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RESUMO

O Tamoxifeno (TAM) € um modulador seletivo do receptor de estrégeno
(SERM), utilizado no tratamento do céancer de mama estrégeno-positivo. O
TAM tem efeito antagonista de estrégeno na mama, porém, em outros tecidos
pode ter efeito agonista ou antagonista dependendo do tecido. A ativacado do
receptor de estradiol (E) pode alterar o comportamento do tipo-depressivo, do
tipo-ansioso, o0 peso corporal e estimular a ingestdo de alimento palatavel
(doce) em ratas ovariectomizadas (OVX). No entanto, ndo existem evidéncias
sobre o efeito do tamoxifeno no consumo de alimentos palatdveis e s&o
controversos os efeitos do TAM na ansiedade, depressdo e memoéria. O
objetivo do presente estudo é investigar os efeitos do tratamento crénico com
estradiol e/ou tamoxifeno sobre pardmetros metabdlicos, comportamento
alimentar, comportamento do tipo-ansioso, do tipo-depressivo e memdria de
medo contextual em ratas ovariectomizadas. Ratas Wistar ovariectomizadas
(OVX) foram injetadas (ip.) durante 40 dias com: E, TAM, E+TAM ou veiculo
(OVX e SHAM - controles). Os testes comportamentais iniciaram 25 dias apos
o0 inicio do tratamento. Foi avaliado o comportamento alimentar para alimentos
palataveis (Froot Loops®) (fora da caixa moradia) e o consumo de chocolate
durante 7 dias (na caixa moradia). Foram avaliados, também, o comportamento
do tipo-ansioso (campo aberto e labirinto em cruz elevado), comportamento do
tipo-depressivo (nado forgcado) e memoéria de medo contextual (medo
condicionado contextual e teste de sensibilidade ao choque). As ratas injetadas
com E, TAM, e E+TAM mostraram uma redu¢do no peso corporal e consumo
de ragdo padrdo e um maior consumo de Froot Loops® em comparagdo com
0S grupos controles. Em relagdo ao consumo de chocolate o grupo E
apresentou um consumo maior que os grupos OVX, TAM e E+TAM. Nao houve
diferencas entre os grupos nos testes do campo aberto e labirinto em cruz
elevado e no teste do nado forgado apenas o grupo E+TAM apresentou menor
comportamento do tipo-depressivo. O tratamento com E e TAM melhorou a
memoria contextual em comparagcdo com o grupo OVX. Estes tratamentos,
também, mostraram um perfil lipidico favoravel: baixos niveis de CT, LDL,
razdo LDL/HDL e baixos niveis de glicose no plasma. O grupo E apresentou
niveis mais elevados de TG e HDL, quando comparado com TAM e E+TAM.
Este estudo mostrou que o tamoxifeno apresenta efeito agonista de estrogeno
em relagédo a perda de peso, diminuicdo de gordura retroperitoneal, na maior
parte do perfil lipidico plasmético analisado e em alguns parametros
comportamentais: consumo de ragdo padrdo, consumo de alimento doce,
comportamento do tipo-ansioso, do tipo-depressivo e memoria contextual. Mas,
mostrou um efeito antagonista de estrogeno no tecido uterino e no
comportamento alimentar para chocolate.



ABSTRACT

Tamoxifen (TAM) is a selective estrogen receptor modulator (SERM), used to
treat estrogen-positive breast cancer. TAM has antagonistic effect of estrogen
in breast, but in other tissues it may have agonist or antagonist effect depending
on the tissue. It has been shown that activation of estradiol receptor (ER) can
change the depressive-like behavior, anxious-like behavior, body weight and
increase the palatable food (sweet) intake in ovariectomized (OVX) animals.
However, there is no evidence about the effect of tamoxifen on consumption of
palatable foods and there are controversial studies concerning the effects of
TAM in anxiety, depression and memory. The aim of this study is to investigate
the effects of chronic treatment with estradiol and/or tamoxifen on metabolic
parameters, feeding behavior, anxiety-like and depressive-like behavior and
contextual fear memory in ovariectomized rats. Ovariectomized (OVX) rats were
injected (ip.) for 40 days with: E, TAM, E+TAM or vehicle (OVX and SHAM -
controls). The behavioral testing started 25 days after treatment. We assessed
feeding behavior for palatable food (Froot Loops ®) (out of the home cage) and
consumption of chocolate for 7 days (in the home cage). We also evaluated the
anxious-like behavior (open field and elevated plus maze), depressive-like
behavior (forced swim test) and contextual fear memory (contextual fear
conditioning and shock sensitivity testing). The rats injected with E, TAM and
E+TAM showed a reduction in body weight and standard chow intake and an
increase on Froot Loops® consumption compared to control groups. Regarding
the chocolate consumption, E group showed a greater chocolate intake than the
OVX, TAM and E+TAM groups. There were no differences between groups in
open field and elevated plus maze tests and about the forced swim test, only
the E+TAM group had lower depressive-like behavior. Also, treatment with E
and TAM improved contextual memory in comparison to the OVX group and
showed a favorable lipid profile: lower levels of total cholesterol, LDL, LDL/HDL
ratio and lower levels of plasma glucose. E group had higher levels of TG and
HDL compared to TAM and E+TAM. This study showed that tamoxifen has
estrogen agonist effect concerning to weight, retroperitoneal fat accumulation,
in most plasmatic lipids profile and in some behavioral parameters: standard
chow intake, sweet food consumption, anxious-like and depressive-like
behavior and contextual memory. On the other hand, the present study showed
that TAM has an estrogenic antagonistic effect in uterine tissue and feeding
behavior for chocolate.



LISTA DE ABREVIATURAS

4-OH-TAM: 4-hidroxitamoxifeno

AF-1: Fungéo de ativagéo - 1

AF-2: Funcéo de ativagéao — 2

CEUA: comité de ética no uso de animais

CREB: proteina de ligacdo do elemento de resposta de AMPc
CT: colesterol total

E: 17B-estradiol

E+TAM: 17B-estradiol juntamente com tamoxifeno

ERE: Elemento de resposta a esteréides

GSK-3b: glicogénio sintase quinase-3b

HDL: Lipoproteina de alta densidade

ICLAS: International Council for Laboratory Animal Science
LDL: Lipoproteina de baixa densidade

LPL: Lipoproteina lipase

MAPK: proteina quinase ativada por mitogeno

NIH: National Institutes of Health

NPY: Neuropeptideo Y

OVX: ovariectomizadas

PI3-K: fosfoinositol-3 quinase

POMC: Pro-6piomelanocortina

RE: receptor de estrogeno

REa: receptor de estrogeno alfa

RER: receptor de estrogeno beta

SBNeC: Sociedade Brasileira de Neurociéncias e comportamento

SERM: modulador seletivo de receptor de estrégeno



SNC: Sistema Nervoso Central

SOCSS3: supressor da sinalizagéo de citosinas 3
TAM: tamoxifeno

TG: Triglicerideos

UCP: Proteina desacopladora

VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade



1. INTRODUCAO




O céncer de mama € a neoplasia maligna mais comumente diagnosticada
entre as mulheres (Youlden et al. 2012), respondendo por 22% dos casos
novos a cada ano (INCA, 2013). Aproximadamente dois tergos dos canceres de
mama sdo estrogeno e/ou progesterona receptor-positivo (Paplomata and
O'Regan 2013). Tamoxifeno (TAM) - um modulador seletivo de receptor de
estrégeno (SERM) tem sido o tratamento padrdo para todos os estagios do
cancer de mama hormonio receptor-positivo, desde sua aprovagao pelo Food
and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos em 1986 (Jaiyesimi et al.
1995). O tamoxifeno atua como antagonista de estrégeno no tecido mamério,
porém pode agir como agonista dependendo do tecido, como no caso do tecido
0sseo, cardiaco e endometrial (Riggins et al. 2007; Sato et al. 1996; Smith and
O'Malley 2004). Exceto os estudos especificos relacionados com sua atividade
antiestrogénica/antineoplasica, pouco se sabe sobre os efeitos desta droga no

sistema nervoso.

1.1 Estradiol

Estrégenos s8o uma classe de hormbnios esterdides secretados
ciclicamente em mulheres desde a puberdade até a menopausa e afetam
profundamente a fisiologia e o comportamento das mulheres. O principal
representante dos estrogenos € o 17B-estradiol (E) (Walf et al. 2011). Mulheres
na menopausa, quando o0s niveis de estrogenos diminuem, apresentam
alteragOes fisicas (calordes, sudorese noturna, secura dos olhos e na mucosa

vaginal, etc.) e psicolégicas (ansiedade, depressdo, esquecimento, etc.)
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(Jensen et al. 2010) notaveis. A terapia de reposi¢cdo hormonal tem sido
indicada para mulheres na menopausa, pois tem mostrado resultados positivos
no combate as alteracdes fisicas e psicolégicas provocadas pela menopausa
(Walf et al. 2011). Contudo, € bem documentado que este tipo de terapia pode
levar a um aumento na incidéncia de cancer mamario, uterino e/ou problemas
cardiovasculares (Jensen et al. 2010; Walf et al. 2011).

Além do importante papel do estrogeno na fisiologia reprodutiva, este
horménio tem efeitos marcantes em outras fungfes fisiol6gicas tais como,
desenvolvimento, crescimento, homeostase energética, sistema imune,
manutencgdo 0ssea, etc. (Walf et al. 2011). Evidéncias também mostram que o
E contribui para o bom funcionamento do sistema nervoso central, aumentando
o desempenho cognitivo, melhorando respostas afetivas, gerando efeitos
neuroprotetores (Gillies and McArthur 2010; Walf et al. 2011), modulando a
plasticidade  sindptica/excitabilidade  neuronal e a  sobrevivéncia
neuronal/crescimento axonal (Markou et al. 2005). Esta bem estabelecido
também o papel do 173-estradiol na redugdo da ingestéo de alimento, perda de
peso e também, melhora no perfil lipidico (Asarian and Geary 2006; Eckel

2011).

1.1.1 Estradiol — mecanismo de acao

Os receptores de estrogeno (RE) sdo parte de uma grande familia de
receptores nucleares que agem como fatores de transcricdo quando ativados
pelo estrogeno. Os REs existem como mondmeros quando inativos e a

ativagdo destes receptores pelo estrogeno leva a formacdo de homo -



heterodimeros que interagem com uma regido especifica do DNA, o elemento
responsivo a estrégeno (do inglés: estrogen responsive element - ERE) (Beato
et al. 1995; Zwart et al. 2010). REs possuem dois dominios de ativacdo, os
quais facilitam a interagcdo do RE com o aparato de transcricdo — fungao de
ativagdo-1 (AF-1) e funcdo de ativagdo-2 (AF-2). Ambos, REa e REP
apresentam um dominio AF-2, mas ao contrario do REa, RER parece ter um
fraco dominio AF-1 e depende mais de AF-2 para sua fungcdo de ativacdo
transcricional (Faulds et al. 2012; McDonnell 1999). REs ativados podem
também modular a transcricdo de genes que ndo possuem ERE através da sua
interacdo com outros fatores de transcricdo ligados ao DNA; tais como, NFK,
CREB (proteina de ligacdo do elemento de resposta a AMPc), entre outros
(Morissette et al. 2008).

Em camundongos foi demonstrado que REB modula a atividade
transcricional dos REaq, sugerindo uma interdependéncia entre estes subtipos
de receptores em alguns tecidos (Lindberg et al. 2003). Geralmente, os REa
sd0 mais expressos nos tecidos sensiveis ao estrégeno, por outro lado, a
distribuicdo do RER € mais restrita. Além da diferente distribuicdo nos tecidos,
dentro de um mesmo tecido pode ocorrer uma diferente expressédo destes
receptores (Jensen et al. 2010). Cabe lembrar que no tecido mamario existe
mais REa do que RE e no cérebro existe uma grande co-expressdo de ambos
0s subtipos destes receptores (Shughrue et al. 1997; Zhang et al. 2002).

Além disso, os estrogenos podem induzir eventos celulares sem uma
acao direta sobre o DNA. As agdes ndo gendmicas do 17f-estradiol sGo muito
rapidas (minutos/segundos) e se d4 através da sua interacdo com receptores

associados a membrana plasmética, desencadeando a ativagdo de vias por
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segundo mensageiros (Faulds et al. 2012). Entre estas vias destacam-se a via
da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) e fosfoinositol-3 quinase
(PI3-K), as quais convergem para fosforilagdo e inativagcdo da enzima
glicogénio sintase quinase-3b (GSK-3b), relacionada com apoptose e morte
neuronal. Sua inativagdo promove sobrevivéncia neuronal (Morissette et al.
2008).

Véarios sistemas de neurotransmissores e neuromoduladores estdo
envolvidos nas ag¢des do estr6geno no sistema nervoso, tais como sistema
serotoninérgico, dopaminérgico, glutamatérgico, GABAérgico, orexinérgico,
opioidérgico, consequentemente modulando fungbes cognitivas, o humor e o
sistema de recompensa (Crema et al. 2009; McEwen et al. 2012; McEwen and
Alves 1999; Morissette et al. 2008). O cértex cerebral e o hipocampo
apresentam maior concentracdo de RER, sugerindo a participacdo deste

subtipo de receptor em fungdes cognitivas e afetivas (Handa et al. 2012).

