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RESUMO

BARBOSA, S. C. Efeito comportamental da inducao de dislipidemia com nova
metodologia em ratas wistar. 2018. 46f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacao em Nutricao) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2018.

As dislipidemias sdo caracterizadas como uma elevacao nos niveis plasmaticos de
colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TG),
assim como pela reducdo das concentracdes da lipoproteina de alta densidade
(HDL). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a utilizagdo da gema de
ovo é capaz de provocar um efeito semelhante ao do colesterol puro na inducdo da
dislipidemia e se ha alguma influéncia no comportamento dos animais apds esse
processo. Para tanto, foram utilizados 19 animais divididos em 2 grupos: EXP (grupo
experimental) n=9 e CON (grupo controle) n=10. A pesquisa foi realizada por meio
da inducao da dislipidemia durante 14 dias pelo método de gavagem. Para avaliar o
efeito da emulsdo sobre a ansiedade dos animais, foram realizados os testes do
campo aberto e o do labirinto em cruz elevado. Os resultados foram analisados
estatisticamente utilizando o teste t-Student e sendo aplicados no programa Graph
Pad prism, sendo considerados significativos quando apresentaram p<0,05. No teste
do campo aberto, o grupo experimental apresentou menor nimero de defecacdes
em comparacao ao grupo controle. Os parametros de ambulacdo, rearing e
grooming nao foram diferentes significativamente. Com relagdo ao teste de labirinto
em cruz elevado, o grupo experimental diminuiu 0 nimero de entradas bem como o
tempo de permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao controle. No que diz
respeito ao tempo de permanéncia nos bragos fechados, o grupo experimental
permaneceu mais tempo nos bracos fechados, mas ndo foram apresentadas
diferencas significantes na frequéncia de entradas. No parametro que avalia o tempo
de permanéncia na area central, 0 grupo experimental permaneceu menos tempo na
area central do aparelho em comparagcdo ao grupo controle. Com relacdo aos
mergulhos de cabeca, o0 grupo experimental apresentou diminuicdo nas
mergulhadas de cabeca quando feita a comparagdo com o controle. Portanto, tais
resultados demonstram que a inducdo de dislipidemia foi capaz de provocar um
efeito ansiogénico contribuindo para o aumento nos niveis de ansiedade nos
animais.

Palavras-chaves: hiperlipidemia. gema de ovo. ansiedade.



ABSTRACT

BARBOSA, S. C. Behavioral effect of the induction of dyslipidemia with new
methodology in wistar rats. 2018. 46f. Course Completion Work (Graduation in

Nutrition) - Federal University of Campina Grande, Cuité, 2018.

Dyslipidemias are characterized as a rise in plasma levels of total cholesterol (TC),
low density lipoprotein (LDL) and triglycerides (TG), as well as by the reduction of
high density lipoprotein (HDL) concentrations. Thus, the objective of this work was to
evaluate if the use of egg yolk is capable of producing a similar effect to pure
cholesterol in the induction of dyslipidemia and if there is any influence on the
behavior of the animals after this process. For this, 19 animals were divided into 2
groups: EXP (experimental group) n = 9 and CON (control group) n = 10. The
research was performed by inducing dyslipidemia for 14 days by the gavage method.
To evaluate the effect of the emulsion on the anxiety of the animals, the tests of the
open field and the one of the labyrinth in raised cross were done. The results were
statistically analyzed using the Student's t-test and were applied in the Graph Pad
prism program, being considered significant when they presented p <0.05. In the
open field test, the experimental group had a lower number of defecations compared
to the control group. The parameters of ambulation, rearing and grooming were not
significantly different. Regarding the high cross-maze test, the experimental group
decreased the number of entries as well as the length of stay in the open arms in
relation to the control. Regarding the length of stay in the closed arms, the
experimental group remained longer in the closed arms, but there were no significant
differences in the frequency of entries. In the parameter that evaluates the dwell time
in the central area, the experimental group remained less time in the central area of
the apparatus compared to the control group. Regarding the head dives, the
experimental group showed a decrease in the head dip when compared to the
control. Therefore, such results demonstrate that the induction of dyslipidemia was
able to provoke an anxiogenic effect contributing to the increase in the levels of

anxiety in the animals.

Key-words: hyperlipidemia. egg yolk. anxiety.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da dislipidemia entre a populacao tem se tornado bastante
comum e constitui um grave problema de saude publica em todo o mundo. O padrao
alimentar cada vez mais ocidentalizado e o estilo de vida sedentario exercem forte
influéncia na elevacdo dos lipideos no plasma sanguineo (BAKKER et al., 2010).
Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), estima-se que no ano de 2012
aproximadamente 7,4 milhdes de mortes foram decorrentes da doenga coronariana
e acidente vascular cerebral, que na maioria dos casos estdo associadas a
dislipidemia.

A dislipidemia é uma desordem no metabolismo das lipoproteinas que resulta
na elevacao dos niveis plasmaticos de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e triglicerideos (TG), assim como pela redugdo nas concentragbes
da lipoproteina de alta densidade (HDL). Segundo sua classificagcdo, podem ser
primarias, quando s&o decorrentes das alteragbes de carater familiar ou
secundarias, quando surgem como uma consequéncia de outras enfermidades
(NOBRE; LAMOUNIER; FRANCESCHINI, 2013; SCOTT; GRUNDT, 2013). A
presenca de anormalidades nos niveis lipidicos do sangue representam um
indicador de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV). O
consumo de dietas ricas em gordura saturada tem sido relacionado com o
aparecimento de desordens fisicas e mentais, podendo agravar os sintomas de
ansiedade por meio de alteracdes sofridas nas regides limbicas do cérebro. os
transtornos de ansiedade, depressdo e estresse também podem influenciar no
processo inflamatério nas artérias do coracao, contribuindo para o aparecimento ou
agravamento dos casos de problemas cardiovasculares (SILVANATHAN et al.,
2015).

