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RESUMO

CARVALHO, C. V. F. Efeito do consumo de nata caprina nos niveis de
peroxidacao lipidica cerebral e parametros comportamentais em ratos idosos.
2018. 46 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Nutricdo) -
Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2018.

A populacado idosa € acometida por diversas patologias que sao naturais do
processo de envelhecimento, destacando-se ansiedade, comprometimento cognitivo
e depressdo. Para prevencado dessas alteragbes € essencial manter uma dieta
balanceada e saudavel. Neste sentido, o uso do leite de cabra vem aumentando por
apresentar beneficios reconhecidos a saude humana. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do consumo da nata caprina sobre parametros
comportamentais em ratos idosos. Foram utilizados 13 ratos wistar do sexo
masculino, com 18 meses de idade, sendo divididos em dois grupos: GC (grupo
controle) que recebeu agua destilada, com um total de n=6 e GNC (grupo nata
caprina) n=7, que foi suplementado com nata caprina durante 30 dias. Para avaliar o
efeito da suplementacdo sobre o comportamento de ansiedade dos animais, foram
realizados os testes do campo aberto, labirinto em cruz elevado, caixa claro-escuro
e extresse oxidativo através dos niveis de malonaldeido cerebral. Os resultados
foram expressos em média e erro padrdo da média, considerando o nivel de
significancia p<0,05. No teste do campo aberto, o grupo GNC apresentou maior
ambulacao em relacdo ao grupo GC (p<0,05), e comportamento de grooming e
rearing foram significativamente menores no grupo GNC, comparado ao GC (p <
0,05). Em relacdo ao teste de labirinto em cruz elevado, GNC apresentou maior
namero de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos e na area central,
além de maior numero de mergulhos de cabeca quando comparados ao grupo
controle (p < 0,05). O tempo de permanéncia nos bragos fechados foi menor no
GNC em relacdo ao GC (p < 0,05). Ja o teste caixa claro escuro ndao apresentou
diferenca significativa entre os grupos (p > 0.0,5). O nivel de peroxidacgao lipidica foi
menor no GNC, comparado ao GC. Portanto, tais resultados demonstram que o
consumo da nata caprina promoveu um efeito ansiolitico e reducédo da peroxidacao
lipidica cerebral, indicando potencial efeito no controle do estresse oxidativo inerente
ao envelhecimento, prevenindo o comportamento de ansiedade em ratos idosos.

Palavras-chave: Lipidios. Ansioliticos. Cérebro. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

CARVALHO, C. V. F. Effect of caprine cream consumption on the levels of
cerebral lipid peroxidation and behavioral parameters in elderly rats.. 2018. 46
f. Course Completion Work (Graduation in Nutrition) - Federal University of Campina
Grande, Cuité, 2018.

The elderly population is affected by several pathologies that are natural to
the aging process, especially anxiety, cognitive impairment and depression. To
prevent these changes it is essential to maintain a balanced and healthy diet. In this
sense, the use of goat's milk has been increasing because it presents recognized
benefits to human health. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect
of goat cream consumption on behavioral parameters in elderly rats. Thirteen male
wistar rats, aged 18 months, were divided into two groups: CG (control group)
receiving distilled water, with a total of n = 6 and CNG (caprine cream group) n = 7,
which was supplemented with goat cream for 30 days. To evaluate the effect of
supplementation on the anxiety behavior of the animals, the tests of open field, high
cross labyrinth, light-dark box and oxidative stress were performed through the levels
of cerebral malonaldehyde. The results were expressed as mean and standard error
of the mean, considering the level of significance p <0.05. In the open field test, the
GNC group presented greater ambulation than the CG group (p <0.05), and
grooming and rearing behavior were significantly lower in the GNC group, compared
to the CG group (p <0.05). In relation to the high cross maze test, CNG presented
higher number of entries and length of stay in the open arms and in the central area,
besides a larger number of head dips when compared to the control group (p <0.05).
The time of stay in the closed arms was lower in the GNC in relation to the CG (p
<0.05). The dark light box test did not present a significant difference between the
groups (p> 0.0.5). The level of lipid peroxidation was lower in GNC compared to GC.
Therefore, these results demonstrate that the consumption of goat cream promoted
an anxiolytic effect and reduction of cerebral lipid peroxidation, indicating potential
effect on the control of the oxidative stress inherent to aging, preventing the behavior
of anxiety in elderly rats.

Key words: Lipids. Anxiolytics. Brain. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A populacao idosa tem crescido mundialmente ao decorrer dos anos de
forma exacerbada. Pessoas com idade acima de 65 anos representam mais de 7 %
da populagao total diversos paises. (HE; GOODKIND; KOWAL, 2016).

Essa populacdo é acometida por patologias comuns do processo de
envelhecimento, estimando-se que 20% das pessoas idosas tenham algum tipo de
problema de saude mental, destacando-se a ansiedade, comprometimento cognitivo
e depressdao como principais categorias de alteracdo mental (JIANG, 2018).
Creighton, Davison e Kissane (2018), confirmam a alta taxa de ansiedade entre essa
populacdo. Apesar disso, 0 comportamento de ansiedade parece continuar
amplamente subnotificado e subtratado com terapias psicolégicas.

Os transtornos relativos a0 medo e ansiedade sdo situacbes bastante
comuns, sendo definidas por atitudes hesitantes e de medo, relacionadas a
estimulos ou condicoes especiais. Pessoas extremamente ansiosas expressam
alteracbes no comportamento e déficits cognitivos. A caracteristica de uma
ansiedade elevada atua como um fator de risco para vulnerabilidade ao estresse
bem como desenvolver patologias psicolégicas como a depressao (RIUS, 2018;
WEGER; SANDI, 2018).

A escolha de uma alimentagdo saudavel auxilia a prevenir o surgimento
prematuro de doencas cronicas, bem como auxiliar na reducdo de estresse
(ROMAS; SHARMA, 2017; GADAIS et. al., 2018).

