic nucleus, which has been
discussed as a potential effect of n-3 PUFA deficiency on energy metabolism of this nucleus
(Ximenes da Silva et al., 2002).

Taken together, these findings suggest that the functional organization of the circadian
timing system can be modified by the dietary lipid composition, and emphasizes a modulator
role of n-3 LC-PUFA. Nevertheless, recent evidence has indicated that the supplementation of

a balanced diet with coconut oil can increase the spontaneous locomotor activity of rats at
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postnatal day 13, suggesting that the fatty acid profile of this oil, per se, can modify this type
of activity in early postnatal development (Borsonelo et al., 2011). The present study was
conducted in order to test the hypothesis that a diet containing coconut oil as the only source
of lipids may modify the endogenous expression of circadian rhythmicity, photoentraining
and response to phase shift of the rat general motor activity at young and adult stages. Such
diet has been used as an experimental model of EFA deficiency due the low contents in both
linoleic and alpha-linolenic acids and high levels of saturated fatty acids (Hargrave et al.,

2005; Ling et al., 2010).
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MATERIALS AND METHODS

Animals and diets

Adult female Wistar rats weighing 200-250 g were maintained from mating and
throughout pregnancy and lactation on a control diet or an experimental diet which is
commonly used to induce EFA-deficiency (Hargrave et al., 2005; Ling et al., 2010), which
differed only by the lipid composition. The control diet contained 5% of soybean oil, with
adequate amounts of both a-linolenic and linoleic acids and balanced levels of saturated and
monounsaturated fatty acids. The experimental diet contained 5% of coconut oil with higher
levels of saturated and monounsaturated fatty acids and reduced levels of a-linolenic (~12
times reduction) and linoleic (~7 times reduction) acids as compared to the control one. The
composition and the fatty acid profile of these diets are shown in Tables 1 and 2 respectively.
After weaning on postnatal day (P) 21, male pups were fed ad libitum the same diet as the
mothers and divided into two main groups according to the nutritional condition: control rats

(C) and EFA deficient rats (EFAD).

Please insert tables 1 and 2 around here

Behavioral recording of circadian motor activity

Animals of each group were sampled randomly from different litters, housed in
individual cages from P21 to P125, totaling 105 days (as illustrated in Figure 1) in a room
with attenuated noise, controlled temperature at 21 + 2 °C and water and food available for 24

hours. Motor activity of the animals was analyzed for 15 weeks according to the following
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protocol: first, animals were exposed for two weeks to an light/dark (LD) cycle of 24 hours
(12:12, lights on at 17:00 h) and the luminance level was 150 lux during the light phase and 1
lux during the dark phase; after that, the animals were submitted to phase-delayed LD cycle
when lights-on was delayed by 6 hours (12:12; lights on at 23:00 h). Three weeks later, the
animals were placed in constant dark conditions (DD) for four weeks; returned to LD 12:12
(lights on at 17:00 h) for more three weeks and then again to constant dark conditions (DD)

for three weeks.

Please insert figure 1 around here

General circadian motor activity of the rats was assessed using an infrared motion
sensor which was placed above each cage to continuously record the animal’s movement in 5
min intervals and stored in a computer by means of the Aschoff system (Laboratério de
Neurobiologia e Ritmos Bioldgicos no Departamento de Fisiologia, UFRN). Analysis of
rhythm characteristics and plotting of actograms and periodograms at modulo 24 h were
undertaken using the El Temps computer software (Diez Noguera®). The period of the motor
activity thythm under LD or DD conditions was computed by the chi-square periodogram
procedure (Sokolove and Bushell, 1978). Under DD, the onset of activity, designated as
circadian time (CT) 12, was used as the phase reference point for the onset of the subjective
night. The maintenance and use of experimental animals complied with the principles
regarding the care and use of animals of the ethical requirements approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Prot.

n. > A-006/07- 299/2007).
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Analysis of body and brain weights

The analysis of body weight of all the animals used in this study was done in the
weaning day (at P21) and after the recording of circadian motor activity at P125. After these
experiments, the rats were deeply anesthetized with a mix of ketamine (100 mg/Kg) and
xylazine (~10 mg/Kg) and perfused transcardially, first with 0.9% NaCl followed by 4%
paraformaldeyde in 0.1M phosphate buffer, pH 7.4 (PB). After perfusion, the brains were
dissected and then postfixed for 2 h in the same fixative, rinsed in PB and weighed in

precision balance (wet weight).

Statistics

Statistical analysis was carried out using ANOVA followed by the post-hoc Tukey test
to compare motor activity with cycle phase and levels as factors. Due to differences of
sensitivity between sensors, each animal was analyzed individually. Analysis of the body and
brain weights was done with ANOVA followed by the Friedman test. Statistical significance

was accepted at the 95% confidence level (p = 0.05) for comparison between the groups.