Os modelos experimentais sdo amplamente empregados para o estudo de
morbidades ou mecanismos fisiopatolégicos em humanos ou animais, pois oferecem
a possibilidade de desenvolver pesquisas que geram o aperfeicoamento € o
conhecimento acerca de diversos tipos de doengas, bem como, a melhor forma de
tratamento a ser aplicada (WATANABE; FONSECA; VATTIMO, 2014). Modelos
baseados na hipercolesterolemia induzida por via alimentar sdo importantes

ferramentas e mais praticos para o estudo das DCV, sendo responsaveis por grande
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parte dos conhecimentos atuais sobre sua etiologia, fisiopatologia e tratamento
(BARACHO et al., 2014).

Neste estudo, optou-se pelo uso de modelos experimentais empregando-se
uma nova metodologia para a inducéo de dislipidemia. O colesterol puro geralmente
utilizado na formulagdo para a inducao dislipidémica e que possui um custo bastante
elevado, foi substituido pela gema de ovo que é uma fonte alimentar com alta
concentracao de colesterol e que pode contribuir para o barateamento dos custos do
experimento bem como para a redugdo no periodo de tempo de pesquisa ja que
trata-se de uma emulsdo. Outras metodologias de inducao dislipidémica fazem uso
da gema de ovo como fonte de colesterol, no entanto, este ingrediente é geralmente
encontrado misturado a racéo.

Desta forma, questiona-se se a utilizacdo da gema de ovo é capaz de
provocar um efeito semelhante ao do colesterol puro na indugédo da dislipidemia e se

ha alguma influéncia no comportamento dos animais ap0s esse processo?
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos comportamentais da inducao de dislipidemia a partir de uma

nova metodologia em ratas fémeas da linhagem wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Testar o efeito de ambientes ndo familiares sobre o comportamento dos
animais;

v Avaliar o comportamento de ansiedade e a atividade exploratéria no teste do
campo aberto;

v Verificar os aspectos comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 LIPIDEOS E SUAS FUNCOES

Os lipideos sdao moléculas organicas constituidas por esqueleto carbdnico que
sdo formadas a partir da associagdo entre acidos graxos e alcool. Possuem
caracteristicas hidrofébicas, ou seja, sdo insoliveis em agua, mas sollveis em
solventes organicos. Apenas alguns acidos graxos de cadeia curta, sabdes e alguns
lipideos complexos conseguem se dissolver em meio aquoso. Desta forma, os
lipideos necessitam de mecanismos especiais para serem transportados pelo
organismo (SOUZA, 2014).

Os lipideos de maior importancia no organismo sdo 0s acidos graxos, O
colesterol, os triglicerideos (TG) e fosfolipideos que exercem diversas funcoes para
o bom funcionamento do corpo, dentre as quais se podem destacar: constituicao de
membranas celulares, participagdo no processo de absorcdo de vitaminas
lipossoluveis, precursores de horménios, manutencdo da temperatura corporal por
meio das propriedades de isolamento térmico, protecao de 6rgaos e tecidos, reserva
energética e condugéo de impulsos nervosos (SOUZA, 2014).

Quando ingeridos através da alimentacdo, os lipideos s&o inicialmente
hidrolisados pelas enzimas intestinais e, posteriormente, sdo encaminhados para a
absorcdo. A vesicula biliar exerce um papel importante no metabolismo dessas
moléculas, uma vez que na presenca de gordura, ela se contrai liberando a bile que
é produzida pelo figado e funciona como emulsificante, tornando a acao das
enzimas mais eficaz e facilitando o processo de absorcdo (CHEN et al., 2017;
SOUZA, 2014).

3.2 METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC), as lipoproteinas
tem como fungéo realizar o transporte dos lipideos na corrente sanguinea e regular
seu ftransporte nas células do corpo, estando divididas em cinco classes:
quilomicrons, VLDL, IDL-c, LDL-c e HDL-c. Os quilomicrons englobam as gorduras
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provenientes da a bsorgdo intestinal e as dirige ao figado. Ainda na corrente
sanguinea, os quilomicrons sofrem acao da lipase lipoprotéica e perdem uma porgcao
de TG, dando origem aos quilomicrons remanescentes, e estes incorporam a
apolipoproteina-E (Apo-E), que possui alta afinidade pelos receptores hepaticos
(SBC, 2017). No figado, ocorre a producdo de VLDL (lipoproteina de densidade
muito baixa), que € lancada no plasma e, através de acdo enzimatica, perde
triglicerideos, dando origem a lipoproteina de densidade intermediaria (IDL-c), que é
considerada uma molécula de transicao entre VLDL e LDL-c. Nos hepatdcitos, esta
lipoproteina sofre acado da lipase hepéatica e, assim, € convertida em LDL-c
(PEREIRA, 2005; GARCEZ et al., 2014).

As LDL-c possuem a funcdo de transportar o colesterol do figado para os
tecidos extra-hepaticos e seus niveis elevados sao indicadores de risco para o
desenvolvimento de aterosclerose. O HDL-c (lipoproteina de alta densidade) é
secretada pelo figado e intestino delgado e sua composicao consiste basicamente
em fosfolipideos e proteinas. Possui agdo anti-aterosclerdtica, capturando o
colesterol da VLDL e LDL-c, bem como dos tecidos e transportando-o de volta ao
figado para ser utilizado na composicao da bile ou voltar a compor as particulas de
VLDL e LDL-c (BERGLUND et al., 2012; SOUZA, 2014).

3.3 DISLIPIDEMIA

As doencas crbnicas nao transmissiveis sdo doengas de causas multifatoriais
que se desenvolvem ao decorrer da vida. Alguns exemplos como diabetes,
dislipidemia e hipertensdo sinalizam um fator agravante na saude dos portadores e
podem oferecer riscos potenciais, principalmente quando associadas (KLOP; ELTE;
CABEZAS, 2013).