Neste sentido, o uso do leite de cabra na dieta vem aumentando devido a
sua composigéo, dispondo de beneficios reconhecidos a saude humana. O leite de
cabra possui menor alergenicidade, maior digestibilidade de proteinas e gorduras, e
maior quantidade de componentes bioativos, dentre outros fatores que levam a
imagem de um produto saudavel e funcional. A nata € um produto rico em gordura
obtido através da separacao fisica do leite cru, cuja composicédo apresenta elevado
teor de acidos graxos saturados de cadeia curta e média (LI et. al., 2017; SERVIN
et. al., 2018; YURCHENKO et. al., 2018).

Segundo Soares et. al. (2013), os lipidios da dieta também influenciam na
suscetibilidade a depressdo e ansiedade, destacando que a gordura do leite é a
fonte de lipidios complexos, que estao presentes em produtos bioativos derivados do

leite e podem exercer efeitos a longo prazo no desenvolvimento e fungéo neural.
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Alguns estudos ja demonstraram o efeito da nata caprina sobre parametro
de ansiedade no consumo por ratas gestantes, causando efeito ansiolitico na prole,
como com o consumo por ratos adultos sedentarios, também promovendo efeito
ansiolitico (BARBOSA et. al., 2018; SOARES et. al.,, 2013). Entretanto, ndo ha
estudos sobre os efeitos da nata caprina em idosos.

Considerando que a gordura de leite de cabra possui uma composicao rica
em acidos graxos de cadeia curta e média, com efeitos importantes na prevencgao de
sintomas de ansiedade, a utilizacdo desta fonte alimentar em populagéo idosa pode

ser uma alternativa viavel para melhorar a saide mental destes individuos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo da nata caprina sobre comportamento de
ansiedade e peroxidacgao lipidica em ratos idosos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Avaliar parametros de ansiedade e atividade exploratéria de ratos idosos;

v Avaliar os aspectos comportamentais de ratos idosos;

v Analisar efeitos antioxidantes na peroxidacéo lipidica através dos niveis de
malonaldeido cerebral.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 POPULACAO IDOSA

Os avancos da medicina e a ampliagcdo da expectativa de vida colaboraram
para um volume crescente da populacdo idosa mundialmente, representando
enorme questao de saude publica e socioecondmica. A faixa etaria dos idosos é
tipicamente definida entre idade =2 65 anos, embora também seja determinada de
forma variavel como > 60 anos ou > 70 anos. (PRASAD; ANMOL; MENON, 2017).

Entre 2012 e 2016 a populagédo idosa brasileira (com 60 anos ou mais de
idade) cresceu 16,0%, chegando a 29,6 milhdes de pessoas (IBGE, 2018).
Estimatima-se que, em 2050, a porcentagem desse grupo chegue em torno de 17%
de toda populacdo mundial (HE; GOODKIND; KOWAL, 2016).

A populagdo mundial segue envelhecendo ligeiramente de mesmo modo que
as taxas de fertilidade cairam na maior parte das regides do mundo em que as
pessoas tendem a viver mais. Quando a populacdo mundial atingiu 7 bilhdo em
2012, 562 milhdes (ou 8,0%) tinham 65 anos ou mais. Em 2015, 3 anos mais tarde,
a populacao idosa subiu a 55 milhdes e a dimensao dessa populacao chegou a
8,5% da populacdo mundial. Com o exacerbado crescimento de populag¢des idosas
na Asia e na América Latina, nos préximos 10 anos, havera uma estimativa de 236
milndes de pessoas com idade acima de 65 anos. Em seguida, de 2025 a 2050,
essa populacao é cogitada a chegar quase ao dobro com nimero aproximado de 1,6
bilhdo mundialmente, enquanto a populacao total crescerda somente 34% no mesmo
periodo (HE; GOODKIND; KOWAL, 2016).

Ainda que o envelhecimento da populacdo esteja associado a uma maior
expectativa de vida e necessita de uma ampla melhoria nos padrdes de vida das
pessoas bem como nos servigos de saude. A saude mental da populagédo mais velha
é, diversas vezes, ignorada. Os disturbios mentais nessa populacdo podem levar a
diminuicdo de suas atividades sociais e fisicas, causar dificuldade de convivéncia
social e auto-sofrimento e, assim, diminuir sua qualidade de vida (GUO et. al., 2016).

A salde mental é um elemento importante na salde das pessoas. A forma
que o mundo esta incidindo por um acelerado envelhecimento populacional, é

imprescindivel oferecer mais cuidado a saude mental dos idosos (LI et. al., 2016).
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Com o crescimento da expectativa de vida e a reducgdo das taxas
de fertilidade, a ocorréncia do "ninho vazio" tornou-se uma tendéncia de crescimento
acelerado entre os idosos, nos ultimos 10 anos, sendo um assunto social importante,
gue nao pode ser desconsiderado no processo de envelhecimento (ZHANG et. al.,
2017). Idosos do ninho vazio sdo pessoas que estdo sem a presenca de filhos ou
cujos filhos estdo afastados dos cuidados de seus pais. De tal modo, esses idosos
vivem sozinhos ou apenas com seu conjuge (GUO et. al., 2016).

ldosos que vivem em ambientes como este, principalmente, do sexo
masculino, acima de 70 anos de idade, com pouca educacao e aposentados estao
mais susceptiveis ao sintoma de ansiedade e depressao (ZHAI et. al., 2015).

Os idosos que vivem nestes ambientes, como um grupo caracteristico, ndo
sé sentem a reestruturacdo dessa fase da vida, mas também sofrem as mudancas
do ciclo familiar. Esta alteracdo vem da falta de seu emprego, bem como da
presenga de criancas e adultos, da auséncia de apoio emocional e da
disponibilidade de meios sociais. A sindrome idosa do ninho vazio € cada vez mais
corriqueira e esta associada a decepcéo, a soliddo, ansiedade e a depresséo,
ligados ao envelhecimento. Assim, os problemas de saude mental sdo amplos para
os idosos que vivem nestes ambientes (SU et. al., 2018).