43



RESULTS

Body and Brain Weights

Data on body and brain weights are presented in Table 3. As can be seen in this table,

there is significant reduction on the body weight of the EFAD animals at P21 (p < 0.003) and

also at P125 (p < 0.012); on the other hand, no significant difference was detected in the brain

weight or in the brain/body weight ratio between the groups.

Please insert table 3 around here

General Circadian Motor Activity

During first LD cycle

The general motor activity registered in the control group during the dark (scoto)
phase increased from P28 to P33 when compared to early stages (P24-P27); such tendency
was not observed in the EFAD (coconut) group. Figure 2A compares data of both groups.
Although a slight increase in daily amount of motor activity was observed in the EFAD group
at P24, P25 and P26, no significant difference was detected between the groups in these
stages. However, a significant increase in the motor activity of EFAD group was observed at
P27 (p< 0.01) and P28 (p< 0.05), compared to the control (soya). From P29 to P33, a slight
decrease in the motor activity was observed in the EFAD group, but no significant difference

was detected between the groups.
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During the photophase, the motor activity of the EFAD group decreased in
comparison to the control group, being significantly lower (p< 0.05) from P28 to P33; no

significant difference was detected in the previous postnatal days (Fig. 2B).

Please insert figure 2 around here

Figure 3 shows the total daily amount of motor activity from P24 to P33 in the
scotophase, photophase and combined data of both phases. During the scotophase, despite the
significant increase in the motor activity observed in the EFAD group at P27 and P28 (as seen
at figure 2A), no significant difference between the groups was observed in the total motor
activity of this period. On the other hand, a significant reduction in the motor activity was
observed in the total photophase of EFAD group (p < 0.05) which reflects modifications in
this circadian rhythm since P28 until P33. The sum of total motor activity in photo plus scoto

phases was similar between the groups.

Please insert figure 3 around here

During phase — delayed LD cycle

Figure 4 depicts representative actograms of motor activity of both groups and shows
that the resynchronization of motor activity rhythm to a 6-h phase delay of light onset in the
12:12 LD cycle from P35-P55 occurred more slowly in EFAD animals (5.75 + 0.25 days)
than in controls (3.75 £ 0.25 days; p = 0.016). This difference was also found in the phase
angle which was (1.5 £0.08 and 2.0 = 0.11, p<0.05) in the control and EFAD groups

respectively.
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Please insert figure 4 around here

During the synchronization to this new cycle, the daily total motor activity in the
EFAD group from P45 to P55 in the photophase was ~60% lower than in the control group (p

< 0.01), but no difference between the groups was detected in the scotophase (Fig. 5).

Please insert figure 5 around here

During Free-running rhythm

After the resynchronization during the phase — delayed LD cycle, rats fed the control

or EFAD diets showed similar free-running activity rhythms with respective periods of 24.31

+ 0.06 h and 24.33 + 0.00 h during 28 days (from P56-P83), as shown in the figure 6.

Please insert figure 6 around here

During second LD cycle followed by free-running rhythm

The synchronization to a second LD cycle from P84 until P104 was modified by the
nutritional condition. While in the control group the overall motor activity was concentrated
in the scotophase and the activity period was 1442 + 1.3 min, in the EFAD group the animals
did not resynchronize to this new cycle, with the motor activity occurring in both in the
photophase and the scotophase. Daily activity rhythms plotted in double-actograms (Fig. 7)

show that the re-entrainment was impaired in EFAD animals, which showed a significant

46



increase in the period length (1478 + 9.67 min; p = 0.014) and, after P97, a typical free-

running activity.

Please insert figure 7 around here

From P105 both groups were submitted to a new free-running rhythm for 21 days. As
shown in the figure 8, a significant increase in the free-running period was observed in the

EFAD group (24.21 £ 0.05 h) when compared to the control group (23.97 £ 0.04 h; p < 0.05).

Please insert figure 8 around here
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DISCUSSION

The present study investigated the effects of an experimental dietary model of EFA
deficiency and high levels of saturated fatty acids on the expression of circadian rhythmicity,
photoentraining and response to phase shift of the rat general motor activity. The results
demonstrated that this dietary treatment during brain development until adult stage induced
remarkable modifications in the total motor activity and altered the entrainment of the
circadian clock to a LD cycle both in young or adult rats.

