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RESUMO

GONZALEZ, Gabrielle de Paula Lopes. Efeitos da associacdo entre dieta hiperlipidica e
ovariectomia sobre aspectos comportamentais, lipideos séricos e o desenvolvimento corporal
de ratas adultas. 2010. 91 folhas. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro.

O aumento da longevidade evidenciou nas mulheres os efeitos deletérios da deficiéncia
ovariana como, a obesidade central e as doengas neurodegenerativas. Os habitos alimentares
modernos favorecem o consumo excessivo de gorduras, que contribuem para efeitos adversos
sobre a saude, incluindo alteragdo da composi¢cdo corporal ¢ da funcdo nervosa. Assim,
objetivamos estudar como a dieta hiperlipidica (DH), contendo 6leo de soja, associada a perda
da funcdo gonadal influenciam o comportamento e o desenvolvimento corporal de ratas
adultas. Ratas Wistar adultas foram ovariectomizadas (OVX) ou pseudo-operadas (C) e apos
7d passaram a receber dieta contendo 4%(normo) ou 19%(hiperlipidica) de 6leo de soja: C4
(n=29), OVX4 (n=30), C19 (n=30), OVXI19 (n=30). Foram avaliados a massa ¢ o
comprimento corporais € a ingestdo alimentar, e aspectos comportamentais de ansiedade,
através de teste no Labirinto em Cruz Elevado (LCE); de busca pela novidade, por testes no
Campo Vazado (CV); e aprendizagem/memoria avaliada no labirinto aquatico radial de 8
bracos (LAROB). Ao final dos testes, os animais foram anestesiados, exsanguinados e o
tecido adiposo intra-abdominal foi coletado e pesado. O soro foi utilizado para dosagens de
triglicerideo (TG), VLDL-c, colesterol (COL), HDL-c e estradiol. A ingestdo alimentar média
e o comprimento corporal ndo diferiram entre os grupos, mas o grupo OVX19 mostrou ganho
significativo (13,6%) de massa corporal mais precocemente que os demais. O mesmo padrao
foi observado quanto a massa de tecido adiposo, que foi 86% maior no OVX19. Os TG,
VLDL e COL aumentaram cerca de 28% no OVX19, porém sem alteracio de HDL-c
(33,76+2,2 mg/dl). A DH e a ovariectomia se mostraram ansiogénicos ¢ quando associados, a
DH parece reverter o efeito ansiogénico da castracdo. Padrdo similar de resposta foi
observado na resposta ao teste de busca por novidade. No teste de aprendizagem/memoria o
OVX4 apresentou maior tempo de laténcia no primeiro dia, e todos responderam de forma
semelhante nos demais dias. Conclui-se que a deficiéncia de estradiol acompanhada da
ingestdo de dieta hiperlipidica mantém o desempenho cognitivo, o comportamento emocional
e a motivagdo, embora prejudique a adiposidade e o metabolismo lipidico.

Palavras chaves: estrogénio, dieta hiperlipidica, comportamento, tecido adiposo.



ABSTRACT

The increase in longevity in women showed the deleterious effects of ovarian failure such as
central obesity and neurodegenerative diseases. The modern feeding habits are associated
with increased consumption of fats that contribute to adverse health effects, including changes
in body composition and nervous function. The aim of present study was to assess how a
hyperlipidic diet (HD) containing soybean oil, coupled with the loss of the gonadal function
influence behavior and body development of adult rats. Adult female rats were
ovariectomized (OVX) or pseudo-op (C) and after 7d began to receive a diet containing 4%
(normo) or 19% (hyperlipidic) of soybean oil: C4 (n = 29), OVX4 (n = 30), C19 (n = 30),
OVX19 (n = 30). We evaluated the length and body mass and food intake, and behavioral
aspects of anxiety through the test Plus Maze (EPM), the search for novelty, for testing in the
field not (CV) and learning / memory evaluated in the maze Water radial eight arms
(LAROB). At the end of testing, animals were anesthetized, exsanguinated and intra-
abdominal adipose tissue was collected and weighed. The serum was used for total serum
triglyceride (TG), VLDL-C, cholesterol (COL), HDL-C and estradiol. The average dietary
intake and body length did not differ between groups, but the group showed significant gain
OVXI19 (13.6%) body mass earlier than the others. The same pattern was observed for
adipose tissue mass, which was 86% higher in OVX19. TG, VLDL and COL increased by
about 28% in OVXI19, but no change in HDL-C (33.76 + 2.2 mg / dl). The DH and
ovariectomy proved anxieties and when combined, the DH appears to reverse the anxiogenic
effect of castration. Similar pattern of response was observed in response to the test to search
for novelty. In the test of learning/memory the OVX4 showed higher latency on the first day,
and all responded similarly in the other days. It is concluded that deficiency of estradiol
followed by the intake of fat diet keeps the cognitive, emotional behavior and motivation,

although detrimental to adiposity and lipid metabolism.

Key words: estrogen, high fat diet, behavior, adipose tissue.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o Brasil passou por uma transicdo demografica caracterizada
pelo aumento da expectativa de vida, que atualmente atinge 72,3 anos. A pirdmide
populacional brasileira apresenta um perfil aproximado do padrio vigente nos paises
desenvolvidos, com a participacao crescente de pessoas com mais de 50 anos nos patamares
medianos e superiores de sua estrutura. Algumas das melhorias que contribuiram para o
aumento da longevidade foram o acesso aos servigos de saude, o aumento da escolaridade e a
prevencao de doengas. Para as mulheres a expectativa de vida é maior do que a dos homens,
cerca de 76 anos, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2006). Dessa forma, as mulheres passaram a viver mais tempo com os efeitos deletérios da
menopausa que incluem além do ganho de massa corporal alteragdes degenerativas do sistema
nervoso (RAPP e cols, 2003).

A mudanga dos padrdes alimentares e do estilo de vida da sociedade moderna vem
contribuindo para um consumo alimentar inadequado e excessivo e para o sedentarismo. Em
conjunto, esses fatores aumentam a prevaléncia de sobrepeso e obesidade e suas consequentes
comorbidades como hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemias, componentes da
Sindrome Metabolica (FREITAS e cols, 2005; SCHMITT e cols, 2008).

A inadequacdo nutricional da mulher na pés-menopausa, com a ingestdo excessiva de
alimentos de alta densidade energética, favorece ainda mais o desenvolvimento da obesidade
e ¢ um fator de risco para inimeras doencas (NAGATA e cols, 2005; GELLER & STUDEE,
cols, 2006). Em relagdo aos lipideos, estudos epidemioldgicos tém mostrado que o consumo
de acidos graxos poliinsaturados tem um papel benéfico a cogni¢do, ao passo que uma
ingestdo rica em d4cidos graxos saturados e colesterol podem contribuir para o declinio

cognitivo (KALMIJIN e cols, 2004).
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1.1 O Sistema Nervoso

O Sistema Nervoso (SN) recebe, analisa e integra informacdes além de controlar a
vida de relagdo com o ambiente. O componente central apresenta uma divisdo baseada em
critérios anatdmicos (Tabela 1), cujas regides desempenham fungdes especificas (KANDEL,
2000; JESSEL, 2000; WILLIS JR, 2004; LENT, 2005).

O Sistema Nervoso junto com o Sistema Enddcrino (SE) desempenham a maioria das
fungdes do controle do corpo. Esse controle ¢ exercido através da contragdo dos musculos
esqueléticos, da contragdo dos musculos lisos dos 6rgdos internos e da secrecdo de glandulas
exocrinas e endocrinas. O SE regula principalmente as fungdes metabodlicas corporais,
enquanto o SN ¢ responsavel pela percepcdo sensorial, processamento de informagdes e
comportamento (WILLIS JR, 2004). As interagdes entre os diversos sistemas e sua regulagao
sdo realizadas pelos moduladores do SN, os neurotransmissores ¢ do SE, os hormdnios
(SILVA & SILVA de SA, 2006). O Sistema Limbico exerce um controle poderoso sobre o SE
regulando a liberagdo de hormdnios do hipotdlamo (JESSEL, 2000).

Tabela 1: Divisdo do Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Central= Encéfalo + Medula

ENCEFALO
CEREBRO CEREBELO TRONCO
ENCEFALICO
TELENCEFALO DIENCEFALO CORTEX NUCLEOS MESENCEFALO PONTE BULBO
CEREBELAR PROFUNDOS
CORTEX NUCLEOS DA TALAMO HIPOTALAMO
CEREBRAL BASE
fungdes desempenho processamento regulagdo modula a forga e fungdes sensorias e  transmissao de fungdes
cognitivas motor de fungdes alcance do motoras informacdo autondmicas
informagdes autonomicas, movimento reflexos visuais e Cérebro- vitais
endocrinas e habilidades motoras auditivos cerebelo
viscerais
MEDULA
CERVICAL TORACICA LOMBAR SACRA

processamento de informacdes sensoriais,
controla movimentos dos membros e do tronco

Adaptado de Lent, 2005
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1.1.1 O sistema limbico

O controle do comportamento de aprendizado e emocional ¢ uma das fungdes do
sistema nervoso, desempenhado pelo sistema limbico (SL, Figura 2). Esse sistema surgiu nas
aves e se encontra bem desenvolvido em todos os mamiferos. E um circuito neural, cuja
complexa interacdo teve sua denominacdo sugerida por MacLean, em 1952, baseado nas
hipdteses de Papez e no trabalho de Kluver e Bucy. Esse sistema regula o comportamento
emocional e direciona a motivagao, sendo, portanto, essencial para a regulacdo de nossas
emocdes mais complexas e de nossos estados afetivos e motivacionais mais finos
(CANTERAS, 2008; RUBINSON & LANG, 2009).

O SL se constitui de uma ampla regido do cortex cerebral composta pelos giros
orbitofrontal, cingulado e para hipocampal, associada aos sitios subcorticais — a amigdala, o
septo e o hipotdlamo, envolvidos na elaboracdo da experiéncia e da expressdo emocional. O
SL interage essencialmente com todos os sistemas funcionais do cérebro, sendo dificil definir
com exatiddo seus limites. A morfologia atual do SL foi proposta por Nauta, em 1958, nela o
hipotalamo ocupa uma posi¢do central, fornecendo um elo entre as estruturas limbicas
telencefalicas (os giros Orbitofrontal, cingulado e para hipocampal, hipocampo, amigdala, area
septal) e os sitios limbicos mesencefalicos (substdncia cinzenta periaquedutal). Além do
controle emocional essas areas controlam condi¢des internas do corpo, como a temperatura
corporal, a osmolaridade dos fluidos corporais, o direcionamento para a ingestdo de agua e
alimentos e o controle da massa corporal. Sao fungdes vegetativas do cérebro e seu controle
esta relacionado ao comportamento (CANTERAS, 2008).

O SL tem um papel importante no aprendizado, o qual estd relacionado ao
hipocampo. Avaliando o significado emocional e afetivo de cada informagdo que ¢
apresentada, ele ajuda a selecionar aquelas que deverdo ser armazenadas na memoria e

desprezar aquelas “irrelevantes” no momento (SCHMIDEK & CANTOS, 2008).
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Figura 1: Relac¢des anatdmicas do Sistema Limbico. Canteras, 2009.

Pariaguedutal

1.1.2 Aprendizado e memoéria

Aprendizado e memoria sdo mecanismos complexos através dos quais o cérebro
processa e guarda as informagdes recebidas, possibilitando ao organismo adquirir
comportamentos especificos, em resposta a desafios impostos pelo ambiente. O processo de
aprendizagem inclui o modo como os seres humanos e os animais adquirem novos
conhecimentos sobre o mundo, desenvolvem competéncias e mudam seus comportamentos. O
termo memoria ¢ utilizado para designar a capacidade de codificacdo, armazenamento e
retengdo de informacdo (KANDEL, 2000; O'REILLY & RUDY, 2000; RUBINSON &
LANG, 2009; CORTEZ & SILVA, 2008).

Do ponto de vista fisioldgico, o aprendizado e a memoria sdo interdependentes,
estando ligados ao processo de desenvolvimento de prolongamentos neuronais e ao
estabelecimento de circuitos logicos de memoria. Multiplos sistemas de memoria estdo
espalhados por diferentes areas do cérebro, com conexdes e vias que podem interconecta-las,
formando circuitos ainda maiores (CORTEZ & SILVA, 2008).

A aprendizagem leva a mudancas de conduta, seja por condicionamento operante,
experiéncia ou ambos, através de técnicas de ensino ou pela simples aquisi¢do de habitos. A

aprendizagem humana envolve a vontade de aprender, caracteristica essencial do psiquismo
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humano, ¢ ¢ um processo dindmico e criativo, ou seja, sempre em mutagdo € em busca de
novos métodos de aprendizagem. Assim, difere do adestramento dos demais animais, que ¢
puramente condicionante. Nos ultimos tempos, tem sido demonstrada a capacidade de
crescimento do cérebro, ndo no sentido do aumento do nimero de neur6nios, mas sim no
acréscimo de conexdes neuronais, como mecanismos de memoria. Estudos em ratos, expostos
a ambiente rico em estimulos apresentaram cortex cerebral mais espesso do que aqueles
criados isolados ou em ambiente pobre em estimulos, em virtude de novas ramificacdes nos
neurdnios pré-existentes em resposta as experiéncias e a aprendizagem. Percebe-se que o
aumento da atividade mental é acompanhado por muitas mudangas no metabolismo cerebral,
aumento do fluxo e da temperatura corporal (CORTEZ & SILVA, 2008).

A memoria pode ser classificada como explicita e implicita. Entende-se por explicita,
aquela relacionada a eventos autobiograficos e conhecimento de fatos, enquanto a implicita
ndo exige recordacdo deliberada, depende de diversas vias perceptivas e reflexivas. Ela se
acumula lentamente no curso de repeti¢des sendo expressa por melhora no desempenho
(KANDEL, 2000).