Além do mais, os idosos sdo comumente ligados a problemas de saude e
reducéo irreversivel da aptiddao funcional. Os disturbios da saude mental podem
elevar tanto a morbidade quanto a mortalidade em idosos que estdo doentes,
levando a custos e uso de cuidados de saude mais elevados, bem como a uma
condi¢ao da funcionalidade mais fragil. Deste modo, atualmente, a populagdo mais
velha é de importancia social, e sua saude mental, bem como fatores associados,
sdo merecedores de estudos futuros (GUO et. al., 2016).

O procedimento do envelhecimento acarreta alteracbes bioldgicas,
psicolégicas e sociais, podendo levar a alteracdes fisioldgicas ou patolégicas. Uma
dessas alteragdes é na cognicdo. Assim, a mudanca na capacidade cognitiva pode
resultar em lentificacdo na memoria, o que é normal, mas que pode influenciar na
qualidade de vida do idoso de varias formas, podendo levar a perda da autoestima,
isolamento social, autoabandono, entre outros (SANTOS et. al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fertility
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fertility
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3.2 LEITE CAPRINO

A producéo de leite de cabra ocupa o terceiro lugar a nivel mundial, perdendo
apenas para o leite bovino e de bufalo. Nutricionalmente, é similar ao bovino, por
apresentar niveis similares de micronutrientes como calcio, potassio, fosforo e
muitos outros nutrientes que conferem beneficios para a saude (KALYANKAR,;
KHEDKAR; PATIL, 2016).

O leite caprino possui maior biodisponibilidade de ferro e competéncia
tampao, além de apresentar maior valor terapéutico de suas proteinas, peptideos
bioativos e oligossacarideos, quando comparado ao leite de vaca (MEDEIROS et al.,
2018).

E um alimento de elevado valor nutricional, pois é rico em diversos elementos
fisiologicamente funcionais, compreendendo flavonoides e carotendides com
caracteristicas antioxidantes. Além de possuir alta atividade antioxidante que resiste
a estabilidade oxidativa e resguarda altamente os consumidores da exposi¢cdo ao
estresse oxidativo (MIGLANI et. al., 2016).

A composicdo de acidos graxos e triglicerideos no leite de ruminantes
depende, entre outros fatores, das espécies. Determinados acidos graxos na
gordura do leite de ruminantes ndo estdo presentes na gordura do leite de outros
mamiferos terrestres ou marinhos (VIEITEZ et. al., 2016).

Os lipidios contidos no leite caprino apresentam estruturas e tamanhos
diferenciados, com maior teor de acidos graxos de cadeia média quando
comparados ao leite bovino, além disso, é rico em vitaminas e minerais com maior
teor de caélcio, cobre, manganés e zinco que o leite de ovelha, possui niveis de
selénio similares ao leite humano e maiores que o de vaca (LIMA et. al., 2016).

Comparado com a gordura do leite bovino, a gordura do leite caprino tem
maior digestibilidade. Isso esta relacionado ao tamanho meédio do glébulo de leite e
maior teor de acidos graxos de cadeia curta e média. (YURCHENKO et. al., 2018).

Alguns tipos de acidos graxos na gordura do leite de ruminantes ndo sao
identificados na gordura do leite de outros mamiferos. Por exemplo, o contetdo de
acidos graxos de cadeia curta e média, bem como acidos graxos poli-insaturados e
isdbmeros trans diferem enormemente (VIEITEZ et. al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/nutritional-rating-systems
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3.3 ANSIEDADE

A ansiedade expde uma mistura de repostas a condi¢des psicoldgicas ou
mentais. E fundamentada no medo, através da avaliagdo cognitiva e constatacdo de
um estimulo ameacador. Pode-se também estar ansioso mesmo sem identificar
precisamente a ameaca que provoca 0 medo. Geralmente, é seguida de
sentimentos como preocupagdo, nervosismo, antecipagado, desconforto, aliados a
respostas que se preparam para combater a ameacga (BYSTRITSKY; KRONEMYER,
2014).

Os transtornos de ansiedade estéo ligados a irregularidades no conhecimento
do medo e ameaga. Experiéncias no inicio da vida sao atuantes no desenvolvimento
de um comportamento de ansiedade na vida adulta (UGOLINI et. al., 2018).
Traumas na infancia sao fatores relevantes para resultados prejudiciais da saude
mental, incluindo ansiedade e depressao (HUH et. al., 2017).

Tanto a ansiedade como os transtornos relacionados, estdo ligados a
diversos transtornos mentais, sendo o medo o maior sintoma que leva a depressao.
Estima-se que 33,7% da populagdo sao atingidas por disturbios de ansiedade
durante a vida. Na maioria das vezes, a ansiedade surge como um sentimento
humano normal, originado durante o estresse ou desconforto. Porém, quando
desordenada, pode levar a um medo extenuante. Assim, as pessoas se tornam
mentalmente incapacitadas, demonstrando uma variedade de sintomas, abrangendo
inquietacao, preocupacao, irritabilidade, problemas no sono e tensdao (FEDOTOVA
et. al., 2017).

3.4 LIPIDIO E O CEREBRO

As chamadas goticulas lipidicas, sdo organelas citoplasmaticas que contém
lipidios neutros, as quais armazenam lipidios neutros, sendo relevantes para o
metabolismo energético. Sua atividade no armazenamento de energia esta
solidamente definida e crescentemente bem caracterizada. Contudo, destaques
recentes sugerem que as goticulas lipidicas também exercem papéis relevantes e
distintos no manejo celular de proteinas e lipidios que podem nao estar diretamente
ligados a homeostase energética. As funcbes de manipulacdo de goticulas
compreendem o estoque de precursores hidrofébicos de vitamina e sinalizagéo e


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipid-droplet
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manipulacdo do reticulo endoplasmatico do estresse oxidativo (WELTE; GOULD,
2017).

