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RESUMO

O periodo reprodutivo feminino € um fator para o aparecimento de
deficiéncia de ferro devido a menstruacao. Existe uma alta relacéo entre a falta
de nutrientes e a infertilidade sem causas conhecidas. No entanto, essa
relacdo ndo é tdo bem definida e explicada. A deficiéncia de ferro afeta
milhares de pessoas pelo mundo tornando-se um problema de saude publica,
associada a morbidade e mortalidade, aumentando os riscos em mulheres
gravidas. Assim, o objetivo do presente estudo foi observar a influéncia da dieta
de restricdo de ferro no ciclo estral, e analisar de acordo com a dieta, a
atividade locomotora das mées durante a prenhez e as caracteristicas das
proles. As ratas receberam dietas com diferentes concentracfes de ferro
durante a prenhez (padrdo, restricdo e suplementacdo), sendo 0 grupo
restricdo ja alimentado com a dieta anteriormente a prenhez. Para a prenhez
foram introduzidos ratos machos para o acasalamento. Os resultados
demonstraram que as ratas que receberam uma dieta de suplementacdo de
ferro durante a prenhez apresentaram um perfil com maior tempo em freezing
(imobilizacdo) e menor locomocdo em relagdo aos outros grupos. Ja as que
receberam uma dieta de restricdo de ferro apresentaram um maior tempo de
grooming. A prole das ratas que receberam dieta restricdo apresentaram baixo
peso, até o desmame, em relacéo a prole dos outros grupos. Em concluséo, foi
demonstrado que a dieta influenciou negativamente o ciclo estral e que a
suplementacdo de ferro alterou a atividade locomotora das ratas prenhas.
Também foi demonstrada uma alteragdo no peso e numero de prole em
decorréncia da alteracao de ferro nas dietas.

Palavras chaves: Dietas de ferro, Atividade locomotora, Sindrome das pernas

inquietas, ciclo estral, modelo animal.
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ABSTRACT

The reproductive time is a factor for the appearance of iron deficiency
due to menstruation cycle. There is a class alliance between the lack of
nutrients and infertility without known causes. However, this relation is not
precise and well explained. The iron deficiency affects thousands of people, and
is a public health issue, related to morbidity and mortality, increasing the risks in
pregnant women. Therefore, the objective of this paper is to observe the
influence of an iron restricted diet during the estrous cycle, and to analyze,
according to the different diets, the locomotion activities of the rats during
gestation and the characteristics of the offspring. The rats received diets with
different amounts of iron (regular, restricted and supplementary) during
gestation, and the group with the restricted diet begun the diet before gestation.
In order to create gestation, male rats were introduced for mating. The results
present that rats that received supplementary iron diet during gestation have a
profile with more time of freezing behavior and less time of locomotion in
relation to other groups. The ones that received iron restricted diet present a
bigger time of grooming behavior. The offspring of rats that received iron
restricted diet presented with lower weight gain until they were weaned,
compared to other groups. In conclusion, it was shown that the iron restricted
diet has a negative influence in the estrous cycle and that the supplementary
iron diet changed the locomotion activity of pregnant rats. It was also shown
different number of descendants and in their weight according to the amount of
iron in the mother’s diet.

Keywords: Iron diet, Locomotion activity, Restless legs syndrome, Estrous

cycle, Animal model.
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1- INTRODUCAO

O ferro € um micromineral essencial em todas as espécies por ter
participacdo em seus processos metabdlicos, como transporte de oxigénio e
regulacdo do crescimento celular (ANDREWS, 1999). Este micromineral é
essencial para o corpo humano, porém seu excesso pode resultar em

toxicidade e sua deficiéncia provoca anemia. (Zhang e Enns, 2008).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude relatam a anemia um
problema de saude publica, sendo a gestacional de intensidade moderada,
com prevaléncia de 39,1%. Ja em mulheres com idade reprodutiva, porém nao
gravidas, a prevaléncia é de 30,1% e em criancas pequenas € de 44,1%
(WHO, 2015).

Os niveis de ferro, durante o periodo reprodutivo, podem afetar a
fertilidade e a fecundidade das mulheres (MILLER, 2014; CHAVARRO et al.,
2006). Estudos mostram que o ferro esta envolvido na secrecdo hormonal, na
proliferacdo de células (KOLESAROVA et al., 2011) e desempenha um papel
na maturacdo do 6vulo (CHAVARRO et al., 2006). Apesar da necessidade de
mais estudos sobre o assunto, estudos suportam a ideia que a transferrina
(transportadora do ferro) pode ser um fator de regulagédo da funcdo ovariana
(DURLEJ et al., 2008).

A caréncia de ferro pode acarretar em diversos efeitos na salude da
populacdo. Esta caréncia pode afetar negativamente o desenvolvimento motor
e cognitivo e causar fadiga, baixa produtividade e alteragbes na
termorregulagdo e no metabolismo lipidico (STOLTZFUS, 2003; BRIGHAM,
1996), além de apresentar influéncia no padrao de sono. Quando acometida no
periodo gestacional ela traz consequéncias como o aumento do risco de
mortalidade materna e perinatal (em aproximadamente 20% dos casos) (WHO,
2009), doengas infecciosas, baixo peso no nascimento do bebé e anemia
durante o primeiro ano de vida (KOZUKI, 2012; ROCHA et al, 2005), bem como
alteracdes no padréo e duracao do sono (DEAN et al., 2006).

Atualmente, alguns autores veem estudando em modelos animais de

disturbios do movimento relacionados ao sono a influéncia do padrédo de ferro
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no comportamento e suas consequéncias no padrdo de sono e locomocao
(ESTEVES, 2012). No entanto, ainda existe uma lacuna na literatura a respeito
da influéncia do ferro tanto no periodo pré-gestacional (fertilidade), quanto
durante e ap0s a gestacédo, avaliando os aspectos comportamentais tanto das

maes quanto dos filhos.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo principal observar
a influencia da dieta de restricAo de ferro no ciclo estral, bem como as
alteracbes causadas no comportamento locomotor durante a prenhez. Como
objetivos especificos, serdo avaliadas as diferencas das proles de mae com
diferentes dietas (padréo, restricdo e suplementac¢do) nos quesitos quantidade

e peso apos o parto até o desmame.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Ferro

Os oligoelementos, ou microminerais, sao elementos quimicos
essenciais para 0s seres vivos por possuirem funcdes importantes na
regulacdo do crescimento e do desenvolvimento das espécies, na producao
enzimatica e no funcionamento dos sistemas imune e reprodutivo (ZLOTKIN,
1995).

O ferro € um micromineral essencial em todas as espécies por ter
participacdo em seus processos metabdlicos, como transporte de oxigénio e

regulacao do crescimento celular (ANDREWS, 1999).

A maior parte do ferro encontrado no corpo € proveniente da
alimentagao. O ferro advindo do alimento pode ser encontrado da forma heme
ou nao heme. O ferro heme é encontrado principalmente em carnes vermelhas,
peixes e aves, e 0 ndo heme em frutas, graos e produtos lacteos (QUEIROZ,
2000).

O ferro heme é diferenciado da forma ndo heme devido a presenca de
um atomo de ferro no centro da molécula. No sangue, esse atomo se liga a
cadeia de polipeptideos encontrada na globina da hemoglobina. A hemoglobina
€ sintetizada nas células vermelhas do sangue e desempenha um papel
fundamental, junto ao ferro, de transporte e armazenamento de oxigénio na

corrente sanguinea (AISEN, 1994).