Com relagdo a consolidacdo da memoria, esta pode ser dividida em memdria de curto
prazo e de longo prazo. A entrada da informag@o no cérebro ¢ processada por um deposito de
memoria de curto prazo (short term memory), que tem uma capacidade muito pequena de
armazenamento, de modo que se ndo ocorrer um ensaio, ou uma repeticdo, a mesma sera
esquecida. A medida que a memoéria vai sendo consolidada, passa a ser denominada de longa
duragdo (KANDEL, 2000). Estudos experimentais relacionados a consolidacdo de memoria
revelam alteracdes moleculares no hipocampo e na area do neocortex, envolvendo sintese
protéica e expressao génica. Para o melhor entendimento desse mecanismo molecular e
celular foram utilizados em modelos experimentais “long term potentiation” (LTP), que
parece ser induzido através da ativacao do receptor NMDA, pois 0 mesmo funciona como um
detentor de armazenamento de memoria (WANG, HU & TSIEN, 2006). Estes processos sao
iniciados pela ativacdo da sinalizacdo de cascatas como, da proteina cinase A (PKA), da
proteina cinase C (PKC), da calcio/calmodulina cinase (CaMKII) e da cascata extracelular das
cinases reguladoras de cascatas (ERK) (DASH, HEBERT & RUNYAN, 2004). A entrada de
calcio ocorre por intermédio dos receptores de NMDA que promovem uma interagao entre a
calcio/calmodulina com a CAMKII, o que promove o deslocamento da mesma para a area da
zona poés-sinaptica (PSD) pela ligagdo do carbono terminal do receptor de NMDA em
subunidades de NR2S (BAYER e cols, 2001). Os receptores de NMDA sao conhecidos por
serem compostos por NR1 e outras subunidades de NR (NR2A, NR2B, NR2C) Esta
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manutengdo em longo prazo ocorre mediante sintese de proteina e do aparecimento da CREB
(cAMP elemento ligante de proteina) mediante a ativagdo da expressao génica (KANDEL,
2000; RUBINSON & LANG, 2009 e cols, 2004).

Para o estabelecimento da memoria de longo prazo, quatro estagios de consolidagdo
sdo descritos: aprendizagem, consolidagdo da aprendizagem, armazenamento e possibilidade
de recuperagdo, cujos mecanismos vém sendo estudados. Desses estudos, trés modelos foram
elucidados: o primeiro estabeleceu que a memoria ¢ primeiramente estabelecida no
hipocampo e posteriormente armazenada no neocortex; o segundo propde que eventos
repetidos proporcionam um armazenamento mais rapido na regido hipotaldmica, portanto
estocadas no neocortex mais rapidamente; e o terceiro modelo, chamado de Teoria Multipla
do Vestigio propde que a regido hipocampal rapidamente armazena a informagdao (DASH,

HEBERT & RUNYAN, 2004).

1.1.3 Motivacdo

O comportamento, além dos aspectos cognitivos também reflete as necessidades e
desejos de um individuo. A motivacao esta relacionada as necessidades internas mais que ao
processamento das informacdes sensoriais. Os estados de motivacdo, como 0s processos
cognitivos sdo estados internos inferidos que sdo postulados para explicar a intensidade e a
direcdo de uma variedade de comportamento. Acredita-se que o estado motivacional de um
organismo seja controlado por processos reguladores hemostaticos basicos essenciais para a
sobrevivéncia, como alimentagdo, respiracao e auto-protecao, assim, variando em fungao da
privacdo. Os estados de motivacdo tém efeitos gerais: aumentam o nivel de vigilia e, portanto,
diminuem o limiar comportamental e acentuam a capacidade de acdo. As necessidades
internas requerem a organizagcdo dos componentes comportamentais individuais em uma
sequéncia especifica, orientada para um objetivo. O alcance de um objetivo diminui a
intensidade do estado de motivacdo e aumenta o limiar comportamental, o que leva ao
abandono de um ou mais componentes da sequéncia comportamental e, a cessacdo da resposta
(KUPFERMANN & SCHWARTZ, 2000).

Diversos estudos, realizados em roedores, t€ém sugerido que o teste de busca pela
novidade pode ser utilizado para avaliar alguns aspectos da “busca por sensagdes
estimulantes” em humanos (DELLU-HAGERDOM, 2006; KLIETHERMES ¢ cols, 2007).
Resultados desses testes, assim como o uso de drogas psicoestimulantes, compartilha um

substrato neurobiologico similar, que € a ativacao de estruturas e vias mesolimbicas (PTAZZA
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e cols, 1989; WILLS e cols, 1994; BARDO e cols, 1996; BARDO & DWOSKIN, 2004;
ABREU-VILLACA e cols, 2006; PELLOUX e cols, 2006). A exploracio a um novo
ambiente tem sido associada, em ratos, com o aumento dos niveis de dopamina no nucleo
accumbens, o qual ¢ frequentemente associado com o fenomeno de recompensa (HOEBEL e
cols, 1983; ROBBINS & EVERRIT, 1996; WISE, 1994; IKEMOTO & WISE, 2004).

A novidade ¢ um sinal fundamental associado com a atragdao da ateng¢ao, promovendo
a codificacdo da memoria e modificando o comportamento para um objetivo especifico. A
hipotese de codificacdo da novidade sugere que existe uma relagdo direta entre a
probabilidade de codificar uma informagdo em longo prazo e seu grau de novidade

(BUNZECK e cols, 2010).

1.1.4 Ansiedade

A ansiedade ¢ um estado psiquico complexo transitorio, que se caracteriza por
sentimentos de tensdo e apreensdo subjetiva, sugerindo circunstancias de ameaca. E um
estado ndo prazeroso acompanhado de excitagdo psiquica e somatica, podendo estar presente
um sentimento penoso de espera. O medo, a espera por algum tipo de acontecimento bom ou
ruim e o estado de estresse sao situagdes que geram ansiedade (CORTEZ & SILVA, 2008).

Os quadros de ansiedade estdo relacionados com a produ¢do de serotonina (5-HT) no
SL, quando esta ¢ liberada aleatoriamente, ou seja, em grandes concentragdes ou sem
modulacdo (HILL KARACABEYLI & GORZALKA, 2007). A area responsavel pela
aquisicdo e expressao da condi¢ao de medo ¢ a amigdala, cuja regido lateral ¢ responsavel
pela consolidagdo da memoria e plasticidade no condicionamento ao medo. Da amigdala, a
informagdo se projeta para sitios efetores do tronco cerebral e hipotdlamo, o qual produz a
manifestagdo comportamental e autondmica em resposta ao medo (GARAKANI, MATHEW
& CHARNEY, 2006).

Os sintomas e sinais da ansiedade podem ser somaticos (fisicos), propiciando
alteracdes sensoriais, motoras e autondOmicas; e também psiquicos, com alteragdes
emocionais, intelectuais e comportamentais (CORTEZ & SILVA, 2008).

Alteragdes autondmicas, musculares esqueléticas, cinestésicas e respiratorias podem
ficar bem evidentes pela preseng¢a de taquicardia, vasoconstric¢do, sudorese, aumento do
peristaltismo, taquipnéia, espasmos, dores, tremores, parestesias, hipoestesias, hiperestesia e
calafrios. Quanto aos sintomas psiquicos, a ansiedade determina inquietagdo motora,

irritabilidade, hiper ou hipofagia, hiperdipsia, logorréia, entre outras. As alteracdes psiquicas



25

emocionais que podem estar presentes sdao tensdo, nervosismo, dificuldade de concentragao,
sensagdo de medo aumentada etc (CORTEZ & SILVA, 2008, GARAKANI MATHEW &
CHARNEY, 2006).

1.2 OVARIOS: ASPECTOS GERAIS

Os ovarios, glandulas reprodutoras femininas, sdo regulados pelo eixo hipotalamo-
hipofise. O hipotalamo produz e secreta o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) que
atua sobre a hipofise estimulando-a a secretar o hormonio foliculo estimulante (FSH) e o
hormoénio luteinizante (LH). Estes LH e FSH sdo os responsaveis pela regula¢do da fungao
ovariana, que ¢ caracterizada pela producdo de gametas e pela producao hormonal (FRANCI
& ANSELMO-FRANCI, 2008; LIMA & SERTIE, 2009; WHITE, 2009).

Durante a menacme, as concentragdes de LH e especialmente o FSH aumentam, na
fase folicular. O FSH estimula o crescimento de foliculos secunddrios maiores (fase folicular),
com a proliferacdo das células da granulosa, que envolvem o ovdcito, e estimulo a atividade
aromatase. Essas células passam a produzir estradiol usando como substrato androstenediona
e testosterona, oriundos das células da teca interna, que ¢ estimulada por LH. A granulosa
também produz um hormodnio protéico, a inibina. Juntos, estradiol e inibina fazem feedback
negativo, inibindo a secre¢do hipofisaria de FSH. Com o crescimento de foliculos, a
producdo de estradiol aumenta e promove, junto com a FSH, a expressdo de receptores para
LH na granulosa. O crescimento folicular promove o aumento da producao de estradiol que
em pico, faz feedback positivo com o hipotdlamo e a hipofise, aumentando a secre¢do de
GnRH, LH e FSH. O pico das gonadotrofinas hipofisirias ¢ responsavel pelo
amadurecimento do foliculo e a conseqiiente ovulacdo. As células foliculares tornam-se
luteinicas e formam o corpo lateo, produzindo principalmente progesterona e em menor
quantidade estradiol (fase lutea). Esses esteroides entdo, fazem feedback negativo com o eixo
hipotalamo-hipofisario (FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2008; LIMA & SERTIE, 2009).

O numero de foliculos vai diminuindo a medida que avanca a idade, provocando um
declinio da fertilidade e dos niveis séricos de estrogénios, entre outros hormonios. Assim, o
mecanismo de retroalimentagdo negativa ¢ perdido, promovendo a elevagdo nos niveis séricos
de FSH, antes ainda da menopausa. Proximo a menopausa, os ovarios vao reduzindo de
volume, reduzindo de forma progressiva na sintese dos hormodnios gonadais e ndo

respondendo adequadamente a estimulacdo hipofisaria (JERILYNN e cols, 1998;
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FERNANDES e cols, 2004; FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2008). Os principais
hormonios ovarianos produzidos sdo o estradiol e a progesterona e, em menor propor¢ao
também sdo produzidos os andrégenos (androstenediona, testosterona e diidrotestosterona) a
relaxina e a inibina. Os estrogenos também podem ser produzidos por conversao periférica de
andrégenos, por exemplo, no tecido adiposo. (FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2008;
LIMA & SERTIE, 2009; WHITE, 2009).

1.2.1 O ciclo menstrual e o ciclo estral

Paralelamente as fases do ciclo ovariano (fase folicular, fase ovulatoria e fase lutea),
ocorre um ciclo de revestimento/descamacdo da parede do endométrio uterino, o ciclo
endometrial, que prepara o utero para a nida¢do. No inicio de cada ciclo menstrual, o
endométrio encontra-se descamado pela ultima menstrua¢do, que dura de 4 a 5 dias. Em
seguida, na fase proliferativa, sobre a influéncia de estrogénio produzido pelos foliculos
ovarianos em desenvolvimento (cinco a sete dias apds o inicio da menstruacdo), células
endometriais remanescentes proliferam e ha a reepitelizacdo do endométrio que dura de sete a
nove dias. Na regido cervical, glandulas secretam muco fino e filamentoso, que favorece a
entrada do espermatozoide. Ha a proliferacdao e diferenciacdo das células epiteliais do canal
vaginal, tornando o epitélio cornificado. Na segunda fase, apds a ovulacdo, o corpo luteo
produz estrogénio e principalmente, progesterona, que aumenta a vasculariza¢do, acumula
glicogénio nas glandulas do endométrio e diminui a proliferacdo celular. As células do
epitélio vaginal apresentam bordas dobradas e descamag¢do em blocos. (FRANCI &
ANSELMO-FRANCI, 2008; LIMA & SERTIE, 2009). As cé¢lulas esfoliadas podem
identificar o estado hormonal da mulher. A predominéncia de células superficiais denota agao
estrogénica, as células intermediarias predominam sob altas concentragdes de progesterona, e
as células basais ou parabasais indicam concentragdes estrogénicas baixas, como na
menopausa e na infancia (FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2008).

Muitos aspectos da fisiologia ovariana de mulheres sdo similares aos observados em
ratas, porém nestes animais, as mudangas ciclicas ocorrem num periodo mais curto, o ciclo
estral, que compreende um periodo de 4-5 dias. O ciclo reprodutivo de ratas se mantém
regular por cerca de 10 a 12 meses de vida (McGEE e cols, 2000).

A determinagdo das diferentes fases do ciclo ¢ feita pela analise da citologia vaginal
(Figura 3). A cada ciclo sdo observadas quatro fases: proestro, estro, metaestro (diestro I) e

(diestro II) que apresentam variagdo do padrao celular (MOREIRA, 1992; ARMADA-DIAS,
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1996). No proestro, as células do epitélio vaginal sdo arredondadas com nucleos evidentes e
os niveis de LH, FSH e estradiol apresentam-se crescentes. Nesta fase ¢ observado um pico de
LH seguido de ovulagdo. O estro ¢ caracterizado por uma proporcdo elevada de células
queratinizadas, anucleadas, niveis plasmaticos de estradiol, LH e progesterona baixos e FSH
elevado. No diestro I observa-se a mesma propor¢ao de células epiteliais, cornificadas e
leucocitos e o aumento subito de progesterona. No diestro II ha predominancia de leucécitos
entre os demais tipos celulares, associados ou ndo a muco, niveis decrescentes de

progesterona ¢ LH (MOREIRA, 1992; SPORNITZ e cols, 1999; MARCONDES e cols,

2002).