A dislipidemia consiste em um quadro clinico caracterizado por uma
desregulacdo no metabolismo das lipoproteinas plasmaticas que, neste caso,
encontram-se em concentragées elevadas na circulagcdo, provocando um aumento
nos valores de triglicerideos, colesterol e LDL com redugdo do HDL. Alguns fatores
como tabagismo, sedentarismo, habitos alimentares inadequados, sexo, idade,
heranca genética, alcoolismo, obesidade e alteracdes nos niveis de glicemia e
pressao arterial podem contribuir para o aparecimento da dislipidemia. O diagndéstico
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é baseado na determinacao do perfil lipidico, que é obtido por meio de uma analise
das concentracbes de CT, TG, LDL e HDL na corrente sanguinea. Os resultados
devem ser interpretados segundo valores de referéncia (GARCEZ et al., 2014; SCB,
2017).

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2017), as dislipidemias
podem ser denominadas como hiperlipidemias quando os niveis de lipoproteinas
estdo elevados ou como hipolipidemias, onde concentracbes de lipoproteinas
encontram-se abaixo da faixa minima de normalidade. As duas formas podem ser
decorrentes de causas genéticas (primarias) ou relacionadas a doengas, estilo de
vida, dentre outros fatores de risco (secundarias). A classificacdo laboratorial das
dislipidemias é baseada na fracdo lipidica que se encontra alterada, podendo ser
classificadas em:

1) Hipercolesterolemia isolada:

Definida como o aumento nas concentracdes séricas do LDL-c (= 160
mg/dl), com valores de TG normais. Essa elevacdo pode ser provocada
por fatores hereditarios, defeitos poligénicos ou associada a outras
patologias.

2) Hipertrigliceridemia isolada:

Ocorre quando os niveis de triglicerideos estao elevados (TG = 150 mg/dl
ou = 175 mg/dl se a amostra for obtida sem jejum). Os ftriglicerideos
plasmaticos podem sofrer alteragbes por diversos motivos, entre eles,
destacam-se os fatores genéticos ou o surgimento secundario a outra
patologia ou até mesmo como resultado de uma dieta hipercal6rica, rica
principalmente em carboidratos. Geralmente, os niveis de TG séao
observados com outras anormalidades metabdlicas, o que predispbe a um
aumento nos riscos para doengas cardiovasculares (DCV).

3) Hiperlipidemia mista:

Valores aumentados do LDL-c (= 160 mg/dl) e dos TG (= 150 mg/dl ou =
175 mg/dl sem jejum). O colesterol ndo HDL pode ser utilizado como
indicador, em casos onde o TG = 400 mg/dl, o calculo pela férmula de
Friedewald torna-se inadequado, portanto deve-se considerar
hiperlipidemia mista quando o ndo HDL-c = 190 mg/dl.

4) HDL baixo:
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Reducédo do HDL-c, sendo em homens < 40 mg/dl e em mulheres < 50
mg/dl. Podendo ser isolada ou em associacdo ao aumento de outros

lipideos sanguineos como LDL-c ou TG.

A prevaléncia de dislipidemia entre a populacado tem sido elevada na maioria
dos paises do mundo, inclusive entre criangas e adolescentes (NOBRE et al., 2013).
A dislipidemia ndo altera o estado nutricional do individuo, no entanto, os habitos
alimentares e a composicao corporal podem se tornar fortes determinantes no
desenvolvimento de desordens metabdlicas (GARCEZ et al.,, 2014). O tecido
adiposo € crucial para o estado inflamatério relacionado a obesidade,
principalmente, devido a producdo de substancias pré-inflamatérias que estado
associadas com o surgimento de morbidades, inclusive diabetes tipo 2 e DCV que
séo citadas como uma das principais causas de morte em todo o mundo (BAKKER
et al.,, 2010). O tratamento da dislipidemia compreende terapia ndo medicamentosa
e medicamentosa. A terapia nutricional é tida como uma das principais aliadas tanto
na prevencao como no controle dos tipos de dislipidemias e pode ser indicada de
forma isolada ou em combinagdo com outros tipos de tratamento. A quantidade de
gordura ingerida e calorias totais sdo os fatores dietéticos mais importantes na
modulacdo dos lipideos no sangue, além disso, a pratica de atividade fisica,
juntamente com a redugcdo no consumo de bebidas alcodlicas e o aumento no
consumo de fibras dietéticas, bem como o aumento do HDL-c sdo capazes de
promover uma melhora no perfil lipidico nos portadores de dislipidemia e DCV
(KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013).

3.3.1 Gema de Ovo

Os ovos sé@o considerados como alimentos saborosos, saudaveis e nutritivos.
Possuem alto teor de proteinas e suas quantidades de calorias e lipideos séo
moderadas. Nutricionalmente, os ovos sdo muito completos, uma vez que sao ricos
em aminoacidos, lipidios, vitaminas e minerais, com alguns desses compostos que
possuem propriedades antioxidantes. Sua composicao depende de diversos fatores,
tais como: idade, tamanho, alimentagdo e estado sanitario das aves que interferem
diretamente na qualidade nutricional dos ovos (SARCINELLI, 2007; FERNANDEZ-
MARTIN et al., 2017;).
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A gema do ovo de galinha contém, aproximadamente, um terco do seu
volume sem a casca constituido por 50% de agua, 34% de lipideos, 16% de
proteinas. Também podem ser encontrados alguns sais minerais e glicose. A gema
€ constituida por uma fase liquida continua denominada de plasma, que
corresponde a uma solucdo de agua com varias proteinas denominadas livetinas,
que estdo em suspensao organizadas em estruturas densas insolliveis que sdo os
granulos. O plasma é composto por LDL e livetinas e os granulos sdo compostos por
HDL e LDL (FUERTES etal,. 2017).

A composigao do teor lipidico do ovo encontra-se em grande parte na gema,
que pode sofrer variacbes de acordo com o estado nutricional das aves e sua
constituicdo € basicamente de colesterol (6%), triacilglicerois (TAGs 66%) e
fosfolipideos (PLs 28%). O contetdo de acidos graxos saturados € baixo, sendo de
aproximadamente 31% em relacdo aos lipideos totais que sao formados em sua
maioria por acidos graxos insaturados com predominancia do acido oleico e linoleico
(SARCINELLI, 2007; MEDEIROS; ALVES, 2014; MELO et al., 2015).