A influéncia do ferro na fertilidade

O ferro é essencial para o corpo humano, porém seu excesso pode

resultar em toxicidade e sua deficiéncia provoca anemia. (Zhang e Enns, 2008).

A Organizagcdo Mundial de Saude define anemia como uma condi¢do em
gue a taxa de hemoglobina no sangue esta abaixo do valor considerado normal

(Tabelal). O motivo principal para tal ocorréncia é a falta de um ou mais
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nutrientes essenciais no sangue, como exemplo: Ferro, Zinco e proteinas, mas
pode ser relacionado a doencas com perdas de sangue e com reducao da
producdo de hemoglobinas no sangue (AISEN, 1994).

Tabela 1. Intensidades de anemia a partir da taxa de hemoglobina (g/dL)
(WHO, 2001).

Anemia Leve Moderada Intensa

Criancas de 6 meses a 5 anos <11.0 10-10.9 7.0-9.9 <7.0
Criancas de 5 a 11 anos <115 10-11.4 7.0-9.9 <7.0
Criancas de 12 a 14 anos <12.0 10-11.9 7.0-9.9 <7.0
Mulheres ndo gravidas (a

partir de 15 anos) <12 10-11.9 7.0-9.9 <7.0
Mulheres gravidas <11.0 10-10.9 7.0-9.9 <7.0
Homens (a partir de 15 anos) <13,0 12-12.9 9.0-11.9 <9.0

Anemia mensurada pelo valor da hemoglobina (g/dL)

A anemia por caréncia de Ferro, denominada Anemia Ferropriva, é a
mais comum, sendo estimados 50% dos casos, mas podendo variar de acordo
com as condicBes dos locais e dos paises (STEVENS, 2013). O ferro é um
nutriente essencial no corpo, e sua deficiéncia afeta cerca de 2 bilhdes de
pessoas pelo mundo (STOLTZFUS, 2003). Essa alta prevaléncia a torna um
problema de salde publica, associada a morbidade e mortalidade, aumentando
os riscos em mulheres gravidas, criancas pequenas e mulheres no periodo
fértil (WHO, 2002).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude relatam a anemia um
problema de saude publica, sendo a gestacional de intensidade moderada,
com prevaléncia de 39,1%. Ja& em mulheres com idade reprodutiva, porém néo
gravidas, a prevaléncia é de 30,1% e em criancas pequenas € de 44,1%
(WHO, 2015).

O periodo reprodutivo feminino € também um fator para o aparecimento
da anemia, pois, muitas vezes o ferro advindo da alimentacdo € muito baixo

para compensar a perda de sangue pela menstruacéo (JOHN, 2014).
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A infertilidade é uma doenca comum no mundo todo, acometendo 10%
das mulheres (ZILLER, 2013). Apesar dos avanc¢os da medicina, a infertilidade
sem causa explicada é responsavel por 10% dos casos (SPEROFF, 2005).
Nota-se que existe uma alta relacdo entre a falta de nutrientes e a infertilidade
sem causa determinada (GUO, 2001) e isso se da devido o papel importante

desses nutrientes no sistema reprodutor feminino (YANG, 2008).

Os niveis de ferro, durante o periodo reprodutivo, podem afetar a
fertilidade e a fecundidade das mulheres (MILLER, 2016; CHAVARRO, 2006).
Estudos mostram que o ferro estd envolvido na secrecdo hormonal, na
proliferacdo de células (KOLESAROVA et al., 2011) e desempenha um papel
na maturagdo do 6vulo (CHAVARRO et al., 2006). Apesar da necessidade de
mais estudos sobre o assunto, estudos suportam a ideia que a transferrina
(transportadora do ferro) pode ser um fator de regulacdo da funcédo ovariana
(DURLEJ et al., 2008)

A suplementacdo nutricional pode ser uma alternativa complementar
para a infertilidade (WESTPHAL, 2004), como descrito por Chavarro (2006) em
um estudo com 438 mulheres com infertilidade por desordem ovulatéria, onde
mostrou que a suplementacéo de ferro pode diminuir o risco de infertilidade.

O ferro durante a gestacao e suas implicacoes

A caréncia de ferro pode acarretar em diversos efeitos na salude da
populacdo. Esta caréncia pode afetar negativamente o desenvolvimento motor
e cognitivo e causar fadiga, baixa produtividade e alteragbes na
termorregulagdo e no metabolismo lipidico (STOLTZFUS, 2003; BRIGHAM,
1996; ECE 1999). Quando acometida no periodo gestacional ela traz
consequéncias como o aumento do risco de mortalidade materna e perinatal,
sendo 20% dos casos (WHO, 2009), e de doencas infecciosas, baixo peso no
nascimento do bebé e anemia durante o primeiro ano de vida (KOZUKI, 2012,
ROCHA et al, 2005).

O periodo gestacional € um dos momentos de mais vulnerabilidade na

caréncia de ferro devido a um aumento da necessidade de ferro no organismo
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da mée para o desenvolvimento do feto, placenta e corddo umbilical (ELERT et
al., 2013; GAMBLING et al., 2011), e devido a mudancas fisiolégicas normais
da gravidez (SCHOLL, 1994), aumentando ainda mais essa necessidade no
segundo e terceiro trimestre, devido ao rapido crescimento do bebé entre 6 e
18 meses (DALLMAN, 1992). O organismo da mulher prioriza o
desenvolvimento do feto, independentemente do estoque do nutriente em seu
organismo, podendo ocasionar uma queda em sua taxa de ferro (HALLBERG,
1992). Processos que limitam a disponibilidade de ferro para o feto incluem
anemia grave materna, hipertensdo materna que restringe o fluxo de nutrientes
para a placenta, tabagismo e parto prematuro (SIDDAPPA et al., 2007). Além
de um aumento do risco de baixo peso ao nascer e aumento da morbidade e
mortalidade, também h& sequelas em longo prazo como déficits cognitivos e
alteracdes de comportamento (LOZOFF et al.,, 2006). A anemia gestacional
gera consequéncias negativas na taxa de ferro do leite materno das mulheres,
podendo comprometer a criangca durante a amamentacdo com falta de
nutrientes (LYNCH, 2003).

Foi relatado em estudos que filhos de mde com anemia durante a
gestacado ja nascem com taxas comprometidas de ferro (LLEWELYN, 1965) e
em um estudo realizado por Tamura et al., (2002), recém-nascidos com 0
quartil mais baixo de ferritina sérica (<76 mcg/L) apresentaram mais problemas
de desempenho escolar do que as criancas com niveis de ferritina no quartil
meédio (TAMURA et al., 2002).

Durante a gestacao, as mulheres precisam consumir mais ferro para
garantir que as reservas de ferro ndo figuem abaixo do necessario. A
suplementacao de ferro durante a gravidez pode beneficiar o bebé&, mesmo que
a méae nao tenha caréncia de ferro (COGSWELL, 2003). Para isso, as
intervencdes sao feitas através de capsulas de ferro e por alimentos ricos em
ferro (IACG, 1977).