As mitocondrias sdo compostas por duas membranas: membrana externa e
interna. Ao tempo que a membrana externa é especialmente enriquecida em
fosfolipidios, a membrana interna possui um elevado conteudo incomum de
proteina. A estruturacao fosfolipidica apropriada das membranas € fundamental para
0s papeis mitocondriais. Os fosfolipidios atingem a atividade, a biogénese e a
equilibrio de complexos proteicos. De tal modo, os fosfolipidios ndo apenas
desenvolvem o nucleo hidrofébico das membranas biolégicas que abrangem as
mitocondrias, mas também instituem um espaco especifico para gerar funcdes de
diversos mecanismos de proteina (MARTENSSON; DOAN; BECKER, 2017)

Individuos que exibem alteracbes mitocondriais, comumente, exibem
sintomas de ansiedade (ANGLIN ET AL., 2012; MORAVA E KOZICZ, 2013), indo de
acordo com evidéncias recentes que indicam a presenca de disfuncao mitocondrial
em sujeitos com niveis elevados de ansiedade (HOVATTA et. al., 2010; TYRKA et.
al., 2016; WANG et. al., 2017).

O estresse aciona o cérebro e provoca modificacbes em sua estrutura e
fungcéo (plasticidade neuronal). Isso ocorre através de um custo metabdlico que é
abastecido especialmente pela energia gerada pelas mitocéndrias. Sujeitos com o
papel da mitocéndria ideal podem responder a demandas energéticas de
plasticidade neuronal, desenvolvidas por estresse, oferecendo risco aparentemente
baixo para doencas associadas ao estresse. Em contrapartida, individuos com
funcdo mitocondrial baixa, o colapso coligado ao estresse dos materiais energéticos
do cérebro poderia afetar a plasticidade neuronal, que no decorrer do tempo, poderia
tornar um sujeito vulneravel para outras doencas (MORAVA; KOZICZ, 2013)

Os ftriglicerideos de cadeia média sao convertidos em cetonas e acidos
graxos de cadeia média livre, 0s quais, no cérebro, sdo fontes de energia fortemente
eficazes para as mitocéndrias e, possivelmente, menos prejudiciais do que o
metabolismo da glicose para os neurdnios. Com isso, surge a ligacdo recentemente
estabelecida entre disfuncdo mitocondrial, ansiedade e depressdo. Estes
triglicerideos podem influenciar principalmente a funcao cerebral e sdo amplamente
utilizados para melhorar os sintomas neurocomportamentais e fungao cognitiva em
estudos clinicos (HOLLIS et. al.,2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002839081830296X#bib2
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https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/ketones
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/fatty-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/fatty-acids
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/mitochondrion
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3.5 TESTES DE AVALIAGCAO DO COMPORTAMENTO DE ANSIEDADE

Um modelo de ansiedade € um aparelho experimental ou padrao para simular
determinados aspectos dos transtornos de ansiedade, no qual, os efeitos das
substancias ansioliticas sdo analisados. Os aspectos comportamentais dos animais,
como a locomogéao, o auto-cuidado, a defecacao e a mic¢ao, tém sido utilizados ha
muito tempo para descobrir efeitos sobre a ansiedade (GILHOTRA; GOEL;
GILHOTRA, 2015).

As avaliacbes das reagbes comportamentais de roedores e predadores
colaboraram bastante para o entendimento de psicopatologias humanas pautadas a
defesa, como ansiedade e panico (BULOS; POBBE; ZANGROSSI, 2015).

Modelos animais sao vastamente empregados na pesquisa basica e, nos
altimos vinte anos, o rato surgiu como um exemplo de preferéncia na pesquisa
genética (KULESSKAYA; VOIKAR, 2014).

Os testes incondicionais mais conhecidos compreendem o campo aberto, o
labirinto elevado e a caixa clara escura. Esses procedimentos sdo fundamentados
em aferir o comportamento de cuidado de aproximacado (KULESSKAYA; VOIKAR,
2014).

Diversos exemplares experimentais foram estabelecidos para avaliar a
ansiedade no roedor. Particularmente, o labirinto em cruz elevado foi empregado e
autenticado como um instrumento para analisar a ansiedade em roedores, bem
como para definir o efeito de varios compostos ansioliticos. Estudos a respeito de
compostos ansioliticos, na maioria das vezes, envolvem a exposi¢gdo do animal a
uma circunstancia que n&o tenha sido conhecida anteriormente, ou apds
determinado tempo. Grande parte deles, envolve p6r um animal em um novo local,
como labirinto, campo aberto ou outra camara de teste (GILHOTRA; GOEL;
GILHOTRA 2015).

O teste de campo aberto (CA) prové um modelo conhecido de comportamento
animal andlogo a ansiedade e possibilita a analise de efeitos relacionados a
substancias em distintos aspectos do comportamento animal. A primeira exibicdo ao
teste pode ser usada para averiguar as consequéncias de varias substancias nos
niveis de ansiedade, como também sobre os efeitos ndo especificos de substancias
na atividade locomotora (ZIMCIKOVA et. al.,, 2017). O teste em campo aberto é


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/open-field-animal-test
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/placebo
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/locomotor-activity
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frequentemente empregado para analisar a atividade de locomogéo e determinados
aspectos comportamentais (DONATTI et. al., 2017).

E sabido que o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) é acionado devido ao
estresse psicoldgico, como aquele ocasionado através da exposicdo a testes em
campo aberto ou labirinto elevado (DONATTI et. al., 2017).

A caixa claro-escuro e o campo aberto sao testes convencionais para analisar
o0 comportamento similar a ansiedade em ratos de laboratério, com base na agitacao
de cuidado de aproximagao (KULESSKAYA; VOIKAR, 2014).

3.6 ESTRESSE OXIDATIVO, MALONALDEIDO CEREBRAL E ANSIEDADE

O cérebro necessita de uma alta demanda de oxigénio, e sua abundancia de
substratos altamente capazes de promover peroxidacao, como os lipideos (RADAK
et. al.,, 2013), torna-o um tecido vulneravel aos efeitos das espécies reativas
propiciando a peroxidagéo lipidica, provocando alteragdes das funcdes celulares e
danos teciduais (KROLOW et. al., 2014).

