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Resumo

A menopausa induz uma série de alteracdes pela baixa estrogénica, levando a
irritabilidade, depressdo, dificuldades de memdria e cognicéo, entre outros. Ao dmega-3 tém
sido atribuidos diversos beneficios, podendo citar melhora da depressdo e efeitos
antioxidantes. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o dmega-3, como um recurso
alternativo para melhorar os sintomas da menopausa como a depressdo e ansiedade,
dificuldades de memoria e cognicdo em ratas ovariectomizadas (OVX) através de testes
comportamentais e medidas de glutamato. Para 0 modelo experimental foram usadas fémeas
Wistar, pesando 200/300g, divididas em 4 grupos sendo: controle sham-operated dgua (SO-A
n=6), sham-operated dmega (SO-O n=5), controle OVX &agua (OVX-A n=6) e OVX dmega
(OVX-0 n=5). As ratas receberam 20 dias de tratamento via gavagem, antes e depois da
cirurgia. Nos testes de nado forcado, labirinto em cruz elevada e campo aberto, para avaliar
ansiedade e depressdo, os animais OVX-A demonstraram comportamento mais ansioso e
depressivo, enquanto o 6mega-3 modulou positivamente esses comportamentos. Na dosagem
de glutamato, sugere-se que o mesmo melhora meméria e cognicdo no grupo SO-O, e ndo no
OVX-0. Em conclusdo, o 6mega-3 demonstrou efeito antidepressivo e ansiolitico na
menopausa, bem como parece melhorar memaria e cognicdo em animais ndo menopausados.
Sugere-se novas pesquisas para verificar os efeitos da suplementacdo com dmega-3 em todas
as fases da vida.
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INTRODUCAO

Na mulher, os anos reprodutivos normais caracterizam-se por modificacdes ciclicas
mensais na secrecdo de horménios femininos e por alteracfes fisicas nos 6rgaos sexuais. As
alteracdes ciclicas sdo chamadas de ciclo menstrual que por volta dos 40 a 55 anos de idade,
passam por um periodo de transi¢do apresentando irregularidades, até 0 momento do término
da ovulacgdo e, com isso, a reducao da producdo dos hormdnios sexuais femininos até quase
zero, caracterizando-se a menopausa (GUYTON; HALL, 2011).

E considerada menopausa a interrupgio da menstruagdo por mais de 12 meses, que é
decorrente da perda da atividade folicular ovariana ou a remocao cirurgica dos ovarios, sendo
espontanea ou iatrogénica, respectivamente, e as alteracbes por ela provocadas,
principalmente a diminuicdo na producdo de estrogénio, levam a significativas implicacdes
fisiologicas (BLAKE, 2006; DAVIS et al., 2015; SPRITZER; WENDER, 2007).

O estrogénio ¢ um hormonio esteroide, sendo o principal responsavel pelas
caracteristicas fisicas e sexuais femininas, influenciando no funcionamento de todo o corpo,
sendo principalmente sintetizado a partir do colesterol pelo ovario e nos tecidos periféricos.
Na menopausa, essa sintese fica restrita aos tecidos periféricos e dependente de acéo
enzimatica (SAFOURY et al., 2010).

A atividade antioxidante do estrogénio possui efeito benéfico e protetor para varios
Orgdos, além de colaborar para um sistema arterial mais saudavel (AL-AZZAWI,;
PALACIOS, 2009; KAWAZAKI; CHAUDRY, 2012).
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A baixa estrogénica traz uma serie de sintomas fisiologicos como sintomas
vasomotores, como o0s fogachos e suor frio a noite, disturbios do sono, reducdo da
lubrificacdo vaginal, dor durante as relacGes sexuais, alteracdo na manutencdao da homeostase
do colageno da pele, dos 0ssos e dos ligamentos de suporte do aparelho reprodutor feminino,
aumento e urgéncia da frequéncia urinaria. Pode levar ainda, a quadros de irritabilidade,
depressdo, dificuldade de concentracdo e diminuicdo da memdria (AL-AZZAWI,
PALACIOS, 2009; SUSSMAN et al., 2015).

Todos os sintomas da menopausa podem ser inibidos ou controlados a partir da
reposicdo hormonal, que pode ser natural, com fitoestrogénios encontrados em plantas e
alimentos, ou sintética, com farmacos com caracteristicas semelhantes ao estrogénio
desenvolvidos em laboratério (FERNANDES et al., 2008).