1.1.2 Estr6geno e comportamento alimentar

Est4 bem estabelecido o papel do estradiol na redugdo da ingestdo de
alimento e de peso corporal (Asarian and Geary 2006; Eckel 2011). A
incidéncia de obesidade aumenta enormemente em mulheres na menopausa.
Estes efeitos possivelmente se devem a um aumento na expressédo de genes
anorexigenos e a diminuicdo da expressao de genes orexigenos (Santollo et al.
2012). As acdes do estrogeno sobre sistemas neurais que regulam o
comportamento alimentar podem contribuir em parte para as diferengas entre

homens e mulheres na ingestédo de alimento e nas doengas relacionadas com



comportamento alimentar, as quais ocorrem com maior freqiéncia nas
mulheres jovens (Sodersten et al. 2003). Em roedores, a ovariectomia de ratas
adultas promove um aumento na ingestdo de alimento e estes efeitos sé&o
revertidos pela administracdo de estrégeno (Asarian and Geary 2006; Wade
1975). Além disso, tem sido observada uma diminuicdo na ingestdo de
alimentos durante o proestro (fase com maior concentracdo de estrégeno),
sugerindo que as flutuagdes nas concentracbes de estrogeno durante o ciclo
estral sGo acompanhadas por alteragdes no comportamento alimentar (Geary
and Asarian 1999).

Apesar de bem estabelecidos os efeitos do estradiol sobre a ingestéo de
alimento, o papel do estradiol sobre o consumo especifico de alimento
palatavel ainda é controverso e complexo (Boswell et al. 2006; Butera et al.
2010). A preferéncia por alimentos palataveis e a ativacdo do sistema de
recompensa € um mecanismo basico e evolucionariamente conservado de
sobrevivéncia em animais e humanos (Berthoud et al. 2011). Alimentos
palataveis ativam o sistema de recompensa, afetando assim o comportamento
ingestivo (Alsio et al. 2012; Lajtha and Sershen 2010). Alimentos ricos em
gordura e agucar sdo atrativos porque podem ser rapidamente convertidos em
energia (Berthoud et al. 2011; Erlanson-Albertsson 2005).

Tem sido demonstrado que a preferéncia por alimentos palataveis,
incluindo doces, difere entre homens e mulheres. Mulheres apresentam maior
propensédo ao consumo de alimentos doces e esta preferéncia aumenta quando
0s niveis de estrogenos estédo elevados: ao longo do ciclo menstrual e durante
a gravidez (Boswell et al. 2006; Clarke and Ossenkopp 1998; Curtis et al. 2005;

Frye et al. 1994; Gamaro et al. 2003; Green et al. 2009). Ratas durante o
10



proestro produzem mais respostas de ingestdo para uma solugéo de sacarose
durante um teste de reatividade ao sabor quando comparadas com machos e
com fémeas no estro (Clarke and Ossenkopp 1998). E a administracdo de
estradiol em ratas OVX aumenta a ingestdo de alimentos palataveis (Gamaro
et al. 2003; Hintiryan et al. 2009). No entanto, outros estudos relatam que o
estrégeno ndo afeta as respostas comportamentais para alimentos palataveis

(Butera et al. 2010; Hrupka et al. 1997).

1.1.3 Estroégeno, memdria, depressao e ansiedade

Os receptores de estrogenos REa e REB sdo expressos no sistema
nervoso de mamiferos e na medula espinhal. Por conta disto o estrégeno pode
estar relacionado com determinadas doengas neuroldgicas, neuropsiquiatricas
e também pode modular comportamentos de ansiedade, depresséo e fungéo
cognitiva (Handa et al. 2012).

Em humanos as diferengas sexuais em relacdo ao comportamento
depressivo iniciam na puberdade (Hyde et al. 2008). A terapia de reposi¢céo
hormonal melhora o humor de mulheres na fase de transicdo para a
menopausa e também na fase pdés-menopausa (Cohen et al. 2003). Além
disso, roedores na fase do proestro (maiores niveis de
estradiol/progesterona/andrégenos) apresentam um menor comportamento
depressivo (menor imobilidade no nado forgado) comparado com o diestro
(menores niveis de estrogeno) (Frye and Walf 2002). Também, o
comportamento depressivo induzido pela remog¢&o dos ovarios é revertido pela

administragdo de estrogeno (Estrada-Camarena et al. 2003; Okada et al. 1997).
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Ha evidéncias de que o estrégeno aumenta 0 tempo que ratos permanecem
nos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado e aumenta o tempo de
permanéncia no centro do aparato no teste do campo aberto, demonstrando
efeito ansiolitico (Calmarza-Font et al. 2012; Hiroi and Neumaier 2006).

O hipocampo possui um importante papel na regulagéo do aprendizado,
memoria e respostas emocionais (estresse, medo), bem como sobre as
memorias espacial, declarativa e contextual em humanos e animais. Muitos
estudos avaliando fémeas de ratos, camundongos e macacos rhesus reportam
um efeito positivo do estrogeno em tarefas dependentes do hipocampo (Foster
et al. 2008; Luine 2008; Spencer et al. 2008). Estrogenos estimulam a
neurogénese hipocampal e aumentam os niveis de proteinas sinpticas no
hipocampo de maneira tempo e dose-dependente e facilitam a memoria
espacial de trabalho e o medo condicionado contextual (Barha and Galea 2010;

Jasnow et al. 2006).

1.2 Tamoxifeno — modulador seletivo do receptor de estrogeno

O tamoxifeno é um medicamento derivado do trifeniletileno,
mundialmente usado para o tratamento de todos os estdgios do cancer de
mama estrogeno-positivo (Fisher et al. 1989) e na prevengdo do céncer de
mama em mulheres de alto risco, tanto na pré quanto pés-menopausa (Cuzick
et al. 2003; Powles et al. 2007). Em 1998, um estudo do National Institutes of
Health (NIH) - “Breast Cancer Prevention Trial”, mostrou que Novaldex (nome
comercial do TAM) reduzia em mais de 45% a incidéncia de cancer de mama

invasivo em mulheres de alto risco para a doenga, mas estava associado com
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um aumento de cancer endometrial (Fisher et al. 1998). Em 1999, a Sociedade
Americana de Oncologia Clinica sugeriu que o medicamento deveria ser
prescrito para a prevengao e/ou tratamento do cancer de mama (O'Neill et al.
2004), pois é considerado o tratamento mais efetivo no combate ao cancer de
mama em mulheres na pds-menopausa, mesmo gerando Varios efeitos
colaterais (calorbes, sudorese intensa, diminuicdo da libido, diminuicdo da
memoria verbal, esteatose hepatica, cancer endometrial, etc.).

O Tamoxifeno comegou a ser utilizado em humanos sem muitos
experimentos prévios em animais (exceto os estudos especificos relacionados
com sua atividade antiestrogénica/antineoplasica). Alguns autores utilizam o
TAM como antagonista de estrogeno no sistema nervoso (Walf and Frye 2005),
no entanto, outros tem mostrado que esta droga pode ter efeito agonista
(Calmarza-Font et al. 2012; Sharma et al. 2007). Além disso, o tratamento em
humanos é feito de forma crénica (5 anos) (Jordan 2006), portanto, se torna
dificil comparar os possiveis efeitos desta droga no SNC ao longo do
tratamento com resultados de experimentos realizados com administracéo
aguda de TAM.

Tamoxifeno é metabolizado no figado pelo sistema do citocromo P450 em
véarios metabdlitos. O 4-hidroxitamoxifeno (4-OH-TAM) € um metabolito ativo, o
qual possui potencial anti-estrogénico maior que o préprio tamoxifeno (Goetz et
al. 2008; Johnson et al. 2004). Além do 4-OH-TAM, foi reportado mais
recentemente que o metabdlito 4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno (endoxifeno),
também pode ser ativo e esta presente em maiores concentracdes que o 4-OH-
TAM no plasma de mulheres sob tratamento e apresenta uma atividade

equivalente a do 4-OH-TAM (Lim et al. 2005). Além disso, tem sido mostrado
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gue a concentracdo de tamoxifeno no soro nao reflete a concentragcdo nos
tecidos (Coezy et al. 1982), uma vez que existe uma maior concentracdo de

TAM nos tecidos, provavelmente devido a sua hidrofobicidade.

1.2.1 Tamoxifeno - Mecanismo de acdo

O receptor do estrogeno tem dois dominios de ativagéo transcricional
(AF1 e AF2), os quais recrutam co-ativadores. A interagdo do estrégeno com o
seu receptor ativa tanto AF1 quanto AF2, resultando numa atividade
transcricional 6tima. TAM bloqueia AF2 competitivamente, mas néo inibe AF1.
Portanto, em tecidos nos quais a atividade do AF2 é dominante (ex: tecido
mamario) o TAM se comporta como antagonista de estrégeno. Enquanto que,
em tecidos que s&o mais dependentes da atividade do AF1, TAM se comporta
como agonista parcial (McDonnell 1999; Smith and O'Malley 2004; Zwart et al.
2010). Além disso, TAM possui outras a¢gBes (ndo gendmicas) tais como:
antioxidante ou pro-oxidante (depende do tipo de tecido/dose), inibicdo da
calmodulina, inibicdo da proteina quinase C. Estas acdes ndo gendmicas do
TAM podem contribuir para os efeitos do tamoxifeno, independente de sua

interagcdo com o RE (Clarke et al. 2001).

1.2.2 Efeitos do tamoxifeno

Varios estudos tém demonstrado que o tratamento crénico com TAM em
ratas OVX diminui o peso corpdreo (Wallen et al. 2001) e o consumo de ragado
(Gray et al. 1993; Wade and Heller 1993), sugerindo um efeito agonista de

estrégeno. O tratamento agudo (5 dias) com TAM em ratos machos também
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resultou em uma diminuicdo na ingestdo de ragdo e diminuicdo do peso
corpéreo. Além disso, os animais tratados com TAM apresentaram um
aumento no RNAm de neuropeptidio Y (NPY) e diminuicdo da &cido graxo
sintase no hipotdlamo (Lopez et al. 2006). Em humanos, o tratamento com
TAM diminuiu o peso de mulheres obesas, porém nédo teve efeito em mulheres
com peso normal ou com sobrepeso (Wasserman et al. 2004). Embora vérios
estudos mostrem que animais tratados com tamoxifeno apresentam diminui¢céo
no peso corporal e na ingestdo de ragédo padréo, ndo existe informagdo na
literatura sobre os efeitos do tratamento com tamoxifeno no consumo de
alimentos palataveis. Nesse sentido, € importante considerar que humanos tém
acesso a uma variedade de alimentos ricos em gordura e carboidratos simples
e que muitas mulheres acabam ganhando peso durante o tratamento com
tamoxifeno, principalmente aguelas com peso adequado antes do diagndstico
(Lopez et al. 2006; Nissen et al. 2011), tornando o efeito do tamoxifeno sobre o
consumo de alimento palatavel uma questéo importante a ser analisada.

Os efeitos do tamoxifeno sobre a depressdo e ansiedade séo
controversos. Sintomas de depresséo e/ou maior sensibilidade para eventos do
cotidiano tém sido relatados por algumas pacientes, mas pouco se sabe sobre
a atividade desta droga no sistema nervoso. Em humanos é dificil afirmar que
algumas alteracdes comportamentais observadas sejam devidas somente ao
tratamento com TAM, pois estes pacientes muitas vezes ainda estéo sofrendo
com o impacto da doenga/quimioterapia/radioterapia/mutilagéo da mama. Em
roedores, a administragdo de TAM por 5 (Vogt et al. 2008) ou 14 dias
(Sapronov and Kasakova 2008) induziu comportamento do tipo depressivo

(aumento no tempo de imobilidade no teste do nado forgado) nos animais. Por
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outro lado, a administracdo de tamoxifeno em animais deprimidos diminuiu o
tempo de imobilidade no nado forcado e aumentou o tempo gasto nos bragos
abertos no teste do labirinto em cruz elevado, indicando um efeito
antidepressivo e ansiolitico do TAM (Calmarza-Font et al. 2012). Outro estudo
verificou que a administracdo aguda de TAM reverteu os efeitos ansioliticos da
administragédo de estradiol ou de agonistas RE em ratas OVX, sugerindo que
TAM estaria agindo como antagonista de receptores de estrégeno (Walf and
Frye 2005). Pouco tem sido estudado em relagdo aos efeitos do tamoxifeno
sobre a memoria. O’Neill e colaboradores (O'Neill et al. 2004) verificaram que
o0 TAM e seu metabolito ativo 4-OH-TAM séo capazes de exercer um papel
neuroprotetor em cultura de células neuronais, porém ndo sdo capazes de
melhorar a fungdo de memdria como o estradiol. Enquanto que outros estudos
observaram que animais tratados com tamoxifeno mostraram um aumento na
densidade de espinhos dendriticos em neurénios piramidais na regido CA1l do
hipocampo (Gonzalez-Burgos et al. 2012) e melhoraram o desempenho

cognitivo relacionado ao cortex pré-frontal (Velazquez-Zamora et al. 2012).
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da administragéo cronica de tamoxifeno e/ou estradiol
sobre paradmetros metabdlicos, comportamento alimentar, comportamento do
tipo-ansioso, do tipo-depressivo e memdria de medo contextual em ratas

ovariectomizadas.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o comportamento alimentar para racdo padréo e alimentos palataveis
(chocolate e Froot Loops®).

- Verificar pardmetros metabdlicos como alteragdo de peso dos animais ao
longo do tratamento, gordura retroperitoneal, peso uterino e perfil lipidico no
final do tratamento.

- Avaliar o comportamento do tipo-ansioso, do tipo-depressivo e memdria de

medo contextual.
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3. MATERIAIS, METODOS E RESULTADOS
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3.1 Capitulo I: Effect of chronic administration of tamoxifen and/or
estradiol on feeding behavior, palatable food and metabolic

parameters in ovariectomized rats.