Figura 2: Fotos de diferentes fases do ciclo estral.
2A- Proestro; 2B-estro; 2C-metaestro; 2D-diestro. ARMADA-DIAS, 1996.
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1.2.2 Estrogénio e sistema nervoso central

Os estrogenos ou estrogénios encontrados na espécie humana sido a Estrona (E1), o
Estradiol (E2) e o Estriol (E3). No estado ndo gestacional, a estrona e, principalmente, o
estradiol sdo produzidos pelos ovarios em quantidades de apenas 100 a 200 microgramas por
dia, e o estriol ¢ apenas um escasso subproduto do metabolismo da estrona, sendo importante
durante a gestagdo (SOARES JUNIOR e cols, 2003; FRANCI & ANSELMO-FRANCI,
2008). Ap6s a menopausa, a estrona ¢ produzida em pequenas quantidades nos tecidos
gordurosos, através da conversdo de esterdides sexuais masculinos, como a androstenediona,
oriundos da adrenal. Quanto maior o deposito de tecido adiposo, maior sera a quantidade de
estrona produzida. E sabido que mulheres obesas produzem mais estrogénio na menopausa do
que mulheres magras na pré-menopausa (CASTRACANE e cols, 2006).

O estradiol participa de varias fungdes fisiologicas, incluindo todas as alteragdes
somaticas que resultam na aparéncia feminina adulta, crescimento e desenvolvimento,
reproducdo, comportamento alimentar, aprendizado e memoria e metabolismo lipidico
(FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2008; LIMA & SERTIE, 2009; WHITE, 2009).

No SN, além de sua agdo protetora sobre os neurdnios, ha evidencia que E2 tenha
efeitos diretos em astrocitos e na microglia, conferindo neuroprotecdo na isquemia € em
doengas neurodegenerativas (MARTIN & RONNEKLEIV, 2009).

A acdo estrogénica ¢ mediada por uma superfamilia de receptores nucleares (ER), ERa
e ERpP, que age regulando a transcri¢cdo génica, que ocorre no curso de horas. Os subtipos de
ER apresentam distintos padrdes de expressao por tecido, em humanos e roedores. ERa €
principalmente expresso em osso, figado, utero, hipofise, testiculo e tecido adiposo. Ja o
subtipo ERP encontra-se, principalmente, em ovarios, prostata, hipotdlamo e hipocampo
(NILSSON e cols, 2001; DEROO & KORACH, 2006). No encéfalo dois tipos de ER
coexistem, tendo cada um uma distribui¢do especifica em ratos, macacos e humanos
(LACREUSE WILSON & HERDON, 2008). Estudos sugerem que o ERa estd associado ao
comportamento sexual (MAZZUCCO e cols, 2008), enquanto que ERJ estd mais associado a
regulacdo da plasticidade hipocampal sinaptica (LIU e cols, 2008). A auséncia ou deficiéncia
de ERa provoca infertilidade em camundongos pela perda da regulacdo de LH e pela
insensibilidade do utero as a¢des do estrogénio (HEWITT & KORACH, 2003).

Na via de acgdo alternativa ou ndo gendémica, um pequeno pool de receptores
localizados na membrana plasmatica sinaliza por acoplamento direto ou indireto com

proteinas G, com aumento dos niveis de calcio ou 6xido nitrico (NO) e ativacao de proteinas
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cinases, gerando um efeito rapido, que ocorre em minutos ou segundos (COOKE & NAZZ,
2004; LEVIN e cols, 2005; DAHLMAN-WRIGHT e cols, 2006; DEROO & KORACH,
2006, VILLENA & KRALLI, 2008).

No cérebro, o estradiol apresenta acdes rapidas, relacionadas a sinalizagdo na
membrana, que ndo sdo atribuidas a via classica ou gendmica. Atualmente, sabe-se que o E2
no hipotalamo, hipocampo e outras regides do cérebro induzem o up-regulation de PKC,
PKA, PI3K e MAP cinase levando a alteracdes de atividades neuronais. No entanto, a
identificacdo de todos os mecanismos ainda ¢ desconhecida, mas ja comeca a ser conhecido o
cross-talking entre os eventos de sinalizagdo rapida e alteragdes na expressdo génica
(MARTIN & RONNEKLEIV, 2009).

No encéfalo, o estrogénio ¢ conhecido como um regulador fundamental do
comportamento reprodutor, possuindo também um importante papel neuroprotetores do SNC
(MCEWEN e cols, 2002). Estudos em camundongos ja determinaram a expressdo de ERa e
ERpB no hipocampo (PEREZ e cols, 2003). Mas, especificamente, ER} medeia a protecdo
neuronal contra isquemia, em regides corticais (DUBAL e cols, 2001), além de proteger os
neurdnios piramidais evitando a apoptose (MILLER e cols, 2005).

A deficiéncia de esterdides sexuais, em especial a falta de estrogénios, consequente da
perda da fun¢do gonadal (menopausa) leva a alteragcdes muito comuns entre as mulheres como
as ondas de calor, a atrofia progressiva do sistema urogenital, o ganho de massa corporal, o
aumento da incidéncia de doengas cardiovasculares e distirbios do SN. Esses distirbios
podem ser minimizados, em grande parte, pela terapia de reposicdo hormonal. Alteragdes da
concentracdo de estrogenos, durante o ciclo menstrual, também podem influenciar o estado
mental e as fungdes cognitivas. Clinicamente, alteragdes no estradiol plasmatico estdo
associadas a alteracdes do sono, a diversas formas de depressdo, desordens afetivas,
esquizofrenia e o maior risco para Alzheimer e Parkinson, resultando na reducao da qualidade
de vida (SAGRAVES, 1995; HALBE e cols 1999; MAKI & RESNICK, 2001; BELCHER,
2008; FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2008; WHITE, 2009) O efeito neuroprotetor de
estrogenos envolve duas vias de sinalizacdo que podem justificar o aparecimento de doencas

neurodegenerativas como Doenga de Alzheimer (Figura 3).



30

Decreased

Increased /
p-amyloid levels

Neuronal viability

Figura 3: A sinaliza¢do neuroprotetora do estrogénio na Doenga de Alzheimer. Os estrogénios incluindo o 17-f estradiol (E2)
reduzem a apoptose neuronal por efeitos ndo gendmicos (i) pela ativagdo da P13K, proteina quinase C (PKC) e sinalizagdo da
Src/ERK e por efeitos gendmicos (ii) pela via de sinalizagdo da CREB e os elementos responsivos ao estrogénio (ERE) aos
membros da familia de genes Bcl-2 incluindo Bcl-X, Bel-w e Bim. APP-percurssor Ab da proteina amiléide; ERE, CRE
(elementos de resposta a esteréides SER); NEP- neprilisina; IDE-enzima de degradacao de insulina (PIKE e cols, 2009).

1.2.3 Estrogénio e funcio cognitiva

Os estrogénios possuem diversos efeitos no encéfalo, incluindo sua relagdo com a
funcdo cognitiva/memoria, relacionada ao hipocampo, mas que ainda ndo estd bem
esclarecida (BRANN e cols, 2007, SHERWIN & HENRY, 2008). Em humanos esta
associacao tem sido sustentada por avaliacdes durante a flutuagdo do ciclo menstrual, que
mostrou a melhora da memoria verbal em periodos do ciclo em que os niveis de estrogénios
estavam elevados (BRANN e cols, 2007).

O declinio da fungdo cognitiva tem se tornado um problema de saude publica, haja
vista que a prevaléncia de casos na populacdo idosa aumentou de 17 a 34% (RAPP e cols,
2003). Em mulheres apds a menopausa, o défict cognitivo ¢ consequente da perda dos efeitos
moduladores dos esterdides sexuais sobre os neurotransmissores e a neuroprote¢do. Tais
conhecimentos sdo baseados em estudos de excitacdo neuronal, formag¢do de espinha
dendritica na regido CA1 do hipocampo e de sinapses, apos administracdo de E2, em ratas
ovariectomizadas, em primatas e na flutuacdo de estrogénio ao longo do ciclo estral
(PARDUCZ ¢ cols, 2006; SCHARFNAN e cols, 2007).

A acdo protetora do estrogénio ndo se restringe somente aos neurdnios, havendo

evidéncia que o mesmo tenha efeitos diretos sobre os astrocitos e a microglia, que facilita a
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acdo neuroprotetora na isquemia e em doencas neurodegenerativas, modulando a memoria

através de diversos tipos celulares no SNC (MARTIN & RONNEKLEIV, 2009).

1.2.4 Estrogénio e comportamento

Os hormonios sexuais afetam o comportamento (BERMAN e cols, 1997), e o
estradiol, em humanos e roedores, ¢ um importante regulador do humor. Seus efeitos, no
entanto, podem variar entre ansioliticos e ansiogénicos, dependendo de fatores como e a idade
e o ciclo reprodutivo. Essa dicotomia deve levar em consideracdo o fato do estradiol agir
através de ERa e ER (LUND e cols, 2005).

As baixas concentracdes de estradiol apds a menopausa estdo relacionadas a
depressdo, distarbios do sono, irritabilidade, ansiedade e disfung¢des cognitivas. Por outro
lado, a terapia de reposi¢do hormonal ¢ consistente com a melhora do humor, sentimento de
bem estar e aprendizado. Por outro lado, o efeito ansiogénico do estradiol ¢ sugerido pelo
elevado nivel de depressdo verificado em mulheres quando comparadas aos homens. Essa
diferencga sexual ¢ evidenciada na puberdade (LUND e cols, 2005).

Estudos experimentais evidenciaram a similaridade de efeitos do E2 na ansiedade e no
humor, a partir da utilizacdo de testes comportamentais no labirinto em cruz elevada, que
reflete o nivel de ansiedade do animal (FRYE e cols, 2000). O declinio da ansiedade foi
observado na fase de pro-estro ou quando os animais ovariectomizados (OVX), eram tratados
com estradiol, confirmando assim, seu efeito ansiolitico (FRYE &WALF, 2004).

A¢ao mediada via ERP estd intimamente ligada a regulagdo de comportamentos nao
reprodutivos, que envolvem o desenvolvimento do encéfalo de forma a modular a plasticidade
sinaptica na amigdala basolateral e o processamento de comportamento emocional (KREZEL

e cols, 2001).

1.2.5 Estrogénio e controle da ingestdo alimentar

Na mulher, a ingestdo alimentar varia durante o ciclo menstrual, ndo sendo observada
durante os ciclos anovulatorios. A menor média didria de ingestdo ocorre na fase folicular,
justamente quando se tem uma concentracdo elevada de estrogénio em comparacdo a fase
lutea, quando sdo observadas concentragdes médias de E2 e elevadas de progesterona. Além

disso, sabe-se que a mulher ingere 10 % a menos do que consumia, afetando de forma
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suficiente o balango energético (LISNER e cols, 1988, LYONS e cols, 1989, PELKMAN e
cols, 2001).

Em ratas e camundongos observa-se a diminui¢do de cerca de 25% da ingestdo
alimentar durante a fase peri-ovulatoria em relacdo as demais fases do ciclo. Isto pode ser
explicado pelo fato da concentragdo de estrogénio ser maior antes do pico de LH e menor no
estro (DREWTT, 1974, BLAUSTEIN & WADE, 1976; ASARIAN & GEARY, 2002).

A mais instigante investiga¢do no mecanismo inibitério da ingestao alimentar efetuada
pelo estrogénio ¢ baseada no fato do estrogénio agir no encéfalo promovendo uma alteragao
no processamento de feedbacks periféricos que controlam a ingestao. Ha hipoteses para esse
controle. Dentre elas estdo: a) a dos sinais orosensoriais que promovem aumento ou reducgao
da ingestdo alimentar de acordo com o tamanho e tempo gastos durante a refei¢do; b) a dos
sinais de saciedade desencadeados pela presenca de alimentos no estdbmago, intestino ou sitios
pos-absortivos, potencializados pela acdo de colecistocinina e glucagon; c¢) sinais de
adiposidade, gerados independentemente da ingestdo e promovem restrigoes a quantidade das

refei¢des, regulados insulina e leptina (SMITH, 1998, GEARY & SCHWARTZ, 2005).
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1.3 ACIDOS GRAXOS

O aumento substancial do teor de gorduras na alimentac¢do dos brasileiros, o consumo
elevado de agucar e aumento na ingestdo de alimentos processados, ricos em gorduras e sal
vem sendo observados nas ultimas décadas (ANDRADE e cols, 2009). Estudos
epidemiologicos mostram uma significativa correlagdo positiva entre a média de ingestao de
gorduras e a incidéncia de obesidade e suas comorbidades (WOODS e cols, 2003). Com as
mudangas de hébitos alimentares e maior disponibilidade de alimentos em comparacio aos
primoérdios da humanidade, a populagdo mundial estd sendo cada vez mais acometida pelo
sobrepeso e obesidade, que se tornou um problema de satde publica da atualidade. No Brasil,
a transi¢do nutricional vem mostrando um declinio na prevaléncia da desnutricio e um
aumento da prevaléncia de sobrepeso/obesidade em adultos (BATISTA FILHO & RISSIN,
2003).

A composic¢ao lipidica da dieta tem recebido uma atencgdo particular devido ao papel
que exerce no metabolismo, e por sua associagdo com o desenvolvimento da cogni¢do. Tem
sido estudada tanto em modelos experimentais como em humanos (MIELKE e cols, 2006).

Os acidos graxos ocorrem na natureza como substancias livres e esterificadas. Sao
acidos carboxilicos com longas cadeias de hidrocarbonetos, que ficam esterificados com o
glicerol, formando triglicerideos ou triacilglicerois. Estes sdo gorduras ou lipideos
caracterizados pela sua baixa solubilidade em dgua e alta solubilidade em compostos
organicos. Amplamente distribuidos na natureza sdo componentes dos Oleos e gorduras
comestiveis (VIANNI, 1996; WAITZBERG, 2004).