3.4 ATEROGENESE

A aterosclerose € postulada como uma doenca degenerativa inflamatéria de
origem multifatorial que ocorre em resposta a injuria sofrida na camada endotelial
dos vasos, acometendo, principalmente, artérias de médio e grande calibre. As
dislipidemias sdo apontadas como uma das principais causas da aterosclerose, mas
outros fatores como tabagismo, hipertensdo arterial e susceptibilidade hereditaria
também exercem influéncia em seu desenvolvimento (SCB, 2017).

Uma das principais lesdes associadas a dislipidemia sdo as placas
gordurosas, que possuem caracteristica plana e cor amarelada, localizadas nas
paredes dos vasos. O processo para o surgimento da placa aterosclerética esta
dividido em seis processos sucessivos: disfuncao endotelial, migracdo de particulas
de LDL-c e leucdcitos circulantes para o espago subendotelial, oxidagédo do LDL-c,
formacado das células espumosas, migracao e proliferacao das células musculares
lisas para o espaco subendotelial e sintese de matriz extracelular e, por fim, lesdo
estrutural do endotélio, com deposicao de plaquetas e formacédo de trombos (KLOP;
ELTE; CABEZAS, 2013; SCB, 2017).
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A agressao ao endotélio pode ser provocada pela influéncia de fatores que
podem ser ndo modificaveis, tais como género, faixa etaria, e heranca genética ou
modificaveis, como obesidade, sedentarismo, tabagismo e maus habitos
alimentares. Tais fatores contribuem para a disfuncao endotelial que é manifestada
pelo aumento na vasoconstriccdo e depressao dos mecanismos de vasodilatacao
das artérias, o que torna a camada endotelial mais permeavel a particulas de LDL-c,
favorecendo a retengcdo das mesmas no espago subendotelial (STEINL;
KAUFMANN, 2015). Quando as concentracbes de lipideos encontram-se elevadas
na corrente sanguinea, algumas particulas com elevada afinidade pelo LDL ficam
presas nas paredes das artérias. As particulas de LDL sofrem oxidagao por meio de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e desencadeiam o processo inflamatorio. A
resposta a lesdo aterogénica induz a expressdao de moléculas de adeséo, presentes
nas células endoteliais e que s&o responsaveis pelo recrutamento de leucdcitos,
principalmente, mondcitos e linfocitos (LOTTENBERG et al., 2012). Os monécitos
sdao diferenciados em macrofagos que incorporam os lipideos oxidados pelo
estresse oxidativo e os transformam em células espumosas que dao origem as
estrias gordurosas, descritas como lesbes da fase inicial da aterogénese. O
processo inflamatério também implica na mobilizagdo e proliferacado de células
musculares lisas, que migram da camada arterial para a intima, provocando a
liberacao de citocinas e fatores de crescimento que contribuem para a formacao de
uma camada fibrosa na placa aterosclerética (MARTINELLI, 2014).

A placa aterosclerética, depois de formada, contém elementos celulares,
componentes da matriz extracelular e nudcleo lipidico e necrético, constituido
principalmente por células mortas. Na fase inicial do processo aterogénico, o
crescimento da placa aterosclerética é oposto ao lumen, provocando a distensdo da
parede e aumento do didmetro do vaso, sendo este evento conhecido como
remodelamento positivo. Quando a capacidade maxima de crescimento do vaso é
excedida, ocorre 0 remodelamento negativo, ou seja, o crescimento passa a ser
direcionado a luz do vaso provocando estenose. As placas com maior volume tém
maior propensdo a formagéo de trombos, no entanto, diversos eventos isquémicos ja
foram observados em placas com menor proporcao. Existem dois tipos de placas, as
estaveis, que contém maior quantidade de coldgeno que é responsavel por formar
uma capa espessa ha placa, dificultando seu rompimento, além de possuirem

nucleo lipidico e necrotico menor. As placas instaveis apresentam intensa
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inflamacédo e grande atividade proteolitica com nucleo lipidico e necrético maior. Sua
capa fibrosa é menos resistente e, por isso, mais sensivel a rompimentos, o que
favorece o desenvolvimento de trombos subjacentes que representam uma das
principais manifestacoes clinicas da aterosclerose (GOTTLIEB;
BONARDIMORIGUVHI, 2005; SCB, 2017).

3.5 ANSIEDADE

O termo ansiedade € definido como um sentimento vago com presenca de
medo e apreensdo, caracterizado por tensdo ou desconforto derivado de
antecipacao do perigo ou de algo desconhecido (CASTILLO et al., 2000).

A ansiedade é um fendmeno que, dependendo de sua intensidade, pode se
tornar patolégico, prejudicando o funcionamento psiquico e somatico. Os transtornos
de ansiedade costumam estimular o individuo a entrar em estado de alerta, no
entanto, se esse estimulo estiver em excesso, pode causar o efeito contrario,
impedindo as reacbes do portador. S0 doengas relacionadas ao funcionamento do
corpo e as experiéncias de vida. Geralmente, apresentam sintomas mais intensos do
que a ansiedade normal do dia a dia e apresentam-se, ha maioria das vezes, como:
preocupacoes, tensées ou medos, falta de controle sobre os pensamentos, etc. A
ansiedade e o medo passam a ser considerados patoldégicos quando séo
exagerados ou desproporcionais em relacdo ao estimulo e causam reacdes que
costumam atingir principalmente os individuos que ja apresentam uma predisposicao
neuroldgica herdada (CASTILLO et al., 2000; CHEN et al.,, 2011).