Artigo cientifico submetido a revista Physiology and Behavior.
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ABSTRACT

Tamoxifen (TAM) is a selective estrogen receptor modulator (SERM) used in
the treatment of breast cancer; however many women complain of weight gain
during TAM treatment. The anorectic effects of estradiol (E) and TAM are well
known, although the effects of E on the consumption of palatable food are
controversial and there is no information regarding the effects of TAM on
palatable food consumption. The aim of this study was to investigate the effects
of chronic treatment with Estradiol and/or Tamoxifen on feeding behavior in
ovariectomized rats exposed to standard chow and palatable foods (Froot
Loops® or chocolate). Additionally, parameters such as body weight, uterine
weight, lipid profile and plasma glucose were also measured. Wistar rats were
ovariectomized (OVX) and subsequently injected (ip.) for 40 days with: E, TAM,
E+TAM or vehicle (OVX and SHAM — controls). Behavioral tests were initiated
25 days after the start of treatment. Froot Loops® consumption was evaluated
in a novel environment during 3 minutes. Standard chow intake was evaluated
for two days and chocolate intake during 7 days in the home cage in a free
choice model (chocolate or standard chow). Rats injected with E, TAM and
E+TAM groups showed a reduction in body weight and standard chow intake,
compared with control groups. With regard to palatable food intake, the E, TAM
and E+TAM groups demonstrated increased consumption of Froot Loops®,
compared with the SHAM and OVX groups. In contrast, all groups increased
their consumption of chocolate, compared with standard chow; however the E
group consumed more chocolate than the OVX, TAM and E+TAM groups.

Despite these differences in chocolate consumption, all groups showed the
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same caloric intake during the chocolate exposure period, however TAM and
E+TAM groups showed decreased body weight. Treatment with estradiol and
tamoxifen showed a favorable lipid profile with low levels of TC, LDL, LDL/HDL
ratio and lower levels of plasma glucose. E group demonstrated high levels of
TG and HDL, when compared with the TAM and E+TAM groups. Taken
together, results suggest that TAM acted in an estrogen-like manner on the
majority of parameters analyzed. However, tamoxifen acts in different manner
depending on the type of palatable food and the exposure. In addition, the TAM
group demonstrated weight loss, compared with other groups independently of
the type of food presented (palatable food or standard chow), showing a low
caloric efficiency. Therefore, the possible weight gain seen in women that are

treated with TAM may be due to a change in lifestyle.

Key Words: Estrogen; tamoxifen; palatable foods; chocolate; lipid profile;

weight gain

1. INTRODUCTION

Tamoxifen (TAM) is a triphenethylene derivative drug that is widely used for
the treatment of all stages of breast cancer [1], reducing the incidence of breast
cancer in both pre and postmenopausal women at elevated risk [2,3]. TAM is a
selective estrogen receptor modulator (SERM), a class of drugs that act as
estrogen receptor agonists or antagonists, depending on the target tissue [4].
TAM behaves like an estrogen antagonist in mammary tissue while it
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mimics the effects of estrogen in other tissues, for example the uterus, cardiac
and bone tissue [5,6,7]. However, it is not yet understood whether TAM has
estrogenic or antiestrogenic activities in the brain.

Estrogens exert their physiological effects through two estrogen receptor
(ER) subtypes, ERa and Erf, which belong to the nuclear receptor family of
ligand-activated transcription factors. ER has two ‘activation’ domains within the
receptor, which facilitate the interaction of the ER with the transcription
apparatus - activation function-1 (AF-1) and activation function-2 (AF-2). Both
ERa and ERP contain an AF-2 domain, but unlike ERa, ERB seems to have a
weaker AF-1 domain and depends more on the AF-2 for its transcriptional
activation function [8,9]. Furthermore, estrogen can act by non-genomic
mechanisms via membrane ERs [10]. Evidence suggests that tamoxifen inhibits
ER-AF-2 activity, and consequently acts as an antagonist in ER and has
partial agonist activity in Era [11].

In addition to the estrogen effects on reproductive physiology, this ovarian
hormone can modulate numerous brain  neurotransmitters  and
neuromodulators, including the serotonergic, dopaminergic, neuropeptide Y and
opioidergic systems, and consequently modulate cognitive functions, mood and
the reward system [12,13,14]. It is well established that estradiol reduces food
intake, body weight and improves lipid profile, possibly via the activation of Era
[15,16]. These effects are probably due to an increase in the expression of
anorexigenic genes and a decrease in the expression of orexigenic genes [17].
It is well known that tamoxifen mimics the effects of estradiol on food intake in

rats [18,19].
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Apart from these well-established effects of estradiol on food intake, the role
of estradiol on palatable food intake is controversial and more complex [20,21].
Palatable foods activate the reward system, thereby affecting ingestive behavior
[22,23]. The predilection for palatable foods and reward system activation is a
basic and evolutionarily-conserved survival mechanism in animals and humans
[24]. Foods rich in fat and sugar are attractive because such foods can be
rapidly converted into energy [24,25]. It has been demonstrated that the
preference for palatable foods, including sweets, differs between males and
females, and sweet preferences change across the menstrual cycle and during
pregnancy [20,26,27,28,29,30]. However, other studies report that estrogen
does not affect behavioral responses to palatable foods [21,31].

Although it is well established that tamoxifen-treated animals demonstrate
reduced body weight and standard chow intake, there is no information in the
literature regarding tamoxifen treatment and the consumption of palatable food.
On the other hand, humans have access to a variety of fat and sweet foods and
it is known that many women experience weight gain during tamoxifen
treatment for breast cancer. This is especially true for patients who were not
overweight before diagnosis [19,32].

Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of chronic
treatment with Estradiol and/or Tamoxifen on feeding behavior in
ovariectomized rats exposed to standard chow and palatable foods (Froot
Loops® or chocolate). Additionally, parameters such as body weight, uterine

weight and lipid profile were also measured.
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2. METHODS

2.1 Animals

We used 120 adult female (7—13 per group), Wistar rats (75 days of age at
the beginning of the treatment), weighing between 180-220g. Rats were
housed in groups, with five rats per cage. Cages were made of Plexiglas
material (65%25x%15 cm) with the floor covered with sawdust. Animals were
maintained on a standard dark-light cycle (lights on between 7:00h and 19:00
h), at a room temperature of 21+1 °C. The rats had free access to food
(standard rat chow) and water. All experimental procedures occurred during the
light phase (10:00-15:00h). All animal treatments were in accordance with the
institutional guidelines and according to the recommendations of the
International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS), and all efforts
were made to minimize animal suffering, as well as to reduce the number of

animals used.

2.2 Surgery

All rats were ovariectomized or just underwent the surgery without removal
of ovaries (SHAM group). Ovariectomies were performed under aseptic
conditions. Rats were anesthetized with 60 mg/kg ketamine HCI (Dopalen:
Agribrands, Campinas, SP, Brazil) and 16 mg/kg xylazine (Anasedan:
Agribrands, Campinas, SP, Brazil) i.p., and bilateral ovariectomy was performed
with a single abdominal incision. The abdominal skin was then cut, the
peritoneum was opened, both ovarian arteries were linked, and both ovaries
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were removed. The muscle and the skin were sutured [33]. Animals received
one drop (p.o.) of acetaminophen (200mg/ml, Paracetamol EMS, Hortolandia,

SP, Brazil) after surgery as analgesic.

2.3 Treatments

After a recovery period of 10-15 days, the animals received Froot Loops® or
chocolate in their home cage, 24h before the beginning the treatments in order
to avoid taste aversion [34,35]. The animals were divided into five groups: sham
group (submitted to the surgery without removal of ovaries and received
vehicle), OVX group (received vehicle), 173-estradiol group (OVX that received
0.1mg/kg), Tamoxifen group (OVX that received 2mg/kg) and E+TAM (OVX that
received 0.1mg/kg of 17B-estradiol + 2mg/kg of tamoxifen). Tamoxifen
(PharmaPlus - Porto Alegre, RS, Brazil) and estradiol (Sigma-St. Louis, MO,
USA) were dissolved in vehicle: ethanol (10%), DMSO (5%) and 0.9% NacCl
(85%). It is important to note that the 2 mg/kg dose of tamoxifen used in the
present study is calculated to be the equivalent dose that is prescribed to
patients (20 mg), based on surface area (mg/m?) [34]. The 0.1 mg/kg dose of
estradiol was chosen based on previous studies [36], and mimics the proestrus
phase of the estrous cycle [37]. Rats were injected (1 ml/kg ip.) daily between

1:00pm and 3:00pm until euthanasia. Body weight was monitored once a week.

2.4 Sweet food ingestion
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The behavioral test was initiated 25 days after the first injection. Prior to all
tests, rats were acclimatized to the experimental room for at least 30 min. This
feeding behavior was conducted during the light phase [28, 38], in order to
measure the consumption of sweet food regardless of physiological

mechanisms of hunger [25].

Rats were placed in a rectangular box (40 cmx15 cmx20 cm) with floor and
side walls made of wood and a glass ceiling. Ten Froot Loops® (Kellogg's® —
pellets of wheat, cornstarch and sucrose) were placed in one extremity of the
box. The animals were habituated to this environment for 5 days, during 3 min
each day, under food restriction (receiving 80% of habitual ingestion). After the
last habituation session, the animals were fed ad libitum and were exposed to a
3-min test session, 24h later. Time spent to reach the food, time spent until
beginning to eat and the number of ingested Froot Loops® were evaluated in
each trial and in the test session. A protocol was established so that when the
animals ate part of the Froot Loops® (e.g., 1/3 or 1/4), this fraction was
considered [38]. This experiment could mimic the problem of women that gain
weight during TAM treatment and diet in order to lose weight using food

restriction.

2.5 Exposure to chocolate and standard chow

Twenty five days after the first injection, the animals were separated with
two animals from the same group per cage and the consumption of standard
chow was measured during two days. To determine the caloric efficiency, (the

amount of weight gained as a result of caloric intake), the daily weight gain (in
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milligrams) was divided by the daily caloric intake (in Kcal) [39]. On the third
day, the animals received standard chow and chocolate ad libidum, allowing
them to choose between the two types of food during the next 7 days. The food
was previously weighed and the remaining quantity was measured each day to
evaluate consumption. See Table 1 for nutritional composition of these foods.

For this experiment we used a different set of animals.

2.6 Blood collection and structure dissection

One day after the last behavioral procedure, animals were killed by
decapitation between 09:00h and 15:00h, after an overnight fasting. The trunk
blood was collected into tubes with EDTA, centrifuged at 4°C/1000g, and
plasma separated and stored at —-80°C until analysis of plasma lipids and
plasma glucose. Uterus and retroperitoneal fat were carefully dissected and

weighed using a scale with a precision of 0.0001g.

2.7 Plasma lipids and glucose (Blood Biochemistry)

Total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL), and
triglyceride analyses were performed on EDTA plasma, collected from animals
fasted for 14 hours before blood collection. TC and triglycerides were measured
by enzymatic method kits (Wiener Lab, Argentina). HDL concentrations were
measured by a system for selective precipitation of Low and Very Low density
Lipoproteins (LDL and VLDL) and HDL cholesterol measurement in the

supernatant, using an end point reaction, as described in the HDL Kit (Labtest,
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Brazil). Low-density lipoprotein cholesterol (LDL) was calculated using the

Friedewald formula [40]. Plasma glucose was measured by the glucose oxidase

on a Spectra Max M5 autoanalyzer. For this experiment we used a different set

of animals.

2.8 Statistical analyses

Data were analyzed using one-way or repeated-measures analysis of
variance (ANOVA) and were expressed as means + SEM. When indicated, a
post-hoc Duncan multiple range test was performed. Significance levels for all

measures were set at p<0.05.

The timeline of the experimental procedures is shown below:

Begining of the

treatment Treatment Euthanasia
Surgery L
| | | \ |
| | | |
Days 0 26 35 40
k_r_) L J
/
14 days postoperative Feeding behaviors

3. RESULTS

3.1 Body weight, retroperitoneal fat and uterine weight

30



SHAM and OVX groups showed an increase in body weight
(F(4,34)=46.56, p<0.001) and retroperitoneal fat (F(4,48)=4.91, p=0.002), and
these effects were prevented by chronic administration of E, TAM or E+TAM

(F(4,34)=46.56, p<0.001) (Fig. 1 and Table 2).

Ovariectomized rats that received vehicle showed a significantly
decreased uterine weight, when compared with the sham group. Those animals
treated with estradiol demonstrated a significantly increased uterine weight,
whereas TAM and E+TAM were unable to reverse the uterine weight loss due

to ovariectomy (F(4,35)=9.11, p<0.001) (Table 2).

3.2 Standard chow intake

We observed that the consumption of standard chow in the home cage
was lower in groups treated with E, TAM or E+TAM (F(4,17)=4.5, p=0.01). The
caloric efficiency of these groups was also lower (F(4,13)=16.8, p<0.0001),

compared with the SHAM and OVX groups (Fig. 2A and 2B).