In the young rats from P24 to P33, the experimental diet modified the ontogenetic
development of the motor activity, increasing daily amount of this activity during the dark
phase at P27-P28 and reducing this activity from P28 to P33 during the light phase. These
findings indicate that during this stage of development (P24 to P33), the motor circadian
rhythm is intensified especially due to a lower level of activity in the light period, suggesting
a higher sensitivity of malnourished animals to light. Such results seem to be in agreement
with a previous study demonstrating a reduced basal locomotor activity during the light phase
in young rats (P28) fed a n-3 PUFA deficient diet (Levant et al., 2006). The experimental
dietary treatment adopted in the present study also affected the rate of re-entrainment of motor
activity to a 6-h phase delay in the LD cycle, inducing a delay of 2 days for resynchronization.
These findings contrast with data previously described for wheel-running activity of n-3 fatty
acid-deficient adult hamsters which presented a faster resynchronization of locomotor activity
to a similar phase delay (Lavialle et al., 2008). On the other hand, it has been demonstrated
that a hipercaloric high-fat diet poor in n-3 PUFA but enriched in saturated fatty acids did not
modify the rate of re-entrainment of adult mouse locomotor activity to a light-induced phase

delay (Mendoza et al., 2008). Thus, it is possible that the later re-entrainment to shifted LD
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cycle detected in the EFAD group could be influenced by the higher levels of saturated and
monounsaturated fatty acids in our isocaloric experimental diet.

After re-entrainment to a 6h-phase delay in the LD cycle, the total motor activity in the
EFAD group daily photophase was ~60% lower than in the control group, but it was not
modified in the scotophase, intensifying the diurnal rhythm of this activity. These results
indicate that the effects induced by the experimental diet on the light phase were not transitory
or restricted to early stages of development, but increased with the age from P45 until P55.
Recent evidence has indicated that treatment with a diet containing coconut oil as the only
source of lipids for a short term (from rat weaning at P21 until P51) induces metabolic
changes related to modifications in the fatty acid profile of muscle, adipose tissue and liver
(Ling et al., 2010), which are peripheral clocks. Such changes are related to lipogenesis and
LC-PUFAs interconversions, which are sensitive to the presence of coconut oil saturated fat
(Ling et al., 2010). These authors also reported increased triglyceride levels both in the liver
and in the serum, indicating modifications in the energy metabolism (Ling et al., 2010). The
lipid homeostasis and triglyceride levels show a cyclic pattern allowing animals to adapt their
feeding, activity and metabolism to predictable rhythmic cycles (Yang et al., 2009).
Moreover, the molecular machinery that generates circadian oscillations matures at different
rates in different tissues and the phase of some peripheral clocks is malleable and may shift as
the organ function changes during development (Yamazaki et al., 2009). Thus, one could
speculate that the repercussions on behavioral activity herein described in young animals
between P33 and P55 could be related to potential modifications on the lipid homeostasis of
peripheral clocks in the EFAD group. From P56 to P83, the dietary treatment was not able to
modify the free-running period of EFAD animals, which expressed the endogenous rhythm of

locomotor activity during constant darkness similarly to the control group.
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The synchronization to a second LD cycle from P84 until P104 was modified by the
nutritional condition in a distinct way to that observed in the young animals. While in the
control group the overall motor activity was concentrated in the scotophase, in the EFAD
group the motor activity did not synchronize to this new LD cycle and showed an increased
period. These findings indicate an increasing and deleterious effect of the dietary treatment on
the light-induced circadian synchronization in adult animals, suggesting entrainment
disruptions which modify the diurnal rhythm of activity. Such results reinforce the hypothesis
that the functional organization of the circadian timing system can be modified by essential
fatty acid dietary restriction and also suggest a modulator action of saturated fatty acids in the
function of the mammalian circadian clock. A high fat diet containing low levels of n-3 PUFA
and enriched with saturated fatty acids is able to modify molecular and neurochemical
parameters involved in the temporal synchronization and lipid metabolism as well as can
induce adverse effects such as an increase in daily locomotor activity during photophase in
adult mice (Kohsaka et al., 2007). Moreover, the same authors also reported that the dietary
treatment was able to lengthen the free-running period in a way not related to modifications
on body weight induced by the hypercaloric diet. In the present study, even using an
isocaloric diet enriched with a distinct saturated fatty acid composition (from vegetal source),
our EFAD group had a significant decrease in the body weight, which might be due to
application of the coconut oil as the only source of dietary lipids, in agreement with previous
studies (Deuel et al., 1954, Soares et al., 1995). About such effect, it is speculated that it
might be due to the high fatty acid turnover rates of the saturated medium chain fatty acids,
which have a faster oxidation than the long chain fatty acids (Hargrave et al., 2005), and it has
also been associated with dysfunction of growth hormone regulation (Soares et al., 1995). In
our study we have also observed an increase in the free-running period length associated to

the lack of resynchronization to the light-dark cycle in adult animals. Although future studies
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will determine the mechanism underlying such effects in adult animals of EFAD group, at
least three aspects are of interest concerning the discussion of these data, considering
mechanisms involved in the entrainment to LD cycle; coupling among oscillators and
transmission of rhythmicity to the effectors (for revision, see Golombek and Rosenstein,
2010).

