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RESUMO

Introdução: O teste de labirinto em Y é um teste comportamental para medir a disposição dos roedores para explorar novos ambientes. O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um teste comumente utilizado para o estudo da ansiedade em animais, suas bases biológicas e os efeitos de diferentes tipos de drogas sobre o comportamento do animal. Objetivo: Investigar mudanças comportamentais relacionadas a memória e ansiedade em animais submetidos a dieta regional básica e hiperlipidêmica. Metodologia: Analisamos o comportamento dos animais em relação à dieta utilizada, pelos testes de Labirinto em Y (Y-Maze) e Labirinto em  Cruz Elevado (LCE). Resultados: Nossos animais apresentaram uma pequena mudança no teste de comportamento do labirinto Y e não mostraram uma mudança significativa nos animais com ambas as dietas. Apenas uma tendência, dos animais que foram alimentados com a DRB, em aumentarem a frequência de entradas nos braços fechados. Conclusão: Constatamos que dietas ricas em gorduras produzem alterações congnitivas, podendo acarretar em prejuízos fisiológicos em longo prazo.
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INTRODUÇÃO
O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um teste comumente utilizado para o estudo da ansiedade em animais, suas bases biológicas e os efeitos de diferentes tipos de drogas sobre o comportamento do animal (Handley e Mithani, 1984; Salum, Roque e Morato, 2000; Walf e Frye, 2007). Ao mesmo tempo é utilizado em outra gama de estudos que incluem aprendizagem, memória, dor e dependência as drogas (Carobrez e Bertoglio, 2005). O LCE é composto por dois braços abertos e dois braços fechados, cruzados em ângulo reto, conectados por uma área central. O conjunto todo está elevado a 50 cm do piso. É muito popular por sua facilidade de utilização já que não requer privação ou treinamento do animal e, além disso, é possível observar os efeitos de diferentes drogas no comportamento do animal (Carobrez e Bertoglio, 2005). 
O comportamento padrão de um rato no LCE é o de explorar e permanecer por mais tempo nos braços fechados. Desta maneira uma droga que incremente a exploração dos braços abertos poderia ser considerada ansiolítica, e outra que diminua a exploração dos braços abertos ou que confine o animal nos braços fechados poderia ser considerada ansiogênica. Teoricamente, acredita-se que o comportamento do animal submetido ao LCE é controlado pela confrontação entre duas tendências: uma delas incita o animal a explorar um ambiente novo e a outra a procurar proteção. Uma tendência, ou motivação, levaria o animal a explorar e a outra tendência o levaria a evitar a exploração e a permanecer num local seguro. A confrontação entre essas duas tendências pode ser vista nos primeiros minutos de uma sessão.
O teste de labirinto em Y é um teste comportamental para medir a disposição dos roedores para explorar novos ambientes. Roedores preferem, tipicamente, investigar um novo braço do labirinto em vez de retornar para um que foi visitada anteriormente. Muitas partes do cérebro, incluindo o hipocampo, septo, prosencéfalo basal e córtex pré-frontal estão envolvidos nesta tarefa (DEAN et al., 2009).
Nos estudos atuais, a literatura tem abordado sobre as Dietas Hiperlipídicas e os seus efeitos sistêmicos que afetam de forma positiva ou negativa a fisiologia do corpo humano. Concomitante, o tratamento dietético vai depender a partir de pequenas alterações na composição da dieta, seja na quantidade e os tipos de macro ou micronutrientes adicionados, de acordo com o tratamento de interesse, sendo os principais componentes energéticos das rações utilizadas em estudos experimentais com animais a composição com lipídeos e carboidratos, de tal forma, que a constituição destas rações leva a inferir que as possíveis alterações fisiopatológicas obtidas nos ratos são oriundas da alteração da quantidade de gordura da ração (VILEIGAS, 2015).
A Dieta Básica Regional (DBR) constitui a base da alimentação diária da população desfavorecida da Zona da Mata de Pernambuco. A DBR corresponde a uma dieta multideficiente, pois contém cerca de 8% de proteínas dos quais a maior proporção é de origem vegetal e 1% de lipídios. Os ingredientes da dieta (g/g%) são farinha de mandioca (64,81), feijão mulatinho (18,34), batata-doce (12,76) e carne seca (3,74) que foram cozidos, desidratados à 60ºC e moídos. A DBR tem sido considerada um modelo adequado para estudar os efeitos da desnutrição materna e na prole.
Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo investigar o efeito de citocinas pró-inflamatórias em camundongos C57BL6J após exposição por dietas pobres em proteínas e ricas em lipídios.
METODOLOGIA

Foram utilizado camundongos C57BL/6J, que foram aclimatados no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará, com livre acesso a água e comida. O Comitê de Ética do biotério da Faculdade de Medicina da UFC aprovou todos os protocolos experimentais. (Protocolo 2-2016).

Os camundongos foram acondicionados em gaiolas com no máximo 5 animais por gaiola com acesso livre a água e ração livre após o desmame. Para o experimento completo foram utilizados 46 animais. As carcaças após o descarte foram colocadas em freezer adequado e levadas ao incinerador. Para avaliar o ganho de peso, os camundongos foram pesados 3 vezes por semana, sempre no mesmo horário com o objetivo de mensurar as variações de peso que os grupos experimentais apresentavam de acordo com o protocolo adotado.
· Delineamento Experimental

Camundongos recém-nascidos amamentados foram selecionados aleatoriamente para três grupos experimentais, com mães recebendo dieta regional básica (DRB) ou dieta hiperlipídica (DH), começando 10 dias após o parto. Os controles receberam a dieta padrão (CTL). No dia 21, os filhotes foram desmamados e continuaram com a dieta inicial até os 52 dias de idade. 
· Dietas
A DRB é moderadamente deficiente em proteínas e gorduras (82% de carboidratos, 6% de proteína, 2% de gordura), enquanto a DH é rica em lipídios (21% de carboidratos, 18% de proteínas, 60% de gordura).