E indicado que o tratamento de suplementacdo de ferro em gestantes
comece o mais rapido possivel, sendo a recomendagéo atual entre 30mg e 60
mg uma vez ao dia (Dietary Reference Intake, 2006; MAHOMED, 2006). Em

gestacdes que a descoberta de deficiéncia de ferro € proxima ao parto ou com
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anemia de intensidade severa, o valor de ferro suplementado pode aumentar
em até 120 mg por dia (CDC, 1998). Para uma melhor saide materna e fetal, é
indicado um adicional de 0,4 mg de acido fdlico junto a suplementacao de ferro
em funcdo do aumento de perdas urinarias e da rapida divisdo celular no feto
(MAHOMED, 2006).

Estudos evidenciaram que a suplementacéo de ferro durante a gravidez
diminui as chances de nascimento prematuro, de baixo peso do bebé ao
nascer e de anemia até as 12 meses da crianca, além de aumentar os niveis
de ferritina e hemoglobina da mée, sem passar do valor adequado (MILMAN,
2006).

Altas doses de ferro, liberadas no estomago, sdo associadas a irritacdes
gastrointestinais como nauseas, vomitos e diarreia (OMS, 2013). Embora ainda
existam conflitos sobre esse assunto, estudos mostraram que 0 excesso de
ferro no metabolismo de gestantes pode ser danoso, aumentando o stress
oxidativo e a incidéncia de Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) (BO et al.,
2009; PALMA, 2008; CASANUEVA, 2003; WILSON, 2003).

Disturbios do sono durante a gestacdo

O sono é considerado um meio de repor energias despendidas durante o
periodo de vigilia, e € parte fundamental dos processos de manutencdo das
atividades e do desenvolvimento do corpo. O sono é um estado fisiol6gico
ciclico e complexo, caracterizado por possuir duas fases fundamentais, o sono
NREM (no rapid eye movement) e o sono REM (rapid eye movement). O sono
NREM (sem movimentos oculares rapidos) é composto por quatro estagios (I,
I, 11l e IV) sendo o | 0 mais leve e o IV o de sono mais profundo. O sono NREM
€ caracterizado por ocorrer relaxamento muscular, progressiva reducao de
movimentos corporais, auséncia de movimentos oculares rapidos e respiracado
e eletrocardiograma regulares. O sono REM é caracterizado pela presenca de
sonhos, atonia muscular, movimentos oculares rapidos e respiracdo e
eletrocardiograma irregulares. (FERNANDES, 2006).
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O sono é diretamente relacionado com a saude e consequentemente
com a qualidade de vida. A qualidade do sono depende de diversos fatores,
tais como uso de medicamento, ingestdo de bebidas alcodlicas, alteracbes
psicoldgicas e sociais, ambiente, pratica regular de atividades fisicas, disturbios
do sono e outros (GIUSTI, 2007). Dentre todos os disturbios do sono, os quais
sdo diversos, o0s mais frequentes sd&o: Insdnia, distarbios respiratdrios
relacionados ao sono, hipersonias de origem central ndo causada pelos
distarbios do ritmo, distarbios do ritmo circadiano do sono, parassonias e

disturbios do movimento relacionados ao sono.

A sindrome das pernas inquietas (SPI) € um distirbio do movimento
relacionado ao sono, caracterizada por desconforto principalmente dos
membros inferiores no periodo da tarde e noite. Os sintomas sdo sensacdes de
dor, queimacéo, coceira, tensdo e desconforto entre o joelho e o tornozelo
(GARCIA-BORREGUERO, 2010; GROTE, 2009; SPOLADOR, 2006). Dentre
as principais causas da SPI estdo a passagem hereditaria, disfuncao
dopaminérgica e a deficiéncia de ferro. Weinstock (2012) mostrou que 0s
distirbios do movimento possuem relacdo com a baixa taxa de ferro e com o
aumento da concentracdo de hepcidina, porém investigacdes mais
aprofundadas sdo necessarias (ONER, 2007; WEINSTOCK, 2012).

Durante a gravidez, € comum haver alteracbes no padréo e duracdo do
sono, associadas as mudancas fisicas que ocorrem na mulher gravida. O
tempo total de sono da gestante aumenta durante o primeiro trimestre da
gravidez, havendo diminuicdo das fases 3 e 4 do sono ndo REM a cada
trimestre. Durante o terceiro trimestre de gravidez, h4 a diminuicdo na
porcentagem do sono de ondas lentas e do sono REM, ocorrendo mais eventos
de vigilia ap6s o inicio do sono (DRIVER et al., 1992; HERTZ et al., 1992;
BRUNNER et al.,, 1994). Associado a isso, as mulheres relatam aumento da
frequéncia urinaria, despertares noturnos, sono agitado e dificuldade em
dormir, além de desconforto nas pernas e dores nas costas. Nesse periodo,
diversos disturbios do movimento podem ocorrer como ataxia, chorea, distonia,
tremor essencial, doenca de Parkinson, sindrome de Tourette, doenca de
Wilson, além da sindrome das pernas inquietas (SPI) (KRANICK et al., 2010),
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podendo afetar o desenvolvimento fetal, o trabalho de parto, a lactacdo e a

habilidade de cuidar do recém-nascido.

A prevaléncia da SPI em mulheres gravidas varia entre 11 e 30%. Essa
variabilidade se deve principalmente a localizacdo geogréfica de cada estudo e
a fase da gestacdo das mulheres analisadas (MANCONI et al.,, 2004a). A
prevaléncia da sindrome aumenta progressivamente no 3° ou 4° més de
gestacdo, havendo um pico durante o terceiro trimestre, especialmente no 8°
més, seguida de diminuicdo dos sintomas no 9° més e alivio ap6s o parto. A
intensidade e frequéncia dos sintomas também tém pico no terceiro trimestre,
tanto em mulheres ja afetadas anteriormente quanto em ndo afetadas
(MANCONI et al., 2004a). Em mulheres nao afetadas anteriormente, 0s
sintomas da SPI duram aproximadamente 3 a 5 meses. Mulheres que ja
tiveram varias gestacdes geralmente reclamam dos mesmos sintomas em
todas elas (GOODMAN et al., 1988). Em 2004, Manconi et al. realizaram uma
pesquisa em um grupo de 642 mulheres durante todo o periodo gestacional e
encontraram prevaléncia de 26% de SPI, incluindo mulheres que ja haviam
sido afetadas antes da gravidez, que correspondiam a aproximadamente 10%,
e as que nunca haviam sido afetadas antes da gravidez (MANCONI et al.,
2004b).

As causas da associacdo entre SPI e gravidez sdo desconhecidas. As
hip6teses mais debatidas séo: alteragcbes metabdlicas, com especial destaque
para ferro e deficiéncia de folato; influéncias hormonais relacionados com o
aumento de prolactina, progesterona e estrogénios durante a fase final da
gravidez; e as mudancas dos habitos motor e estado psicolégico das mulheres

gravidas.