Os lipidios além de ser fonte de energia, sio componentes da membrana celular e
estdo relacionados a estrutura basica de alguns hormonios e sais biliares (SWITZER e cols,
2004). Alguns sdo essenciais, pois ndo possuem estruturas percussoras, sendo incorporados a
partir da dieta (VALENZUELA & NIETO, 2003). Dentre os acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) destacam-se o 4cido a linolénico (LNA, 18:3, ®-3) e o 4cido linoléico (LA, 18:2, w-
6). A importancia do LNA tem sido comprovada por estudos experimentais que demonstram
seus beneficios sobre doencas coronarianas e prevencao de doengas auto-imunes, pela
redu¢do do processo inflamatério. Sua deficiéncia promove alteragdes no desenvolvimento do
encéfalo e retina (WAHRBURG, 2004). Os ®-3 sdo encontrados em concentragdes mais
expressivas peixes marinhos, especialmente aqueles da costa brasileira: atum, cavalinha,
bonito ¢ sardinha (VISENTAINER e cols, 2000) e em 6leos de canola e linhaga (HOLUB,

2002). O LA exerce papel fundamental na reducdo da concentracdo plasmatica de colesterol
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total ¢ de LDL-colesterol. E encontrado em 6leos vegetais, principalmente, de girassol, milho
e soja (HOLUB, 2002). O LA pode ser alongado formando o acido araquidonico (AA, 20:4
®-6), o percursor mais importante da biossintese dos eicosandides em seres humanos
(WIJENDRAN & HAYES, 2004).

O tipo de gordura ingerido na dieta influencia o metabolismo levando as alteragdes da
composi¢ao corporal. No entanto, a literatura cientifica ndo tem um consenso sobre a relagao
entre o ganho massa corpérea a composicao lipidica da dieta (FRANCO 2009). Estudos em
animais mostraram que dietas com grandes quantidades de acidos graxos saturados (AGS)
levam a um maior acumulo de gordura, ganho de massa corporal e inducdo a obesidade
quando comparadas as ricas em AGPI (HILJO, 1992; LOMBARDO, 2006).

Alteragdes decorrentes da ingestdo de dietas hiperlipidicas podem causar
hipertrigliceridemia, favorecer a sintese de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e reduzir
as lipoproteinas de alta densidade (HDL), diminuir a sensibilidade a insulina e a leptina ¢ a

capacidade oxidativa mitocondrial (POLAKOW e cols, 2007; CORDERO e cols, 2007).

1.3.1 Acidos graxos e sistema nervoso

A composi¢do quimica, a funcionalidade, o desenvolvimento e a maturacdo do
encéfalo podem ser influenciados pela dieta, e estdo relacionados a alteragcdes nos niveis de
fatores de crescimento e neurotransmissores. Muitos destes mediadores sdo derivados de
nutrientes como, por exemplo, o aminodcido tirosina que ¢ precursor da dopamina e da
adrenalina e o triptofano que ¢ precursor da serotonina, da colina e da acetilcolina
(FERNSTROM, 2000).

Os lipideos constituem cerca de 50 a 60% do peso seco do encéfalo de um adulto, e
35% desses encontram-se na forma de AGPI, principalmente o acido araquidonico (AA, 20:4,
®-6) e o acido decosahexanoico (DHA, 22:6, o-3), derivados do LA e LNA provenientes da
dieta (LAURITZEN e cols, 2001, NAKANISHI e cols, 2003). Sendo o balango entre o DHA
e 0 AA crucial para o funcionamento do SNC (FRYE & WALF, 2004).

No encéfalo, os acidos graxos sdo os principais componentes estruturais, onde ¢
estimado que responda por 50% da membrana neuronal além da bainha de mielina
(RAPOPAT, 2005). Portanto, exercem forte influéncia na fun¢do neuronal podendo causar
alteragdo nas propriedades da membrana, incluindo efeitos no transporte de ions, na
endocitose, na exocitose e nas proteinas ligantes de membrana, como a proteina G importante

para a deflagrar a agdao de neurotransmissores (OWADA, 2008).
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Os AGPI sdo constituintes dos fosfolipidios das membranas que sdo formadas por uma
série de classes de fosfolipases e que podem elas mesmas alterar um sinal na transdugao de
mensagens celulares ou por meio da regulacao intracelular das cascatas de eicosandides, o que
resulta na alteracdo de metabolismo, crescimento e diferenciacdo celular (JUMP &
CLARCKE, 1999). Mudangas na composi¢ao de acidos graxos da dieta podem influenciar a
plasticidade do encéfalo, sendo que este efeito pode nao prejudicar a capacidade de
desenvolvimento do encéfalo em resposta a estimulos ambientais, mas pode alterar a
capacidade de maturacdo do encéfalo de se recuperar da lesdo sofrida (WAINWRIGHT,
2002).

Os AG exercem influencia no comportamento tanto em roedores como em humanos.
Estudos associaram a deficiéncia de dcido graxo essencial a mudangas de neurotransmissores
especificos em encéfalos de ratos (JUMP & CLARCKE, 1999). Em camundongos de sete
meses de idade, a ingestdo alimentar rica em ®-3 e ® -6 afetou o equilibrio desses acidos
graxos, presentes nos fosfolipidios na membrana do encéfalo, sugerindo a existéncia de
mecanismo controle de entre AGPI capaz de influenciar o aprendizado e a memoria
(UMEZAWA e cols, 1995). Em ratos, foi verificado que a deficiéncia cronica de acidos
graxos ®-3 na dieta reduz a acuidade visual, promove deficiéncia cognitiva e comportamental
(CHURCH, 2007), além de reduzir os receptores de dopamina e aumentar a densidade dos
receptores de serotonina no cortex frontal de ratas jovens e adultas. Efeitos similares foram
observados em porcos alimentados com uma dieta deficiente em -3 e ® -6 (WAINWRIGHT,

2002).

1.3.2 Oleo de soja e atividade estrogénica

Os éacidos graxos poliinsaturados sdo encontrados em abundancia em 6leos vegetais,
como o Oleo de soja. Este ¢ composto por aproximadamente 8% de 4cido linolénico (®-3) e
cerca de 56% de acido linoléico (®w-6), 15% de &cido graxo saturado e 23% de
monoinsaturados (McDONALD, 2005).

O o6leo de soja possui a propor¢do mais elevada de &cido linoleico (®-6) em
comparagdo com os outros Oleos vegetais como o Oleo de milho, girassol e canola
(McDONALD, 2005). No Brasil, o 6leo de soja representa 82% do total de oleos e gorduras
vegetais consumidos pela populagdo, sendo rico em acidos graxos poliinsaturados.Isso ocorre
devido ao pais ser um grande produtor e exportador de soja, e portanto o mais utilizado em

todas as classes sociais (LEVY-COSTA, 2005).
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Estudo experimental demonstrou a atividade estrogénica do 6leo de soja em ratos
albinos, a partir do estudo do epitélio da vagina e da massa do utero. Utilizando o modelo
experimental de ovariectomia, avaliaram ratas castradas tratadas com estradiol ou com 6leo de
soja, durante cinco dias. Verificaram um aumento significativo da cornificacdo do epitélio
vaginal e o aumento da massa do utero semelhante entre os grupos ovariectomizados tratados
com estradiol e com o 6leo de soja. O mesmo padrdo de resposta foi verificado quanto a
massa corporal. Estes resultados sugerem que o 6leo de soja tenha um efeito semelhante ao do

estradiol (elSattar ElBaltran, 2001).

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ESTUDO DO COMPORTAMENTO ANIMAL,
NUTRICAO E DE MENOPAUSA.

1.4.1 Comportamento associado a ansiedade

Dentre os testes comportamentais para a avaliacdo dos niveis de ansiedade em animais
experimentais, o labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ um dos mais populares (PELLOW e cols,
1985; CAROBREZ & BERTOGLIO , 2005; MARCO e cols, 2006). Esta popularidade (mais
de 3100 artigos publicados, Web of Science, 2009) se deve ao fato de ser um teste econdmico,
rapido, de simples desenho, sensibilidade bidirecional a drogas (sensivel a efeitos ansioliticos
ou ansiogénicos) e por nao requerer procedimentos de teste cansativos como, privacao de
comida/agua ou uso de choques elétricos (PELLOW e cols, 1985; RODGERS e cols, 1997).
O LCE foi validado em ratos (PELLOW e cols, 1985), camundongos (LISTER, 1987),
porquinhos da india (REX e cols, 1994), cobaias (HENDRIE e cols, 1997) e hamsters sirios
(YANNIELLI e cols, 1996). Os roedores, de forma geral, evitam as areas abertas do labirinto,
pressupondo-se que sejam as mais aversivas, ou seja, ansiogénicas. Mostram preferéncia pelas
partes fechadas e protegidas pelas paredes do aparelho (PELLOW e cols, 1985; MARCO e
cols, 2006). Assim, o tempo no brago aberto (BA) e o nimero de entradas no BA sao
utilizados como medidas de ansiedade (HOGG, 1996; RODGERS & DALVI, 1997; STEAD
e cols, 2006; ABREU-VILLACA ¢ cols, 2008; MANHAES e cols, 2008; FRAGA-
MARQUES e cols, 2009a).
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1.4.2 Comportamento associado a busca pela novidade

Diversos estudos tém sugerido que a busca pela novidade em roedores pode ser
utilizada para avaliar alguns aspectos da “busca por sensagdes estimulantes” em humanos
(DELLU-HAGERDON, 2006; KLIETHERMES ¢ cols, 2007). Em animais, modelos de busca
por drogas ¢ mais frequente na presenca de comportamento de busca pela novidade (PIAZZA
e cols, 1989; WILLS ¢ cols, 1994; BARDO ¢ cols, 1996; BARDO & DWOSKIN, 2004;
ABREU-VILLACA e cols 2006; PELLOUX e cols, 2006). Assim, a busca pela novidade,
assim como o uso de drogas psicoestimulantes, compartilha um substrato neurobiologico
similar, que ¢ a ativacao de estruturas e vias mesolimbicas.

Estudos experimentais mostraram que ratas ovariectomizadas (OVX) apresentam
efeitos de ansiedade e depressdo similares aos de mulheres menopausadas (FRYE e cols,
2000; FREY & WALF, 2002). Em nosso estudo, verificamos um nivel maior de ansiedade
nas ratas ovariectomizadas, do que nos demais grupos, confirmando a participacdo do
estrogénio sobre desordens neuropsiquiatras. Esta acdo estrogénica parece ser mediada via
ERP no hipocampo, determinando importante efeito antidepressao e antiansiedade (WALF &

FRYE, 2006).

1.4.3 Avaliacdo de memoria e aprendizado

Em modelos experimentais, alguns procedimentos e aparelhos foram desenvolvidos
para avaliar memoria e aprendizagem. Mas, € o labirinto aquatico, desenvolvido em 1981, por
Richard Morris, que vem se destacando nos estudos sobre a neurobiologia da memoria
(GALLAGHER e cols, 1993). O teste de Morris baseia-se na aversao dos roedores a imersao
em agua (FILGUEIRAS & MANHAES, 2004 e 2005), ja que eles procuram sair da 4gua o
mais rapido possivel. Uma adaptagao deste equipamento € o labirinto aquatico de oito bragos
(LAROB), no qual ¢ possivel avaliar a aprendizagem e memoria espacial (OLTON, 1987). O
animal deve aprender a localizagdo do bragco que apresenta uma plataforma de escape,
baseando-se nas pistas externas ao aparelho, pois ele ndo pode ver, ouvir ou cheirar a
plataforma. A orientacao espacial deve ser aprendida e armazenada por periodos variaveis de
tempo. A aprendizagem sobre locais pode envolver diferentes estratégias, como aprender as
relacdes espaciais que existem entre os objetos do ambiente e utilizar essas relacdes para
formar um mapa alocéntrico (ou mapa cognitivo) que serd utilizado para encontrar o local

desejado (O’KEEF & NADEL, 1978). A exclusdo das pistas proximais e énfase nas pistas
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distais forca o uso de estratégias de mapeamento espacial. Uma das principais vantagens do
LAROB ¢ a velocidade de treinamento, posto que ratos sao nadadores natos (WHISHAW,
1995) e, normalmente demoram menos de 15 s para aprender a tarefa (MORRIS, 1984).

1.4.4 Modelo de menopausa

A remogao bilateral dos ovarios de ratas (ovariectomia) ¢ usada como modelo de
estudo da deficiéncia de esteroides sexuais, simulando a menopausa, sendo esse estado
comprovado pelas baixas concentragdes séricas de estradiol e pela diminuicdo do peso do
utero (MOREIRA e cols, 1997; GOSS e cols, 2009). Sob essa condicdo de hipogonadismo,
estudo realizado em nosso laboratorio mostrou a relagdo com a progressiva redu¢do de massa

ossea (ARMADA ¢ cols, 2006).

1.4.5 Modelo de nutricdo

Ratos submetidos a dieta hiperlipidica, considerada altamente palatavel, apresentam a
partir da terceira semana de ingestdo um aumento na quantidade de tecido adiposo com
tendéncia a alteracdes no perfil lipidico (ESTADELLA, 2004). O sobrepeso ou a obesidade
representados pelo ganho significativo de massa corporal e pela deposicdo abdominal de
gordura, quando comparado a dieta padrdo, comprova a eficiéncia do modelo de estudo.
Apesar do ganho de massa corporal alguns estudos mostram que a ingestdo diaria da racao

pode também permanecer inalterada (DUARTE, 2006, COSTA e cols 2008).
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1.5. JUSTIFICATIVA

A evolucdo de praticas médicas no campo diagnostico e terapéutico aumentou a
expectativa de vida e vem elevando, continuamente, a ocorréncia das alteracdes degenerativas
comuns a terceira idade. Para as mulheres, esta fase estd associada a perda da fun¢do gonadal
(em particular, a perda do estrogénio), que ¢ um fator critico para o bem estar. Segundo a
OMS, até 2030, aproximadamente, um bilhdo de mulheres estardo na menopausa.
Atualmente, apenas no Brasil mais de 13,5 milhdes de mulheres passam pelo climatério.

Os esteroides sexuais sdo reguladores potentes dos neurdnios do SNC e sua deficiéncia
promove além das alteracdes endocrinas alguns sintomas emocionais (angustia, instabilidade
emocional, estados depressivos dentre outros), além dos problemas cognitivos que estdo se
tornando cada vez mais evidentes em idosos.