O mecanismo pelo qual os radicais livres (RL) promovem a peroxidacao
lipidica consiste na retirada de um atomo de hidrogénio do grupo metileno do &cido
graxo insaturado, formando, consequentemente, radicais livres, como o radical
peroxila e, em seguida, sdo formados varios produtos de oxidacao secundaria,
sendo alguns desses produtos usados como biomarcadores de estagios finais da
peroxidacéo lipidica, como € o caso do malonaldeido (MDA) (MOON et. al., 2009). O
MDA é capaz de causar danos a diversos processos fisiologicos através de sua
habilidade de reagir com moléculas (PELLEGRINI et. al., 2000). Neste sentido, a
elevagcdo dos niveis de MDA € indicativa do aumento do estresse oxidativo no
cérebro (KROLOW et. al., 2014).

Alguns estudos verificaram que o comportamento de ansiedade e depressao
em ratos estdo associados a alteragcées nos parametros de estresse oxidativo, além
de niveis elevados de peroxidagao lipidica (BROCARDO et. al. 2012). Além disso,
constatou-se também que, ratos expostos a diferentes protocolos de inducdo de
estresse oxidativo, aumentaram os niveis dos marcadores MDA apresentando

aumento do comportamento de ansiedade (SALIM et. al. 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Trata-se de uma pesquisa de cunho experimental, na qual foram utilizados 13
ratos machos da linhagem Wistar, com idade média de 18 meses, provenientes do
Biotério de criagdo da Universidade Federal de Pernambuco e mantidas no
Laboratério de Nutricdo Experimental (LANEX) da Universidade Federal de Campina
Grande - Campus Cuité - Paraiba, em ambiente com temperatura controlada de 22 +
1°C, sob ciclo claro/escuro 12/12 horas (inicio do ciclo claro as 06h00), umidade *
65%, tendo livre acesso a agua e racao.

Para o experimento, foram formados dois grupos: grupo controle (GC),
contendo 6 animais e grupo nata caprina (GNC), com 7 animais.

Apés os 30 dias de tratamento, foram realizados os testes comportamentais.
Ao final dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados para remocao
do cortéx cerebral, seguindo as recomendagdes éticas do National Institute of Health

(Bethesda, USA), relacionados aos cuidados com 0s animais.

Figura 1 — Delineamento Experimental
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4.2 DIETA

Os animais receberam racao padrao LABINA (Presence) e agua “ad libitum”.
A agua dos animais estava disponivel em garrafas de polietiieno com bicos de inox.
A suplementacdo foi fornecida no horario entre 10:00 e 12:00 da manha,
diariamente, sendo administrada através de gavagem, durante 30 dias. A dose
ofertada foi calculada de acordo com o peso do animal, sendo 2.000 mg/Kg/dia. A
nata foi fornecida pelo Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento em Laticinio
(PDLAT), da UFPB, campus Bananeiras —PB, sendo armazenada sob condi¢des de
refrigeracdo para ndo haver oxidagéo dos acidos graxos. Todos os dias, no horario
da gavagem, retirou-se a quantidade necessdria de nata, a qual foi aquecida em
banho-maria, sob temperatura controlada. Em seguida, foi ministrada através de
gavagem no grupo GNC. Os ratos do grupo controle, também receberam gavagem
contendo apenas agua destilada na mesma proporcao de quantidade da nata (2.000
ml/kg de peso), de forma que fossem submetidos as mesmas condigcdes do grupo

experimental.
4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados apds o final do periodo de
tratamento, tendo inicio no 31% dia do experimento. Essas analises duraram trés
dias. No primeiro dia realizou-se o teste do campo aberto, no segundo dia, o labirinto
em cruz elevado e, no terceiro dia, a caixa claro-escuro. No dia do experimento,
todos os animais foram manipulados apenas no momento de cada teste para néo
haver uma mudanca de ambiente ou alteracdo de comportamento. As sessdes
foram filmadas com uma camera de video alojada em uma base posicionada acima
dos aparatos. Em seguida, os videos foram avaliados e a categoria comportamental
identificada e registrada manualmente.

4.3.1 Teste do Campo Aberto

Para avaliagdo do teste do Campo Aberto (CA) utilizou-se uma arena
quadrada elaborada em madeira, pintada de preto, medindo 63 cm de comprimento
e 60 cm de largura. O piso da arena é dividido em nove quadrados (9 cm de
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didametro, cada). Acima do aparato, localiza-se uma lampada incandescente de 40
watts, posta no teto, sendo situada no centro do aparelho (Figura 2).

Os parametros comportamentais a serem analisados no campo aberto variam
entre os estudos, podendo incluir ambulagdo, defecacdo, micgdo, repouso,
autolimpeza (grooming), levantadas (rearing), tempo na area central, tempo
despendido para sair da area central, tentativas de fuga, etc. Uma baixa
deambulagéo indica uma resposta semelhante ao medo nos animais expostos a
novidade, sendo um dos parédmetros mais utilizados para avaliacdo de ansiedade
(RAMOS; MORMEDE, 1997). A locomocgao é observada através da exploracéao
forcada, ja que o animal ndo pode escapar da area de teste (HARRO, 2017).

Os animais foram colocados no centro do aparato, onde permaneceram
durante 10 minutos para livre exploragdo. Os parametros avaliados foram: numero
de cruzamentos dos campos pelo animal, levando em consideracao a locomogao
das quatro patas para o interior de cada campo; Numero de vezes em que o animal
se levanta ou fica suspenso somente pelas patas posteriores (rearing); Tempo do
comportamento de auto limpeza (grooming) (MONTGOMERY, 1955; RACHETTI et.
al., 2012).

Ao final de cada teste, o campo foi higienizado com élcool a 70% e papel
absorvente. As sessodes foram filmadas com uma camara de video instalada no teto

para analises futuras.

Figura 2 — Aparelho de Campo Aberto.

Fonte: Laboratério de Nutrigao Experimental, LANEX/UFCG (2018).
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4.3.2 Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é elaborado em madeira, sendo formado
por dois bragos fechados que sao cercados por parede sem cobertura,
apresentando 50 cm de comprimento por 10 cm de largura e 30 cm de altura, os
quais estao postos perpendicularmente a outros dois bragos desprovidos de paredes
denominados bragos abertos, que apresentam o0 mesmo cumprimento e mesma
largura. Cada brago € situado a 90° adjacentes e cruzam-se numa area central,
onde o animal é posicionado. O labirinto € amparado sobre suportes, sendo elevado
em relagao ao solo (Figura 3).