O ferro é absolutamente necessario para o normal metabolismo
energético neuronal e glial, producdo de neurotransmissores e mielinizacao,
além da alteracdo na expresséo de genes criticos para a plasticidade neuronal
no hipocampo (LOZOFF et al.,, 2006; BRUNETTE et al.,, 2010). Essas
anormalidades na expressao génica e na morfologia neuronal podem persistir
até a idade adulta (BRUNETTE et al., 2010; TRAN et al., 2009).
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Estudos com animais indicam que uma cronica e grave deficiéncia de
ferro durante o desenvolvimento do SNC leva a redugdo dos receptores de
dopamina, o0 que se torna irreversivel, apesar da suplementacdo de ferro
durante o periodo pos-natal. Os efeitos de identificacdo, em funcdo da
dopamina, incluem a diminuicdo da densidade do receptor D2 no caudado-
putdmen (YOUDIM et al.,, 1983) e o aumento dos niveis de dopamina
extracelular (CHEN et al, 1995).

Estudos recentes tém avaliado a utilizagdo da hepcidina como um
biomarcador da regulacdo do metabolismo do ferro. A hepcidina tem-se
apresentado como o principal regulador da homeostase do ferro e um provavel
mediador da anemia, de doencas cronicas e inflamagdo. A hepcidina é um
horménio peptidico circulante composto por 25 aminoacidos, sintetizada no
figado e detectavel no sangue e na urina. A determinacdo das concentracdes
da hepcidina pode ser utilizada para diferentes diagndsticos de anemia, como a
anemia por deficiéncia de ferro, caracterizada por niveis reduzidos deste
horménio. Em principio, dosagens de hepcidina poderiam complementar os
indicadores mais utilizados de reservas corporais de ferro total, como o ferro e
a ferritina séricos (GANZ, 2006a; ROE et al., 2009), além de outros como
receptor de transferrina, saturacéo de transferrina e zinco protoporfirina (PAIVA
et al.,, 2000). A producdo de hepcidina é regulada homeostaticamente pela
anemia e hipoxia (GANZ, 2006a; THEODORSSON, 2006) além de ser
regulada por inflamacdo e estresse oxidativo (GANZ & NEMETH, 2006B;
TRINDER et al., 2008; DARSHAN & ANDERSON, 2009).

Neste contexto, foi demonstrado por Millard et al., (2004) que os niveis
maternos de hepcidina diminuem durante a gravidez, voltando ao normal logo

apos o parto.

Modelos animais

O rato € um mamifero muito utilizado para fins cientificos. A linhagem
Wistar (Rattus Norvegicus) € um dos mais utilizados devido ao seu porte

pequeno, baixo custo e principalmente, a sua similaridade genética com o0s
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humanos de 80% (RAT GENOME SEQUENCING PROJECT CONSORTIUM,
2004).

Uma caracteristica marcante nesta espécie € o comportamento de
dimorfismo sexual, tendo entdo diferencas entre o0 macho e a fémea e podendo
ter alteracdes conforme o estado fisiolégico dos animais (KUSTRITS, 2005). As
fémeas, assim como a mulher, possuem um ciclo reprodutivo que age em
conjunto com o0s hormonios sexuais. Seu sistema reprodutor consiste em:

vagina, Utero, tubos faldpios e ovarios (CHIASSON, 1994).

O ciclo reprodutor da rata, conhecido como ciclo estral, comeca a partir
do 35° a 45° dia de vida e se encerra com aproximadamente 12 meses de vida
(MEITES et al., 1980).

O ciclo estral é constituido por quatro fases, sendo elas proestro, estro,
metaestro e diestro, e a passagem por todas essas fases dura
aproximadamente cinco dias. O Estro tem duracé@o de 25-27horas, e € a fase
que ocorre a ovulacdo espontanea das fémeas, tornando-as receptivas aos
machos (LONG & EVANS, 1922). O proestro é a fase novos foliculos sdo
formados e o volume do Utero aumenta para uma possivel gravides no estro
seguinte e na fase diestro o Gtero tem um reduc¢éo no volume, se tornando fino
e anémico. (HOAR, 1975).

Cerca de 60% das ratas possuem o ciclo estral regular, porém nédo é
incomum ratas com o ciclo irregular, que é caracterizado por se manter durante
dias em apenas uma fase ou por ndo seguir a sequencia dos ciclos correta de
proestro, estro, metaestro e diestro (MARCONDES, 2002).

A fertilidade, a maturidade sexual e o ciclo estral de ratas Wistar podem
ser afetados pela falta de nutrientes (MAZETI & FURLAN, 2008).

A deficiéncia de ferro em ratas wistar pode ocasionar em baixo peso,
mudancas comportamentais, irregularidade no ciclo estral e concepcéo
reduzida (LI, 2013), porém, sdo necessarios mais estudos que relacionem a
deficiéncia de ferro e o ciclo estral de ratas para um maior e mais amplo

entendimento desse contexto.
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Modelos animais de disturbios do movimento relacionados ao sono

No modelo animal é possivel reproduzir diversas caracteristicas de
doencas humanas, mantendo a qualidade através da confiabilidade e validade
(VAN DER STAAY, 2006).

Atualmente alguns estudos veem sendo realizados para demonstrar um
modelo animal para SPI. Uma caracteristica marcante da SPI é o desejo de se
mover (ONDO, et al., 2007), e, devido ao nao retorno subjetivo dos animais,
esse sintoma se torna mais dificil de simular em um protocolo animal. No
entanto, diversos estudos foram feitos para simular sintomas semelhantes aos
da SPI, sendo maior parte através de modelos com lesdo, modelos genéticos,
modelos farmacoldgicos e com privacao nutricional (BAIER et al., 2007; ONDO
et al.,, 2000; YOUDIM, et al., 1981; CLEMENS, et al., 2004). Mariano et al.,
(2014) demonstrou que ratas gravidas possuem alteragdo comportamentais
parecidas com modelos utilizados para SPI, tornando entdo possivel a avalicdo

da SPI através do modelo animal.

As duas principais hipéteses fisiopatolégicas desse disturbio do
movimento relacionado ao sono (Sindrome das Pernas Inquietas-SPI)
envolvem o sistema dopaminérgico (seja por uma alteragdo no sistema
dopaminérgico ou por uma reducdo no metabolismo do ferro, um co-fator da
tirosina hidroxilase - enzima que participa da producdo da dopamina),
aumentando entdo o numeros de estudos voltados a lesdo do sistema

dopaminérgico.

Em um estudo realizado por Lopes (2012), os ratos que tiveram uma
lesdo induzida no nucleo dopaminegico A1l tiveram um aumento significativo
de despertares e de movimentos das pernas no periodo claro (noite dos ratos)

comparado ao grupo controle.

Alguns estudos mostraram a alteracdo no sono de ratas prenhes em
relacdo a néo prenhes devido a mudanca do metabolismo de ferro, que foi o
caso do estudo realizado por Mariano et al. (2014), onde foi verificado que
ratas prenhes apresentaram menos eventos de rearing, aumento no tempo de

duracdo de grooming e reducéo no tempo de imobilizacdo em relacdo ao grupo
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de ratas controle ndo prenhes em teste de campo aberto em diferentes

momentos da prenhez.
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3- JUSTIFICATIVA

Um grande namero de modelos tem sido utilizado para estudar o efeito
de nutricdo materna sobre o desenvolvimento fetal (MCARDLE et al., 2006).
Dessa forma, embasado no contexto de alteracGes que a deficiéncia de ferro
causa no periodo gestacional, verificar as consequéncias na prole se torna de
fundamental importancia. Estudos demonstram que a anemia durante a
gravidez resulta em um aumento do risco de mortalidade perinatal e morbidade
e é um fator importante no aumento do risco de doencas na vida adulta, além
de acarretar alteracbes cognitivas (LOZOFF et al.,, 2006), baixo peso e
hipertensdo (GAMBLING et al., 2003), além de efeitos no sistema
dopaminérgico (YOUDIM et al., 1983).