Muitas vezes a reposicdo hormonal com base sintética apresentam efeitos colaterais e
contraindicacdes, como historico familiar de cancer de mama, tromboembolismo e
insuficiéncia renal e hepatica grave, onde a busca por alternativas que tratem ou amenizem 0s
sintomas da menopausa é cada vez maior (MARTIN et al., 2010; SANCHES et al., 2010).

A isoflavona é abundantemente encontrada na soja, rica em acidos graxos e poli-
insaturados como o &cido linolénico (6mega-3) e acido linolénico (6mega-6). As isoflavonas
sdo fitoestrogenos ndo hormonais, com estrutura semelhante a dos horménios estrogénicos
humanos, que apresentam atividade antioxidante e moduladora seletiva de receptores de
estrogénio, sem efeitos colaterais (SANCHES et al., 2010).

Omega-3 é formado por acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa e constitui-se
de &cido eicosapentaendico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA) e &cido alfa-linolénico.
Tanto o EPA, quanto o DHA sdo encontrados em peixes gordos, ja o acido alfa-linolénico
esta presente em 0Oleos vegetais. Ao dmega-3 tém sido atribuidos potenciais efeitos contra o
cancer, beneficios na funcdo cognitiva, depressao, processos imunes e inflamatérios e também
no sistema cardiovascular, demonstrando beneficios em dislipidemia e funcdo cardiaca
(BELLO etal., 2013).

Estudo recente de LOSURDO e colaboradores (2014), demonstrou que a
suplementacdo com 0mega-3 apds a menopausa induzida é capaz de reverter a disfuncao
endotelial e o estresse oxidativo.

Em estudo que avaliou a atividade do dmega-3 como antidepressivo em modelos
experimentais de depressdo, comparado ao tratamento padrdo com antidepressivo fluoxetina,
observou-se atividade antidepressiva quando usado sozinho e apresentou um efeito
antidepressivo significativamente maior quando associado a fluoxetina, comparado ao uso
isolado de fluoxetina (LAKHWANI et al., 2007).

Logo, este trabalho teve por objetivo realizar as medidas de glutamato no liquor dos
animais e comparar o nivel de neurotransmissor com o comportamento depressivo e ansioso
dos animais menopausados, bem como verificar o efeito do dmega-3 em modelo de depressédo
e ansiedade nas ratas menopausadas e nao castradas (nado forcado e labirinto em cruz
elevada) e avaliar os efeitos do composto sobre a locomogéo espontanea das ratas em campo
aberto.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas ratas fémeas Wistar (200/300 gramas) que nao tenham tido gestacéo,
provenientes do biotério da Central de Laboratérios da Universidade Luterana do Brasil
(ULBRA/Canoas), mantidos conforme orientacdo, com aprovacdo pela CEUA/ULBRA,
protocolo: 2015.31.

Os animais foram anestesiados (cetamina 95 mg/kg e xilasina 8 mg/kg) via
intraperitoneal, e divididos em dois grupos, ambos passando por intervencao cirdrgica, em um
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grupo realizou-se a retirada bilateral ovariana (OVX) e o outro grupo (SO, SHAM-
OPERATED), foi realizada somente a manipulacdo do ovério, sem sua remogdo, passando
apenas pelo estresse cirargico (BAKER et al., 1979; MORGAN-MARTINS, 2003;
MORGAN-MARTINS et al., 2011). Apds este procedimento os animais receberam dipirona
180 mg/Kg de peso, administrada via gavagem, duas vezes ao dia, durante trés dias, conforme
REZENDE et al. (2008).

Os animais foram subdivididos em 4 grupos: controle SHAM-OPERATED é&gua (SO-
A), grupo SHAM-OPERATED OMEGA-3 (500mg/kg) (SO-O), grupo controle
ovariectomizado agua (OVX-A) e grupo ovariectomizado OMEGA-3 (500mg/kg) (OVX-0),
e receberam tratamento via oral por 20 dias antes da cirurgia e por mais 20 dias apés a
cirurgia.

Foram realizados testes comportamentais como nado forcado, labirinto em cruz
elevado e campo aberto no 40° e para analises dos niveis de glutamato, os animais foram
anestesiados, retirando-se amostras de liquor. Para testes posteriores, foram retiradas amostras
de sangue da veia cava inferior, realizando-se morte por exsanguinacéo, e coleta de amostras
do figado e cérebro para analises de lipoperoxidagdo e das enzimas antioxidantes.