Muitos dos transtornos de ansiedade surgem logo na infancia e se ndo forem
tratados tendem a persistir. Este fenbmeno é mais comum entre individuos do sexo
feminino que no sexo masculino. O quadro clinico geralmente apresenta sintomas
primarios, ou seja, que ndo sao derivados de outras condi¢ées psiquiatricas como
depressdo e psicose. A sintomatologia inclui nervosismo, dificuldade de
concentracdo, taquicardia, irritabilidade, dores de cabeca e musculatura tensa
(CASTILLO et al., 2000).

O tratamento deste tipo de patologia consiste em fornecer apoio psicolégico
aos portadores e, em alguns casos, medicamentos com propriedades ansioliticas
podem ser utilizados, no entanto, o uso prolongado pode acarretar em reacoes
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adversas e em muitos casos na dependéncia  medicamentosa
(MUGUNTHAN; MCGUIRE; GLASZIOU, 2011).

Os modelos experimentais de ansiedade permitem o estudo dos mecanismos
envolvidos na resposta a diferentes estimulos, bem como, avaliar os efeitos gerados
pela administracdo de drogas com acao ansiolitica. De forma geral, esses modelos
consistem em submeter o animal a situacées conflitantes para avaliar as respostas
comportamentais geradas. Tal observacdo baseia-se na construgdo tedrica de
hipéteses para serem testadas experimentalmente, com o intuito de replicar
caracteristicas fisioldgicas ou comportamentais do ser humano, o que torna esses
estudos ferramentas valiosas na analise das multiplicidades envolvidas em diversos
tipos de patologias (SILVA et al., 2012; NORONHA, 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mugunthan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22152740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGuire%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22152740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glasziou%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22152740
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

G-EXP TESTE
N=9 INDUCAO A CA
DISLIPIDEMIA
ANIMAIS
. 1adi a TESTES § 48h
90 DIAS 1as COMPORTAMENTAIS
DIETA
G-CON PADRAO TESTE
N=10 LCE

Trata-se de uma pesquisa de cunho experimental, na qual foram utilizadas 19
ratas fémeas da linhagem Wistar, provenientes do Biotério de criacdo da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com idade de 90 dias pesando em
média 200g. Os animais foram alojados no Laboratério de Nutricdo Experimental
(LANEX) do CES/UFCG, em gaiolas de polietileno, sob condi¢ées monitoradas de
temperatura (22 + 1 2 C), com ciclo claro-escuro 12 h (inicio da fase clara as 06h00),
controlado por temporizador analégico. A agua disponivel para os animais estava
disponivel em garrafas de polietileno com bicos de inox.

Para o experimento, foram formados dois grupos: grupo controle (CON),
contendo 10 animais e grupo experimental (EXP), com 9 animais. Ambos os grupos
receberam uma dieta padrdo durante todo o experimento, no entanto, no grupo EXP
foi administrada uma emulsdo indutora de dislipidemia por meio de gavagem,
durante 14 dias. A quantidade de emulsao que os animais receberam foi calculada
de acordo com a média de seus pesos e foi utilizada uma proporcdo de 1ml de
emulsdo por cada 100g de peso do animal. Apds a inducdo da dislipidemia, foram
realizados os testes comportamentais no periodo compreendido entre 10h00 e
11h00.



27

4.2 COMPOSICAO DA EMULSAO INDUTORA DE DISLIPIDEMIA

A emulsdo para inducdo da dislipidemia nos animais seguiu a seguinte
composicao: 42 mL de glicerol que é uma molécula altamente solivel em agua e no
organismo é metabolizada a nivel hepatico servindo como substrato para a sintese
de triglicerideos (FERREIRA; BARBOSA; CEDDIA, 2003). 8,4 g de acido biliar, que
€ 0 componente mais abundante da bile, a qual possui funcdo de promover o
aumento na absorcao intestinal das gorduras provenientes da alimentacdo (PORTA,
2006). 21 g de gema de ovo pasteurizada, que por sofrer tratamento térmico torna-
sSe mais segura para uso em experimentos ja que possui um parametro de qualidade
mais seguro. Por conter altas concentracoes de lipideos, entrou na composi¢cédo da
emulsdo com a proposta de servir como fonte de colesterol no experimento
(ORMENESE; MISUMI; FARIA, 2004). 4,2 g de propiltiouracila, que €& um
medicamento indicado para o tratamento de hipertireoidismo, inibindo a producéao
dos horménios tireoidianos. Na emulsdo, possui funcdo de diminuir o metabolismo
dos animais de forma a auxiliar na inducao dislipidémica (ANVISA, 2016). 16 g de
banha de porco, que consiste em uma gordura de origem animal rica em gordura
saturada e colesterol. Seu papel na emulsao foi de aumentar o teor lipidico ofertado
(SEIXAS et al, 2017) e agua destilada. Estas quantidades utilizadas foram
suficientes para a producdo de 420 mL de emulsdo, que foi administrada aos 9
animais do grupo experimental durante um periodo de 14 dias, considerando que a
aquisicao do colesterol é bastante dispendiosa, optou-se pela utilizacdo da gema de
ovo como fonte de colesterol para compor a emulsao indutora da dislipidemia.

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.3.1 Teste do Campo Aberto

O aparelho do campo aberto (CA) consiste em uma arena circular metalica,
pintada de branco, medindo 1m de didmetro por 40 cm de altura. O piso da arena é
dividido em trés circulos concéntricos (15, 34 e 55 cm de diametros,
respectivamente), que por sua vez, sdo subdivididos em 16 segmentos. Na parte
superior do aparelho, localiza-se uma lampada de 40 watts suspensa a uma altura
de 46 cm do piso da arena, sendo situada no centro do aparelho (Figura 1).
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O teste foi realizado ao final dos 14 dias de inducao a dislipidemia, para a
avaliagdo do comportamento semelhante a ansiedade nos animais. Alguns
parametros foram observados durante a execucdo do teste, os quais foram:
ambulacdo (que corresponde ao numero de cruzamentos dos segmentos que 0O
animal realiza com as quatro patas), rearing (nUmero de comportamentos de
levantar), grooming (tempo de comportamentos de auto-limpeza) e defecacao
(nimero de bolos fecais). O teste foi registrado por meio de uma camera situada
acima do aparelho para analise dos resultados.