Assim, se torna importante observar o quanto a deficiéncia de ferro pode
impactar no ciclo estral e na fertilidade de ratas, e o que a dieta com diferentes
concentracédo de ferro (padrao, restricdo e suplementacdo) pode acarretar no
comportamento locomotor de ratas prenhez e no desenvolvimento de seus

filhotes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gambling%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14561840
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4- METODOLOGIA

Animais

Para a execugéo do projeto foram utilizadas 16 ratas Wistar com 21 dias
de idade, provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Todos
os procedimentos foram submetidos & aprovacdo pelo Comité de Etica da
UNICAMP (CEUA: 8876-1). Durante todo periodo do estudo, os animais foram
mantidos em salas aclimatizadas (entre 20°C e 22°C) com ciclo claro-escuro
constante (12/12h), com racdo e livre acesso a agua, acondicionados em
gaiolas individuais.

As ratas foram divididas em quatro grupos:

1- CTRL dieta padréo néo prenhe (CTRL) (n=4)

2- Prenhes com dieta padrédo de ferro (PDP) (n=4)

3- Prenhes com dieta de restricdo de ferro (PDR) (n=4)

4- Prenhes com dieta de suplementacé&o de ferro apenas na prenhez (PDS)
(n=4)

Desenho experimental

O experimento teve inicio ap6s o desmame das ratas, onde estas
receberam por 2 semanas dieta padrdo. Apds esse periodo as ratas do grupo
PDR passaram a receber a dieta de restricdo de ferro, visto que esta dieta foi
fornecida para esse grupo até o final da prenhez. Os outros grupos (CTRL,
PDP e PDS) receberam a dieta padrdo até o inicio da prenhez, onde o grupo
PDS passou a receber a dieta com suplementacéo de ferro durante os 21 dias
de prenhez e os grupos CTRL e PDP continuaram a receber a dieta padréo.
Aproximadamente aos 75 dias foi iniciado o esfregaco vaginal, para a
identificagdo das fases do ciclo estral. Todas as ratas foram submetidas a
testes de adaptacdo ao ambiente do campo aberto (Open-Field) que é utilizado
para avaliar o comportamento locomotor. Uma semana ap0s a adaptagéo, as
ratas foram submetidas novamente ao campo aberto, que constituiu a

avaliacdo Basal de 10 minutos, dividida em 2 periodos de 5 minutos. Apos a
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avaliacdo basal, todas as ratas do grupo prenhe foram submetidas a presenca
do macho para a inducédo da prenhez, e quando prenhes foram avaliadas no
campo aberto nos dias 3, 10 e 19 da prenhez juntamente com o0 grupo nao
prenhe CTRL. ApGs o nascimento das proles, todos os grupos receberam dieta
padrao até o desmame. Os filhotes foram contados e pesados no 1°, 7°, 14° e
21° dia de vida. Apds o término do experimento, as fémeas foram eutanasiadas
individualmente por aprofundamento anestésico seguido de decapitacdo
(ANDERSEN et al., 2004) e os filhotes machos continuaram em um outro

protocolo experimental.

Procedimento experimental

Campo aberto (atividade locomotora)

A atividade locomotora serd avaliada no campo aberto (Open-field)
criado por Broadhurst (1960), que consiste em uma arena em formato circular
com 81 cm, e com paredes de 41 cm de altura com a parte superior aberta.
Sua parte inferior (chao) é dividida em 19 quadrantes, onde foram colocados os
animais individualmentes para a avaliacdo. Cada animal permaneceu no teste
por 10 minutos, onde apenas os 5 finais foram avaliados. Foram analisados os
parametros: ambulacao total (quantidade de quandrantes percorridos com as
quatro patas dos animais), frequéncia de rearing (contagem de vezes que o
animal ficou com apenas duas patas no chéo), frequéncia de grooming
(contagem de vezes que o animal encostou a boca e/ou as patas pelo corpo e
cabeca), duracao total de grooming (contagem de tempo corrido que o animal
encostou a boca e/lou as patas pelo corpo e cabeca e tempo total de
imobilizagéo (tempo corrido que o animal permaneceu imovel) (FUKUSHIRO et
al., 2007). Todos os testes serdo realizados entre 9h e 11h, pois os ratos séo
animais de habitos noturnos, e este horario pode ser correlacionado com o
periodo tarde/noite nos seres humanos, onde ocorre a piora dos sintomas da
SPI (QU et al. , 2007).

Este teste consiste em uma arena em formato circular com 81cm, e com

paredes de 41lcm de altura com a parte superior aberta. Sua parte inferior
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(chdo) é dividida em 19 quadrantes, onde é colocado o animal para a
avaliacdo. Cada animal permanece no teste por 10 minutos, onde apenas 0s 5

finais sdo avaliados.

Esfregaco vaginal e Acompanhamento do ciclo estral

Para a identificacdo das fases do ciclo estral, foi realizado diariamente
no mesmo periodo do dia, o esfregaco vaginal das ratas (MARCONDES et al.,
2002).

Durante um ciclo estral normal, a rata passa por quatro fases durante
cinco dias: Proestro, Estro, Metaestro e Diestro (figura 1), onde Estro € a fase
que ocorre a ovulacdo espontanea das fémeas, tornando-as receptivas aos
machos (LONG & EVANS, 1922).

Acompanhamento do ciclo estral A partir do 60° dia de vida, as ratas de
ambos os grupos foram monitoradas diariamente quanto a fase do ciclo estral.
Para isso, um pequeno volume de solucédo salina 0,9% era colocado e em
seguida removido do canal vaginal por meio de pipeta Pasteur. O material
coletado era analisado ao microscépio para identificacdo dos tipos celulares do
epitélio vaginal e determinacgédo da fase do ciclo estral (estro, diestro, metaestro,
proestro). A partir do 75° foram colocadas em gaiolas junto a um macho para a

copulacao.
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Figura 1. Fotomicrografia da secrecdo vaginal de rata. A) proestro, que
consiste em células nucleadas epiteliais globosas; B) estro, com células
anucleadas queratinizadas; C) metaestro, consiste nos trés tipos de células,
leucocitos, queratinizadas e epiteliais nucleadas; e D) diestro, em que ha
predominéancia de leucécitos (CALIGIONI et al., 2009).

Cruzamento

O sistema de acasalamento utilizado foi o Poligamico Temporario, onde
um macho foi introduzido na gaiola com uma matriz de fémeas durante o
periodo escuro e retirado 12 horas depois. Esse sistema foi usado até ocorrer a

copulacéo e a fecundacéao.