RESULTADOS

No teste de nado forcado, o grupo OVX-A apresentou tempo de imobilidade
significativamente maior em relacdo aos grupos SO-A, SO-O e OVX-0, o0 que sugere um
comportamento depressivo das ratas menopausadas, 0 que concorda com o estudo de Walf e
Frye (2007) que demonstrou que a ovariectomia aumentou o tempo de flutuacdo em ratos
jovens e adultos, comparados ao controle.

Figura 1: Andlise comportamental no teste do nado forgado, sobre o tempo de imobilidade em segundos. **p<0,01
comparado ao OVX-A. ***p<0,001 comparados ao OVX-A. Estatistica ANOVA de uma via seguida de teste Student-
Newmann-Keuls. n=5-6.
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No teste de labirinto em cruz elevado, o grupo OVX-A permaneceu um tempo
significativamente menor no braco aberto, comparado ao grupo SO-A, sugerindo um
comportamento mais ansioso do grupo menopausado. No quesito nimero de entradas no
braco aberto, tanto o grupo SO-A, quanto o grupo OVX-A, tiveram um numero de entradas
significativamente menor que os grupos SO-O e OV X-0. Considerando que a maior atividade
nos bracos abertos estd relacionada a um comportamento menos ansioso, € que menor
atividade nos bracos abertos esta relacionada a um comportamento mais ansioso, pode-se
supor que a menopausa desenvolve comportamento ansiogénico, bem como o Omega-3
demonstra efeito ansiolitico, tanto nas ratas menopausadas, quanto nas ratas normais,
concordando com estudo de Perveen et al. (2013), onde afirmam que o consumo de dmega-3,
além de reduzir os sintomas depressivos, pode ser Util também no tratamento de transtornos
de ansiedade.
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Figura 2: tempo de permanéncia nos bragos aberto em segundos; (3) nimero de entradas nos bragos abertos; ## p<0,01
comparado ao SO-A + p< 0,05 comparados ao OVX-O, *p< 0,05 comparados ao SO-O. Estatistica ANOVA de uma via
seguida de teste Student-Newmann-Keuls. n= 5-6.
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No teste comportamental de campo aberto, no pardmetro de locomogdo motora
horizontal (crossing), o grupo OVX-A se locomoveu significativamente menos comparado
aos grupos OVX-O, SO-A e SO-O, sugerindo comportamento mais ansioso por parte do
grupo ovariectomizado. Nesse mesmo critério, o grupo SO-A também se locomoveu
significativamente menos comparado ao OVX-O. Assim, pode-se supor que, ainda que no
periodo de menopausa, 0 6mega-3 pode contribuir no comportamento ansioso, demonstrando

atividade ansiolitica, mesmo quando comparado ao grupo ndo menopausado.  Ja no
parametro de locomogdo motora vertical (rearing), ndo houve diferencas estatisticas entre os
grupos.

Figura 3: Numero de locomogdes horizontais e (5) nimero de locomog¢des verticais. *p<0,05 comparados ao OVX-A.
***p<0,001 comparado ao OVX-A. #p<0,05 comparado ao SO-A. Estatistica ANOVA de uma via seguida de teste Student-
Newmann-Keuls. n=5-6.

4 5

80

@
o

.
(=]
Rearing (s)

Crossing(s)

N
o

)
&

Ao X
& fa"o 04"'

Na dosagem de glutamato, o grupo SO-O apresentou quantidade significativamente
maior desse neurotransmissor quando comparado aos grupos OVX-A, OVX-O e SO-A. Esse
resultado sugere que o 6mega-3 foi capaz de aumentar a quantidade do neurotransmissor
glutamato, apenas no grupo falso-operado.

Figura 4: Anélise estatistica da dosagem de glutamato. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 comparados ao grupo SO-O.
Estatistica ANOVA de uma via seguida de teste Student-Newmann-Keuls. n=5-6.
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CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que a suplementacdo de Omega-3 pré e poés
menopausa demonstra efeito antidepressivo e ansiolitico.

Também, que o glutamato pode ser o responsavel pela melhora de memoria e cognicao
atribuida ao 6mega-3, mas ndo na menopausa. E ainda, o glutamato pode ndo estar
diretamente envolvido na modulagéo da depressao.
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Assim, mais estudos com outros delineamentos experimentais sdo importantes para
discutir diferencas entre doses, periodos de suplementacédo e efeitos positivos e adversos da
utilizacdo de 6mega-3, ndo s6 na menopausa, mas também em outras fases da vida.
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