With respect to the changes in the entrainment to LD cycle, it has been shown that n-3
PUFA dietary restriction can affect several aspects of retinal function related to light
sensitivity, including the rod activity (Ikemoto et al., 2000b) and diurnal enzymatic activity in
the retina (Ikemoto et al., 2000a), the brightness discrimination and electrophysiological
responses in several species (Neuringer et al., 1988; Okuyama et al., 2001; Diau et al., 2003;
Jeffrey et al., 2002; San Giovanni and Chew, 2005). Entrainment to LD cycle could also be
affected by modifications on the oxidative metabolism of suprachiasmatic nucleus,
considering that glucose transport and utilization as well as the cytochrome oxidase activity
can be reduced in rats fed n-3 PUFAs deficient diets (Ximenes da Silva et al., 2002). In line
with this hypothesis, recent evidence has indicated that the diurnal oscillations in the SCN
metabolic activity might be involved in the generation of circadian rhythm (Isobe et al.,
2011). Reduction on SCN glial metabolism or in their communication by gap junctions can
also disrupt the circadian locomotor rhythm (Prosser et al., 1994). Adequate levels of DHA
are necessary to increase gap junction coupling in astrocytes (Champeil-Potokar et al, 2006),
and the lipid composition of coconut oil can impair the astrocyte maturation (Joardar et al.,
2006). Recent experiments of our lab have indicated that the dietary treatment used in the
present work is able to modify the astrocyte differentiation in some nuclei from circadian
temporization system (unpublished results).

The coupling among SCN and other oscillators as well as transmission of rthythmicity

to the effectors could also be affected in the EFAD group. It is well established that the
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intense output of SCN to other regions are necessary for organizing several circadian rhythms,
including locomotor activity (Saper et al., 2005). Likewise, outputs from SCN to pineal gland
via autonomic pathways are important to synchronize some behavioral and metabolic rhythms
to the LD cycle (Warren and Cassone, 1995).

Thus, a potential factor to taken into accounting for the disturbances induced by the
experimental diet is the activity of the pineal gland. /n vivo and in vitro studies have shown
that the ALA-dietary restriction reduces the urinary melatonin excretion during the nighttime
in rats (Zaouali-Ajina et al., 1999) and the pineal gland melatonin release (Gazzah et al.,

1993; Zhang et al., 1998). Recent evidence in adult hamsters also demonstrated that reduced
dietary levels of ALA lessen the melatonin daily rhythm and increase locomotor activity in
both the photophase and scotophase (Lavialle et al. 2008).

Serotoninergic outputs from raphe nuclei to SCN can also interact with light-
dependent mechanisms and modulate the photic synchronization (for revision, see Golombek
and Rosenstein, 2010). Recent studies have shown that during the perinatal period, reduced
levels of DHA can impair the normal development and function of the rat serotonin pathways
(McNamara et al., 2009). Thus, we cannot discard the possibility that the dietary treatment
adopted in the present study affected this neurotransmission system in the SCN. Nevertheless,
future studies are necessary to address this issue.

There also is the possibility that changes in the DHA levels on the hypothalamus or
other brain regions might interfere in the synchronization to the LD cycle, since a reduction of
these levels was described in studies of locomotor behavior with adult and young rats and sex-
specific (Levant et al., 2004; Levant et al.,2006) and other behaviors involved with the
deficiency of n-3 LC-PUFAs (for revision, see McNamara e Carlson, 2006). However,

additional studies are needed for a better understanding about this question.
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CONCLUSION

The results of the present study corroborates the assumption that functional
organization of the circadian timing system can be modified by the dietary lipid composition
and emphasizes a modulator role of n-3 and n-6 LC-PUFA, as well as contribution of

saturated fatty acids in induced modifications in the light-induced temporal synchronization.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Experimental lighting conditions over the 105 days registration of motor activity
of the rats. Post-natal days from P21 to P125.

Figure 2. In A, soya and coconut comparative analysis of motor activity during the
scotophase in the first LD cycle among the post natal days 24 to 33. The animals were
maintained in light-dark cycle (12:12) with luminosity 150:1 lux, respectively. ANOVA
post hoc Turkey test (*p<0,01; **p<0,05). In B, soya and coconut comparative analysis of
motor activity during the photophase in the first LD cycle among the post natal days 24 to
33. ANOVA post hoc Tukey test (*p<0,05).

Figure 3. Soya and coconut comparative analysis of general daily motor activity among
the post natal days 24 to 33. The animals were maintained in light-dark cycle (12:12) with
luminosity 150:1 lux, respectively. ANOVA post hoc Tukey test (*p<0,05).

Figure 4. Actograms of motor activity of soya (left panel) and coconut (right panel) groups
in the resynchronization to 6-h phase delay of light onset in the 12:12 LD cycle (5.75 +
0.25 days for the EFAD group, 3.75 £+ 0.25 days for the control group). The gray shadow
represents the dark phase. The arrow indicates the first day phase delay. The solid line
indicates dark onset and the rectangle highlights the interval in days where
resynchronization occurs. ANOVA post hoc Tukey test (*p = 0.016).