Dieta de Ferro

Apés o desmame as ratas serdo alimentadas com dieta padrdo por 2
semanas, antes de serem distribuidas aleatoriamente nos grupos. Os grupos
CTRL (ndo prenha) e PDP (n=10 cada) manterdo a dieta padrdao de Fe (40
mg/kg) (FELT et al., 2006) durante todo o experimento. O grupo PDR (n=10),
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passara a receber a dieta com teor de Fe reduzido (4 mg/kg) por 4 semanas
antes do acasalamento até o nascimento da prole. J& o grupo PDS (100
mg/kg), recebera a dieta padréo até a deteccdo da prenhez e durante todo o
periodo de prenhez recebera a dieta de suplementacdo (FELT et al., 2006).
Todas as dietas serdo livremente disponiveis, e pesos corporais seréao
registrados trés vezes por semana durante todo o experimento (GAMBLING et
al., 2004). Apd6s o nascimento da prole todos os grupos receberéo dieta padréo

de Fe (40mg/Kg) até o desmame.

A dieta foi produzida em parceria com o curso de Nutricdo da
FCA/Unicamp. A dieta foi feita a partir de ingredientes purificados e a sua
composicdo seguiu as formulagbes da AIN93-G, conforme apresentado nas
tabelas 1, 2 e 3 (REEVES, 1997). A dieta de restricdo e suplementacao de ferro
foi realizada manipulando o mix mineral de acordo com a % especifica que as
atenda, ajustando a composicdo geral do mix pelo veiculo (sacarose). Os
valores apresentados na AIN93-G correspondem as necessidades da dieta do
roedor na fase de crescimento, prenhez e de lactagdo (REEVES et al., 1993).

Os ingredientes da dieta foram adquiridos por fornecedores
especializados e para a determinacdo da concentracdo de ferro, amostras

foram encaminhadas para o instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo).

Tabela 2. Formulacéo da dieta (AIN93-G)

Ingredientes AIN93-G (g/kg de dieta)

Amido de milho 397.486
Caseina 200.000
Amido de milho dextrinizado 132.000
Sacarose 100.000
Oleo de soja 70.000
Fibra 50.000
Mix Mineral 35.000
Mix Vitaminico 10.000
L-Cisteina 3.000

Bitartarato de colina 2.500

tert-butil-hidroquinona 14.0
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Tabela 3. Mix mineral

Ingredientes AIN93-G MX (g or mg/kg
mix)
Carbonato de célcio anidro (40.04% Ca) 357.00
Fosfato de potassio monobésico (22.76% P, 196.00
28.73% K)
Citrato de potassio, tripotassio monohidrato 70.78
(36,16% K)
Cloreto de sédio (39,34% Na, Cl 60,66%) 74.00
Sulfato de potassio (44,87% K, 18,39% S) 46.60
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24.00
Citrato férrico (16,5% de Fe) 0
Carbonato de Zinco (Zn 52,14%) 1.65
Metassilicato de Sédio 9H20 (9,88% de Si) 1.45
Carbonato de manganés (Mn 47,79%) 0.63
Carbonato cuprico (57,47% de Cu) 0.30
Cromo Sulfato de potassio 12H20 (10.42% Cir) 0.275
Acido bérico (17,5% de B), mg 81.5
Fluoreto de sodio (45,24% F), mg 63.5
Carbonato de niquel (45% Ni), mg 31.8
Cloreto de litio (16,38% Li), mg 17.4
Selenato de sédio anidro (41.79% Se), mg 10.25
lodato de potassio (59,3% 1), mg 10.0
Molibdato de amonio 4H20 (54.34% Mo), mg 7.95
Vanadato de aménio (43,55% V), mg 6.6
Sacarose em po 221,026

Tabela 4. Mix vitaminico

Vitamina Quantidade (g/kg mix)
Acido nicotinico 3.000
pantotenato de calico 1.600
Piridoxina-HCI 0.700

Tiamina-HCI 0.600
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Riboflavina 0.600
Acido folico 0.200
Biotina 0.020
Vitamina B-12 (cianocobalamina) (0,1% em manitol) 2.500
Vitamina E (alfa-tocoferol) 2 (500 Ul / g) 15.000
Vitamina A (todo-trans-palmitato de retinol) 2 (500.000 Ul 0.800
/9)

Vitamina D-3 (colecalciferol) (400.000 Ul / g) 0.250
Vitamina K-1 (filoquinona) 0.075
Sacarose em po 974.655

Pesagem da Prole

A pesagem dos filhotes ocorreu no 1°, 7°, 14° e no 21° dia de vida,
individualmente. O peso foi analisado através da média de cada prole em cada
pesagem. Concomitante a pesagem, foi feita a contagem da quantidade de

filhotes e a identificacdo dos sexos.

Eutanasia dos Animais

ApOs o0 término dos experimentos 0s animais serdo eutanasiados
individualmente por aprofundamento anestésico seguido de decapitacdo
(ANDERSEN et al., 2004).

Anélise de Dados

Os dados dos questionarios serdo armazenados em banco de dados
especificos e passardo por analise estatistica. A escolha do teste estatistico
sera realizada apO0s a analise de normalidade dos dados. O nivel de
significaAncia considerado sera o de p<0,05 para a rejeicdo da hipotese de

nulidade.

Analise Estatistica
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Os resultados preliminares foram analisados através do programa
Statistic 7.0. O teste ANOVA para medidas repetidas foi utilizado, no entanto,
esse calculo foi feito somente de forma ilustrativa, visto que 0s grupos nao
apresentam N suficiente para a avaliacdo. Os resultados estdo representados

em média £ erro padréo.
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5- RESULTADOS

Ciclo Estral

A tabela 5 mostra, através da media e em forma de porcentagem, a
diferenca entre as ratas com dieta restricdo na concentracéo de ferro e as com
dieta padrédo, em relacéo as fases do ciclo estral. E possivel notar uma maior
porcentagem nas fases proestro e estro no grupo padrdo, € no grupo restricado

nas fases diestro e metaestro.

Tabela 5. Porcentagem da média do tempo em que 0s animais do grupo dieta

padrao e dieta restricdo passaram por cada fase do ciclo estral.

FASES DO CICLO ESTRAL

GRUPOS DIESTRO PROESTRO ESTRO METAESTRO
(%) (%) (%) (%)
DIETA
PADRAO 41 37 17 5
DIETA

RESTRICAO 45 32 13 10
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Figura 2. Porcentagem da media do tempo que o grupo dieta padréo e o grupo

dieta restricdo ficaram em cada fase do ciclo estral anteriormente da prenhez.
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Figura 3. Média dos pesos das ratas grupo dieta padrdo e grupo dieta restricao

durante o periodo de esfregaco vaginal.
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Open-Field — Atividade comportamental

Os resultados abaixo estdo demonstrados através de figuras
apresentados em média = erro padrdo. Os resultados apresentados séo
preliminares, visto que é necessario aumentar o tamanho da amostra para

efetivamente demonstrar as diferencas estatisticas.

Os resultados em relacdo a ambulacdo periférica demonstram
diminuicdo do grupo suplementacao nos dias 3,10,19° de prenhez em relacéo
ao basal do préprio grupo e reducdo do momento basal e 3° dia para 0 grupo
CTRL (F(9, 27)=4,119; p=0,01) (Figura 5).

Na ambulacdo total, o grupo suplementagcdo obteve resultados
parecidos, apresentando reducdo no 3° e no 19° dia de prenhez em
comparagao ao basal do proprio grupo e ao basal e 3° dia do grupo CTRL F(9,
27)=3,421, p=0,03 (figura 6).

Em relacdo ao rearing o resultado demonstrado foi uma menor
quantidade de eventos de rearing do grupo suplementacao no 3° e 19° dia de
prenhez para o seu basal e para todos os momentos (basal, 3, 10 e 19° dia) do
grupo CTRL (F(9, 27)7,515, p=0,008) (figura 7).