3.3 Sweet food ingestion

A one-way ANOVA, followed by the Duncan multiple range test,
showed that the E, TAM and E+TAM groups took less time to reach the Froot
Loops® (F(4,44)=5.49, p<0.001) (Fig. 3A) and start to eat (F(4,41)= 2.73,
p=0.001) (Fig. 3B). E, TAM and E+TAM increased their intake of Froot loops®

(F(4,41)=5.58, p=0.01), compared to the SHAM and OVX groups (Fig. 3C).
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3.4 Exposure to chocolate and standard chow

When chocolate and standard chow were offered in the home cage, one-
way ANOVA showed that the consumption of chocolate was higher in the E
group, compared with the OVX, TAM and E+TAM groups (F(4,13)=4.15,
p=0.02). No differences were seen among groups regarding the consumption of
standard chow during 7 days (F(4,13)=1.8, p=0.19) (Fig 4A). During exposure to
standard chow and chocolate, all groups showed an increase in total calories
consumed per day and there were no significant differences among the groups
(F(4,14)=278, p<0.001), unlike those observed when the animals were exposed
only to standard chow (Fig. 4B). Although the same amounts of calories were
consumed during the exposure to standard chow and chocolate, the OVX group
showed the greatest weight gain and caloric efficiency, followed by the E,
SHAM and TAM groups, while the E+TAM group had a weight loss
(F(4,33)=18.6, p<0.0001) (Fig. 4C) and lower caloric efficiency (F(4,10)=24.67,

p<0.0001) (Fig. 4D).

3.5 Blood Biochemistry

Ovariectomy caused an increase in total cholesterol (F(4,27)=5.81,
p=0.001) and LDL cholesterol (F(4,27)=5.72, p=0.002) levels and this was
prevented by the administration of estradiol and tamoxifen. The OVX, TAM and
E+TAM groups demonstrated lower levels of HDL cholesterol (F(4,27)= 4.48,
p=0.006), compared to the SHAM and E groups. TAM treatment reduced
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triglycerides levels (F(4,27)=5.77, p=0.002) and prevented the effect of estradiol
on this parameter. The TAM treatment group also showed the lowest plasma
glucose levels, followed by E+TAM and estradiol groups (F(4,26)=8.3,
p<0.001). The OVX group showed a higher of LDL/HDL ratio, compared with

the other groups (F(4,27)=4.7, p=0.005) (Table 3).

4. DISCUSSION

Chronic treatment of ovariectomized rats with estradiol and tamoxifen led
to a decrease in body weight, retroperitoneal fat and a decrease in standard
chow intake. The caloric efficiency was lower for the E, TAM and E+TAM
groups. When rats were exposed to a palatable food, a different profile was
observed depending on the type of palatable food. The E, TAM and E+TAM
groups consumed more Froot loops® than the other groups. With regard to
chocolate, the E group consumed more calories from chocolate, when
compared with OVX, TAM and E+TAM groups. Chronic treatment with estradiol
and tamoxifen showed a favorable lipid profile; low levels of TC, LDL, LDL/HDL
ratio and lower levels of glucose were observed. Levels of HDL were lower in
the OVX, TAM and E+TAM groups. The E group showed higher levels of TG
and HDL, in contrast to the TAM and E+TAM groups. The differences between
SHAM and E group may be due to the hormonal fluctuations according to the

phase of the estrous cycle presented by the SHAM rats.

Despite the known effects of tamoxifen as estrogen-agonist in uterine

tissue in women [41], the present study showed that tamoxifen, in contrast to
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estradiol, was unable to revert the uterine weight loss induced by ovariectomy,
and also inhibited the effect of estradiol. These results are in agreement with
other study showing that tamoxifen has no effect on uterine weight [18].
However, other studies have shown that tamoxifen could partially reverse the
uterine weight loss caused by ovariectomy [42,43]. The reason for these
contradictory results on uterine weight is not well understood, because TAM
was effective as an estrogen agonist when measuring the parameters, body

weight loss and retroperitoneal fat (see below).

OVX and SHAM group, which received the vehicle, increased body
weight and retroperitoneal fat, whereas rats treated with estradiol and/or
tamoxifen showed a reduction in these parameters. These results are
consistent with previous findings in the literature [10,18,19,21,34,35]. Estradiol
and tamoxifen treatment provoked a decrease in standard chow intake in
ovariectomized rats, as expected and in agreement with data from literature
[18,19,21,44]. The decrease in food intake associated with TAM and E
treatment undoubtedly contributed to the decrease in body weight and fat
content, but it is not clear whether hypophagia can entirely explain the weight
loss [18]. An important role of the estradiol receptors (ERSs), particularly ERa, in
the reduction of body weight, food intake and adipose tissue has been
demonstrated [15,45,46,47]. Adipocytes isolated from obese women have been
reported to present reduced ERa mRNA levels, compared to those of non-
obese women, suggesting that estrogen signaling, in particular via ERa, may
influence body weight [46]. ERa-deficient mice exhibited an increased adipose

tissue mass without displaying differences in energy intake, suggesting that the

34



weight gain is due to a decrease in energy expenditure [10,48]. This could
explain the low caloric efficiency of animals treated with estradiol and tamoxifen,
found in the present study. Since tamoxifen, as well as estradiol, prevented any
further weight gain, fat gain and food intake, it may be suggested that tamoxifen
acts as an estradiol agonist on these parameters via ERa activation, given that
tamoxifen is considered a partial agonist of Era [11]. In addition, estradiol and
tamoxifen reduce lipoprotein lipase activity [49,50,51], which could contribute to
decrease fat deposition due to reduced fatty acids release for lipogenesis. In
addition, weight loss may be due to role of estrogen in modulating uncoupling
protein (UCP) in white adipose tissue. Estrogen can increase the expression of

UCP2 in white adipose tissue and increase the energy spent as heat [52].

We also found differences in the palatable food intake profile when rats
were submitted to different kinds of exposure to palatable foods (restrictive
schedule to Froot Loops® or free access to chocolate). During the exposure to
sweet food (Froot Loops®), after 5 days of food restriction and under a
restrictive schedule of exposure to froot loops, rats treated with estradiol and/or
tamoxifen increased their consumption, compared with the control groups.
Other studies have also shown an increase in sweet food intake when estradiol
levels are high, as seen in the proestrus in rats [27] and in the folicular fase in
women [15]. When the animals were exposed to chocolate and standard chow
in the home cage for 7 days with 24 hours of free access, all groups consumed
more chocolate than standard chow. In contrast, rats treated with estradiol ate
even more chocolate than the OVX, TAM and E+TAM groups, although the total

caloric consumption was the same in all groups. A similar observation was
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made by Boswell et al., (2006) [20], who utilized a chocolate cake mix and
observed an increase in food intake in rats treated with estradiol. On the other
hand, Butera et al., (2010) [21] observed that estradiol treatment caused a
reduction in chocolate intake, in a treatment paradigm that mimics the estrous
cycle, instead of continuous hormone replacement. Therefore, we found that
Tamoxifen acted in a different manner, depending on the kind of palatable food

and/or the paradigm of exposure to food.

Independently of sex, both rats and humans are naturally more
susceptible to palatable foods. Food intake is regulated by several factors; a
homeostatic pathway that maintains energy sources and a hedonic
pathway that stimulates the desire to consume foods that are palatable [23].
Palatable food can mobilize opioids and dopamine and increases the levels of
galanin, enkephalin, and orexin in the reward system, stimulating overeating as
a positive feedback [23,25]. Estrogen is also able to interact with the reward
system by increasing the expression of orexin and galanin neurons in the
hypothalamus, which are involved in reward-based feeding behavior
[53,54,55,56]. The activation of these neurons promotes the release of
dopamine and an increase in palatable food intake [25,53,54]. This stimulation
in reward circuitry may occur through ER(, given that this receptor is able to
modulate the dopamine receptor and dopamine transporter in the striatum and
accumbens nucleus [13] and this is probably the estradiol receptor that is more
related to the ingestion of palatable foods [27]. Tamoxifen is known to have
antagonist effects in ERB [11], and this could explain the difference in chocolate

intake between the tamoxifen and estradiol groups. In this sense, we speculate
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that estradiol could increase palatable food ingestion by stimulation of the
release of hormones and neuropeptides involved in reward circuitry,
independently of the satiety system; such an effect may occur through ERp. In
addition, the TAM and E+TAM groups consumed the same calories as the other
groups during the exposure to chocolate, but demonstrated a lower caloric

efficiency.

Evaluation of Froot Loops consumption, unlike the evaluation of
chocolate consumption, involved a habituation period (5 days) and during this
period the animals were deprived of food (80%). On the test day the animals
were fed, but consumption was assessed as before, using a restrictive
schedule. Food deprivation strongly augments the reward value (for example,
the speed of learning to obtain a rewarding stimulus) [57]. However, the OVX
and Sham groups showed a significantly higher latency to eat and ate less,
compared with groups treated with estradiol and/or tamoxifen. Independently
from the hormonal milieu of the animal, food deprivation increases the
expression of neuropeptides Y (NPY) in the arcuate nucleus, consequently
more NPY is released in the paraventricular nucleus [58] and these effects can
be reversed by leptin administration [59]. Furthermore, estradiol treatment
reduces the circulating leptin levels, increases the leptin receptor and
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCSS3, an inhibitor of leptin signaling)
expressions in the medial basal hypothalamus; however these effects were not
observed in OVX rats treated with vehicle [44]. Given that NPY is related to the
increased consumption of a high carbohydrate diet [60], the food deprivation

that rats underwent during the habituation period might have been responsible
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for the higher consumption of Froot Loops in rats treated with estradiol and
tamoxifen. This effect was not observed in the Sham and OVX groups, probably
due to the high circulating leptin levels (which inhibit NPY), given that these
groups have a higher fat accumulation. NPY declines in relation to body fat,
presumably attributable to an increase in leptin levels [60]. Further studies are
needed to elucidate the mechanisms involved in the effects of estradiol and

tamoxifen on palatable food behavior.

Estradiol and tamoxifen treatment showed a favorable profile regarding
plasma lipids and glucose. The estradiol and tamoxifen groups had a decrease
in TC, LDL levels, and LDL/HDL ratio and plasma glucose, compared to the
OVX rats treated with vehicle; however, the effect of TAM was more
accentuated on TC and glucose levels. The TAM and OVX groups showed
lower HDL cholesterol levels, compared with the estradiol group; however the
difference in LDL/HDL ratio in OVX rats was probably due to the high levels of
LDL in this group. The decrease in plasma LDL caused by estradiol may be the
result of increased hepatic LDL receptor expression [61,62,63] which increases
the clearance of plasma LDL and the secretion of cholesterol into the bile. In
addition, it has been demonstrated that this LDL receptor transcription activation
occurs via Era [63], therefore, tamoxifen may act by the same mechanism,
increasing hepatic LDL receptor expression [64] with a consequent decrease in
LDL levels. With regard to HDL levels, estrogen is known to increase plasma
levels of HDL cholesterol [65,66]. This may be due to an increase of hepatic
apo A-l expression [67,68] and by a modulation of the proteins involved in the

metabolism of HDL expression, such as HDL receptor SR-BI [69,70]. However,
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the effect of tamoxifen is less conclusive, because literature reports increase
[71], decrease [64], or no change [72] on HDL cholesterol levels. Moreover,
differently from Estradiol treatment, the levels of SR-Bl expression were not
changed with Tamoxifen treatment [64]. However, despite the lower levels of
HDL showed in TAM group, the LDL/HDL ratio was equal to the Estradiol group
and different from OVX rats treated with vehicle. It has been shown that
estradiol induces a decrease in lipoprotein lipase (LPL) activity in adipose tissue
[50, 73] and this mechanism could, at least in part, explain the elevated serum
triglycerides found in Estradiol group. Tamoxifen also reduces the LPL activity
in humans and rats, but differently from Estradiol, it did not elevate plasma
triglycerides levels [51], perhaps it can be due to a decrease in VLDL secretion.
It has been demonstrated that tamoxifen induces hepatic triacylglycerol
accumulation [64], probably due to an increase in the synthesis [74] or a fatty
acid oxidation blockade [64]. It could disturb the liver function and reduce the

secretion of VLDL.

5. CONCLUSION

Tamoxifen treatment mimicked the effects of estradiol in many
parameters: weight loss, retroperitoneal fat, standard chow intake and in most
lipids analyzed, but in the uterine weight TAM behaved as estrogen-antagonist.
Concerning the palatable food intake, TAM acted in a different manner
depending on the experimental conditions. Under restrictive schedule, TAM
treated rats ate as much Froot Loops as E group. Under free access, all groups

showed more preference to chocolate than standard chow, but E group ate
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even more chocolate. Further, TAM group showed lower caloric efficiency
irrespective of the kind of food offered (palatable or standard chow), showing
that TAM group has greater energy expenditure and in consequence it
accumulates less fat than the other groups. Therefore, the possible weight gain

seen in women that are treated with TAM may be due to a change in lifestyle.

Acknowledgements

I would like to thank all integrants of Stress Neurobiology laboratory of

Biochemistry Department-ICBS of our university for the help in experiments.

This study doesn’t have any conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations that could

inappropriately influence, or be perceived to influence, their work.

This work was supported by National Research Council of Brazil (CNPQq),

Carine Lampert was the recipient of a CAPES fellowship.

References

[1] Fisher B, Costantino J, Redmond C, Poisson R, Bowman D, Couture J, et al.
A randomized clinical trial evaluating tamoxifen in the treatment of patients
with node-negative breast cancer who have estrogen-receptor-positive tumors.
N Engl J Med 1989;320(8):479-84.

[2] Cuzick J, Powles T, Veronesi U, Forbes J, Edwards R, Ashley S, et al.
Overview of the main outcomes in breast-cancer prevention trials. Lancet
2003;361(9354):296-300.