Mudangas no comportamento alimentar caracterizadas pelo elevado consumo
energético, baseado em dietas ricas em lipideos, propiciam o aumento o risco as doengas
degenerativas e contribuem de forma negativa ao processo de envelhecimento na mulher.
Acidos graxos poliinsaturados sdo essenciais para o desenvolvimento do cérebro, e o
equilibrio na relagdo ®-3/ ®-6 é necessario para manter seu funcionamento adequado. Grande
¢ o interesse no estudo de AGIP de cadeia longa, que apresentam elevada aceitagdo e
consumo na sociedade brasileira, principalmente sob a forma de 6leo de soja. Assim, a
associacdo da deficiéncia estrogénica com a ingestdo hiperlipidica tende a ser deletéria,
inclusive em relagdo as fungdes cognitivas, contribuindo para o desencadear de mais um

problema de satide publica mundial.
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2. OBJETIVOS

Objetivos Gerais

» Avaliar os efeitos da associacdo entre dieta hiperlipidica, contendo 19% de 6leo de

soja, e a deficiéncia gonadal sobre o comportamento e o desenvolvimento corporal de

ratas adultas.

Objetivos Especificos

vV Vv VY Vv VY V V

Y

Avaliar comportamentos associados a ansiedade,

Avaliar comportamentos associados a busca (por novos estimulos), novidade

Avaliar o desempenho quanto a memoria/aprendizado,

Avaliar os dados etologicos relativos a ansiedade e motivagao,

Avaliar a ingestdo alimentar,

Avaliar a massa e 0 comprimento corporal,

Avaliar a massa de tecido adiposo

Determinar as concentragdes séricas de colesterol, HDL-c, VLDL-c, triglicerideos e

estradiol.
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> 3. MATERIAIS E METODOS

Esse estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEA), com protocolo n°
CEA/238/2008.

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas adultas Wistar, oriundas de diferentes ninhadas, virgens
isogénicas, com 90 dias de idade, reproduzidas e alocadas no Biotério do Laboratério de
Fisiologia Endocrina, IBRAG/UERJ, em gaiolas medindo 34x41 cm, com temperatura
ambiente controlada, umidade constante e ciclo claro /escuro de 12 horas (6:00 h as 18:00h),
tendo o acesso livre a dgua e a ragdo comercial (Purina®, Sao Paulo), até o inicio do

experimento.

3.1.1 Observacio dos ciclos estrais

A partir dos 90 dias de idade, as ratas foram submetidas a coleta de secrecao vaginal
para citologia, diariamente, por duas semanas. As amostras foram colhidas com finas
ponteiras plasticas, cuidadosamente, introduzidas na vagina. O material foi distribuido em
laminas e analisado a fresco por meio de microscopia Optica, utilizando objetivas de 10x e
40x (Olympus, modelo BX40, Japao). O acompanhamento das seqiiéncias de ciclos estrais
permite avaliar as condi¢cdes de funcionamento das gonadas e assim, indiretamente, a
influéncia sist€émica do estrogénio endéogeno (MARCONDE e cols, 2002; ARMADA e cols,
2006). Foram selecionadas para o estudo, somente ratas que apresentavam ciclos estrais

regulares. Para atingir o nimero total de 120 animais, o protocolo foi repetido trés vezes.

3.2 Delineamento experimental

Aos 105 dias de idade, as fémeas foram submetidas a ovariectomia (OVX) através de
duas pequenas incisdes para-espinhais na regido dorsal entre a crista iliaca e as costelas mais
inferiores. O grupo SHAM recebeu apenas a incisdo cirirgica sem a retirada das gonadas,
para proporcionar o estresse cirurgico (MOREIRA, 1997). A partir desse procedimento as
ratas foram divididas em quatro grupos experimentais, que ao final foram constituidos por 30

animais cada. Os grupos foram assim definidos:



42

> Controle (C, n=29) - ratas alimentadas com dieta normolipidica, contendo 4% de
6leo de soja;

> Ovariectomizadas (OVX, n=30) — ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta
normolipidica, contendo 4% de 6leo de soja;

> Controle 19 (C19, n=30) — ratas alimentadas com dieta hiperlipidica, contendo 19%
de oleo de soja;

> Ovariectomizadas 19 (OVX19, n=30) — ratas ovariectomizadas alimentadas com

dieta hiperlipidica, contendo 19% de 6leo de soja.

Sete dias apoOs a castragdo, teve inicio a alimentacdo com a ragdo manipulada, até o
final do periodo experimental (155 dias de idade), quando os animais foram sacrificados e os
tecidos coletados para analise.

Durante todo o periodo experimental (dos 90 aos 155 dias), os animais foram pesados
semanalmente e a ingestdo alimentar foi verificada a cada 4 dias. A ingestdo diaria média de
cada animal foi determinada a partir da resto-ingestdo, dividindo a quantidade de racdo pelo
numero de animais e pelo periodo em dias. As afericdes de massa e comprimento corporais e
da ragdo foram sempre realizadas no mesmo horario, em balanca de precisao (MF Filizola).

Os testes comportamentais tiveram inicio apds 25 dias de ingestdo da ragdo manufaturada.

3.3 Racéo purificada

A racdo foi manipulada segundo o estabelecido pelo American Institute of Nutrition
(AIN-93M, REEVES, 1997), apropriada para estudos com Nutri¢do Experimental (Tabela 2).
As ragdes foram produzidas na fabrica de racdo do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da
UERJ. Os ingredientes da racdo foram pesados em balanga de precisao (MF-Filizola)
colocados na batedeira industrial (Hobart) no ciclo leve por 10 minutos. Foram adicionados
mais 10 minutos na batedeira para homogeneizar todos os ingredientes, e por fim a adig¢do do
6leo e agua filtrada. Apos esse processo, a massa foi transformada em peletes, e posterior
secagem em estufa a 56°C por 18 horas. Apds a producao, as ragdes foram embaladas em
sacos plasticos e armazenadas a temperatura aproximada de 5°C, para a conservacgao.

Para animais adultos, o AIN recomenda a utilizagdo de dieta de manutencdo, cuja
racao contém 4% de lipidio (normo-lipidica). A fonte lipidica utilizada pode variar, mas em

nosso protocolo utilizamos o o6leo de soja contendo 19% de lipidio.
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Tabela 2: Composigdo nutricional das ra¢des purificadas, segundo o AIN-93M.

Contetdo da ragdo(g/100g) Dieta controle 4% Dieta hiperlipidica 19%

Caseina' 14 14
Amido Milho 63 47,8
Sacarose’ 10 10
Oleo de Soja* 4 19
Fibra’ 5 5
Mix Mineral® 3,5 3,5
Mix Vitaminico’ 1 1
L-Cistina® 0,18 0,18
Bitartarato de Colina’ 0,25 0,25

Percentual Energético

68,2g (273Kcal -

Carboidrato 76%) 54,7g (219Kcal - 50%)
11,2g (44,8Kcal -

Proteina 12%) 11,2g (44,8Kcal - 10.3%)

Lipidio 4g (36Kcal - 10%) 19g (171Kcal - 39%)

Kcal/g 359 (3,6Kcal/g) 435 (4,3Kcal/g)

Acidos graxos (ml)

Saturados 0,53 2,51

Monoinsaturados 1,06 5

Poliinsaturados 2,13 10,1

Descricao dos ingredientes: 1 = Farmos®; 2 = Farmos®; 3 = Unido ®; 4 = Liza ®; 5 = Farmos®; 6 = Prag

solugdes®; 7 =Prag solugdes®; 8 = Farmos ® ¢ 9 = Pragsolugdes ®.

3.4 Testes comportamentais

Os animais comecaram a ser testados 25 dias apds o inicio da alimentacdo com a dieta
manufaturada. Iniciando pelo teste de ansiedade, seguido pelo de busca pela novidade e
concluindo com o de aprendizagem/memoria. Para a realiza¢do dos testes comportamentais
foram utilizados protocolos (ANEXO1), objetivando a identificagdo de cada animal
individualmente com o respectivo dia e hordrio de teste. No decorrer dos testes, todos os
animais foram filmados por uma camera de video Panasonic conectada a um gravador VHS e
a um aparelho de televisdo. A andlise comportamental foi realizada a partir das imagens
gravadas com o auxilio de programas de computador desenvolvidos pelo Laboratorio de
Neurofisiologia/IBRAG/UERJ (ACC Behav, ACC OpF HB Rat e ACC Plus M), a fim de
gerar dados para a analise quantitativa. Antes da exposi¢cdo aos testes, todos os animais eram

ambientados na sala de comportamento em torno de 10 minutos.
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3.4.1 Labirinto em cruz elevada (LCE)

Este teste foi utilizado para avaliar os niveis de ansiedade dos animais. A testagem foi
iniciada no 137° dia de idade, ou seja, 26 dias apds o inicio da alimentacdo com racao
manufaturada. Dado o grande nimero de animais, estes foram divididos em dois dias
consecutivos de teste, sendo iniciado sempre no mesmo horario (9:00h), utilizando-se apenas
o periodo da manha. O LCE apresenta o formato do simbolo + com dois bragos abertos (sem
paredes laterais; 50 cm de comprimento x 10 cm de largura) e dois fechados (50 cm de
comprimento x 10 cm de largura x 40 cm de altura) dispostos perpendicularmente, elevados
50 cm acima do chao (Fig. 4). O teste comegava com a colocagdo de um animal de cada vez
na area central do labirinto. O animal podia explorar o labirinto por 10 min. Entre animais, o
labirinto era limpo com papel toalha umedecido com uma solugdo contendo 50% de etanol e
seco logo em seguida. Os tempos de permanéncia e os nimeros de entradas em cada uma das
areas do labirinto (bragos abertos, bragos fechados e regido central) foram medidos. O tempo
de permanéncia nos bragos abertos e o seu percentual (Tempo BA e %Tempo BA: Tempo BA
dividido pela soma do Tempo BA com o tempo de permanéncia nos bragos fechados — Tempo
BF) e o numero de entradas nos bragos abertos ¢ o seu percentual (Entradas BA e %Entradas
BA: Entradas BA dividido pela soma do Entradas BA com o numero de entradas nos bragos
fechados — Entradas BF) foram utilizados com medidas de ansiedade (FRAGA-MARQUES e
cols, 2009; FRAGA-MARQUES e cols, 2010). O numero de entradas no brago fechado
(Entradas BF) foi utilizado como medida de atividade. Uma entrada era contada sempre que o
animal cruzava com as quatro patas em direcdo a uma das areas do labirinto. Adicionalmente,
o percentual de tempo de permanéncia no centro do labirinto (%eTempo CN: tempo de
permanéncia no centro dividido pelo tempo total do teste) foi utilizado como uma medida
independente de tomada de decisio (MANHAES e cols., 2008; RODGERS & DALVI, 1997).
Também foram avaliados parametros etologicos (RODGERS & DALVI, 1997) como: rearing
(movimentos verticais sobre as patas traseiras), stretched attend posture (SAP: o animal
estica-se para fazer explora¢do sem dar passos), grooming (autolimpeza) ¢ head dipping (HD:

movimentos de explora¢do com a cabeca passando abaixo do nivel do piso do labirinto).
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Figura 4: Labirinto em cruz elevado (LCE).

3.4.2 Campo vazado (CV)

Este teste foi utilizado para avaliar a capacidade de busca por novidade. A testagem
foi iniciada no 139° dia de idade, ou seja, 28 dias apds o inicio da alimentacdo com ragdo
manufaturada. Dado o grande nimero de animais, estes foram divididos em dois dias
consecutivos de teste, sendo iniciado sempre no mesmo horario (9:00h), utilizando-se apenas
o periodo da manha. O equipamento de teste consiste de uma area (80 cm de largura x 60 cm
de profundidade) cercada por paredes (40 cm de altura), cujo piso da arena apresenta 16
orificios (4 cm) uniformemente espagados (Fig. 5), ficando a S5cm do chdo. animal pode
explorar com o focinho. Os animais eram colocados, um por vez, na arena, voltados para uma
das paredes. A atividade exploratoria foi avaliada utilizando-se o nimero de orificios
explorados (FRAGA-MARQUES e cols, 2009; FRAGA-MARQUES e cols, 2010). Dados
etologicos como rearing (movimentos verticais sobre as patas traseiras), stretched attend
posture (SAP: o animal estica-se para fazer exploracdo sem dar passos) e grooming
(autolimpeza), os quais tém sido utilizados como medidas de atividade vertical, avaliacao de

risco e exploracdo (RODGERS e cols, 1997).
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Figura 5: Campo vazado (CV).

3.4.3 Teste do labirinto aquatico radial de oito bracos (LAROB)

Este teste ¢ utilizado para avaliar a aprendizagem/memoria, a partir da exploragdo do
labirinto. Os testes foram iniciados sempre no mesmo horério (9:00h). O equipamento tem o
formato de um asterisco (Fig. 6), sendo que da area central (com 41 cm de didmetro) saem 8
bracos (com 29 cm de comprimento X 13 c¢cm de largura < 40 cm de altura). O labirinto ¢
preenchido com agua (26x1 °C) até a uma profundidade de 34 c¢m, de tal forma que os ratos
ndo podem tocar o fundo do labirinto ao nadarem em na superficie. Uma plataforma de escape
(8 cm de comprimento x 10 cm de largura) foi posicionada no fim de um dos bragos, 1 cm
abaixo da superficie da agua. Tinta branca ndo toxica foi utilizada para opacificar a agua,
escondendo a plataforma. Diversas pistas visuo-espaciais estavam presentes fora do labirinto
e a posicao destas foi mantida ao longo de todo o experimento. O teste comecava com o
animal sendo liberado na parte central do labirinto, voltado para longe do braco que continha
a plataforma (FRAGA-MARQUES e cols, 2009; FRAGA-MARQUES e cols, 2010). Foram
dados 2 minutos para que cada animal encontrasse a plataforma nadando pelo labirinto. Caso
tal fato ndo ocorresse, o experimentador, ao final do periodo de 2 min, guiava, com cuidado, o
animal em dire¢do a plataforma, onde este podia ficar por 20 s, sendo trocado posteriormente
por outro animal. Apds encontrarem a plataforma (sozinhos ou auxiliados) e 1a permanecerem
por 20 s, os animais eram devolvidos para suas gaiolas. Cada animal foi testado 4 vezes num
intervalo de 15 min entre os testes por dia ao longo de 5 dias. Nos primeiros 4 dias a

plataforma ficou sempre na mesma posi¢ao. No quinto dia a plataforma foi colocada no brago
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localizado diametralmente oposto ao braco em que ele estava localizado anteriormente. O

parametro avaliado foi a laténcia (em segundos) para encontrar a plataforma de escape.