O teste no LCE foi executado no dia seguinte ao teste do campo aberto,
sendo realizada a analise dos parametros de frequéncia de entradas nos bragos
abertos, tempo gasto em cada tipo de braco, tempo despendido na area central do
aparelho e niumero de mergulhos de cabeca.

A preferéncia pelos bragos abertos ou fechados € considerada um indicador
confiavel de ansiedade, no qual, quanto maior o nivel de ansiedade, menor é a
preferencia pelos bragos abertos bem como o tempo de permanéncia nos mesmos,
e vice-versa (PELLOW et. al., 1985; RODGERS et. al., 1997).

A cada animal testado, o labirinto foi higienizado com alcool etilico 70%,
respeitando um intervalo para que o liquido seque completamente.

As sessbes foram filmadas com uma camara de video instalada no teto para

analises futuras.

Figura 3 - Aparelho de Labirinto em Cruz Elevada.

Bale A
Fonte: Laboratério de Nutricao Experimental, LANEX/UFCG (2018).
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4.3.3Teste da Caixa Claro-Escuro

O aparato é constituido de madeira (45 X 27 X 27cm) e é separado em dois
compartimentos. O compartimento pequeno (18 X 27 cm) pintado de preto, enquanto
que o maior (27 X 27 cm) conservado em cor branca. Na divisoria do aparato possui
uma abertura que permite a passagem do animal de um lado para o outro (Figura 4).

Segundo Crawley (1981), o aparelho da caixa claro escuro € um bom
avaliador de comportamento de ansiedade em animais. Quando os animais sao
expostos para livre exploragdo do aparato, uma maior busca pela area escura da
caixa indica ansiedade em ratos, do mesmo modo que a busca da area clara indica
um efeito ansiolitico da substancia testada no experimento.

Para realizagdo do teste, adotou-se o mesmo procedimento realizado por
Costall et. al. (1989), no qual, os animais foram depositados no centro do
compartimento claro, com a face voltada para a abertura, sendo mantidos por 5 min
para livre exploracdo. Apds 5 min de teste, os animais foram retirados e o aparato
limpo com solugdo de alcool etilico 70%. As sessbes foram filmadas com uma
camara de video instalada no teto para analises futuras.

Os comportamentos analisados foram o tempo de permanéncia em segundos
nos compartimentos claro e escuro, sendo contabilizado apenas quando o animal

estivesse com as quatro patas no local.

Figura 4 - Aparelho da Caixa Claro- Escuro.

Fonte: Laboratério de Nutricdo Experimental, LANEX/UFCG (2018).
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4.4 MARCADOR DO ESTRESSE OXIDATIVO

4.4.1 Niveis de Malonaldeido (MDA)

Ao final dos testes comportamentais, os animais foram submetidos a
anestesia geral dissociativa com cloridrato de Ketamina + cloridrato de Xilasina (1
mL/kg de peso). A eutanasia foi realizada através da sec¢do das artérias carétidas e
veias jugulares sob anestesia geral e, portanto, inconsciente. Entdo, a decapitacéo
foi realizada para obter tiras do cértex cerebral, que foram pesadas e armazenadas
a -80 °C para posterior analise.

A metodologia adotada para determinacao do conteudo de MDA foi a descrita
Esterbauer e Cheeseman (1990). Apds fragmentacao do cérebro, uma tira de cada
tecido foi separada para esta analise, colocada em microtubo de 2,0 mL e levada ao
congelamento a uma temperatura de -80 °C. Para a determinacdo do MDA, as
amostras de tecidos foram descongeladas e, posteriormente pesadas. Mediante o
peso, foi calculada a quantidade de tampé&o Tris HCI para cada amostra, utilizando-
se a proporcao de 1:5 (p/v). O tecido foi picado com uma tesoura por,
aproximadamente, 15 segundos em meio resfriado. O material fragmentado foi
triturado e homogeneizado a frio, sob acao de um triturador (Ultra Stirrer modelo:
Ultra 80), e a ele adicionado o tampdo Tris HCI. O homogenato obtido foi
centrifugado a 4950 rpm, por 10 minutos a 4 °C e 300 yL do sobrenadante foi
transferido para um eppendorf, sendo adicionados 750 pL do reativo cromogénico e
225 L de acido cloridrico (HCI — 37%). Em seguida, o material foi colocado em
banho-maria com agitacdo a 45° C, durante 40 minutos, e posteriormente, foi
centrifugado a 4950 rpm durante 5 minutos a 4 °C. 300 pL do sobrenadante foi
transferido para microplaca de 96 pocos, em duplicata, e levado para leitor de
microplacas (Polaris) a um comprimento de onda de 586 nm. O contetdo de MDA foi
calculado através de interpolacio em curva padrdo com o 1,1,3,3 -
tetraetoxipropano, o qual é hidrolisado durante o passo de incubagdo com HCI a 45
°C, gerando o MDA. Os resultados foram expressos em nmol/g tecido.

4.5 ANALISE ESTATISTICA
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Para a andlise estatistica dos resultados, foram levados em consideracao os
valores de média e erro padrédo da média, sendo utilizado o teste T-student, levando
em consideracgao o nivel de significancia para rejeicao da hipétese nula de p<0,05. O
programa estatistico usado foi o GraphPad Prism, versao 7.0.