40



[3] Powles TJ, Ashley S, Tidy A, Smith IE, Dowsett M. Twenty-year follow-up
of the Royal Marsden randomized, double-blinded tamoxifen breast
cancer prevention trial. J Natl Cancer Inst 2007;99(4):283-90.

[4] Jordan VC. The science of selective estrogen receptor modulators: concept
to clinical practice. Clin Cancer Res 2006;12(17):5010-3.

[5] Smith CL, O'Malley BW. Coregulator function: a key to understanding tissue
specificity of selective receptor modulators. Endocr Rev 2004;25(1):45-71.

[6] Sato M, Rippy MK, Bryant HU. Raloxifene, tamoxifen, nafoxidine, or
estrogen effects on reproductive and nonreproductive tissues in
ovariectomized rats. FASEB J 1996;10(8):905-12.

[7] Riggins RB, Schrecengost RS, Guerrero MS, Bouton AH. Pathways to
tamoxifen resistance. Cancer Lett 2007;256(1):1-24.

[8] Bryzgalova G, Gao H, Ahren B, Zierath JR, Galuska D, Steiler TL, et
al. Evidence that oestrogen receptor-alpha plays an important role in the
regulation of glucose homeostasis in mice: insulin sensitivity in the
liver. Diabetologia 2006;49(3):588-97.

[9] McDonnell DP. The Molecular Pharmacology of SERMs. Trends Endocrinol
Metab 1999;10(8):301-11.

[10] Faulds MH, Zhao C, Dahlman-Wright K, Gustafsson JA. The diversity of
sex steroid action: regulation of metabolism by estrogen signaling. J
Endocrinol 2012;212(1):3-12.

[11] Hall JM, McDonnell DP. The estrogen receptor beta-isoform (ERbeta) of
the human estrogen receptor modulates ERalpha transcriptional activity and is
a key regulator of the cellular response to estrogens and antiestrogens.
Endocrinology 1999;140(12):5566-78.

[12] McEwen BS, Alves SE. Estrogen actions in the central nervous
system. Endocr Rev 1999;20(3):279-307.

41



[13] Morissette M, Le Saux M, D'Astous M, Jourdain S, Al Sweidi S, Morin N, et
al. Contribution of estrogen receptors alpha and beta to the effects of estradiol
in the brain. J Steroid Biochem Mol Biol 2008;108(3-5):327-38.

[14] McEwen BS, Akama KT, Spencer-Segal JL, Milner TA, Waters EM.
Estrogen effects on the brain: actions beyond the hypothalamus via novel
mechanisms. Behav Neurosci 2012;126(1):4-16.

[15] Asarian L, Geary N. Modulation of appetite by gonadal steroid
hormones. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 2006;361(1471):1251-63.

[16] Eckel LA. The ovarian hormone estradiol plays a crucial role in the control
of food intake in females. Physiol Behav 2011;104(4):517-24.

[17] Santollo J, Yao D, Neal-Perry G, Etgen AM. Middle-aged female rats
retain sensitivity to the anorexigenic effect of exogenous estradiol. Behav
Brain Res 2012;232(1):159-64.

[18] Wade GN, Heller HW. Tamoxifen mimics the effects of estradiol on
food intake, body weight, and body composition in rats. Am J Physiol
1993;264(6 Pt 2):R1219-23.

[19] Lopez M, Lelliott CJ, Tovar S, Kimber W, Gallego R, Virtue S, et al.
Tamoxifen-induced anorexia is associated with fatty acid synthase inhibition in
the ventromedial nucleus of the hypothalamus and accumulation of
malonyl-CoA. Diabetes 2006;55(5):1327-36.

[20] Boswell KJ, Reid LD, Caffalette CA, Stitt KT, Klein LA, Lacroix AM,
et al. Estradiol increases consumption of a chocolate cake mix in
female rats. Pharmacol Biochem Behav 2006;84(1):84-93.

[21] Butera PC, Wojcik DM, Clough SJ. Effects of estradiol on food
intake and meal patterns for diets that differ in flavor and fat content.
Physiol Behav 2010;99(1):142-5.

[22] Alsio J, Olszewski PK, Levine AS, Schioth HB. Feed-forward
mechanisms: addiction-like behavioral and molecular adaptations in

overeating. Front Neuroendocrinol 2012;33(2):127-39.
42



[23] Lajtha A, Sershen H. Heterogeneity of reward mechanisms. Neurochem
Res 2010;35(6):851-67.

[24] Berthoud HR, Lenard NR, Shin AC. Food reward, hyperphagia, and
obesity. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2011;300(6):R1266-77.

[25] Erlanson-Albertsson C. How palatable food disrupts appetite regulation.
Basic Clin Pharmacol Toxicol 2005;97(2):61-73.

[26] Curtis KS, Stratford JM, Contreras RJ. Estrogen increases the taste
thesholdfor sucrose in rats. Physiol Behav 2005;86(3):281-6.

[27] Green AD, Barr AM, Galea LA. Role of estradiol withdrawal in
‘anhedonic' sucrose consumption: a model of postpartum depression.
Physiol Behav 2009;97(2):259-65.

[28] Gamaro GD, Prediger ME, Lopes JB, Dalmaz C. Interaction between
estradiol replacement and chronic stress on feeding behavior and on
serum leptin. Pharmacol Biochem Behav 2003;76(2):327-33.

[29] Clarke SN, Ossenkopp KP. Taste reactivity responses in rats: influence of
sex and the estrous cycle. Am J Physiol 1998;274(3 Pt 2):R718-24.

[30] Frye CA, Crystal S, Ward KD, Kanarek RB. Menstrual cycle and dietary
restraint influence taste preferences in young women. Physiol Behav
1994,55(3):561-7.

[31] Hrupka BJ, Smith GP, Geary N. Ovariectomy and estradiol affect
postingestive controls of sucrose licking. Physiol Behav 1997;61(2):243-7.

[32] Nissen MJ, Shapiro A, Swenson KK. Changes in weight and body
composition in women receiving chemotherapy for breast cancer. Clin Breast
Cancer 2011;11(1):52-60.

[33] Crema LM, Vendite D, Horn AP, Diehl LA, Aguiar AP, Nunes E, et al.
Effects of chronic restraint stress and estradiol replacement on glutamate
release and uptake in the spinal cord from ovariectomized female rats.
Neurochem Res 2009;34(3):499-507.

43



[34] Fudge MA, Kavaliers M, Baird JP, Ossenkopp KP. Tamoxifen produces
conditioned taste avoidance in male rats: an analysis of microstructural licking
patterns and taste reactivity. Horm Behav 2009;56(3):322-31.

[35] Fudge MA, Kavaliers M, Baird JP, Ossenkopp KP. Tamoxifen and
raloxifene produce conditioned taste avoidance in female rats: a microstructural
analysis of licking patterns. Life Sci 2009;84(9-10):282-9.

[36] Sharma K, Mehra RD, Dhar P, Vij U. Chronic exposure to estrogen
and tamoxifen regulates synaptophysin and phosphorylated cAMP response
element-binding (CREB) protein expression in CAl of ovariectomized rat
hippocampus. Brain Res 2007;1132(1):10-9.

[37] Prediger ME, Gamaro GD, Crema LM, Fontella FU, Dalmaz C.
Estradiol protects against oxidative stress induced by chronic variate
stress. Neurochem Res 2004;29(10):1923-30.

[38] Pettenuzzo LF, Noschang C, von Pozzer Toigo E, Fachin A, Vendite
D, Dalmaz C. Effects of chronic administration of caffeine and stress on
feeding behavior of rats. Physiol Behav 2008;95(3):295-301.

[39] da SBC, Silveira PP, Portella AK, Diehl LA, Nunes E, de Oliveira VS,
et al. Could preference for palatable foods in neonatally handled rats alter
metabolic patterns in adult life? Pediatr Res 2007;62(4):405-11.

[40] Friedewald WT, Levy RI, Fredrickson DS. Estimation of the concentration
of low-density lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the
preparative ultracentrifuge. Clin Chem 1972;18(6):499-502.

[41] Williams-Brown MY, Salih SM, Xu X, Veenstra TD, Saeed M, Theiler SK, et
al. The effect of tamoxifen and raloxifene on estrogen metabolism and
endometrial cancer risk. J Steroid Biochem Mol Biol 2011;126(3-5):78-86.

[42] Sikoski P, Register TC, Lees CJ, Lundeen S, Hutchison J, Brown KH, et al.
Effects of two novel selective estrogen receptor modulators, raloxifene,

tamoxifen, and ethinyl estradiol on the uterus, vagina and breast in

44



ovariectomized cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis). Am J Obstet
Gynecol 2007;196(1):75 el-7.

[43] Stygar D, Muravitskaya N, Eriksson B, Eriksson H, Sahlin L. Effects of
SERM (selective estrogen receptor modulator) treatment on growth and
proliferation in the rat uterus. Reprod Biol Endocrinol 2003;1:40-47.

[44] Larco DO, Cruthirds DF, Weiser MJ, Handa RJ, Wu TJ. The effect of
chronic immobilization stress on leptin signaling in the ovariectomized
(OVX) rat. Endocrine 2012.

[45] Santollo J, Katzenellenbogen BS, Katzenellenbogen JA, Eckel LA.
Activation of ERalpha is necessary for estradiol's anorexigenic effect in
female rats. Horm Behav 2010;58(5):872-7.

[46] Nilsson M, Dahlman I, Ryden M, Nordstrom EA, Gustafsson JA, Arner P, et
al. Oestrogen receptor alpha gene expression levels are reduced in obese
compared to normal weight females. Int J Obes (Lond) 2007;31(6):900-7.

[47] Roesch DM. Effects of selective estrogen receptor agonists on food intake
and body weight gain in rats. Physiol Behav 2006;87(1):39-44.

[48] Heine PA, Taylor JA, lwamoto GA, Lubahn DB, Cooke PS. Increased
adipose tissue in male and female estrogen receptor-alpha knockout mice. Proc
Natl Acad Sci U S A 2000;97(23):12729-34.

[49] Yonezawa R, Wada T, Matsumoto N, Morita M, Sawakawa K, Ishii Y,
et al. Central versus peripheral impact of estradiol on the impaired glucose
metabolism in ovariectomized mice on a high-fat diet. Am J Physiol
Endocrinol Metab 2012;303(4):E445-56.

[50] Homma H, Kurachi H, Nishio Y, Takeda T, Yamamoto T, Adachi K,
et al. Estrogen suppresses transcription of lipoprotein lipase gene.
Existence of a unique estrogen response element on the lipoprotein lipase
promoter. J Biol Chem 2000;275(15):11404-11.

45



[51] Hozumi Y, Kawano M, Hakamata Y, Miyata M, Jordan VC. Tamoxifen
inhibits lipoprotein activity: in vivo and in vitro studies. Horm Res 2000;53(1):36-
9.

[52] Pedersen SB, Bruun JM, Kristensen K, Richelsen B. Regulation of
UCP1, UCP2, and UCP3 mRNA expression in brown adipose tissue,
white adipose tissue, and skeletal muscle in rats by estrogen. Biochem
Biophys Res Commun 2001;288(1):191-7.

[53] Choi DL, Davis JF, Fitzgerald ME, Benoit SC. The role of orexin-A
in food motivation, reward-based feeding behavior and food-induced

neuronal activation in rats. Neuroscience 2010;167(1):11-20.

[54] Barson JR, Chang GQ, Poon K, Morganstern |, Leibowitz SF. Galanin and
the orexin 2 receptor as possible regulators of enkephalin in the
paraventricular nucleus of the hypothalamus: relation to dietary fat.
Neuroscience 2011;193:10-20.

[55] Barson JR, Morganstern |, Leibowitz SF. Galanin and consummatory
behavior: special relationship with dietary fat, alcohol and circulating lipids.
EXS 2010;102:87-111.

[56] Anker JJ, Carroll ME. Females are more vulnerable to drug abuse than
males: evidence from preclinical studies and the role of ovarian hormones.
Curr Top Behav Neurosci 2011;8:73-96.

[57] Morton GJ, Cummings DE, Baskin DG, Barsh GS, Schwartz MW. Central
nervous system control of food intake and body weight. Nature
2006;443(7109):289-95.

[58] Kalra SP, Dube MG, Sahu A, Phelps CP, Kalra PS. Neuropeptide Y
secretion increases in the paraventricular nucleus in association with increased
appetite for food. Proc Natl Acad Sci U S A 1991;88(23):10931-5.

[59] Schwartz MW, Seeley RJ, Campfield LA, Burn P, Baskin DG. Identification
of targets of leptin action in rat hypothalamus. J Clin Invest 1996;98(5):1101-6.

46



[60] Leibowitz SF, Wortley KE. Hypothalamic control of energy balance:
different peptides, different functions. Peptides 2004;25(3):473-504.

[61] Di Croce L, Bruscalupi G, Trentalance A. Independent behavior of rat
liver LDL receptor and HMGCOA reductase under estrogen treatment.
Biochem Biophys Res Commun 1996;224(2):345-50.

[62] Marino M, Distefano E, Pallottini V, Caporali S, Bruscalupi G, Trentalance
A. Activation of IP(3)-protein kinase C-alpha signal transduction pathway
precedes the changes of plasma cholesterol, hepatic lipid metabolism and
induction of low-density lipoprotein receptor expression in 17-beta-estradiol-
treated rats. Exp Physiol 2001;86(1):39-45.

[63] Li C, Briggs MR, Ahlborn TE, Kraemer FB, Liu J. Requirement of
Spl and estrogen receptor alpha interaction in 17beta-estradiol-mediated
transcriptional activation of the low density lipoprotein receptor gene
expression. Endocrinology 2001;142(4):1546-53.