Figura 6: Labirinto aquatico radial de oito bragos (LAROB).

3.5 Analises séricas

Ao final do periodo experimental, os animais (155 dias de idade) foram anestesiados
com Avertin (300mg/Kg) e o sangue foi coletado por punc¢do da veia jugular. Para a obtengdo
do soro, o sangue foi centrifugado a 1590x g /2500rpm (centrifuga Hitachi CR22, USA), por
15 minutos. O soro foi armazenado a -20° C para posterior andlise.

As dosagens de trigliceridios, colesterol e HDL-colesterol foram realizadas por
método colorimétrico, utilizando-se Kits comerciais (Bioclin®). As anélises foram feitas em
duplicatas e a leitura foi efetuada em espectrofotometro (TU-1800, UV-VIS®, Columbia,
MD, USA). As concentracdes de VLDL foram obtidas através da Férmula de Friedwald, que
utiliza as concentragdes séricas de triglicerideos. Todos os resultados foram expressos em
mg/dL.

A concentracdo de estradiol foi determinada por radioimunoensaio especifico (RIE),
através de Kit comercial (MP Biomedicals, Inc., CA, USA). As andlises foram feitas em

duplicata e a quantificagdo foi efetuada em contador gamma (Gamma-C12, USA).
3.6 Analise estatistica
Os dados sao apresentados na forma de médias e erros padrao das médias. O teste de

Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar a normalidade das distribui¢cdes. O limite de

significancia adotado foi de P < 0,05.
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3.6.1 Composicao corporal, ingestdo alimentar e analises séricas

Os resultados de consumo alimentar e massa corporal foram analisados através do
método de analise de variancia (ANOVA) bivariada, seguida do pos-teste de Bonferroni. Para
os demais resultados serd utilizado o método de ANOVA univariada, seguida do pos-teste de
compara¢do multipla Newman Keuls. Todos os resultados sdo expressos como médiaterro
padrdo da média (EPM), considerando o nivel de significancia de P< 0.05. O software
utilizado foi o Prism (GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software,
www.graphpad.com, EUA).

3.6.2 Labirinto em cruz elevada (LCE)

Uma ANOVA multivariada (mANOVA) foi utilizada para a analise dos seguintes
dados: Tempo BA, %Tempo BA, %Tempo CN, Entradas BA, %Entradas BA e Atividade
Total (Entradas BA + BF). Os fatores utilizados foram o OVARIECTOMIA (ovariectomia e
controle) e a DIETA (4% ou 19%). Os dados etologicos (verticalizagdo, autolimpeza,
alongamento e abaixamento da cabeca) foram também analisados com uma ANOVA
multivariada (mMANOVA) usando como fatores o OVARIECTOMIA e a DIETA. As andlises
iniciais foram seguidas de ANOVAs de menor ordem ou pelo FPLSD (Fisher Protected Least

Significant Difference) para as comparagdes par-a-par.

3.6.3 Campo vazado (CV)

Inicialmente, foi utilizada uma ANOVA univariada (WUANOVA) para a analise do
nimero de orificios explorados. Os fatores utilizados foram o OVARIECTOMIA
(ovariectomia e controle) e a DIETA (4% ou 19%). Os dados etoldgicos (verticalizacdo, auto-
limpeza e alongamento) foram analisados com uma mANOVA usando como fatores o
OVARIECTOMIA e a DIETA. As analises iniciais foram seguidas de ANOVAs de menor
ordem ou pelo FPLSD (Fisher Protected Least Significant Difference) para as comparagdes

par-a-par.
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3.6.4 Teste do labirinto aquatico radial de oito bracos (LAROB)

Inicialmente, foi utilizada uma andlise de varidncia com medidas repetidas (rANOVA)
para a analise das laténcias, em segundos, para encontrar a plataforma submersa. Os fatores
utilizados foram OVARIECTOMIA (ovariectomia e controle) e DIETA (4% ou 19%). Os
fatores de repeti¢do foram DIA (1 at¢ 4) e TESTE (1 até 4). Os resultados de laténcia do
quinto dia (probe trial) foram analisados com uma rANOVA com OVARIECTOMIA e
DIETA como fatores e com TESTE como fator de repeticdo. Estas andlises iniciais foram
seguidas de ANOVAs de menor ordem ou pelo FPLSD (Fisher Protected Least Significant
Difference) para as comparagdes par-a-par. Para interagdes com valor de P < 0,1, foi avaliado
se ANOVAs de menor ordem detectam efeitos de OVARIECTOMIA apds a subdivisdo dos
fatores de interacdo (SNEDECOR & COCHRAN, 1967). Para a realizacao das rANOVAs, a
hipotese de esfericidade foi testada pelo teste de Mauchley. A esfericidade assume igualdade
de variancias para todos os pares das medidas realizadas com repeti¢gdo. Cumpre ressaltar que
o teste de Mauchley ¢ altamente sensivel as violagcdes de normalidade (KESELMAN e cols,
1980). Nos casos em que houve rejeicdo da hipotese de esfericidade, o pardmetro € foi
corrigido pelo teste de Greenhouse-Geisser (HUYNH & FELDT, 1976). Com objetivo de
simplificar a apresentagdo dos resultados das rANOV As, descreveremos apenas os resultados

dos testes univariados.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da composicéo corporal e da ingestdo alimentar

4.1.1 Evolucdo da massa corporal

Aos 90 dias a massa corporal média das ratas era de 213,8 + 0,99 g (Grafico 1).
Durante o periodo experimental (90 — 155dias) ndo houve diferenga significativa na evolucao
da massa corporal entre os grupos C4 e o C19, nem entre os grupos OVX4 e OVX19.

Aos 119 dias de idade, o grupo OVX19 apresentou massa corporal 13,6% maior do
que o grupo C19 e, 12% maior em relagdo ao grupo C4 aos 126 dias de idade.

Aos 133 dias de idade o grupo OVX4 apresentou massa corporal 9% maior que o C19.
Mas, foi somente com 150 dias de idade que o OVX4 apresentou o aumento significativo de

9,3% em relagdo ao C4.
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Gréfico 1: Evolugdo da massa corporal entre os 90 ¢ 155 dias nas ratas C4 (n=29, controle alimentada com dieta
normo-lipidica), OVX4 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-lipidica), C19 (n=30, controle
alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta hiperlipidica).
Valores sdo apresentados em médiatepm. *p<0,05 C4 vs OVX4.
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4.1.2 Comprimento corporal

A evolu¢do do comprimento corporal analisada dos 90 aos 155 dias, ndo mostrou

qualquer alteragdo entre os grupos, Grafico 2.
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Gréfico 2: Evolugdo de comprimento corporal entre os 90 e 155 dias nas ratas C4 (n=29, controle alimentada
com dieta normo-lipidica), OVX4 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-lipidica), C19 (n=30,
controle alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta
hiperlipidica). Valores sdo apresentados em médiatepm.
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4.1.3 Consumo alimentar

A ingestdo alimentar média dos animais aos 90 dias foi de 15,0+2,00 g, e aumentou
gradativamente com o tempo experimental para um consumo de 17,8+0,46 g. A evolugdo de o
consumo alimentar dos animais a partir da ovariectomia até o final do periodo experimental,
ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos experimentais C4, OVX4, CI19 e

OVX19, Grafico 3.
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Gréfico 3: Evolugdo da ingestdo alimentar entre os 90 ¢ 155 dias nas ratas C 4 (n=29, controle alimentada com
dieta normo-lipidica), OVX4 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-lipidica), C19 (n=30, controle
alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta hiperlipidica).
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A massa de tecido adiposo abdominal foi significativamente maior nos grupos C19,

OVX4 e OVX19 (C19=18,51+2,40g; OVX4 = 19,72+1,45g; OVX19 = 23,33+1,63g) quando

comparados ao grupo C4 (12,5+2,08g). Sendo a diferenga entre OVX19 e C4 a mais

significativa (p<0, 0001). Esses resultados podem ser observados no Grafico 4.
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Grafico 4: Evolugdo da massa de tecido adiposo entre os 90 e 155 dias nas ratas C (n=29, controle alimentada
com dieta normo-lipidica), OVX (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-lipidica), C19 (n=30,
controle alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta
hiperlipidica). Valores sdao apresentados em médiatepm. (ANOVA univariada, seguida do pds-teste Newnam-
Keuls), * P<0,05, C4 vs C19 C4 vs OVX4. ** P<(0,001, C4 vs OVX19.
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4.2 Avaliacdes séricas

4.2.1 Colesterol

A avaliacdo das concentragdes séricas do colesterol mostrou um aumento significativo
nos grupos ovariectomizados (OVX4 = 97,26+5,4mg/dL; OVX19 = 88,60+5,35mg/dL),
quando comparados aos controles (C4 = 69,42+5,63mg/dL; C19 = 72,34+3,65mg/dL). Esses

resultados podem ser observados no Gréafico 5.
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Grafico 5: Analise sérica de colesterol ao termino do periodo experimental, 155 dias de idade, nas ratas C4
(n=29, controle alimentada com dieta normo-lipidica), OVX (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta
normo-lipidica), C19 (n=30, controle alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada
alimentada com dieta hiperlipidica). Valores sdo apresentados em médiatepm. # * P<0,05, ** P<0,001
(ANOVA univariada, seguida do pos-teste Newnam-Keuls), **C4 vs OVX4; *C4 vs OVX19; #C19 vs OVX4 e
#C19 vs OVX19.
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4.2.2 HDL -colesterol

Nao houve diferenca significativa para as concentracdes séricas de HDL-c entre os
gruposexperimentais(C=36,48+1,98mg/dL;C19=33,50+3,02mg/dL;O0VX=3,04+3,578mg/dL e
OVX19=33,89+2,350mg/dL). Esses resultados podem ser observados no Grafico 6.
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Grafico 6: Analise sérica do HDL-colesterol ao termino do periodo experimental (150 dias), nas ratas C (n=29,
controle alimentada com dieta normo-lipidica), OVX (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-
lipidica), C19 (n=30, controle alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada
com dieta hiperlipidica).
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4.2.3 Triglicerideo

Nao houve diferenca significativa para as concentragdes séricas de triglicerideos entre
os grupos C4, C19 e OVX4d (C4=82,69+7,05mg/dL; C19=76,07+5,79mg/dL;
0OVX4=69,33+£5,42mg/dL). O grupo OVX19 (104,0+8,87mg/dL) este apresentou aumento
significativo em relacdo aos demais (p<0, 005). Esses resultados podem ser observados no

QGrafico 7.
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Gréfico 7: Analise sérica dos triglicerideos em ratas com 155 dias, nas ratas C (n=29, controle alimentada com
dieta normo-lipidica), OVX (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-lipidica), C19 (n=30, controle
alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta hiperlipidica).
Valores sdo apresentados em médiatepm. P<0,05 (ANOVA univariada, seguida do pos-teste Newnam-Keuls),*
OVX19 vs C4; C19; OVX4.
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As concentragdes séricas de VLDL mostraram aumento significativo no grupo OVX19

(21,4£1,8 mg/dL) em relagdo aos demais (C4=

16,5+1,4; OVX4= 15,2+1,2;

C19=14+1,1mg/dL). Esses resultados sao mostrados no Grafico 8.
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Gréfico 8: Avaliagdes de VLDL-c aos 155 dias de idade nas ratas C 4 (n=29, controle alimentada com dieta
normo-lipidica), OVX 4 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-lipidica), C19 (n=30, controle
alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta hiperlipidica).
Valores sdo apresentados em médiatepm. * P<0,05 (ANOVA univariada, seguida do pds-teste Bonferroni),*

OVXI19 vs; C4, C19, OVX4.
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As concentragdes séricas do Estradiol apresentaram uma reducgdo significativa
(p<0,005) nos grupos ovariectomizados (OVX4=79,2045,5pg/ml; OVX19= 75,0+4,1pg/ml),
quando comparados aos controles (C4=116,0+£8,9pg/,I; C19%= 121 +54pg/ml). Esses

resultados podem ser observados no Grafico 9.
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Graéfico 9: Analise sérica do estradiol em ratas com 150 dias, nas ratas C (n=29, controle alimentada com dieta
normo-lipidica), OVX (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta normo-lipidica), C19 (n=30, controle
alimentada com dieta hiperilidica) e OVX19 (n=30, ovariectomizada alimentada com dieta hiperlipidica).
Valores sdo apresentados em médiatepm. * P<0,05 (ANOVA univariada, seguida do pos-teste Newnam-

Keuls),* C4 vs OVX; C19 vs OVX19; C4 vs OVX19; C19 vs OVX4.
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4.3 AvaliagOes comportamentais