Figura 1 — Aparelho de Campo Aberto.
Fonte: Laboratério de Nutrigdo Experimental, LANEXUFCG (2018).

4.3.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é confeccionado em madeira, sendo
constituido por dois bragos fechados que sédo cercados por parede sem cobertura,
medindo 50 cm de comprimento por 10 cm de largura e 30 cm de altura, os mesmos
estdo colocados perpendicularmente a outros dois bracos desprovidos de paredes
(bragos abertos) com o mesmo cumprimento e mesma largura. Cada brago é
posicionado a 90° adjacentes e cruzam-se numa darea central, onde o animal é
posicionado. O labirinto é apoiado sobre suportes, ficando elevado em relacdo ao
solo (Figura 2).
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Figura 2 - Aparelho de Labirinto em Cruz Elevada.

Fonte: Laboratério de Nutricdo Experimental, LANEXUFCG (2018).

O teste no LCE foi realizado dois dias depois do teste do campo aberto,
sendo realizada a analise dos parametros de frequéncia de entradas e o tempo
gasto em cada tipo de brago, tempo despendido na area central do aparelho e
quantidades de mergulhos de cabeca. Segundo Pellow et al., (1985) este modelo de
teste é considerado um indice fiel para a anadlise de ansiedade nos animais e
considera-se que, quanto maior o comportamento de ansiedade do animal, maior
tempo ele tenderd a permanecer nos bracos fechados e, consequentemente, menor
tempo sera gasto nos bragos abertos. Durante toda a realizagdo do teste, houve uso
de uma camera filmadora instalada na parte superior do aparelho para registro do

comportamento dos animais e para andlise posterior dos resultados.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados, foram levados em consideracao os valores de
média e erro padrdo da média, tendo sido usado o teste T-student, levando em
consideracdo o nivel de significancia para rejeicao da hip6tese nula de p<0,05. O

programa estatistico usado foi o GraphPad Prism, versao 7.0.
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4.5 ASPECTOS ETICOS

O projeto experimental foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Campina Grande (CEP-UFCG), seguindo as
recomendacoes éticas do National Institute of Health Bethesda (Bethesda, USA) que
norteiam o protocolo experimental, em relacdo aos cuidados com animais, levando
em consideracdo o bem-estar dos animais no laboratorio, minimizando o sofrimento

e 0 estresse dos animais experimentais durante os testes realizados.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

No campo aberto, foram analisados parametros de ambulagdo, rearing
(levantadas), grooming (autolimpeza) e defecacgéo.

As andlises obtidas para o parametro de ambulagdo entre o grupo controle
(64,3 £ 4,08), e o grupo experimental (63,4 + 3,5), ndo indicaram diferenca
significativa (Grafico 1).
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Grafico 1 — Efeito da inducdo de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de

ambulagdo no teste do campo aberto em ratas fémeas. Os valores estdo expressos em média *
E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.

Os dados para o parametro de rearing entre o grupo controle (16,5 + 1,3) e o
grupo experimental (14,4 + 1,8), também nado demonstraram diferenga significativa
(Grafico 2).
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Grafico — 2 Efeito da inducdo de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de rearing
(quantidade de vezes que o animal se levanta) no teste do campo aberto em ratas fémeas. Os
valores estao expressos em média + E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.

Com relagéo ao tempo de autolimpeza (grooming), as analises realizadas nao
apontaram diferengca significativa no grupo experimental (15,1 + 1,9) quando
comparado ao grupo controle (13 +1,8) (Gréfico 3).
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Grafico — 3 Efeito da indugéo de dislipidemia com nova metodologia sobre o pardmetro de grooming
(comportamento de autolimpeza) no teste do campo aberto em ratas fémeas. Os valores estao
expressos em média = E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.
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Quando analisado o parametro da defecacdo, foi demonstrada diferenca
estatistica, onde o grupo experimental (1,1 + 0,5) apresentou uma quantidade de

bolos fecais menor quando comparado ao grupo controle (3,5 £ 0,5) (Grafico 4).
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Grafico — 4 Efeito da indugao de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de defecagao
no teste do campo aberto em ratas fémeas. Os valores estdo expressos em média £ E.P.M. (n= 9/
n=10). Teste t-Student *p<0,05.

5.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

No teste do LCE, foram observados os seguintes parametros: nimero de
entrada nos bracos abertos, tempo de permanéncia nos bracos abertos, nUmero de
entrada nos bracos fechados, tempo de permanéncia nos bracos fechados, tempo
de permanéncia na area central e mergulhos de cabeca.

Nas anadlises do parametro de nimero de entradas nos bragcos abertos do
LCE, foi observado que o grupo experimental (3,3 £ 0,5) apresentou uma diminui¢ao
significativa quando comparado ao grupo controle (6,1 + 0,3) (Grafico 5). No
parametro em que foi analisado o tempo de permanéncia nos bracos abertos, o
grupo experimental (9,7 + 0,6) também mostrou um resultado menor em relagdo ao

grupo controle (28,7 +2,3) (Gréfico 6).



34

(o]
[]

*k%

Numero de entradas nos
bracos abertos
&

Grafico — 5 Efeito da indugdo de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de entradas
nos bragos abertos no teste do LCE em ratas fémeas. Os valores estdo expressos em média + E.P.M.
(n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.
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Grafico — 6 Efeito da indugao de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de tempo de
permanéncia nos bragos abertos no teste do LCE em ratas fémeas. Os valores estdo expressos em
média = E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.

Com relacdo ao numero de entradas nos bracos fechados, ndao foram

encontradas diferencas estatisticas quando comparado o grupo experimental (7,4 +
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0,5) com o grupo controle (6,7 £ 0,4) (Grafico 7). Na avaliacdo do tempo de
permanéncia nos bracos fechados, o grupo experimental (243,6 + 4,3) obteve um
resultado significativamente maior em comparagdo ao grupo controle (196,8 + 5,5)
(Grafico 8).