Figure 5. Soya and coconut comparative analysis of general daily motor activity after the
6-h phase delay and the resynchronization days (P45-55 for the EFA and EFAD groups).
Motor activity during the photophase was ~60% lower in the EFAD group. ANOVA post

hoc Tukey test (*p<0,01).
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Figure 6. Soya (24.31 = 0.06 h) and coconut 24.33 £+ 0.00 comparative analysis of the free
running activity in constant darkness (P56-P83). ANOVA post hoc Tukey test (p>0,05).
Figure 7. Actograms (upper panels) and periodograms (lower panels) of soya (left panels)
and coconut (right panels) groups during the second LD cycle. The arrow indicates the day
of return to initial conditions (LD 12:12, lights on 17 h). The EFAD group (period 1478 +
9.67min) does not synchronize to the LD cycle and at P97 it shows a free-running pattern,
while the EFA group (period 1442 + 1.3 min) is synchronized under the new conditions.
ANOVA post hoc Tukey test (*p=0,014).

Figure 8. Soya (23.97 = 0.04 h) and coconut (24.21 £ 0.05 h) comparative analysis of the
free running activity in constant darkness (P105 to P125). ANOVA post hoc Tukey test

(*p<0,05).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho, analisados a luz dos dados da literatura, nos
permitiram concluir que animais submetidos a dieta deficiente em acidos graxos essenciais
com alto teor de 4cidos graxos saturados, durante os periodos gestacional e de aleitamento

até a idade adulta, apresentam com relacdo a controles com dieta sem essa deficiéncia:

1. Aumento da atividade motora durante a escotofase nas idades P27 a P28;

2. Decréscimo da atividade motora na fotofase nas idades P28 a P33;

3. Sincronizagao ao ciclo claro-escuro inicial sem alteragdes;

4. Aumento do tempo necessario em dias para ressincronizagdo ao ciclo claro-
escuro apos atraso de fase de 6 horas;

5. Expressdo do periodo em livre-curso sem alteracdes iniciais;

6. Incapacidade para ressincronizar a um segundo ciclo claro-escuro apds livre-

curso.

Os resultados sugerem que a organizagdo funcional do sistema de temporizagdo
circadiana pode ser modificada por restrigdo de acidos graxos essenciais na dieta, bem

como pelo teor de acidos graxos saturados.

Estudos adicionais sd3o necessarios para esclarecer os mecanismos subjacentes a

esses eventos.
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RELATO
1. RESUMO

Depreende-se da literatura especializada consultada pelos autores da proposta de estudo ora
analisada que: “os lipidios s8o componentes fundamentais de uma dieta equilibrada” e s&o também
fundamentais para o desenvolvimento do organismo.

Considerando essa classe de compostos quimicos, os acidos graxos essenciais (AGEs)
aqueles que sao obtidos obrigatoriamente a partir dos alimentos, fazem parte das membranas
celulares tornando-se, portanto, necessarios para a fungao normal de todos os tecidos.

Em experimentos com animais:

[...] submetidos a dieta pobre em AGEs, foram evidenciados perda progressiva de
meméria, bem como redugado do tecido hipocampal. Inversamente, submetidos a uma
dieta rica nesses nutrientes, animais exibem melhora da atividade locomotora e
aumento de receptores no hipocampo.

Em um ‘“primeiro trabalho endereg¢ado a investigar alteragbes da ritmicidade circadiana,

. utilizando como parédmetro a atividade /repouso os autores objetivam de uma forma geral: “Verificar os

efeitos da dieta carente em AGEs sobre a regulagdo dos ritmos circadianos, nos niveis
comportamental e de substrato neural em ratos Wistar”.

O experimento proposto sera realizado em duas geragbes de 32 ratos albinos da ragéo Wistar.
“Os animais serdo divididos em dois grupos, segundo a dieta a que serdo submetidos a partir do
acasalamento: 1) o grupo controle (C) que recebera uma dieta equilibrada em todos os nutrientes,
tendo o 6leo de soja como fonte lipidica; 2) o grupo deficiente em &cidos graxos essenciais (DAGES)
que recebera uma dieta semelhante em todos os constituintes, exceto pela fonte lipidica que sera
substituida pelo 6leo de coco, o qual é pobre em AGES”.

Apds 21 dias de vida sera feito o desmame dos animais os quais serdo avaliados nos
seguintes parametros: Registro das respostas circadianas, para isto os animais serdo submetidos a
um ciclo claro-escuro (CE) de 24 horas durante 2 semanas, apds esse periodo o horario de apagar as
luzes sera atrasado em 6 horas por 3 semanas. Os animais serdo entdo submetidos a um regime de
escuro constante (4 semanas), seguindo-se outro ciclo de CE por 3 semanas e nova exposi¢ao ao
escuro constante por mais 3 semanas. Durante esses periodos sera medida a atividade locomotora de
cada animal por meio de um sensor infravermelho, colocado acima da gaiola.