[64] Lelliott CJ, Lopez M, Curtis RK, Parker N, Laudes M, Yeo G, et al.
Transcript and metabolite analysis of the effects of tamoxifen in rat liver reveals
inhibition of fatty acid synthesis in the presence of hepatic steatosis. FASEB J
2005;19(9):1108-19.

[65] Lamon-Fava S, Posfai B, Asztalos BF, Horvath KV, Dallal GE, Schaefer EJ.
Effects of estrogen and medroxyprogesterone acetate on subpopulations of
triglyceride-rich  lipoproteins and high-density lipoproteins. Metabolism
2003;52(10):1330-6.

[66] Lamon-Fava S, Herrington DM, Reboussin DM, Sherman M, Horvath
K, Schaefer EJ, et al. Changes in remnant and high-density lipoproteins
associated with  hormone therapy and progression of coronary artery

disease in postmenopausal women. Atherosclerosis 2009;205(1):325-30.

[67] Lamon-Fava S, Micherone D. Regulation of apoA-lI gene expression:
mechanism of action of estrogen and genistein. J Lipid Res 2004,45(1):106-12.

47



[68] Lamon-Fava S, Postfai B, Diffenderfer M, DelLuca C, O'Connor J, Jr.,
Welty FK, et al. Role of the estrogen and progestin in hormonal replacement
therapy on apolipoprotein  A-l kinetics in postmenopausal women.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006;26(2):385-91.

[69] Jones DR, Schmidt RJ, Pickard RT, Foxworthy PS, Eacho PI.
Estrogen receptor-mediated repression of human hepatic lipase gene
transcription. J Lipid Res 2002;43(3):383-91.

[70] Lopez D, Sanchez MD, Shea-Eaton W, McLean MP. Estrogen activates
the high-density lipoprotein receptor gene via binding to estrogen response
elements and interaction with sterol regulatory element binding protein-1A.
Endocrinology 2002;143(6):2155-68.

[71] Mastroianni A, Bellati C, Facchetti G, Oldani S, Franzini C, Berrino
F. Increased plasma HDL-cholesterol and apo A-l in breast cancer patients

undergoing adjuvant tamoxifen therapy. Clin Biochem 2000;33(6):513-6.

[72] Love RR, Wiebe DA, Newcomb PA, Cameron L, Leventhal H, Jordan VC,
et al. Effects of tamoxifen on cardiovascular risk factors in postmenopausal
women. Ann Intern Med 1991;115(11):860-4.

[73] Price TM, O'Brien SN, Welter BH, George R, Anandjiwala J, Kilgore M.
Estrogen regulation of adipose tissue lipoprotein lipase—possible mechanism
of body fat distribution. Am J Obstet Gynecol 1998;178(1 Pt1):101-7.

[74] Cole LK, Jacobs RL, Vance DE. Tamoxifen induces triacylglycerol
accumulation in the mouse liver by activation of fatty acid synthesis.
Hepatology 2010;52(4):1258-65.

48



Table 1. Nutritional composition per 100g of food used in the study.

Food Energy Total protein Total Total fat
(Kcal) (9) carbohydrate (g) (9)
Chocolate Neugebauer® 516 3.2 64 27.2
Rat chow Nuvilab CR-1® 324 22 55 4.5
Froot Loops® 376 5.6 83 2.6
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Table 2. Retroperitoneal fat and uterine weight.

SHAM OovX E TAM E+TAM

Retroperitoneal fat (g)  3.2+0.3 3.3+0.4 2.3+0.2% 2.2+0.3*  1.8+0.1°%

Uterine weight (mg) 414.9+59.6% 189.1+48.7 386.8+39.0% 190.5+26.9 253.8+26.2

Data are shown as mean*SE.

@ Different superscripts in the same row indicate statistical differences

(p<0,05) among groups.
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Table 3. Plasma lipids (mg/dL) and plasma glucose (mg/dL).

SHAM OVX E TAM E+TAM
Total Cholesterol  42.4+2.8%° 52.9+3.6° 43.7#3.2° 33.7+43* 36.6+1.5%
HDL Cholesterol  21.6+2.1*>  16.2+0.8  21.6+2.0°  14.3x1.1 16.2+1.3
LDL Cholesterol ~ 26.6+2.8  43.7+3.6° 31.6+2.8  259+3.4 27.1+2.8
Triglyceride 37.4+2.0°°  44.6+3.9° 47.3+42* 28.7+2.8° 33.8+2.9"
LDL/HDL 1.2+0.2 2.7+0.2° 1.5+0.2 1.9+0.3 1.840.3
Plasma glucose ~ 94.7+5.7%  89.3+2.3% 82.3+1.0° 74.442.9° 79.9+1.4"

Data are shown as meanz*SE.

abepifferent superscripts in the same row indicate statistical differences

(p<0.05) among groups.
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Legends to figures

Fig. 1: Weight change (g) during 28 days of treatment. Data are expressed as
mean+SEM. *p<0.0001, significantly different from control groups (SHAM and

OVX).

Fig. 2. Standard chow consumption during 2 days (Kcal/100g of rat weight) (A)
and caloric efficiency (mg of weight/Kcal/day) (B). Data are expressed as
meantSEM. *p<0.05 significantly different from control groups (SHAM and

OVX).

Fig. 3: Consumption of sweet food (Froot Loops®) during the feeding behavior
(with animals previously fed ad libitum). Latency to reach until froot loops (A).
Latency to begin to eat the froot loops (B). Number of froot loops consumed in 3
minutes (C). Data are expressed as mean+SEM. *p<0.05, significantly different
from control groups (SHAM and OVX). **p<0.05, significantly different from the

others groups. p<0.05, significantly different from OVX group.

Fig. 4: Standard chow and chocolate consumption during seven days (total
kcal/100g of rat weight) (A). Profile of food intake (Kcal/100 g of rat weight/day)
during the exposition to just standard chow and when were exposed to standard
chow plus chocolate (B). Weight change during the exposition of chocolate (C).
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Caloric efficiency during the exposition of chocolate (D). Data are expressed as
mean+SEM. %p<0.05, significantly different from OVX, TAM and E+TAM groups.
*p<0.05, significantly different from control groups (SHAM and OVX). 4p<0.05,

significantly different from OVX group. "p<0.05, significantly different from E

group.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3

*%

104

T T T T
-] © < N

(s) yoeals 03 Aouaje]

E TAM E + TAM

SHAM OVX

)
o
m o
-

T T T T
o o o o
© © < N

(s) 3ed 03} Aduaje

E TAM E+TAM

SHAM OVX

o

T T T 1
© < N o

(un) sdoo 30014 Jo JaquinN

E TAM E+TAM

SHAM OVX

56



Figure 4
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3.2 Capitulo II: Efeitos da administragdo crénica de estradiol e tamoxifeno
sobre o comportamento tipo-depressivo, tipo-ansioso e memaria de medo

contextual.

Tendo em vista que os niveis de estrégenos influenciam nas respostas
afetivas, ansiedade, depressdo e memobria, é importante analisar como o
tamoxifeno se comporta frente a estes parametros a fim de conhecer melhor
possiveis efeitos do tamoxifeno no SNC e assim, permitir uma melhor avaliagdo

dos beneficios/riscos do tratamento.

3.2.1 MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar adultas (60 dias) provenientes do Biotério
do Departamento de Bioquimica da UFRGS, mantidas em caixas-moradia,
confeccionadas em "plexiglas”, medindo 41x34x16cm, com assoalho recoberto
de serragem. Os animais foram submetidos a um ciclo normal claro/escuro de
12 horas (luzes acesas das 7 as 19 h), com ragdo padréo e agua "ad libidum".
O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais (CEUA)
do Departamento de Bioquimica da UFRGS. Os animais foram tratados de
acordo com o recomendado pela SBNeC e com as recomendagdes do
“International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS)”, buscando
sempre minimizar o sofrimento bem como reduzir o nimero de animais

utilizados.
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Cirurgia de ovariectomia

Conforme descrita no capitulo I.

Drogas

Os animais foram injetados diariamente conforme descrito no capitulo 1.

Tarefas comportamentais

Ap6s o0 30° dia de administracdo das drogas foram realizadas as
seguintes tarefas comportamentais: campo aberto, labirinto em cruz elevado,
nado forgado, medo condicionado e teste de reatividade ao choque. Os animais

continuaram recebendo as drogas até o final das tarefas comportamentais.

Campo Aberto

O teste do campo aberto avalia a atividade locomotora e exploratdria e o
comportamento tipo-ansioso do animal ao ser colocado em um ambiente
desconhecido (Vogt et al. 2008; Walsh and Cummins 1976). O aparato consiste
em uma caixa quadrada de acrilico preta, medindo de 50x50cm? e 50cm de
altura. Na sesséo de treino o animal € colocado individualmente em um dos

z

cantos do quadrado e apdés 5 min é retirado. O aparato é higienizado com
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etanol 30% antes de ser introduzido um novo animal. Na sessdo de teste, 24
horas apés, 0s animais sdo re-expostos ao aparato por mais 5 minutos. Com o
auxilio de uma cémera e do software any-maze video-tracking system é
registrado o comportamento do animal e avaliada a distancia percorrida no
aparato, a permanéncia na zona periférica e central do aparato, a distancia
percorrida em cada zona e o numero de cruzamentos pelos 16 quadrados

iguais criados pelo software.

Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado avalia de maneira mais especifica o
comportamento do tipo-ansioso. O aparato consiste de quatro bragos
arranjados em forma de cruz (bragos medindo 50cm de comprimento e 15cm
de largura), elevados 50 cm do ch&o. Dois dos bragos, opostos um ao outro,
nao tém paredes (bracgos abertos); os outros dois bragos (bragos fechados) tém
paredes de 49 cm de altura. O animal é colocado no centro do labirinto, na
juncéo entre os bracos abertos e os bragos fechados. Durante 5 minutos, com
0 auxilio de uma camera e do software any-maze video-tracking system é
avaliado o niumero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracgos abertos,
bracos fechados e no centro do labirinto (zona neutra). Também, é analisada a
frequéncia de Head dips (imersdo da cabeca abaixo do nivel do ch&o do brago
aberto para explorar o ambiente), de rearings (se erguer sobre as patas
traseiras para explorar o ambiente) e groomings (passar as patas na cabeca,
focinho e lambé-las, a fim de se limpar). Estes parametros foram definidos de

acordo com estudos prévios (Anseloni and Brandao 1997). Este teste é
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sensivel para avaliar o estado de ansiedade do animal, baseado no principio
em que a exposicdo a um brago elevado e aberto induz a um conflito entre a
aversdo ao ambiente aberto e o comportamento exploratério natural do animal

(Pellow et al. 1985; Pellow and File 1986).

Nado forgado

Uma sesséo de treino € conduzida durante 15 minutos onde o animal é
colocado em um cilindro (20 cm de diametro e 50cm de altura contendo
aproximadamente 30 cm de 4gua a 25°C) no qual é for¢cado a nadar, pois ndo
consegue tocar no fundo e nao tem como escapar. No final da sesséo o animal
€ secado com uma toalha e recolocado na caixa moradia. O teste é conduzido
vinte e quatro horas apés, sob as mesmas condigdes, porém, com duracéo de
apenas 5 minutos, onde € avaliado o tempo de imobilidade - periodo em que o
animal bdia (com o nariz na superficie da 4gua e somente com leve movimento
das patas ou cauda, o suficiente para n&o afundar) e a duragéo da tentativa de
escape (tentar subir pelas paredes do cilindro), com o auxilio de um crondmetro
digital. A interpretacdo classica é que a imobilidade esta relacionada a um
desamparo aprendido - estado tipo “depressivo”, jA que esse tempo de
imobilidade é diminuido com a administracdo de antidepressivos (Hargreaves

et al. 2005; Porsolt et al. 1978; Porsolt et al. 1977).

Medo condicionado ao contexto

61



Este teste consiste de uma sessdo de treino na qual os animais sdo
colocados em um aparato de metal com grades metalizadas no chéo durante 3
minutos (periodo de habituacdo ao ambiente). Apds a habituagdo ao ambiente,
o animal recebe 3 choques consecutivos de 0.5mA por 200 mseg com
intervalos de 15 seg. ApGs os 3 choques o animal permanece por mais 30
segundos no aparato. Na sessdo de teste, 24 horas depois, o animal é
colocado no mesmo aparato onde permanece durante 5 minutos, sem receber
choque algum. Neste periodo é registrado a frequéncia de rearings
(comportamento de exploragdo) e o tempo de freezing (congelamento) do

animal (Ribeiro et al. 2010).

Sensibilidade ao choque

Um teste de sensibilidade ao choque adaptado (Cahill and McGaugh
1990; van der Staay and Blokland 1996) foi realizado a fim de verificar se
existem diferengas na sensibilidade ao choque utilizado no teste do medo
condicionado, que justifiguem os resultados encontrados. Este teste foi
realizado com outra leva de animais. Os animais foram colocados na mesma
caixa utilizada para realizar o medo condicionado e foram dados choques com
duragdo de 1 segundo, amperagem crescente comecando com 0.1mA (com
intervalos de 0.1 mA) até 0.5mA (amperagem utilizada no medo condicionado)
e o intervalo entre os choques foi de 10 segundos. Nessa tarefa foi avaliada a
reacdo de Flinch (primeiro movimento em resposta ao choque), vocalizagéo e

salto (quando as 4 patas ndao encostam na grade).
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Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo. As comparagdes
dos diferentes grupos experimentais foram realizadas através de ANOVA de
uma via. Quando significante (p<0,05) foi seguido pelo teste de raio multiplo de

Duncan.