Numero de entradas nos
bracos fechados

Grafico — 7 Efeito da indugdo de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de entradas
nos bragos fechados no teste do LCE em ratas fémeas. Os valores estdo expressos em média +
E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.
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Grafico — 8 Efeito da indugao de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de tempo de
permanéncia nos bragos fechados no teste do LCE em ratas fémeas. Os valores estao expressos em
média £ E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.
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Na andlise do tempo de permanéncia na é&rea central do LCE, foram
encontradas diferengas estatisticas, tendo o grupo experimental (44,2 * 3,7)
apresentado um tempo menor em relacdo ao grupo controle (65 *4,9) (Gréafico 9).

80+

S
S5 ——
@ Lg0- N
C —
c ©
£ =
= C
2 840+
o ®
°TQ

Ry ]
8_ ‘520-
£ C
k]

0 T
\O
(3)
S
&

Grafico — 9 Efeito da indugéo de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de tempo de
permanéncia na area central no teste do LCE em ratas fémeas. Os valores estdo expressos em
média + E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05

Na avaliacdo do parametro mergulho de cabecga, foram encontradas
diferengas significativas, no qual o grupo experimental (0,9 + 0,3) obteve um
resultado menor quando comparado ao grupo controle (6,8 0,9) (Grafico 10).
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Grafico — 10 - Efeito da inducdo de dislipidemia com nova metodologia sobre o parametro de
mergulho de cabeca no teste do LCE em ratas fémeas. Os valores estdo expressos em média +
E.P.M. (n= 9/ n=10). Teste t-Student *p<0,05.
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6 DISCUSSAO

A alta incidéncia de dislipidemia entre a populacao faz parte de uma realidade
preocupante e, nas Ultimas décadas, tem sofrido um aumento significativo no
numero de casos. Os niveis elevados de lipideos no plasma sanguineo tém sido
diretamente associados ao desenvolvimento de dislipidemia e ao aumento do risco
para o surgimento de doengas cardiovasculares (LOTTENBERG et al, 2012;
GOMEZ-SMITH et al., 2016). O consumo excessivo de gorduras saturadas é um dos
principais contribuintes no processo de desenvolvimento da dislipidemia e, a longo
prazo, pode afetar a homeostase de todo o corpo, incluindo a salde do cérebro, isso
porque podem ocorrer alteracbes na funcdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA), decorrentes do acumulo de lipideos cerebrais, causando deficiéncias
emocionais e de resposta ao estresse, além de ansiedade e alteracdes na funcao
cognitiva, incluindo a meméria e eficiéncia psicomotora (DUTHEIL et al., 2016;
HRYHORCZUK et al., 2017).

Pesquisas tém se dedicado a averiguar a relagdo existente entre as altas
concentracdes lipidicas no plasma sanguineo e o aparecimento de alteracdes
comportamentais, principalmente nos estudos experimentais com animais, que
fornecem um alto nivel de controle ambiental e percep¢cdes mecanicistas que nao
podem ser obtidos em estudos humanos (SULIVAN et al., 2015). O presente estudo
traz uma nova metodologia desenvolvida a partir da substituicdo do colesterol
comercial pela gema de ovo na composicdo da emulsdo dislipidémica visando
propor um método indutor de dislipidemia de custo mais baixo. Com isso, pretendeu-
se avaliar os efeitos que essa emulsdo dislipidémica pode provocar no
comportamento semelhante a ansiedade e capacidade exploratéria de ratas fémeas
adultas. Foram realizados os testes do Campo Aberto e do Labirinto em Cruz
Elevado, que sdo modelos de ansiedade utilizados para avaliar os tracos
comportamentais de roedores.

O teste do Campo Aberto é um dos mais usados para avaliar o
comportamento semelhante a ansiedade em animais e tem por finalidade submeter
o animal a um ambiente estranho que possa despertar o sentimento de medo. O
aparelho € cercado por paredes que impedem a fuga do animal e, dessa forma,
permite a avaliacdo de quatro diferentes tipos de parametros: a ambulagcao (que se

refere a0 nimero de vezes que o0 animal cruza os segmentos), a quantidade de
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levantadas ou rearing (que consiste no nUmero de vezes que o animal se apoia nas
patas traseiras), o grooming (tempo que o animal realiza o comportamento de
autolimpeza) e defecacao (nimero de bolos fecais).

O parametro da ambulacéo avalia a atividade locomotora do animal de acordo
com a quantidade de cruzamentos realizados nos segmentos do CA e uma
quantidade elevada de cruzamentos indica que o animal estd com um grau menor
de ansiedade (MEZADRI et al, 2011). Quando analisado o parametro da
ambulacéo, nao foram encontradas diferencas significativas entre o grupo controle e
o grupo experimental (Gréfico 1).

O parametro de rearing é utilizado para medir o comportamento exploratério,
em que o0 animal se apoia nas patas traseiras elevando o corpo (RANJBAR et al,
2017). O grooming (comportamento de autolimpeza) é um outro tipo de parametro
relacionado com o nivel de estresse e ansiedade e se refere ao tempo que é gasto
na realizagdo do comportamento de autolimpeza, onde o animal faz movimentos
sucessivos com as patas, esfregando-as sobre o corpo ou rosto. Quanto maiores os
niveis deste parametro, maior é o indicativo de ansiedade no animal (KALUEFF, A.
V.; TUOHIMA, 2005; AL MUKHTAR; SELMAN; NAJI, 2016). Quando analisados os
parametros de rearing (levantadas) e grooming (autolimpeza) nos animais do grupo
experimental, também ndo foram encontradas diferencas significativas quando
comparados ao grupo controle (Grafico 2 e 3).