Ao final dessas observagdes sera feita a avaliagdo do segundo parametro, isto €, os Estudos
neuranatémicos. Os animais serdo anestesiados e feito uma injegéo intra-ocular da toxina colérica.

Comité de Etica em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, CP 1666, Natal, RN, 59078-970,
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Apobs “uma sobrevida de 5 a 7 dias, os animais serdo novamente anestesiados e perfundidos
por via transcardiaca”. A partir dos encéfalos desses animais, que serdo armazenados numa solugdo
tampao, serao feitos os seguintes estudos: microtomia, imuno-histoquimica e analise da
composicgao lipidica das membranas.

Os autores concluem que o estudo proposto pode gerar resultados que irdo fortalecer a area
de concentragdo de Psicologia Fisiolégica do Programa de Pés-graduagdo em Psicobiologia e
subsidiara uma tese de doutorado.

2. COMENTARIOS

Uma das medidas adotadas com vistas a exercer controle social sobre o uso cientifico de
animais, foi a formagéo das Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUAS). Essas comissdes tem
como papel fundamental a avaliagéo de protocolos de pesquisas, assim como do uso de animais em
aulas, treinamentos e outros procedimentos cientificos.

Como nao existe uma legislagdo fiscal ou algum tipo de resolugdo que regulamente essas
comissdes elas atuam tendo como ponto de referéncia o Principio dos 3Rs (Replace — Reduce e
Refine). Esses principios servem também de guia ética para este comité, na avaliagdo de pesquisas
que fazem o uso cientifico de animais.

Nesse sentido exige-se que uma proposta de estudo com experimentagdes em animais faga
abordagem sobre a possibilidade de substituir o uso de animais, reduzir seu quantitativo e refinar os
procedimentos cientificos, ou seja, minimizar a dor, o estresse negativo e garantir o bem-estar do
animal.

Diante do exposto, o pesquisador deve contemplar no seu protocolo os seguintes
questionamentos:

1. & possivel usar métodos alternativos para o estudo proposto neste protocolo?
2. e possivel reduzir o nimero de animais projetado para cada grupo experimentar?
3. ador e o estresse negativo do animal pode ser minimizado?

Entendemos que ao responder o /item 11 do FORMULARIO CEP-UFRN e fazer uma descrigéo
dos procedimentos metodologicos a serem usados o pesquisador contempla estes questionamentos.

E necessario no entanto, que seja apresentado a este Comité carta de anuéncia dos
Departamentos Académicos da UFPe comprometendo-se a fornecer os animais e a dieta especial para
os mesmos, conforme prevé o tépico V. RECURSOS FINANCEIROS do projeto em questao.

Isto constitui uma RECOMENDAGAO que deve ser cumprida pelo pesquisador responsavel.

3 - PARECER

O projeto de pesquisa apresentado acha-se bem fundamentado teoricamente em experimentos
prévios, pode gerar conhecimentos sobre o tema proposto e foi instruido seguindo recomendagdes
para experimentos em animais (Normas da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento).

Diante do exposto este Comité manifesta-se pela APROVACAO COM RECOMENDAGAO do
protocolo em pauta.

Natal, 20 de dezembro de 2007.

)
; mlr -‘LA
*%fé Afn{eida
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Comité de Etica em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, CP 1666, Natal, RN, 59078-970,
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Anexo 2. Regulamento do periodico.

Journal of Biological Rhythms
Editor-in-Chief:
Martin Zatz

Official Publication of the Society for Research on Biological Rhythms

One electronic copy of each paper should be submitted to the Editor as an attachment to an e-mail. The text
and each figure or table should be in separate files. Manuscript pages should be 6.5 inches wide, 9 inches
long, and double spaced throughout. Hard copies of text and/or illustrations may be used in special
circumstances. There are no publication charges except for circumstances requiring special printing, color
reproduction, or unusual length and number of illustrations; in these cases, the publisher will provide cost
information before the paper is accepted.

Manuscripts should be written clearly and concisely and should conform generally to the Council of Science
Editors Style Manual (Scientific Style and Format: The CSE Manual for Authors, Editors, and Publishers,
7th ed.).

“Letters” should be limited to a total of 2000 words and a few figure panels or equivalent-sized tables. Their
format differs from those of regular papers. Consult previously published Letters or the Editor for further
information.

Supplementary Online Material may be submitted for ancillary but necessary information. It should be
submitted as a pdf file, with the article title, authors, and "Supplementary Online Material" on the first page,
followed by text, figures, and tables along with captions. Number figures and tables S1, S2, etc.
Supplementary material will appear online exactly as submitted and can be viewed at
http://jbr.sagepub.com/supplemental.