4.3.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

A mANOVA indicou interagoes OVARIECTOMIAXDIETA significativas para as
seguintes variaveis do LCE: Tempo BA (F =8,8; g.1. = 1; P = 0,004), %Tempo BA (F =7.9;
g.l. = 1; P =0,006) e Entradas BA (F = 5,6; g.1. = 1; P = 0,02). Para o Tempo BA (Grafico
10.A) a interag@o pode ser explicada pelo fato de que enquanto para o grupo submetido a dieta
de 4% houve uma reducdo no tempo de permanéncia no brago aberto como resultado da
ovariectomia, no grupo submetido a dieta hiperlipidica (19%) observou-se uma tendéncia de
aumento no tempo de permanéncia como resultado do OVARIECTOMIA. Aproximadamente
o mesmo padrdo de resultados explica a interacdo observada para a variavel %Tempo BA
(Grafico 10.B), embora as diferencas par-a-par associadas ao grupo OVX19 ndo sejam
significativas. Para a variavel Entradas BA (Grafico 11), a interagdo pode ser explicada pelo
fato de que no grupo controle a dieta hiperlipidica leva a uma reducao dos valores observados,
sendo que o mesmo efeito ndo ¢ visto para o grupo submetido a ovariectomia. Para as
variaveis Entradas BF e percentual de tempo no centro (% tempo CN) ndo foram observadas

diferencas significativas (Graficol2).
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Gréfico 10. A) Tempo de permanéncia no brago aberto (Tempo BA) no LCE. 10B) Percentual de tempo de
permanéncia no brago aberto (%oTempo BA) no LCE. Notar que, em ambos os graficos, a redug@o nos valores
observadas no grupo submetido & dieta de 4% como resultado da ovariectomia ndo estd presente nos animais
submetidos a dieta hiperlipidica. O quadro inserido no corpo do grafico indica o resultado das comparagdes par-
a-par (FPLSD). C4: grupo controle com dieta de 4%; C19: grupo controle com dieta de 19%; OVX4: grupo
ovariectomizado com dieta de 4%; OVX19: grupo ovariectomizado com dieta de 19%; PS = 0,10 <P <0,05; * =
P <0,05.
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Grafico 11. A) Entradas no brago aberto (Entradas BA) no LCE. 11B) Percentual de entradas no brago aberto
(%Entradas BA) no LCE. Notar que, para o grafico superior, a redugdo nos valores observadas no grupo
submetido a dieta de 4% como resultado da ovariectomia ndo estd presente nos animais submetidos a dieta
hiperlipidica. O quadro inserido no corpo do grafico indica o resultado das comparagdes par-a-par (FPLSD). C4:
grupo controle com dieta de 4%; C19: grupo controle com dieta de 19%; OVX4: grupo ovariectomizado com
dieta de 4%; OVX19: grupo ovariectomizado com dieta de 19%; PS = 0,10 <P <0,05; * =P <0,05.
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Gréfico 12. A) Entradas no brago fechado (Entradas BF) no LCE. B) Percentual de tempo no centro (%Tempo
CN) do LCE. Para ambas as variaveis ndo foram observadas diferengas significativas entre grupos. C4: grupo
controle com dieta de 4%; C19: grupo controle com dieta de 19%; OVX4: grupo ovariectomizado com dieta de
4%; OVX19: grupo ovariectomizado com dieta de 19%.
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Quanto as variaveis etologicas, foram observados efeitos significativos do
OVARIECTOMIA para o comportamento de alongamentos (INANOVA: F=4,7;gl.=1;P =
0,031) e de abaixamento de cabeca (MANOVA: F =6,8; gl. = 1; P = 0,01). Nos dois casos,
como pode ser observado a partir do Grafico 13, a ovariectomia reduziu a expressdo dos
comportamentos. Nao foram observadas diferengas significativas entre grupos para os outros

comportamentos.
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Grafico 13. A) Namero de alongamentos no LCE. B) Numero de abaixamentos com a cabe¢a no LCE. Notar
que nos dois casos, a ovariectomia reduz o niimero de vezes que os comportamentos sdo expressos. C; grupo
controle; OVX: grupo ovariectomizado;* = P < 0,05.
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4.2.2 Campo vazado (CV)

Com relacdo ao niimero de orificios explorados a UANOVA indicou uma interacao
OVARIECTOMIAXxDIETA significativa (F = 10,3; g.I. = 1; P = 0,002). Tal como indicado no
Grafico 14, a interacdo entre OVARIECTOMIA e DIETA pode ser explicada pelo fato de que
para o grupo alimentado com dieta normal (4%) a ovariectomia causa redu¢do da atividade de
busca por novos estimulos (FPLSD: P = 0,015), enquanto que para o grupo alimentado com a
dieta hiperlipidica (19%), a ovariectomia leva ao aumento desta atividade (FPLSD: P =
0,039). E relevante notar que a dieta hiperlipidica causa uma redugéo da atividade no grupo C
(FPLSD: P =0,014) e, por outro lado, um aumento desta atividade no grupo OVX (FPLSD: P
=0,044).
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Gréfico 14. Numero de orificios explorados no CV. A dieta hiperlipidica provoca uma redugdo na exploragédo de
orificios em animais do grupo controle. Por outro lado, a dieta hiperlipidica provoca um aumento na expressao
deste comportamento em animais ovariectomizados. O quadro abaixo do grafico apresenta o resultado das
comparagdes par-a-par (FPLSD). C4: grupo controle com dieta de 4%; C19: grupo controle com dieta de 19%;
OVX4: grupo ovariectomizado com dieta de 4%; OVX19: grupo ovariectomizado com dieta de 19%; * = P <
0,05.
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Quanto as varidveis etologicas, foram observados efeitos significativos da
OVARIECTOMIA para o comportamento de verticalizagdo (mANOVA: F=52;gl.=1;P=
0,024) e de auto-limpeza (mANOVA: F = 10,4; g.l. = 1; P = 0,002). Nos dois casos, como
pode ser observado a partir do Grafico 15. A ovariectomia reduziu a expressdo dos
comportamentos. Nao foram observadas diferengas significativas entre grupos para os outros

comportamentos.
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Gréfico 15. A) Numero de verticalizagbes no CV. B) Numero de auto-limpezas no CV. Notar que nos dois
casos, a ovariectomia reduz o niimero de vezes que os comportamentos sdo expressos. C; grupo controle; OVX:
grupo ovariectomizado;* =P < 0,05; ** =P < 0,01.



66

4.2.3 Labirinto aquatico radial de 8 bracos (LAROB)

Com relacdo aos 4 primeiros dias de teste no LAROB, a rANOVA indicou efeitos
significativos do OVARIECTOMIA (F = 4,5; g.1. = 1; P = 0,036), do DIA (F = 68,8; g.l. =
2,6; P <0,001) e TESTE (F = 36,0; g.1. = 2,7; P < 0,001) e também as seguintes interagdes
significativas:  OVARIECTOMIAXDIA (F= 3,7, gl= 26; P = 0,016),
OVARIECTOMIAXDIETAxDIA (F=2,6; g.1.=2,6; P=0,059), DIETAXTESTE (F= 3,1; g.l=
2,7; P <0,033) e DIETAXDIAXTESTE (F = 3,7; g.1. = 6,3; P < 0,001). Tal como indicado no
Grafico 16. O efeito do DIA pode ser explicado pela melhora progressiva e significativa do
desempenho do primeiro ao quarto dia de teste (FPLSD: P < 0,01 em todas as comparacdes
par-a-par). Para um mesmo dia de teste, a melhora significativa no desempenho de uma
TESTE para a proxima explica o efeito de TESTE.

O efeito do OVARIECTOMIA pode ser explicado pelo fato de que o desempenho
global do grupo OVX (independentemente da dieta) foi pior do que o do grupo C. A interagdo
OVARIECTOMIAXDIA pode ser explicada pelo fato de que o grupo OVX, apesar do
desempenho inicialmente pior do que o grupo C no primeiro dia, apresentou uma melhora
mais acentuada no desempenho do primeiro para o segundo dia. Para prosseguir a analise da
interacilo OVARIECTOMIAxDIETAXDIA, inicialmente dividimos os grupos experimentais
em fungdo do OVARIECTOMIA. Assim, rANOVAs usando apenas DIETA como fator
foram realizadas separadamente para os dois subgrupos (dieta 4% e 19%) do grupo controle e
para os dois do grupo ovariectomizado. Nao foram observadas diferengas significativas entre
os dois subgrupos controle no perfil do aprendizado ao longo dos 4 dias de teste. Porém, para
o grupo OVX, foi observada uma interacdo DIETAXDIA significativa (F =4,1; g1.=2,6; P =
0,011). Esta interacdo pode ser explicada pelo fato de que no primeiro dia de teste o grupo
OVX4 apresenta um resultado significativamente pior do que o do grupo OVX19 (FPLSD: P
= 0,021), diferenca esta que ndo estd presente nos dias subsequentes de teste, indicando uma
melhora mais acentuada no desempenho do grupo OVX4 do primeiro para o segundo dia. Em
uma segunda sequéncia de andlise, os grupos experimentais foram divididos em fungdo da
dieta. Assim, rANOVAs usando apenas OVARIECTOMIA como fator foram realizadas para
os dois subgrupos (controle e ovariectomizado) do grupo dieta 4% e para os dois do dieta
19%. Nao houve diferencas significativas entre os subgrupos C e OVX alimentados com a
dieta de 19%. Por outro lado, para o grupo alimentado com uma dieta de 4% foi observada
uma interagdo OVARIECTOMIAXDIA significativa (F = 5,1; g.1. = 2,3; P = 0,005) ¢ um
efeito do OVARIECTOMIA (F =3,0; g.1. = 1; P =0,087) que se aproximava da significancia.
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Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que a laténcia média do grupo OVX4 no
primeiro dia ¢ significativamente pior (FPLSD: P = 0,001) do que a do grupo C4, sendo que
ocorre uma recuperacdo de desempenho nos dias subsequentes, de tal modo que diferencas
significativas ndo sdo mais encontradas a partir do segundo dia de testes.

Com relagdo ao probe trial, a rANOVA indicou apenas o efeito significativo da
TESTE (F = 36,0; g.l. = 2,7; P < 0,001). Este efeito pode ser explicado pela progressiva
reducdo na laténcia para encontrar a plataforma submersa ao longo das quatro TESTEs
realizadas no quinto dia de teste (FPLSD: P < 0,01 em todas as comparagdes par-a-par).

Consolidando-se a analise, pode-se sugerir que a dieta ndo afeta o desempenho no
LAROB no grupo controle, mas que a utilizacdo de uma dieta enriquecida (19%) evita a
deficiéncia observada no primeiro dia para o grupo ovariectomizado com a dieta normal. Por
outro lado, tendo em vista a melhora acentuada do desempenho do grupo OVX4 do primeiro
para o segundo dia de testes, ndo sdo mais observadas diferencas significativas a partir deste

ponto.
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Gréfico 16. Laténcia para encontrar a plataforma submersa no LAROB. Pode-se notar que em todos os grupos
ocorre uma reducdo progressiva na laténcia para encontrar a plataforma submersa do primeiro para o quarto dia.
Para o primeiro dia de testes, o grupo OVX4 apresenta laténcia média maior do que a dos outros grupos. Com a
melhora mais acentuada de desempenho apresentada por este grupo do primeiro para o segundo dia de testes,
ndo sdo mais observadas diferencas de desempenho a partir deste ponto. C4: grupo controle com dieta de 4%;
C19: grupo controle com dieta de 19%; OVX4: grupo ovariectomizado com dieta de 4%; OVX19: grupo
ovariectomizado com dieta de 19%; ** =P < 0,01.
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5. DISCUSSAO

O aumento da longevidade vem elevando a ocorréncia das alteragdes degenerativas
comuns a terceira idade. Para as mulheres, somada a idade, a menopausa ¢ um fator critico
para o bem estar, pois elas passam a viver mais com os efeitos da perda da fun¢do gonadal.
Além de influenciar a reproducdo, os esterdides sexuais modulam varios processos
fisioloégicos, como a distribui¢do de tecido adiposo, o metabolismo lipidico e alguns
mecanismos comportamentais. Como cerca de 15% da populagdo mundial ja estdo acima dos
60 anos de idade, o desenvolvimento desses distirbios vai se tornando cada vez mais aparente
(RYMER & MORRIS, 2000; RINALDI, 2004).

Durante o processo evolutivo os seres humanos vém modificando seus habitos
nutricionais. Alteracdes no comportamento alimentar das populagdes, determinadas pela
grande oferta de alimentos vem favorecendo a transicdo da fase de desnutrigdo para a fase de
obesidade, tendo em vista que a quantidade vem substituindo a qualidade dos alimentos. Na
sociedade ocidental atual, o elevado consumo energético, de refeicdes ricas em lipidios e
carboidratos, expde os individuos a um tipo de alimentagdo que os torna menos saudaveis. A
alta incidéncia de sobrepeso e obesidade, ndo apenas em adultos, mas também em
adolescentes e criangas se tornou um problema de saude publica, por elevar o risco de
doengas cronico-degenerativas. Incluindo-se ai os efeitos adversos sobre o SNC, causados
pela alteracdo da composicao de acidos graxos da membrana plasmatica (HOFBAUER e cols,
1999; KRAHE, 2003; RAISZ, 2005; WIREN, 2005; LACATIVA & FARIAS, 2006;
FITZPATRICK, 2006; BRAY, 2007; WAKE, 2007; HUANLING e cols, 2009). Assim, em
conjunto, a perda da fun¢do gonadal e a ingestdo excessiva de alimentos ricos em lipidios
contribuem para o desenvolvimento mais precoce de efeitos deletérios a satde que levam a
perda da qualidade de vida (RAPP e cols, 2003).

A deficiéncia de esteroides sexuais, determinada pela remogao bilateral dos ovarios, ¢
uma pratica experimental bastante comum para simular a menopausa (MOREIRA e cols,
1997, ARMADA e cols, 2006; KORSE ¢ cols, 2009). A eficiéncia do modelo foi confirmada
pelas baixas concentragdes séricas de estradiol que podem ser justificadas pela conversao
periférica de androgénios provenientes da glandula supra-renal, principalmente no tecido
adiposo. Esse mecanismo, portanto, contribui para manter concentragdes séricas de estradiol
detectaveis nos grupos OVX e OVX19.