Houve um aumento de tempo grooming no 10° dia de prenhez do grupo
restricdo comparado a todos os momentos do grupo CTRL (F(9, 27)=10,540,
p=0,002) (figura 8).

A figura 10 demonstra um aumento de freezing no 19° dia de prenhez do
grupo suplementagdo em relagao ao basal e 3° dia do préprio grupo e a todos
os momentos (basal, 3, 10 e 19° dia) de todos os outros grupos (CTRL, PDP,
PDR E PDS) (F(9, 27)=4,450, p=0,003).

Nao foi encontrada nenhuma diferenga significativa para os quesitos

ambulagdo central (figura 4) e eventos de grooming (figura 9).
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Figura 4. Ambulagdo central dos animais dos grupos controle ndo prenha
(controle), prenha dieta padrao (padrao prenha), prenha dieta suplementagao
(suplementacdo prenha) e prenha dieta restricdo (restricdo prenha) nos
diferentes momentos de avaliagdo: Basal e dias 3, 10 e 19° dia de prenhez.
ANOVA (F(9, 27)=0,69962; p=0,70358
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Figura 5. Ambulagédo Periférica dos animais dos grupos controle n&o prenha
(controle), prenha dieta padrao (padrao prenha), prenha dieta suplementacao
(suplementacdo prenha) e prenha dieta restricdo (restricdo prenha) nos
diferentes momentos de avaliagdo: Basal e dias 3, 10 e 19° dia de prenhez.
ANOVA; (*) difere do momento basal do préprio grupo; (#) difere do momento
basal e 3° dia do grupo controle; (F(9, 27)=4,119; p=0,01)
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Figura 6. Ambulacdo Total dos animais dos grupos controle ndo prenha
(controle), prenha dieta padrao (padrdo prenha), prenha dieta suplementacao
(suplementacdo prenha) e prenha dieta restricdo (restricdo prenha) nos
diferentes momentos de avaliagdo: Basal e dias 3, 10 e 19° dia de prenhez.
ANOVA; (*) difere do momento basal do préprio grupo; (#) difere do momento
basal e 3° dia do grupo controle; (F(9, 27)=3,421; p=0,03).
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Figura 7. Rearing dos animais dos grupos controle ndo prenha (controle),
prenha dieta padrdo (padrédo prenha), prenha dieta suplementagao
(suplementacdo prenha) e prenha dieta restricdo (restricdo prenha) nos
diferentes momentos de avaliagdo: Basal e dias 3, 10 e 19° dia de prenhez.
ANOVA; (*) difere do momento basal do proprio grupo; (#) difere de todos os
momentos do grupo controle; (F(9, 27)=7,515; p=0,008).
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Figura 8. Grooming dos animais dos grupos controle ndo prenha (controle),
prenha dieta padrdo (padrédo prenha), prenha dieta suplementagao
(suplementacdo prenha) e prenha dieta restricdo (restricdo prenha) nos
diferentes momentos de avaliagao: Basal e dias 3, 10 e 19° dia de prenhez.
ANOVA,; (#) Difere do grupo CTRL nos momentos basal, 3, 10 e 19 dias; (F(9,
27)=10,540; p=0,002).
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Figura 9. Eventos de Grooming dos animais dos grupos controle ndo prenha
(controle), prenha dieta padrdo (padréao prenha), prenha dieta suplementacéo
(suplementacdo prenha) e prenha dieta restricdo (restricdo prenha) nos
diferentes momentos de avaliagdo: Basal e dias 3, 10 e 19° dia de prenhez.
ANOVA,; (F(9, 27)=0,96442; p=0,48954).
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Figura 10. Freezing dos animais dos grupos controle ndo prenha (controle),
prenha dieta padrdao (padrdo prenha), prenha dieta suplementacao
(suplementacdo prenha) e prenha dieta restricdo (restricdo prenha) nos
diferentes momentos de avaliagdo: Basal e dias 3, 10 e 19° dia de prenhez.
ANOVA; (*) difere do momento basal €10° dia do préprio grupo; (#) difere de
todos os momentos de todos os grupos; (F(9, 27)=4,450; p=0,003).

A figura 11 mostra a diferenca do peso das proles dos grupos PDP, PDS
e PDR, mostrando que a prole do grupo PDR obteve um menor peso a partir do
7° dia de vida até o desmame. Foi demonstrado também, um aumento do peso,

no 21°, da prole do grupo PDS.

A partir da tabela 6 € possivel visualizar que o numero do total de
filhotes nascidos do grupo PDR foi menor, porém a porcentagem de filhotes

nascidos mortos do grupo PDR foi proxima a porcentagem do grupo PDP.



Tabela 6. Quantidade e porcentagem de

filhotes nascidos vivos e mortos.
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filhotes nascidos e as variaveis de

Total de
filhotes % Vivos % Mortos %
Prole PDP 21 100 16 76 5 24
Prole PDS 19 100 17 89 2 11
Prole PDR 16 100 12 75 4 25
50 -
45 -
40 -
35 -
)
o 30 -
°
o 25 Prole PDP
]
9 20 - M Prole PDS
& 15 - H Prole PDR
10 -
5 .
O .
19 Dia 79 Dia 149 dia 212 dia
Dias de vida

Figura 11. Média do peso das proles dos grupos, prenha dieta padrao (Prole

PDP), prenha dieta suplementacéo (Prole PDS) e prenha dieta restricao (Prole

PDR) nos diferentes momentos.
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6- DISCUSSAO / CONCLUSAO

O presente estudo avaliou as alteracfes, causadas pela variagcdo da
concentracdo de ferro na ragcdo de ratas prenhas, no ciclo estral, atividade
locomotora e consequéncias na prole. Os resultados demonstraram que a dieta
influenciou negativamente no ciclo estral; a suplementacdo de ferro alterou a
atividade locomotora das ratas prenhas; e também foi demonstrada uma
alteracdo no peso e numero de prole em decorréncia da alteracao de ferro na
dieta.

Um estudo realizado por Mazeti & Furlan (2008) concluiu que a
fertilidade, a maturidade sexual e o ciclo estral de ratas Wistar podem ser
afetados pela falta de nutrientes. A autora mostrou que existe uma diminuicao
do periodo estro no ciclo das ratas e que mesmo com o acasalamento, as ratas
desnutridas ndo deram a luz. No presente estudo foi demonstrado que as ratas
que receberam a dieta com restricdo na concentragcdo de ferro obtiveram
menos tempo da fase estro do que as ratas alimentadas com dieta padrao,
corroborando com os dados de Mazeti & Furlan (2008). Além disso, 12 ratas
foram colocadas para acasalar, porém, apesar de todas terem demonstrado
coito através da visualizagdo de espermatozoides no esfregaco vaginal, apenas
9 foram fecundadas e emprenharam. Estudos jA demonstram que estimulos
laboratoriais através de pipetas podem resultar em uma pseudo-gravidez, em
que a fémea permanece constantemente em diestro, dificultando entédo a
prenhez (ANDERSEN & TUFIK, 2010).