Os dados corroboram o estudo realizado por Hryhorczuk et al. (2017), no qual
ratos machos adultos foram alimentados com trés diferentes tipos de dietas durante
0 periodo de 8 semanas e que eram enriquecidas com 17% de éleo de soja (dieta
controle), 50% de azeite de oliva (dieta 2) e 50% de 6leo de palma (dieta 3) e
observou-se que as dietas hiperlipidicas ndo conseguiram modular a resposta
fisioldgica ao estresse ou ansiedade no teste do campo aberto.

A defecacao € um parametro que pode ser associado com o medo e timidez
do animal, no qual maiores indices de defecacdo podem indicar maior
emocionalidade e presenca de ansiedade (SHAW et al., 2007). A partir dos dados
obtidos neste estudo, pode-se perceber que os animais do grupo experimental
apresentaram um numero menor de bolos fecais em comparacao ao grupo controle
(Grafico 4), o que pode ser visto como um efeito ansiolitico da emulsao hiperlipidica,
no entanto, considera-se como um resultado isolado ja que ndo houve diferencas

encontradas nos parametros anteriores.
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O labirinto em cruz elevado é um instrumento de pesquisa muito utilizado em
estudos experimentais para avaliar caracteristicas comportamentais relacionadas a
ansiedade. Sao avaliados os parametros de numero de entradas e tempo de
permanéncia em cada tipo de braco, tempo despendido na area central € nimeros
de mergulhos de cabeca. H4& uma propensdao maior dos animais permanecerem
mais tempo nos bracos fechados do aparelho, isso porque este tipo de teste
desperta 0 sentimento de medo nos animais, ocorrendo o evento de conflito de
aproximagao e esquiva mediante um ambiente desconhecido, 0 que provoca uma
tendéncia natural de esquiva a regides mais abertas e desprotegidas (CARVALHO,
2011). De acordo com os dados colhidos neste estudo, o grupo experimental
demonstrou um numero menor de entradas nos bragos abertos (Grafico 5). Um
resultado semelhante também foi obtido no tempo de permanéncia nos bragos
abertos, no qual o tempo do grupo experimental foi inferior em relagdo ao grupo
controle (Grafico 6). Esses dados corroboram o estudo de Dutheil et al. (2016), no
qual foi observado se uma dieta rica em gordura é capaz de provocar alteragcées no
cérebro, afetando a sinalizacao intracelular e a expressao génica subjacentes a
ansiedade e aos comportamentos depressivos. O estudo foi conduzido durante 16
semanas, sendo oferecidas dois tipos de dietas: uma dieta padrdo com baixo teor de
gordura para o grupo controle e uma dieta contendo 60% de gordura para o grupo
experimental. Os testes comportamentais foram realizados em dois momentos,
quando os animais estavam com idade de 8 semanas e ap6s com 16 semanas. Os
resultados mostraram que, apds 8 semanas, ndo foram encontradas diferencas
significativas no comportamento dos animais. No entanto, ao término das 16
semanas foi verificado que o consumo da dieta rica em gordura alterou o
comportamento em varios modelos de ansiedade e no labirinto em cruz elevado foi
notada uma diminuicdo no nUmero de entradas e tempo gasto nos bragos abertos.

Uma maior incidéncia no nimero de entradas e tempo gasto nos bracos
fechados indica a presenca de medo e aversao a espagos abertos e desprotegidos.
Tal comportamento é gerado quando os niveis de ansiedade do animal estdo
elevados (RODGERS; SHEPHERD, 1997). No presente estudo, o0 grupo
experimental permaneceu mais tempo nos bracos fechados (Grafico 8), mas nao
foram apresentadas diferencas significantes na frequéncia de entradas (Grafico 7).
O que contradiz o estudo realizado por Lalanza et al. (2014), no qual foram
observados os efeitos de uma dieta de cafeteria pds-desmame composta por 41%



41

de lipideos em ratos jovens que foi administrada durante um periodo de 8 semanas.
A suplementacdo promoveu a redugdo da ansiedade no LCE e aumento da
interacdo social, o que difere do presente estudo.

O tempo de permanéncia na area central do aparelho é representado pelo
nimero de vezes em que o rato se dirige a plataforma central do aparelho, porém
nao atravessa o braco. Os animais do grupo experimental permaneceram um tempo
menor na darea central do aparelho, o que pode sugerir uma diminuicdo da
exploracdo do ambiente. O comportamento de mergulhar a cabeca ocorre quando o
animal dirige a cabega abaixo do piso do LCE e esta inversamente associado a
ansiedade, ou seja, quanto mais mergulhos o animal realiza, menor esta seu nivel
de ansiedade. No presente estudo, os animais do grupo experimental demonstraram
um numero significativamente menor de mergulhadas de cabeca, sugerindo uma
presenca maior de ansiedade entre 0s animais que receberam a emulsdo
hipercolesterolémica. Segundo Noronha, (2015) o excesso de colesterol na dieta
pode se tornar um fator predisponente no desenvolvimento de ansiedade, uma vez
que regides como o hipotalamo que sao fortemente envolvidas na regulacdo de
respostas ao medo e ansiedade podem ser atingidas. Os neurbnios GABAérgicos
estdo diretamente relacionados nos circuitos de resposta comportamental, e o
comprometimento deste mecanismo pode estar ligado ao aumento dos niveis de
ansiedade, tanto em animais quanto em humanos. Portanto, diante dos resultados
obtidos no presente estudo, podemos inferir que a suplementagdo com a emulsdo
rica em gordura provocou um aumento dos niveis de ansiedade dos animais. A
proposta para a realizacdo deste estudo foi visando viabilizar a inducao de
dislipidemia em animais através de um modelo experimental de custo mais

acessivel.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos no presente estudo pode-se observar que a
inducdo da dislipidemia nos animais foi capaz de influenciar no comportamento
relacionado a ansiedade, o que pode indicar um provavel efeito ansiogénico da
emulséo utilizada.

Os achados refletem a importdncia de compreender a provavel relacédo
existente entre o aumento dos niveis de lipideos na corrente sanguinea e 0
desenvolvimento da ansiedade, no entanto, mais estudos sdo necessarios para

compreender-se melhor esta relagéo.
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