Dietas hiperlipidicas podem ser preparadas com base em lipidios de origem animal ou

vegetal e nas mais diversas concentracoes (WARDEN & FISLER, 2008; NA e cols, 2008;
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RIANT e cols, 2009). Em nosso estudo, a racdo foi preparada seguindo as recomendagdes do
AIN-93M, utilizando como fonte lipidica o dleo de soja, que € o oleo vegetal de maior
consumo por todas as camadas sociais brasileiras (DEL RE e cols, 2006). Em estudo anterior,
utilizando ratos machos jovens, verificamos que essa dieta era palatavel pela manutencdo da
ingestao alimentar (COSTA e cols, 2009).

Embora estudos relatem aumento da ingestdo alimentar e consequentemente da massa
corporal apos ovariectomia em roedores (ratas e camundongos) (WADE, 1972; WALLEN e
cols, 2001; GEARY, 2004; ASSARIAN & GEARY, 2006), no presente estudo ndo
encontramos diferencas quanto a ingestao entre controles e ovariectomizadas, na presenca ou
auséncia da dieta hiperlipidica. Apesar disso, maior ganho de massa corporal foi observado
nas OVX e, principalmente, quando a deficiéncia hormonal estava associada a dieta
hiperlipidica. O processo fisioldgico de controle da ingestdo alimentar parece também estar
relacionado aos efeitos dos esterdides gonadais como a testosterona, o estradiol e a
progesterona sobre o eixo hipotalamico-hipofisario (PFAFF e cols, 2002). Em roedores
fémeas e em mulheres em fase reprodutiva, estudos demonstram uma forte correlagdo entre a
fase do ciclo estral ou menstrual e a ingestdo. Nos animais, na fase peri-ovulatdria, ou seja,
estro em ratas e camundongos, ocorre menor ingestdo do que nas demais fases do ciclo, o que
pode ser explicado pelas mudangas na secre¢ao de estrogénio. Em contrapartida, as mulheres
ingerem mais alimentos durante a fase luteal, possivelmente explicada pela manutencdo de
concentragdes moderadas de estrogénio e altas de progesterona (GEARY, 2006; GEARY &
CORWIN, 2008; HONG e cols, HUANLING e cols, 2009). Em nosso modelo, é possivel que
nas ratas ovariectomizadas, as concentracoes de estradiol, apesar de baixas, sejam suficientes
para manter a ingestdo. Enquanto, a presencga do 6leo vegetal pode estar causando saciedade
(PRENTICE & DOPPITT, 1996; HARROLD e cols, 2000), mantendo assim, a ingestdo
média diaria de racdo similar entre os grupos. Estudo realizado em camundongos alimentados
com dieta normolipidica, contendo 6leo de palma ou dieta enriquecida com acido DHA, ndo
evidenciou diferenca na ingestdo entre os grupos. Corroborando com nossos resultados, visto
que o oleo de soja ¢ rico em DHA (LIM & SUZUKI, 2001).

Os estrogenos sdo considerados reguladores importantes do desenvolvimento e da
deposicao lipidica no tecido adiposo em humanos, em roedores € em outras espécies
(PAQUETE e cols, 2007). Na sua auséncia, tanto em mulheres apds a menopausa quanto em
modelos experimentais baseados na remocdo bilateral dos ovarios, o aumento de massa
corporal, a redistribuicdo e o aumento de tecido adiposo em regido abdominal sdo bastante

caracteristicos (ARABI e cols, 2003; ARMADA e cols, 2006). Verificamos que 45 dias apos
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a perda gonadal as ratas OV X4 apresentaram aumento da massa corporal, quando comparadas
as C4, como previamente descrito por ARMADA (2009) ap6s periodos cronicos de castragao.
No entanto, quando deficiéncia gonadal foi associada a dieta hiperlipidica, o aumento
significativo de massa corporal apareceu a partir do sétimo dia. O ganho da massa corporal
nos grupos OVX4, OVX19 e C19 esta diretamente relacionado a massa de tecido adiposo
intra-abdominal verificada por pesagem.

A mudanca na deposi¢cdo de gordura decorrente da faléncia gonadal parece estar
relacionada a alteragdo no ERa. Estudos realizados com camundongos nocaute para o ERa
mostraram que os estrogenos regulam diretamente a quantidade de tecido adiposo em fémeas,
através da regulagdo da expressdo desses receptores (HEINE e cols, 2000). De acordo com
BROWN & CLEGG (2009) e COOKE & NAAZ (2004), o ganho de massa corporal ¢
determinado pela através de agdes gendmicas de estrogenos, que regulam o desenvolvimento
corporal e o tecido adiposo intra-abdominal. Assim, o ganho observado no grupo CI19
mantém correlacdo com o conteudo energético da dieta, que foi capaz de gerar uma resposta
sobre a massa adiposa semelhante ao verificado na deficiéncia gonadal.

As dietas hiperlipidicas e a deficiéncia de esterdides gonadais, em particular a
deficiéncia de estrogenos, além de favorecerem o aumento da adiposidade, causam
dislipidemia. Em nossos grupos experimentais, detectamos aumento sérico de triglicerideos e
VLDL-c quando os dois fatores foram associados. No entanto, a simples deficiéncia dos
hormdnios sexuais ja causou o aumento do colesterol. Apesar dessas alteracdes, as
concentragdes séricas de HDL-c se mantiveram, fator que protege o leito vascular do acimulo
de colesterol. O perfil lipidico observado estd associado a auséncia de estrogeno, mas,
também a dieta hiperlipidica. A manutengdo das concentragdes séricas de HDL-c pode ser
justificada pelas dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados e pela presenca de estrogeno,
0s quais sdo também capazes de reduzir as concentragdes de LDL-c (lower density lipoprotein
cholesterol) (FOTHERBY, 1998; BITTNER, 2001; WELTY, 2001; HUANLING e cols,
2009), que ndo foram avaliadas. Portanto, ficou confirmada a influéncia deletéria da
deficiéncia estrogénica sobre os lipidios séricos, em particular quando estd associada ao
consumo excessivo de acidos graxos poliinsaturados.

O comportamento associado a ansiedade, o interesse na busca por novidade ¢ a
aquisicdo memoria/aprendizagem foram verificados a partir da utilizagdo dos testes
comportamentais do labirinto em cruz elevado (LCE), de campo vazado (CV) e do labirinto
aquatico radial de oito bragos (LAROB) respectivamente. A analise do comportamento

associado a ansiedade no LCE, os resultados sugerem que a ovariectomia apresenta um efeito
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ansiogénico que parece ser revertido pela dieta hiperlipidica, sugerindo que esta dieta ¢ capaz
de compensar os efeitos deletérios da reducdo dos niveis de hormonios sexuais.
Curiosamente, os efeitos da dieta hiperlipidica isoladamente, ndo associada a ovariectomia,
parecem ser ansiogénicos, embora se deva dizer que estes foram menos evidentes dos que os
observados para a ovariectomia isoladamente. Os efeitos da ovariectomia no comportamento
apresentado no LCE parecem especificos para os parametros associados a ansiedade, uma vez
que tanto os pardmetros associados a atividade (Entradas BF) e as tomadas de decisdo
(%Tempo CN) ndo foram afetados pela castra¢do. O resultado de ansiedade ¢ corroborado por
estudo anterior que, utilizando fémeas ovariectomizadas tratadas ou ndo com estradiol, nao
verificou diferenca de desempenho motor entre os grupos (WALF e cols, 2007).

Para as varidveis etologicas de alongamento do corpo e abaixamento de cabega foram
evidenciadas associa¢des apenas com 0 OVARIECTOMIA, sem interferéncia do conteudo da
dieta. Ou seja, a ovariectomia diminui a capacidade exploratoria (WALF e cols, 2006).

Na literatura ja foi descrito que tanto em mulheres menopausadas quanto em ratas
ovariectomizadas (LUND e cols, 2005; WALF e cols, 2006) a ansiedade e a depressdo estdo
mais evidentes, confirmando a participacdo dos esteroides sexuais sobre desordens do humor
(HILL e cols, 2007). Em relacdo a influéncia de acidos graxos poliinsaturados sobre a
ansiedade, até onde pudemos verificar ndo existem relatos na literatura utilizando dietas
hiperlipidicas cujo contetido apresenta a relagdo w3/w6, igual a do 6leo de soja. Por outro
lado, FRANCES e cols (1995) utilizando dieta deficiente em w3 verificaram que ratos machos
e fémeas apresentaram comportamento associado a ansiedade menos intenso que aqueles
alimentados com dieta contendo niveis normais de ®3. O aumento da ingestdo de gorduras
saturadas, gorduras trans e de 4cido linoléico ®-6 e a reducdo de &cido linolénico (® -3) na
civilizacdo ocidental, nos ultimos cem anos, tem contribuido para o aumento na ocorréncia de
disturbios de humor (DANGOUR e cols, 2006).

No campo vazado, o menor numero de orificios explorados demonstra que a ingestao
de dieta hiperlipidica (C19) assim como a ovariectomia (OVX19) desencadeiam uma redugao
da atividade comportamental associada a busca por novos estimulos. Adicionalmente,
observamos uma interacdo entre a ovariectomia ¢ a dieta na resposta quanto a busca pela
novidade. O grupo OVX19 apresentou uma atividade exploratéria semelhante a do grupo C4,
indicando uma reversdo dos efeitos deletérios da dieta hiperlipidica ou da ovariectomia
quando da associacdo dos dois procedimentos. Interessantemente, tal como no LCE, as
variaveis etoldgicas, particularmente de verticalizagdo e de autolimpeza, foram afetadas pela

castragao, mas, nao pela dieta. E possivel, que o consumo excessivo de DHA, esteja
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exercendo um efeito similar ao do estrogénio, regulando, portanto, a atividade exploratdria de
forma satisfatoria. Nossos resultados estdo de acordo com os relatos de WALF (2007), que
utilizando dieta rica em DHA em ratas ovarietomizadas perceberam o aumento da busca pela
novidade dos animais avaliada pelo teste CV. elSATTAR eIBALTRAN (2001) por suas
observagdes sobre o epitélio vaginal de ratas, também acreditam que a dieta rica em acidos
graxos poliinsaturados possa suprir e agir de forma similar ao estradiol.

A avaliagdo comportamental da ratas pelo LAROB evidenciou o pior desempenho do
grupo OV X4 para encontrar a plataforma apenas no primeiro dia. Como nao houve diferencas
de desempenho entre os grupos C4 ¢ o OVX19, pode-se concluir que a dieta hiperlipidica foi
capaz de reverter os efeitos deletérios da castragdo observados no primeiro dia de testes,
embora esta dieta, isoladamente ndo tenha afetado o comportamento. J& foi sugerido que o
estrogénio favorece um aumento na densidade dendritica e atue na remodelagdo sinaptica
favorecendo o aumento das sinapses nervosas (SANDSTROM & WILLIAMS, 2004;
PARDUCZ e cols, 2006). Assim sendo, a castragdao prejudicaria diretamente mecanismos de
plasticidade neural que sdo fundamentais para a formagdo de memdria e a dieta hiperlipidicas
seria capaz de suprir a deficiéncia hormonal no que diz respeito a esse pardmetro
comportamental. Em animais, dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados elevam as
concentragoes de DHA e EPA, favorecendo desta forma a composicao de fosfolipidios da
membrana em neurdnios e promovendo a melhora do aprendizado e memoria sem alterar a
composicao lipidica do encéfalo (LIM & SUZUKI, 2001; HUANLING e cols, 2009). Por
outro lado, dieta rica em dacidos graxos saturados, retarda o crescimento e diminui a
capacidade de aprendizagem (WAINWRIGHT e cols, 1999). A ingestao de dieta deficiente
apenas em ®-3 ndo ¢ suficiente para determinar alteracdo de comportamento no LAROB, mas
leva a reducdo de 50% de DHA no encéfalo, sugerindo que este efeito pode ser especifico na
memoria de curto prazo, como sugerido por alguns estudos (GREENWOOD & YOUNG,
2001; WAINWRIGHT, 2002, PETURSDOIT e cols, 2008). Em nossos resultados, o grupo
OVX4, cuja dieta apresenta menor relagdo ®-3/w-6 apresentou retardo apenas no primeiro dia
de teste LAROB. Isso, talvez possa ser justificado pela associacdo da reducdo de »-3 a
deficiéncia estrogénica que estariam induzindo a uma pior resposta a memoria de curto prazo.
Tendo em vista que os efeitos sobre o desempenho no LAROB se restringiram ao primeiro
dia, pode-se supor que mecanismos associados a ansiedade de lidar com a situagdo
experimental adversa (imersdo na agua) tenham afetado os resultados. Esta suposi¢do ¢
particularmente pertinente quando se considera que os resultados mais evidentes de efeitos

ansiogénicos estao associados a castracdo com dieta normolipidica (OVX4). Neste sentido, a
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confirmacdo de que os efeitos observados estdo de fato associados a memoria e ao
aprendizado dependem da utilizagdo de paradigmas experimentais em que o componente de

ansiedade seja menos relevante.

6. CONCLUSOES

» A dieta e a ovariectomia levaram ao aumento da massa corporal e do tecido adiposo

intra-abdominal, sem alteracdo da ingestdo e do comprimento corporal.

» A dieta hiperlipidica e a deficiéncia estrogénica sdo, isoladamente, fatores
ansiogénicos, diminuem a atividade motora e a busca pela novidade. Porém, quando
associados revertem esses efeitos, sugerindo que AGPI em excesso compensam a

deficiéncia estrogénica.

» A tomada de decisdo, a atividade exploratoria e a avaliagdo de risco, foram variaveis
que se associaram apenas a deficiéncia estrogénica, ndo sendo influenciadas pelo tipo

de dieta.

» O desempenho aprendizado/memoria so6 foi afetado pela castragdo, apenas na resposta

imediata de memoria de curto prazo.

» A deficiéncia de estradiol acompanhada da ingestdo de dieta hiperlipidica mantém o
desempenho cognitivo, o comportamento emocional e a motivagao, embora prejudique

a adiposidade e o metabolismo lipidico.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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