4.6 ASPECTOS ETICOS

O projeto experimental foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Campina Grande (CEP-UFCG), seguindo as
recomendagdes éticas do National Institute of Health Bethesda (Bethesda, USA) que
guiam o protocolo experimental, no que diz respeito aos cuidados com animais,
considerando o bem-estar dos animais no laboratério, reduzindo o sofrimento e o

estresse dos animais experimentais no decurso dos testes realizados.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

No grafico 1, estdo apresentados os resultados do teste do campo aberto. Os
resultados obtidos para andlises do parametro de ambulacdo (1A) indicam que o
grupo GNC (123,7 £ 4,9) apresentou maior nimero em relagdo ao grupo controle
(109,2 £ 3,4;) (p < 0.05). Em relagcdo ao comportamento de rearing (1B) e Grooming
(1C), respectivamente, (53,5 + 0,6; 1,122 + 0,04) o GNC foi significativamente menor
comparado ao GC (58,17 + 0,8; 1,284 = 0,05) (p < 0,05). Embora o rearing tenha
apresentado um valor menor no grupo GNC que o grupo GC, indicando um efeito
isolado de ansiogénese, os demais parametros indicam que a suplementacao com a

nata de leite de cabra induziu um efeito ansiolitico.
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Grafico 1 — Teste comportamental utilizando Campo Aberto. Ambulagéo (A); Rearing (B); Grooming
(C). Dados expressos em Média £ EPM, (n=6 / n=7). * significa diferenca significativa entre os grupos
(p < 0,05). Analise teste T-student, GraphPad Prism, versao 7.0.
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5.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

No grafico 2, estdo apresentados os parametros avaliados no teste do
Labirinto Cruz Elevado (LCE). Os valores dos respectivos parametros: numero de
entrada nos bragos abertos - NEBA (2A), tempo de permanéncia nos bragos abertos
— TPBA (2B), do tempo de permanéncia na area central — TPAC (2D) e do numero
do mergulho de cabega (2E) foram significativamente maiores no GNC,
respectivamente, (10,8 + 1,6; 43,3 £ 6,7; 23,6 £ 2,2; 13,8 £ 0,8), em relagcédo ao GC
(2,0 £ 0,8; 13,8 £ 4,8; 13,8 + 3,7; 7,4 £ 0,7) (p<0,05). Quando os valores destes
parametros estdo mais elevados, indicam reducao do comportamento de ansiedade.
J& o tempo de permanéncia nos bracos fechados — TPBF (2C), verificou-se que o
grupo GNC (208,2 = 11,1) apresentou menores valores em relacdao ao GC (262 +

11,9) (p < 0,05), indicando também efeito ansiolitico da nata caprina.
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Grafico 2 — Teste comportamental utilizando Labirinto em Cruz Elevado. Nimero de entrada nos
bracos abertos — NEBA (A); Tempo de permanéncia nos bracos abertos - TPBA (B); Tempo de
permanéncia brago fechado - TPBF (C); Permanéncia na area central (D) e Nimero de mergulhos de
cabeca (E). Dados expressos em Média + EPM, (n=6 / n=7). * significa diferenca significativa entre os
grupos (p < 0,05). Analise teste T-student, GraphPad Prism, versao 7.0

5.3 TESTE CAIXA CLARO-ESCURO

Os resultados obtidos a partir do teste da caixa claro e escuro (Grafico 3)
demonstram que ndo houve diferenca em relacdo ao tempo de permanéncia na

caixa escura entre 0s grupos em estudo.
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Grafico 3 — Teste comportamental utilizando Caixa Claro Escuro. Tempo de permanéncia caixa clara
(A) e Tempo de permanéncia na caixa escura (B) . Dados expressos em Média + EPM, (n=6 / n=7). *
significa diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Analise teste T-student, GraphPad Prism,
versao 7.0
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5.4 NIVEIS DE MALONALDEIDO CEREBRAL

Os niveis de malonaldeido no cérebro dos animais foram significativamente
menores no grupo GNC (664 * 14,3), comparado ao GC (770,1 £ 18,3 ) (p < 0,05),
indicando que a gordura de leite de cabra protegeu o tecido cerebral de peroxidacao
lipidica.
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Grafico 4 — Niveis de malonaldeido do cérebro de ratos idosos. Dados expressos em Média + EPM,
(n=6 / n=7). * significa diferenga significativa entre os grupos (p < 0,05). Andlise teste T-student,
GraphPad Prism, versdo 7.0
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6 DISCUSSAO

Os transtornos de ansiedade sdo bastante comuns durante a vida adulta e na
velhice, levando a uma diminuicdo na qualidade de vida do individuo (HARRO,
2017). A ansiedade representa um dos mais importantes problemas de saude
mental que acomete os idosos, sendo mais comuns que a depressao em adultos
(RAMOS; STANLEY, 2018).

Estudos recentes tem se dedicado a investigar os efeitos da gordura dietética,
que desempenha um papel importante nas fungdes cerebrais, podendo influenciar
0s sinais comportamentais de ansiedade (MIZUNOYA et. al., 2013). O presente
estudo avaliou os efeitos da gordura proveniente do leite caprino sobre parametros
comportamentais em ratos idosos. Foram realizados os testes do Campo Aberto,
Labirinto em Cruz Elevado e Caixa Claro Escuro, que sdo modelos tradicionais de
ansiedade empregados para examinar as caracteristicas comportamentais de
roedores.

Segundo Pellow et. al. (1985), os parametros de ambulacdo e Rearing no
teste do campo aberto (CA), estdo ligados ao comportamento de ansiedade no
animal, em que, um aumento destes parametros indica efeito ansiolitico. No
presente estudo, houve aumento da ambulacao e reducao do Grooming e rearing no
grupo tratado com nata caprina. Embora o rearing tenha apresentado um resultado
isolado de ansiogénese, os demais parametros indicam efeito ansiolitico da nata
caprina. Os resultados do presente estudo no pardmetro de ambulacédo diferem do
estudo de Barbosa et. al., (2018), que ao avaliar a suplementagcdo de nata caprina
em ratos adultos sedentarios sobre o mesmo parametro ndao obteve diferencas
significativas, porém, o resultado do grooming estd em acordo ao apresentarem
menores valores em ambos estudos nos grupos suplementados com a nata quando
comparados com grupo controle.

Assim como no teste de CA, os resultados dos parametros avaliados no LCE
demonstraram efeito ansiolitico da nata no presente estudo. O LCE provoca reacdes
relacionadas ao medo e ansiedade do animal. O embate entre a curiosidade de
descobrir novos ambientes e o0 medo dos bragos abertos possibilita a definicdo do
estado de ansiedade do animal. O numero de entradas e o tempo gasto nos bracos
abertos em comparacéo com o tempo gasto nos bragos fechados proporcionam uma
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estimativa do comportamento semelhante a ansiedade dos ratos (PELLOW et. al.,
1985).