As ratas que receberam dieta restricdo comecaram com uma média
maior de peso do que as ratas dieta padrao, porém a partir da 5° semana esse
cenario mudou, tendo entdo uma queda do peso das ratas restritas de ferro. No
estudo feito por Li et al., (2014) os resultados foram parecidos, onde as ratas
do grupo restricdo tiveram aumento de peso até a 4° semana desta dieta, e a
partir da 6° tiveram uma queda significativa comparada ao grupo dieta controle.
Ele demonstrou também que a partir da 6° semana o0 grupo restricdo teve uma
gueda nos niveis de hemoglobina e de contagem de glébulos vermelhos,
engquanto o grupo controle ndo, comprovante dessa forma a restricdo de ferro

no organismo das ratas.
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Em relacdo ao comportamento, as ratas que receberam dieta restricdo
da concentracdo de ferro se apresentaram mais assustadas do que as ratas
com dieta padrdo. Outra caracteristica apresentada por essas ratas foi a perda

de pelo préximo ao pescoco (GAMBLING et al., 2003).

A avaliacdo da atividade locomotora, pelo Open-Field, serve como
parametro indireto para medir o “desejo de mover”, que € um dos sintomas
mais comuns na SPI, um distuirbio do movimento relacionado ao sono (BAIER
et al., 2007). Em humanos, esse e outros sintomas sao acentuados no inicio da
noite. Neste sentido, o horario escolhido para a realizacdo do teste nos animais
foi das 9h as 11h, que é o horéario que, para os ratos, corresponde ao inicio da

noite dos humanos.

Apesar de nao ter apresentado diferenca estatistica (devido ao N
reduzido dos grupos) a figura 8 mostra que o grupo PDR efetuou mais
grooming do que os grupos PDP e PDS, aumentando ainda mais essa
diferenca em relacdo ao grupo controle, sugerindo entdo que os sintomas
relacionados a SPI aumente durante a prenhez e aumente ainda mais com a

restricdo de ferro.

As causas entre SPI e gravidez sdo desconhecidas, no entanto, entre as
hip6teses mais debatidas estd a alteracdo de ferro no organismo. No Brasil
estima-se que a anemia afete 32,5% das gravidas (WHO, 2015) e a SPI afeta
entre 11 a 30% (MANCONI et al., 2004a). Em adicdo, um dos sintomas mais
relatados por mulheres gravidas é o incomodo nas pernas, coobando que
gravidez e SPI possuem uma grande relacdo, podendo aumentar ainda mais
com a presenca da anemia. Ja em modelo animal, um recente estudo, através
do teste de campo aberto em diferentes momentos, verificou em ratas prenhes
alteracbes na atividade locomotora e no comportamento. Essas alteracfes
foram demonstradas por menos eventos de rearing, aumento no tempo de
duracéo de grooming e reducdo no tempo de imobilizacdo em relagdo ao grupo
de ratas CTRL nao prenhes (MARIANO et al., 2014). Neste estudo de Mariano
et al., (2014) né&o foi feita nenhuma manipulagdo da dieta de ferro nas ratas
prenhes, corroborando com os estudos que demonstram que a gestacao per se

ja acarreta na alteracdo do metabolismo do ferro da méde (GAMBLING et al.,
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2004).

O grupo PDS mostrou resultados diferentes dos outros grupos nos
parametros de ambulacdo total e freezing. Sendo que, valores reduzidos na
ambulacgéo total mostra uma menor necessidade de movimento, assim como o

aumento do tempo de freezing engrandece essa sugestao.

Em estudos realizados com mulheres gravidas foi demonstrado
regressao dos sintomas de SPI com a terapia de suplementacdo de ferro. As
gestantes relataram uma melhor qualidade de vida e de sono e nenhum efeito
colateral (VADASZ, 2013). No entanto, em modelos animais ainda existe uma
lacuna em estudos que demonstrem a influéncia da suplementacéo de ferro na

atividade locomotora e suas variaveis.

Em relacdo aos resultados referentes a prole, foi verificado que os
filhotes de ratas alimentadas com dieta restricdo da concentracdo de ferro
obtiveram menor peso corporal do que o grupo dieta padréo e o grupo dieta
suplementacdo de ferro. Essa diferenca foi aumentando de acordo com as
semanas, mostrando ser maior no 21° de vida dos filhotes, podendo

comprometes o desenvolvimento para a fase adulta.

Como demonstrado em nossos resultados, a taxa de concepcgdo de
filhotes de ratas PDR foi menor do que o das ratas PDP e das PDS, e
concomitante a isso a taxa de mortalidade dos filhotes das mées PDR também
foi maior, porém, muito proxima ao grupo dieta padrdo. Assim como foi
mostrado em um estudo que a deficiéncia de ferro pode levar a ndo ovulacéo, a
abertura vaginal retardada e ao estro anormal; esta deficiéncia também pode
causar uma reducdo no numero de nascimentos e um aumento na taxa de
mortalidade (HIDIROGLOU, 1979). Essa proximidade dos resultados das ratas
PDR e PDP pode se dar devido ao fato de que a propria gestagédo ja tras
alteragcbes no metabolismo do ferro, muitas vezes provocando uma anemia
(GAMBLING et al., 2004). Esse cenario muda no grupo PDS, onde é visto uma
taxa menor de mortalidade dos filhotes.

Assim como ja visto em diversos estudos, torna-se importante ressaltar

que a suplementacéo de ferro é indicada durante a gestacao devido a diversas
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mudancas no metabolismo da mulher, para prevenir diversos fatores como:
morbidade, partos prematuros, mortalidade materna e perinatal e baixo peso da
crianga recém-nascida, além de, proporcionar uma melhor saude para a mulher
gravida e agir como um agente terapéutico para os sintomas da SPI (MILMAN,
2006; MAHOMED, 2006; COGSWELL, 2003; CDC,1998; VADASZ, 2013).

Neste contexto, os resultados do presente estudo demonstraram que a
dieta restrita de ferro foi capaz de promover mudancas no ciclo estral das ratas,
e em consequéncia alteracbes negativas na prole. No entanto, a
suplementacao de ferro acarretou em melhora no comportamento locomotor de

ratas prenhas e consequéncias positivas na prole.
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7- DIFICULDADES ENCONTRADAS

Ate o momento ndo foi possivel atingir o nimero amostral desejado. Foram
encontradas dificuldades no método para emprenhar as ratas, reduzindo assim,

0 numero de ratas prenhes.

Os dados apresentados sdo dados preliminares, no entanto mais
experimentos estdo sendo realizados para uma andlise estatistica mais
completa. Mesmo com um numero reduzido de animais, 0s resultados ja

demonstraram alteracoes.
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CEUAJUNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "DISTURBIOS DO MOVIMENTO RELACIONADOS
AO SONO: INTERFACES ENTRE EXERCICIO FiSICO E METABOLISMO DO FERRO EM
RATOS", protocolo n°® 3876-1, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Andrea Maculano

Esteves / Beatriz da Silva Franco, que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica ou ensino, encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e
do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal - CONCEA, e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em 30 de julho de 2015.

Vigéncia do projeto: 07/2015-07/2017
Espécie/Linhagem: Rato heterogénico / Wistar

No. de animais: 102
Pesolldade: 21 dias / 30q
Sexo: 42 machos / 60 fémeas
Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdo prévia junto ao IBAMA,
SISBIO ou CiBio.
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Presidente Secretaria Executiva