3.2.2 RESULTADOS

O padréo comportamental observado no campo aberto e no labirinto em
cruz elevado néo foi indicativo de comportamento tipo-ansioso. No campo
aberto, ndo houve diferenga entre os grupos nos parametros analisados na
sessdo de teste: distancia percorrida (F(4,33)=1.36, p=0.27), nimero de
cruzamentos (F(4,33)=0.5, p=0.74), tempo na periferia (F(4,33)=0.46, p=0.77),
distancia percorrida na periferia (F(4,33)=1.53, p=0.22), tempo no centro
(F(4,33)=0.45, p=0.77) e distancia percorrida no centro (F(4,33)=0.31, p=0.87)
(Tabela 1). O mesmo ocorreu na tarefa do labirinto em cruz elevado, nenhum
grupo mostrou qualquer parametro indicativo de comportamento tipo-ansioso:
percentual de tempo nos bragos abertos (F(4,32)=1.23, p=0.31), percentual de
entradas nos bragos abertos (F(4,32)=0.54, p=0.71), percentual de tempo nos
bragos fechado (F(4,32)=1.23, p=0.31), percentual de entradas nos bragos
fechados (F(4,32)=0.54, p=0.71), rearings (F(4,31)=1.22, p=0.32) e head dips
(F(4,30)=0.77, p=0.55) (Tabela 2).

No teste do nado forgado os tratamentos com estradiol e tamoxifeno

isoladamente ndo apresentaram diferenca em relacdo aos parametros de
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imobilidade e tentativa de escape. Enquanto que no grupo tratado com ambos
(E+TAM) houve uma diminuicdo no tempo de imobilidade (F(4,37)=11.3,
p<0.001) e maior tempo de tentativa de escape (F(4,37)=3.71, p=0.012) (Fig.
1), sugerindo uma diminui¢do no comportamento tipo depressivo neste grupo.

Em relagdo ao medo condicionado, o grupo OVX apresentou o maior
namero de rearings (F(4,42)=5.4, p=0.001) entre 0os grupos e menor tempo de
freezing (F(4,42)=3.8, p=0.01) que os grupos E, TAM e E+TAM durante o teste
(Fig. 2).

No teste de sensibilidade ao choque ndo foram observadas diferencas
entre 0s grupos para os parametros analisados, reacédo de flinch (F(4,36)=1.24,
p=0.3), vocalizagéo (F(4,36)=0.96, p=0.4) e salto (F(4,36)=0.52, p=0.7) (Dados

ndo demonstrados).
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Tabela 1. Parametros avaliados durante a sessao de teste do Campo Aberto.

SHAM OVX E TAM E+TAM
Distancia
percorrida 18,2+0.8  15,8+0.7 155+1.1  17,6+1.0  16,4+1.1
N°de cruzamentos 158 5:.87 157,1+11.6 152,6+10.8 160,6+6.8 149,2+10.9
Temponaperiferia 763154  269,247.1  270,946.1 278,8+47 274554
Distancia
percorrida na 15,6+1.0 13,3+0.5 13,4+1.0  153+0.9  13,7+1.0
periferia
Temponocentro 537,54 30,8+7.1 29,146.1 21,2+4.7 25,545.4
Distancia
percorrida no 2,6+0.4 2,5+0.5 2,2+0.4 2,3+0.4 2,7+0.4
centro

Dados expressos como médiatSEM.

N&o houve diferenga entre os grupos, p<0.05.

Tabela 2. Parametros avaliados durante o teste do Labirinto em Cruz Elevado.

SHAM OVX E TAM E+TAM
Tempo nos bracos 55.4+5.2 54.4+4.9  39.9+6.2 502441 555+9.7
abertos (%)
Tempo nos bracos 44,5+5.2 456+4.9  60,1+6.2  498+4.1 44,597
fechados (%)
Entradas nos BA (%) 57.243.1 54.9+2.4  525+54 522431 59.4+6.1
Entradas nos BF (%) 42,8+3.1 45,0424  475+54  47,8+3.1 49,8+4.1
Rearings 25.8+4,7 27.2+41.8 30.875+2.1 285+1.9 23.6+3.2
Head Dips 26.8+3.6 252419 234422  21.9+1.7 27.6+2.2

Dados expressos como médiatSEM.

N&o houve diferenga entre os grupos, p<0.05.
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Figura 1. Parametros avaliados durante a sesséo de teste do nado for¢cado. (A)
Tentativa de escape (seg.). (B) Tempo de imobilidade (seg.). Dados expressos

como médiatSEM. *Diferente estatisticamente dos demais grupos, p<0.05.
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Figura 2: Frequéncia de rearings e tempo de freezing no teste do medo
condicionado ao contexto. (A) Frequéncia de rearings durante o treino e o
teste. (B) Tempo de freezing durante o teste (seg.). Dados expressos como
média+SEM. *Diferente estatisticamente dos demais grupos, p<0.05. *Diferente

estatisticamente dos grupos E, TAM e E+TAM, p<0.05.
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4. DISCUSSAO
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Ratas ovariectomizadas tratadas cronicamente com estradiol ou
tamoxifeno apresentaram alteragbes em varios parametros metabdlicos e
comportamentais. Estas ratas apresentaram diminuicdo de peso corporal,
gordura retroperitoneal e melhora no perfil lipidico. Além disso, houve menor
consumo de racdo padrdo e menor eficiéncia calérica quando comparado com
os controles, sendo que o grupo tratado com ambos, estradiol e tamoxifeno
apresentou a menor eficiéncia caldrica. Em relagdo a exposicdo a alimentos
palataveis, um diferente perfil de comportamento foi observado dependendo do
tipo de alimento apresentado. Os grupos E, TAM e E+TAM consumiram mais
Froot Loops® que os controles. Enquanto que para o chocolate, o grupo E
consumiu maior quantidade de calorias proveniente do chocolate do que os
grupos OVX, TAM e E+TAM. Os diferentes tratamentos nao afetaram o
comportamento do tipo-ansioso, enquanto que 0s animais tratados com
E+TAM apresentaram uma diminuicdo no comportamento do tipo-depressivo.
Além disso, o teste do medo condicionado ao contexto demonstrou que a
administragdo de estradiol melhorou a memdéria e que o tamoxifeno atuou da
mesma maneira. Os diferentes resultados encontrados para o grupo SHAM
podem ser devido as flutuagbes hormonais de acordo com a fase do ciclo

estral.

Embora o tamoxifeno seja considerado um agonista de estrégeno no
atero (Williams-Brown et al. 2011), o presente estudo mostrou que TAM,
diferentemente do E, ndo foi capaz de reverter a perda de peso uterino
induzida pela ovariectomia e inibiu o efeito do estradiol neste parametro,

quando administrados conjuntamente. Estes resultados estdo de acordo com
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outro estudo que mostra que o tamoxifeno ndo tem efeito sobre o peso uterino
(Wade and Heller 1993). Entretanto, outros estudos mostraram que o
tamoxifeno foi capaz de reverter parcialmente a perda de peso uterino
provocada pela ovariectomia (Sikoski et al. 2007; Stygar et al. 2003). A razéo
para estes resultados contraditorios em relagdo ao peso uterino ndo é bem

compreendida.

Os grupos OVX e SHAM, que receberam apenas veiculo apresentaram
maior peso corporal gordura retroperitoneal, enquanto as ratas tratadas com
estradiol e/ou tamoxifeno mostraram uma reducdo destes parametros. Estes
resultados sao consistentes com achados anteriores na literatura (Butera et al.
2010; Faulds et al. 2012; Fudge et al. 2009a; Fudge et al. 2009b; Lopez et al.
2006; Wade and Heller 1993). Os animais tratados com estradiol e/ou
tamoxifeno apresentaram uma diminuigdo no consumo de racéo padrdo, como
esperado, conforme dados da literatura (Butera et al. 2010; Larco et al. 2012;
Lopez et al. 2006; Wade and Heller 1993). A diminuigdo do consumo de
alimento induzido pelos tratamentos com TAM e E, certamente, contribuiram
para a reducdo do peso corporal e teor de gordura, mas ndo esta claro se a
hipofagia pode explicar inteiramente a perda de peso (Wade and Heller 1993).
Tem sido demonstrado um importante papel dos receptores de estradiol,
especialmente REa na reducdo do peso corporal, consumo de alimento e
tecido adiposo (Asarian and Geary 2006; Nilsson et al. 2007; Roesch 2006;
Santollo et al. 2010). Adipdcitos isolados de mulheres obesas apresentaram
niveis reduzidos de RNAm de REa, em comparagdo com os de mulheres ndo

obesas, sugerindo que a sinalizagéo do estradiol, em particular através de REq,
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pode influenciar o peso corporal (Nilsson et al. 2007). Camundongos
deficientes de REa exibiram uma maior massa de tecido adiposo sem
apresentar diferengas no consumo de energia, 0 que sugere que 0 aumento de
peso é devido a uma diminuicdo no gasto energético (Faulds et al. 2012; Heine
et al. 2000). Isto poderia explicar a eficiéncia caldrica baixa dos animais
tratados com estradiol e/ou tamoxifeno, encontrada no presente estudo. Uma
vez que o tamoxifeno e o estradiol diminuem o ganho de peso, ganho de
gordura e a ingestdo de alimentos, pode-se sugerir que o tamoxifeno atua
como um agonista de estradiol sobre estes parametros através da ativagado
REaq, dado que o tamoxifeno é considerado um agonista parcial do REa (Hall
and McDonnell 1999). Além disso, o estradiol e tamoxifeno diminuem a
atividade da lipoproteina lipase (Homma et al. 2000; Hozumi et al. 2000;
Yonezawa et al. 2012), o que poderia contribuir para diminuir a deposigéo de
gordura devido a reduzida liberagdo de &cidos graxos para a lipogénese. Além
disso, a perda de peso pode ser devida, também, ao papel do estrogeno na
modulacdo da proteina desacopladora (UCP) no tecido adiposo branco, tendo
em vista que o estradiol pode aumentar a expressao de UCP2 no tecido
adiposo branco e aumentar o gasto de energia na forma de calor (Pedersen et

al. 2001).

Foram observadas diferengas no perfil de ingestéo de alimento palatéavel
gquando os animais foram submetidos a diferentes tipos de exposicéo e a
diferentes alimentos palataveis (exposicdo restritiva ao Froot Loops® ou o
acesso livre ao chocolate). Durante a exposicdo ao alimento doce (Froot

Loops®), apds 5 dias de restricAo alimentar e no dmbito de um programa
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restritivo de exposigao (3 minutos por dia), os ratos tratados com estradiol e/ou
tamoxifeno aumentaram o consumo, comparado com 0S grupos controles.
Outros estudos também mostraram um aumento na ingestdo de alimentos
doces quando os niveis de estradiol estdo elevados, como, por exemplo, no
pro-estro em ratos (Green et al. 2009), e na fase folicular em mulheres (Asarian
and Geary 2006). Quando os animais foram expostos ao chocolate e racéo
padréo na caixa moradia por 7 dias, com 24 horas de acesso livre, todos os
grupos consumiram mais chocolate do que a dieta padrdo. Em contraste, os
ratos tratados com estradiol comeram mais chocolate que os grupos OVX,
TAM, e E+TAM, embora o consumo calérico total tenha sido o mesmo para
todos os grupos. Um achado semelhante foi encontrado por Boswell e
colaboradores (Boswell et al. 2006), que utilizaram uma mistura de bolo de
chocolate e observaram um aumento na ingestdo deste tipo de alimento em
ratas tratadas com estradiol. Por outro lado, Butera e colaboradores, (Butera et
al. 2010) observaram que o tratamento com estradiol causou uma redugéo na
ingestdo de chocolate, num paradigma de tratamento que imita o ciclo estral,
em vez de reposicdo hormonal continua. No presente estudo observamos que
o tamoxifeno agiu de maneira semelhante ou diferente do estrogeno,
dependendo do tipo de alimento palatavel apresentado e/ou do paradigma de

exposicdo a estes alimentos.