Regular manuscripts should consist of the following:

* A Title page, including the authors' names, the title and a short running title, and the institution(s)
(with all words spelled out in full) from which the paper emanates. If current addresses are different,
then these should be indicated in a footnote. Also include the name, mailing address, phone and fax
numbers, and e-mail address of the person to whom correspondence and proofs should be sent.
Number the pages, illustrations, and tables.

* A succinct Abstract, not exceeding 350 words, in a form acceptable to most abstracting services,
followed by six to eight key words.

*  An Introduction that provides a brief review of relevant background material and indicates the
purpose of the study.

* A Materials and Methods section that provides sufficient information for qualified investigators to
reproduce the work in similar fashion. Reference to published procedures by appropriate succinct
summary and citation is encouraged but should not replace adequate methodological description.
The Journal of Biological Rhythms endorses the Declaration of Helsinki and the U.S. National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. It will be assumed that
authors have conscientiously followed principles and practices in accord with these documents in
experiments involving human subjects and experimental animals.

* A Results section that provides a concise description of the findings with appropriate reference to
illustrations and tables.

* A Discussion section that includes a summary of the main findings (not data), their relation to other
published work, and a statement of their significance.

¢ References should be double spaced and listed sequentially in alphabetical order according to the
name of the first author with (a) a full list of authors, (b) date, (c) full title of the paper, (d) journal
titles abbreviated as per Index Medicus, (¢) volume number, and (f) first and last pages. Only papers
published or in press may be included in the reference list. Papers should be cited in the text by
author(s) and date.
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in the monoaminergic systems involved in cognitive and motor aspects of behavior. The present study
investigated whether essential fatty acid dietary restriction over two generations could differentially
affect dopaminergic cell populations located in the substantia nigra rostro-dorso-medial (SNrm) or
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Highlights
1. Differential effects on dopaminergic cell subsets by essential fatty acid restriction
2. Omega 3 dietary restriction reduces soma size of substantia nigra dopaminergic cells

3. Omega-3 dietary restriction for two generations reduces TH levels in the midbrain
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Anexo 4. RELATORIO DE AT IVIDADES

PROJETO AC. GRAXOS ESSENCIAIS- RATOS WISTAR

LABORATORIO DE CRONOBIOLOGIA/DEPTO FISIOLOGIA/UFRN
RESONSAVEL: KATIA MARIA MARQUES GOUVEIA

CRONOGRAMA DE REGISTROS DE ATIVIDADES MOTORAS
CE (12:12h) CLARO :17h ESCURO: 05h
* variacdo de energia ** falta de energia

AMBIENTE 1

GRUPO CONTROLE SOJA - ANIMAISN201 A 06

22 GERACAO - AMBIENTE 1 - CANAIS1A6

1) Canais 1, 2,3,4,5,6de 06/12/2008 a 19/12/2008 - CE-12:12h **
2) Canais 1, 2, 3,4,5,6de 20/12/2008 a 09/01/2009 - Atrasode 6 h *
3) Canais 1, 2,3,4,5,6de 10/01/2009a 06/02/2009 - EE

4) Canais 1, 2, 3,4,5,6de 07/02/2009 a 27/02/2009 - CE 12:12h**
5) Canais 1, 2, 3,4, 5,6 de 28/02/2009a 20/03/2009 - EE - FIM

OBS: REGISTROS SENDO OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. DE ROEDORES.

GRUPO EXPERIMENTAL-COCO - ANIMAIS N2 05 E 06

12 GERACAO - AMBIENTE 1 - CANAIS7A 8

1) Canais 7e 8de 06/12/2008 a /19/2008 - CE-12:12h

2) Canais 7e 8de 20/12/2008 a 09/01/2009 - Atraso de 6 h

3) Canais 7e 8de 10/01/2009 a 06/02/2009 - EE *

4) Canais 7e8de 07/02/2009a27/02/2009 - CE 12:12h

5) Canais 7 e 8de 28/02/2009 a 20/03/2009 - EE - FIM

OBS: REGISTROS OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. ROEDORES.

GRUPO CONTROLE SOJA - ANIMAISN207 A 10

12 GERACAO - AMBIENTE 1 - CANAIS9A 12

1) Canais 9,10,11 e 12 de 06/12/2008 a 19/12/2008 - CE 12:12h*

2) Canais 7e 8 de 20/12/2008 a 09/01/2009 - Atraso de 6 h

3) Canais 7e 8de 10/01/2009 a 06/02/2009 - EE

4) Canais 7e8de 07/02/2009a27/02/2009 - CE 12:12h **

5) Canais 7 e 8 de 28/02/2009 a 20/03/2009 - EE - FIM

OBS: REGISTROS OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. DOS SAGUIS (CANAIS
9,10,11,12).