· Estatística

Os dados representam a média ± erro padrão da média (EPM), um mínimo de 6 animais por grupo. A análise estatística de ganho de peso e análise de Sholl foi realizada utilizando ANOVA de duas vias seguido pelo pós-teste de comparações múltiplas de Dunnett. Em relação às demais abordagens experimentais, a análise estatística foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn para comparações múltiplas. Todas as demandas estatísticas foram calculadas usando o GraphPad Prism 6.0. O nível de significância foi p<0,05.
Neste trabalho, analisamos o comportamento dos animais em relação à dieta utilizada, pelos testes de Labirinto em Y (Y-Maze) e Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ou (Elevated plus Maze).
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RESULTADOS E DISCUSSÃO
FIGURA 1: Representação em barras para o número total absoluto de entradas (A) e comportamento espontâneo de alternâncias expresso em porcentagem (B) pelo teste do labirinto em Y após o protocolo com as dietas controle (CTRL), regional básica (DRB) e hiperlipidêmica (HF). Os resultados são expressos como percentagem média do controle ± SEM de pelo menos 10 animais, obtidos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de um pós-teste de Dunn’s.
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FIGURA 2: Representação gráfica em barras para o número total absoluto de entradas nos braços abertos (A), braços fechados (B) e comportamento espontâneo de tempo de permanência, expresso em porcentagem, dos animais nos braços abertos (C) e fechados (D) pelo teste do labirinto em cruz elevada (LCE). O teste foi realizado após o término do protocolo com as dietas controle (CTRL), regional básica (DRB) e hiperlipidêmica (HF) no dia 40. Os resultados são expressos como percentagem média do controle ± SEM de pelo menos 10 animais, obtidos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de um pós-teste de Dunn’s.
Nossos animais apresentaram uma pequena mudança no teste de comportamento do labirinto Y. Apenas um ligeiro aumento no número de entradas com o grupo que foi alimentado com a dieta regional básica (DRB), provavelmente causado por uma busca natural por alimento, já que os animais estavam sob desnutrição. Outros experimentos, com um maior número de animais, estão em fase de desenvolvimento, para confirmar esse resultado.
O teste ocorre num labirinto em forma de Y com três braços plásticos opacos em um ângulo entre si de 120°. Após a introdução no centro do labirinto, é permitido ao animal, explorar livremente os três braços. Ao longo de múltiplas entradas nos braços, o animal deve mostrar uma tendência para entrar em um braço diferente do que visitou recentemente. O número de entradas nos braços e o número de “tríades” (contagem diferente de três entradas consecutivas) são registrados, a fim de calcular a percentagem de alternância. Uma entrada ocorre quando todos os quatro membros estão dentro do braço. Este teste é utilizado para quantificar os défices cognitivos em camundongos e avaliar os seus efeitos sobre a cognição (CAI et al., 2013).
Nossos animais não apresentaram nenhuma mudança significativa no teste de comportamento do labirinto Y. Apenas um ligeiro aumento no número de entradas com o grupo que foi alimentado com a dieta regional básica (DRB), provavelmente causado por uma busca natural por alimento, já que os animais estavam sob desnutrição (Figura 10). Outros experimentos, com um maior número de animais, estão em fase de desenvolvimento, para confirmar esse resultado.

Já o teste de labirinto em cruz elevado, (LCE) é utilizado para avaliar o comportamento relacionado a ansiedade. O aparelho consiste de um "+" em forma de labirinto elevado acima do chão, com dois braços fechados, opostamente posicionados dois braços abertos opostamente posicionados, e uma área central (WALF; FRYE, 2007). Os roedores são colocados no centro e deixados livremente para explorar o labirinto. O comportamento é registado por meio de uma câmera de vídeo montada acima do labirinto, onde são posteriormente analisados utilizando um sistema de rastreamento de vídeo. A preferência para estar nos braços abertos ou braços fechados (expresso como uma percentagem de como entradas e / ou uma percentagem de tempo gasto nos braços abertos) é calculado para medir o comportamento semelhante a ansiedade (RODGERS; DALVI, 1997).
Nossos resultados não mostraram uma mudança significativa nos animais com ambas as dietas. Apenas uma tendência, dos animais que foram alimentados com a DRB, em aumentarem a frequência de entradas nos braços fechados. Esses resultados precisam de análise posterior, com maior número de animais, para confirmar os achados.
CONSIDERAÇÕES FINAIS
O consumo de alimentos ricos em quantidades de lipídeos é predominante na população, observa-se cada vez mais a prevalência de perturbações e enfermidades consequentes da ingesta excessiva presente na dieta. Com isso, o presente estudo mostrou experimentalmente a relação entre dietas hiperlipídicas e ricas em carboidratos com resposta sobre a memória e ansiedade a partir de mudanças no comportamento desses animais. Constatando que dietas ricas em gorduras produzem alterações congnitivas, podendo acarretar em prejuízos fisiológicos em longo prazo.
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