Os resultados obtidos no presente estudo para o teste do Labirinto em Cruz
Elevado, corroboram o estudo de Soares et. al. (2013) que constatou efeito
ansiolitico da gordura de leite caprino na progénie de ratas wistar suplementadas no
periodo de gestacdo e lactacdo. No estudo em questdo, as respostas do LCE do
grupo gestacdo suplementada com a gordura caprina apresentaram um aumento
significativo para o tempo despendido nos bragcos abertos, além de um maior
numero de mergulho de cabeca quando comparados ao grupo controle, indicando
um efeito ansiolitico do produto. Os dados ainda vao de acordo com o estudo de
Barbosa et. al. (2018), que ao comparar os efeitos da gordura de leite de cabra
sobre os parametros comportamentais em ratos sedentarios, verificou maior tempo
de permanéncia nos bracos abertos e na area central no grupo suplementado com a
gordura de leite caprino quando comparado ao grupo controle e grupo suplementado
com gordura de leite caprino adicionada de CLA.

Sendo assim, além de diminuir o comportamento de ansiedade em progénie
jovens (SOARES et. al.,, 2013), e adultos (BARBOSA et. al., 2018), nossos
resultados demonstram que a gordura de leite de cabra também apresenta potencial
efeito ansiolitico em ratos idosos. Tais resultados podem ser atribuidos a qualidade
nutricional desta gordura. A nata caprina é fonte de acidos graxos de cadeia curta e
média (19,55%), e essa composi¢cao pode justificar o presente efeito na reducao do
comportamento de ansiedade neste grupo (BARBOSA et. al., 2018).

Pesquisa realizada por Wang e Mitchell (2016) verificou que ratos idosos
tratados com triglicerideos de cadeia média (TCM), apresentaram melhoria na
cognicao utilizando o teste de reconhecimento de objetos. Esses autores justificam
que os corpos cetdnicos produzidos a partir do consumo de acidos graxos saturados
de cadeia média, podem ser utilizados como substratos energéticos no cérebro, o
que diminui a oxidacao da glicose pelas mitocéndrias, reduzindo assim a formacéo
de espécies reativas de oxigénio no tecido cerebral e comportamento de ansiedade.
Estes dados vao de acordo ao estudo de Hollis et. al. (2018), que ao investigar a
eficacia de uma dieta rica em TCM para melhorar comportamentos relacionados a
ansiedade e a depressao em ratos, constatou que os animais alimentados com TCM

exibiram comportamentos reduzidos de ansiedade, além de demonstrar que a
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suplementacdao de TCM forneceu melhora no transporte e controle de substratos
energéticos no cérebro.

Durante o processo de envelhecimento, ocorre 0 aumento da producao dos
radicais livres (RL), que podem causar graves danos aos 6rgaos, especialmente no
cérebro via peroxidacdo lipidica. Este processo esta relacionado com o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, como Parkinson e a Doenca de
Alzheimer. Dentre os marcadores da peroxidagao lipidica, tem-se o malonaldeido
(MDA), que € um produto secundario da reagcdo de oxidacao, e pode ser utilizado
como um indicador de lesdo na membrana celular (GANDHI; ABRAMOV, 2012;
REYNOLDS et. al., 2007; ROH; CHO; SO, 2017)

O aumento dos niveis de MDA ¢ indicativo da elevagao do estresse oxidativo
no ceérebro, relacionando-se com o surgimento de doengas neurodegenerativas e
aumento do comportamento de ansiedade e depressdao (KROLOW et. al., 2014;
STEENKAMP et. al., 2017). Em nosso estudo, verificamos que o tratamento com a
gordura de leite de cabra promoveu reducdo dos niveis de MDA no cérebro, em
relagdo ao grupo controle, indicando assim, potencial efeito no controle da
peroxidacao lipidica cerebral. Os dados corroboram o estudo de Barbosa et. al.
(2018), no qual o grupo suplementado com nata caprina apresentou niveis de MDA
inferiores ao grupo controle. Este efeito foi explicado pela presengca e maior
proporcédo de acidos graxos de cadeia curta e média (19,55%) na gordura caprina,
que funcionaria como substrato energético mais rapido e com menor capacidade de
geracgao de radicais oxidantes.

O cérebro requer um suprimento de energia constante para manter suas
principais funcgdes. Apesar da glicose continuar sendo o principal substrato
energético, o cérebro é capaz de se adaptar a diferentes condicbes metabdlicas,
usando outros substratos circulantes. Os TCMs no cérebro sdo fontes de energia
altamente eficazes para as mitocdndrias e menos prejudiciais do que o metabolismo
da glicose para os neurénios (ROMANO et. al., 2017; HOLLIS et. al., 2018).

O cérebro é mais susceptivel ao dano oxidativo quando comparado a outros
orgaos ou sistemas (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004), principalmente porque
contém elevados niveis de lipidios de membrana, &cidos aminados de
excitotoxidade, baixos niveis de defesas antioxidantes e neurotransmissores
autoxidaveis (TEIXEIRA et. al., 2008). As membranas neuronais do cérebro sao

constituitdas por diversas espécies lipidicas, e a composicéo lipidica da membrana
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cerebral muda em resposta a dieta. Esses lipidios formadores de membrana no
cérebro podem desenvolver consequéncias ligadas diretamente ao humor e
comportamento emocional, tendo um papel crucial nos transtornos de ansiedade e
depressdo (MULLER et. al., 2015). Neste sentido, fontes alimentares que promovam
reducao das reacdes de formacao de radicais livres ou de peroxidacao lipidica sao
importantes para saude deste 6rgao, bem como pode prevenir o comportamento de
ansiedade como observado no presente estudo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se observar que a
suplementacdo com nata caprina em ratos idosos foi capaz de influenciar no
comportamento relacionado a ansiedade, indicando um efeito ansiolitico do produto
utilizado. Esse efeito pode estar associado a composigéo lipidica da nata caprina
que apresenta um elevado teor de acidos graxos de cadeia curta e média atuando
na reducdo da peroxidacdo lipidica, protegendo assim o cérebro de danos

oxidativos.
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