GRUPO EXPERIMENTAL-COCO - ANIMAISN2 01 A 06

22 GERACAO - AMBIENTE 1 - CANAIS1A6

1) Canais 1, 2, 3,4, 5,6 de 28/03/2009 a 13/04 /2009 - CE-12:12h **
2) Canais 1, 2, 3,4,5,6 de 14/04/2009 a 04/05/2009 - Atrasode 6 h
3) Canais 1, 2,3,4,5,6de 05/05/2009a 01/06/2009 - EE **

4) Canais 1, 2, 3,4,5,6de 02/06/2009 a 22/06/2009 - CE 12:12h **
5) Canais 1, 2,3,4,5,6 de 23/06/2009a 13/07/2009 - EE - FIM

OBS: REGISTROS SENDO OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. DE ROEDORES.

94



GRUPO CONTROLE SOJA - ANIMAISN207 A12

22 GERACAO - AMBIENTE 1 - CANAIS7A 12

1) Canais 7,8,9,10,11,E,12 de 28/03/2009 a 13/04/2009 - CE-12:12h

2) Canais 7,8,9,10,11,E,12 de 14/04 /2009 a 04/05/2009 - Atrasode 6 h
3) Canais 7,8,9,10,11,E,12 de 05/05/2009a 01/06/2009 - EE

4) Canais 7,8,9,10,11,E,12 de 02/06/2009 a 22/06/2009 - CE 12:12h

5) Canais 7,8,9,10,11,E,12 de 23/06/2009 a 13/07 /2009 - EE - FIM

OBS1: REGISTROS OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. RATOS (7 E 8) E SAGUIS

(09,10,11 E 12).
OBS 2: TODOS 0S CANAIS DO AMBIENTE 1 PASSARAM A REGISTRAR NO
COMPUTADOR DO LAB DE ROEDORES A PARTIR DE JUNHO/ 2009.

AMBIENTE 2

GRUPO CONTROLE SOJA - ANIMAIS N° 01 A 06

12 GERAGAO - AMBIENTE 2

1) Canais P, Q, R, S, T, U de 24/04/2008 a 07/05/2008 - CE-12:12h;
2)Canais P, Q, R, S, T ,U de 08/05/2008 a 2805/2008 - atraso de 6 horas;
3) Canais P, Q, R,S, T, U de 29/05/2008 a 25/06/2008 - EE

4) Canais P, Q, R, S, T, U de 26/06/2008 a 16/07/2008 - CE-12:12h;

5) Canais P, Q, R, S, T, U de 17/07/2008 a 06/08/2008 - EE - FIM

Obs.: canais P, Q, R, S, T, U (13, 14, 15, 16, 17 E 18) correspondem
respectivamente aos animais de n° 1 a 6.

OBS: REGISTROS OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. DOS SAGUIS.

GRUPO EXPERIMENTAL-COCO ANIMAIS N2 01- 04

12 GERACAO - AMBIENTE 2 - CANAIS 13,14, 15 E 16.

1) Canais P,Q,R, S de 16/09/2008 a 29/09/2008 - CE-12:12h;

2) Canais P,Q,R,Sde 30/09/2008 a 20/10/2008 - atraso de fase de 6 h

3) Canais P,Q,R,Sde 21/10/2008a17/11/2008 - EE;

4) Canais P,Q,R,Sde 18/11/2008 a8/12/2008 - CE-12:12h;

5) Canais P,Q,R,Sde 09/12/2008 a 29/12 /2008 - EE FIM

OBS6:REGISTROS OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. DOS SAGUIS,CANAIS
13,14, 15. 16.

GRUPO EXPERIMENTAL-COCO ANIMAIS N2 07, 08,09,10,11 E 12

12 GERACAO - AMBIENTE 2 - CANAIS 17 E 18.

1) CanaisP,Q,R,ST,Ude 30/01/2009a12/02/2009 CE-12:12h *

2) CanaisP,Q,R,ST,Ude 13/02/2009 a 05/03 /2009 - Atraso de fase de 6h
3) CanaisP,Q,R,ST,Ude 06/03/2009 a 02/04//2009 - EE

4) Canais P,Q,R,ST,Ude 03/04/2009 a 23/04/2009 - CE-12:12h *

5) Canais P,Q,R,ST,Ude 24/04/2009 a 14/05/2009 - EE-FIM

OBS: REGISTROS OBTIDOS NO COMPUTADOR DO LAB. DOS SAGUIS, CANAIS
13,14,15.16,17E 18
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F1COCO RAT 2|

constante e atraso de fase de 6 horas — controle e experimental

F1COCO RAT 1)

Anexo 5. Actogramas da atividade motora nas condicdes de claro/escuro, escuro
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Anexo 6 Periodogramas da atividade motora nas condicdes de claro/escuro, escuro
constante e atraso de fase de 6 horas — controle e experimental
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