Independentemente do sexo, tanto ratos quanto humanos séo
naturalmente propensos ao consumo de alimentos palataveis. A ingestdo de
alimentos é regulada por vérios fatores, uma via homeostatica que mantém as

fontes de energia e uma via hedbnica que estimula o desejo de consumir
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alimentos que séo palataveis (Lajtha and Sershen 2010). Alimentos palatéveis
podem mobilizar opidides e dopamina e aumentar 0s niveis de galanina,
encefalina, e orexina no sistema de recompensa, estimulando um excesso no
consumo como um feedback positivo (Erlanson-Albertsson 2005; Lajtha and
Sershen 2010). O estrégeno é também capaz de interagir com o sistema de
recompensa, aumentando a expresséo de orexina e galanina em neurdnios do
hipotadlamo, os quais estdo envolvidos no comportamento baseado em
recompensa alimentar (Anker and Carroll 2011; Barson et al. 2011; Barson et
al. 2010; Choi et al. 2010). A ativagéo destes neurdnios promove a liberagéo de
dopamina e um aumento na ingestdo de alimentos palataveis (Barson et al.
2011; Choi et al. 2010; Green et al. 2009). Esta estimulacdo no circuito de
recompensa pode ocorrer através de RE, dado que este receptor é capaz de
modular o receptor de dopamina e do transportador de dopamina no estriado e
no nucleo accumbens (Morissette et al. 2008), e é provavel que seja o receptor
de estradiol mais relacionado com a ingestéo de alimentos palataveis (Green et
al. 2009). Tamoxifeno € conhecido por ter efeitos antagonistas de RES (Hall
and McDonnell 1999), o que pode explicar a diferenca no consumo de
chocolate entre os grupos TAM e E. Neste sentido, especula-se que o estradiol
pode aumentar a ingestdo de alimentos palataveis através da estimulagdo da
liberagdo de hormbénios e neuropeptideos envolvidos no circuito de
recompensa, independentemente do sistema de saciedade; tal efeito pode
ocorrer através de REB. Além disso, os grupos TAM e E+TAM consumiram a
mesma quantidade de calorias que o0s outros grupos durante a exposi¢cao ao

chocolate, porém demonstraram uma menor eficiéncia calorica.
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A avaliacdo do consumo de Froot Loops®, diferente da avaliacdo do
consumo de chocolate, envolveu um periodo de habituagéo (5 dias) e durante
este periodo, os animais foram privados de alimento (20%) e eram expostos ao
alimento de maneira restritiva (apenas 3 minutos por dia). No dia do teste os
animais estavam alimentados. A privagdo de alimento aumenta fortemente o
valor da recompensa (por exemplo, a velocidade de aprendizagem para se
obter um estimulo recompensador) (Morton et al. 2006). No entanto, 0s grupos
OVX e SHAM mostraram uma laténcia significativamente maior para comegar a
comer e comeram menos Froot Loops® em comparagdo com OS grupos
tratados com estradiol e/ou tamoxifeno. Independentemente do estado
hormonal do animal, a privagédo de alimentos aumenta a expressdo de NPY no
nicleo arqueado, consequentemente mais NPY é lancado no nucleo
paraventricular (Kalra et al. 1991) e estes efeitos podem ser revertidos pela
administragcdo de leptina (Schwartz et al. 1996). Além disso, o tratamento com
estradiol diminui os niveis circulantes de leptina, aumenta a expressdo do
receptor de leptina e do supressor de sinalizagdo de citocina 3 (SOCS3, um
inibidor da sinalizac@o da leptina) no hipotdlamo basal medial e estes efeitos
ndo foram observados nas ratos OVX tratados com veiculo (Larco et al. 2012).
Sabendo-se que o NPY esta relacionado com o aumento do consumo de
alimentos ricos em carboidratos (Leibowitz and Wortley 2004), a privagao de
alimento que os ratos foram submetidos durante o periodo de habituacdo pode
ter sido responsavel pelo maior consumo de Froot Loops® por ratos tratados
com estradiol e tamoxifeno. Este efeito ndo foi observado nos grupos SHAM e
OVX, provavelmente devido aos altos niveis circulantes de leptina (que inibe

NPY), uma vez que estes grupos tém um maior acimulo de gordura. Niveis de
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NPY séo inversamente proporcionais a quantidade de gordura corporal,
presumivelmente devido a relacdo entre quantidade de gordura e niveis de
leptina (Leibowitz and Wortley 2004). Mais estudos sdo necesséarios para
esclarecer os mecanismos envolvidos nos efeitos do estradiol e tamoxifeno no

comportamento frente a alimentos palataveis.

Além dos efeitos metabdlicos e dos efeitos centrais do estradiol sobre o
comportamento alimentar, varios estudos tem evidenciado um papel ansiolitico,
antidepressivo e melhora no desempenho cognitivo em ratas tratadas com
estradiol (Gillies and McArthur 2010; Handa et al. 2012; Walf and Frye 2010).
Estudos avaliando as ac¢des neurobiol6gicas do REB sugerem que a ativacao
deste subtipo receptor esta relacionada com comportamentos de medo,
ansiedade e depressao (Handa et al. 2012; Lebron-Milad and Milad 2012; Walf
and Frye 2005; Walf and Frye 2007; Walf et al. 2004). Para o tamoxifeno,
existem resultados variados na literatura quanto ao seu papel sobre a
ansiedade, depressdo e memoria. Alguns autores mostram efeitos
ansiogénicos do tamoxifeno (Mook et al. 2005), enquanto outros observaram
efeito ansiolitico nas ratas OVX tratadas com TAM (Kazakova et al. 2007).
Alguns autores verificaram que a administracdo aguda de TAM reverte os
efeitos ansioliticos da administragéo de estradiol ou de agonistas RE em ratas
OVX (Walf and Frye 2005). Enquanto que outro estudo observou um aumento
na permanéncia nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado em
ratos submetidos a estresse cronico variado, ap6s administragdo aguda de
tamoxifeno (Calmarza-Font et al. 2012). No presente estudo n&o foi observada

diferenca entre os grupos nos parametros relacionados ao comportamento do
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tipo-ansioso nos testes do labirinto em cruz elevado e no campo aberto. Esta
auséncia de efeito em relagdo ao comportamento do tipo-ansioso pode ser
devida a idade dos animais. Um estudo evidenciou que ratas jovens (2 meses)
OVX tratadas com estradiol ndo apresentaram alteragdes no comportamento
do tipo-ansioso, enquanto que em ratas mais velhas (20 meses) o estradiol
provocou redugdo na ansiedade (Diz-Chaves et al. 2012). Investigagdes a
respeito dos efeitos do estradiol sobre o comportamento do tipo-ansioso tém
demonstrado que diferentes doses e diferentes regimes de tratamento ou
diferentes modelos animais podem resultar tanto no aumento quanto na

diminuicdo deste comportamento (Handa et al. 2012).

Alguns estudos em humanos tém associado 0 uso do tamoxifeno com o
aumento na incidéncia de sintomas de depressédo (Thompson et al. 1999).
Entretanto, outros estudos ndo encontraram relagdo entre o uso do tamoxifeno
e o desenvolvimento ou agravamento da depresséo (Day et al. 2001; Lee et al.
2007). Um estudo verificou que a administragdo aguda de tamoxifeno reduziu o
comportamento do tipo-depressivo no nado forgcado em ratos submetidos a
estresse cronico variado (Calmarza-Font et al. 2012). No presente estudo, o
tratamento crénico com estradiol e tamoxifeno isoladamente n&o apresentaram
diferenca no nado forcado, porém o grupo tratado com ambos (E+TAM)
apresentou menor tempo de imobilidade e maior tempo de tentativa de escape,
indicando um perfil mais favoravel a diminuicdo do comportamento tipo-
depressivo. Ha evidéncias de que os efeitos do estradiol e dos SERMs sobre a

depressdo e ansiedade podem estar associados a regulacdo do sistema

serotoninérgico (degradagdo da enzima monoamina oxidase e expressdo de
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transportadores de serotonina, receptor SHT2A e da enzima tirosina hidroxilase
(Calmarza-Font et al. 2012), enquanto que outro estudo verificou que o
tamoxifeno ndo interfere no sistema serotoninérgico (Mook et al. 2005). Mais
estudos s@0 necessarios para entender porque as drogas isoladamente nédo
tiveram efeito, porém, quando administradas em conjunto tiveram um efeito

antidepressivo.

Os achados do presente estudo no teste do medo condicionado
contextual corroboram com os dados da literatura (Gupta et al. 2001). Os
animais tratados com estradiol e/ou tamoxifeno apresentaram menor ndmero
de rearings e menor tempo de freezing na sessdo de teste, indicando um
melhor perfil de memadria contextual. No teste de sensibilidade ao choque n&o
foram observadas diferengas entre os grupos, indicando que todos oS grupos
foram sensiveis da mesma maneira ao chogue ao qual foram submetidos no
teste do medo condicionado, sendo, entdo, o estimulo aversivamente igual
para todos os grupos. Portanto, os resultados obtidos no teste do medo
condicionado contextual foram devidos provavelmente as diferencas no
processamento da memoria contextual. Estes resultados vdo de encontro a
outros estudos que observaram uma melhora no desempenho cognitivo com o
tratamento com estradiol e tamoxifeno (Gonzalez-Burgos et al. 2012;

Velazquez-Zamora et al. 2012).

Os tratamentos com estradiol e tamoxifeno apresentaram um perfil
favoravel sobre a glicose e lipidios plasmaticos. Os grupos E, TAM e E+TAM
tiveram uma diminuigdo no CT, LDL, na relagdo LDL/HDL e na glicose

plasméatica em comparacdo com as ratas OVX tratadas com veiculo. No
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entanto, o efeito do TAM foi mais acentuado para os niveis de glicose e CT. Os
grupos OVX e TAM apresentaram niveis mais baixos de colesterol HDL, em
comparagao com o grupo E, no entanto a diferenga na relagdo LDL/HDL em
ratas OVX foi provavelmente devido aos niveis elevados de LDL no grupo. A
diminuicdo de LDL no plasma pelo estradiol pode ser resultado de um aumento
na expressado do receptor de LDL hepatico (Di Croce et al. 1996; Li et al. 2001,
Marino et al. 2001), o que aumenta a depuragdo de LDL no plasma e a
liberagc&@o de colesterol na bile. Além disso, demonstrou-se que esta ativacdo da
transcrigcdo do receptor de LDL ocorre via REa (Li et al. 2001), dessa maneira,
o tamoxifeno poderia estar atuando pelo mesmo mecanismo, no sentido de
aumentar a expressao hepatica do receptor de LDL (Lelliott et al. 2005), com
um consequente decréscimo nos niveis plasmaticos de LDL. Em relacdo ao
HDL, é conhecido o efeito do estrogeno em aumentar os niveis plasmaticos de
HDL (Lamon-Fava et al. 2009; Lamon-Fava et al. 2003). Isto pode ser devido a
um aumento da expressdo hepatica de apo Al (Lamon-Fava and Micherone
2004; Lamon-Fava et al. 2006) e por uma modulagédo de proteinas envolvidas
no metabolismo do HDL, tais como o receptor HDL SR-BI (Jones et al. 2002;
Lopez et al. 2002). No entanto, o efeito do tamoxifeno € menos conclusivo, pois
a literatura reporta aumento (Mastroianni et al. 2000), diminui¢ao (Lelliott et al.
2005) ou nenhuma mudanca (Love et al. 1991) nos niveis de colesterol HDL.
Além disso, ao contrario do tratamento com estradiol, a expressdo de SR-BI
nado foi alterada com o tratamento com TAM (Lelliott et al. 2005). Entretanto,
apesar dos baixos niveis de HDL vistos no grupo TAM, a razdo LDL/HDL foi
igual a do grupo E e diferente do grupo OVX que recebia veiculo. Em relacao

aos niveis de triglicerideos, estudos mostram que o estradiol induz uma

78



diminuicdo na atividade da lipoproteina lipase (LPL) em tecido adiposo
(Homma et al. 2000; Price et al. 1998) e esse mecanismo pode, pelo menos em
parte, explicar a elevacéo dos niveis plasmaticos de triglicerideos no grupo E.
O tamoxifeno também reduz a atividade da LPL em humanos e ratos, mas
diferentemente do grupo E, os animais tratados com TAM (grupos TAM e
E+TAM) ndo apresentaram uma elevacdo nos niveis plasméticos de
triglicerideos (Hozumi et al. 2000), talvez isso possa ser devido a uma
diminuicdo da secre¢do de VLDL. Tamoxifeno é altamente metabolizado no
figado (Goetz et al. 2008; Johnson et al. 2004) e evidéncias mostram que o
tamoxifeno induz um acumulo de triglicerideo hepético (Lelliott et al. 2005),
provavelmente devido a um aumento na sintese (Cole et al. 2010), ou um
bloqueio na oxidacdo de &cidos graxos (Lelliott et al. 2005). Portanto, estes
fatores poderiam contribuir para uma redugéo na secrecgdo de VLDL e menores

niveis de TG circulantes.
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5. CONCLUSAO
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O tratamento com tamoxifeno mimetizou os efeitos do estradiol em
muitos parametros metabdlicos (perda de peso, diminuicAo de gordura
retroperitoneal e na maior parte do perfil lipidico analisado) e comportamentais
(consumo de ragcdo padrdo, consumo de alimento doce, comportamento do
tipo-ansioso, do tipo-depressivo e memoria contextual). TAM mostrou efeito
antagonista de estrégeno no Utero. No que diz respeito a ingestéo de alimentos
palataveis, TAM agiu de maneira diferente, dependendo das condicdes
experimentais. Quando o acesso era restrito, os ratos tratados com TAM
comeram tanto Froot Loops® quanto o grupo E. Enquanto que, quando o
acesso era livre, todos os grupos apresentaram maior preferéncia ao chocolate
do que a dieta padréo, mas o grupo E comeu ainda mais chocolate do que os
grupos OVX, TAM e E+TAM. Além disso, o grupo TAM apresentou menor
eficiéncia caldrica, independentemente do tipo de alimento oferecido (palatavel
ou dieta padréo), mostrando que o grupo TAM tem menor ganho de peso por
calorias ingeridas o que poderia indicar que o tamoxifeno provoca um maior
gasto energético, ocasionando um menor acumulo de gordura. Portanto, o
possivel ganho de peso visto em mulheres tratadas com TAM pode ser devido
a uma alteragdo no estilo de vida. Além disso, possivelmente os sintomas de
depresséao relatados por algumas mulheres durante o tratamento com TAM se
devam a outras causas e ndo consequéncia do tratamento. Tendo em vista os
efeitos benéficos do tamoxifeno sobre a maioria dos parédmetros analisados
neste estudo, se forem confirmados em humanos, poderia se sugerir, assim
como outros autores ja sugeriram, a possibilidade de utilizacdo do TAM como

substituto da terapia de reposi¢cdo hormonal em mulheres na pés-menopausa.
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