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Resumo

OBJETIVO: avaliar o efeito do uso prolongado de alta dose de tibolona na variagdo do peso corporal e no perfil
lipidico de ratas ooforectomizadas. METODOS: foram utilizadas 15 ratas Wistar, pesando 250 g, que foram divididas
aleatoriamente em dois grupos. O Grupo Experimental (n=9) recebeu diariamente 1 mg/dia de tibolona via oral. O
Grupo Controle (n=6) recebeu diariamente solugdo de carboximetilcelulose a 0,5%, por gavagem, em volume de 0,5
ml/rata. Foi realizada ooforectomia bilateral 30 dias antes do inicio do experimento. No dia O do experimento, os
animais comegaram a receber os respectivos fratamentos por 20 semanas. O peso corporal foi controlado semanalmente
e o consumo de ragdo foi medido a cada frés a quatro dias ao longo do experimento, estabelecendo o consumo
médio/dia por animal. Os resultados foram comparados pelo teste t de Student, com nivel de significancia de p<0,05.
RESULTADOS: o Grupo Tibolona feve consumo de ragdo diério significativamente (p<0,001) menor (12,741,2 g),
quando comparado ao Grupo Controle (14,5+1,4 g). Essa diferenca também foi significativa em relagdo ao peso dos
animais, uma vez que o Grupo Tibolona teve peso corporal inferior [p<0,001) ao longo do experimento, alcangando
peso médio final de 215,649,3 versus 243,616,4 g no Grupo Controle. Com relagdo o peffil lipidico, o Grupo
Tibolona apresentou valores inferiores de colesterol fotal em comparagdo ao Grupo Controle (30,3 versus 78,6 mg/dl)
mostrando diferenca significativa (p<0,001). A dosagem de HDL-c também mosfrou diferenca significativa (p<0,001), com
o Grupo Tibolona apresentando niveis inferiores ao Controle (2,0 versus 52,0 mg/dL]. Quanto cos demais parémetros
bioquimicos analisados (LDl-c, VIDl-c e friglicerideos), ndo houve diferenca entre os grupos. CONCLUSOES: A tibolona
causa redugdo de HDLc e colesterol tofal e tem efeito deletério sobre o peso corporal de ratas ocoforectomizadas, que
pode esfar relacionado ao menor consumo de ragdo por esses animais.

Abstract

PURPOSE: to evaluate the effect of the prolonged use of a high dose of fibolone on the body weight variation and lipid profile
of cophoreciomized female rats. METHODS: 15 Wistar rats weighing 250 g were randomly divided info two groups. The
Experimental Group (n=9) received 1 mg/day of oral fibolone. The Control Group (n=06) received daily 0.5 ml of 0.5%
carboxymethylcellulose by gavage. Bilateral cophorectomy was performed 30 days before the beginning of the experiment.
On day O of the experiment, the animals began to receive the respective freatment for 20 weeks. Body weight was controlled
every seven days and food consumption was measured every three fo four days along the experiment, in order fo establish the
daily mean consumption per animal. The results were compared by the Student's test, with the significance level set at p<0.05.
RESULTS: the daily food consumption of the Tibolone Group was significantly lower (12.7+1.2 g, p<0.001) compared to
the Control Group (14.541.4 g). This difference was also significant when the body weight was compared between the
Tibolone and Control Groups [p<0.001), with the Tibolone Group having lower weight along the experiment. At the end of
the experiment, the mean body weight was 215.6+9.3 g in the Tibolone Group and 243.6£6.4 g in the Conirol Group.
Regarding the lipid profile, the Tibolone Group had significantly (p<0.001) lower tofal cholesterol compared fo the Confrol
Group (30.3 versus 78.6 mg/dL). The level of HDLc was also significantly different (p<0.001), with the Tibolone Group
showing lower levels than the Control Group (9.0 versus 52.0 mg/dL). No significant difference between the groups was
registered in the other biochemical parameters examined (LDLc, VIDLc and friglycerides). CONCLUSIONS: fibolone causes
a significant reduction of HDL-c and total cholesterol and has a deleterious effect on the body weight of cophorectomized
rats, which may be related fo the lower food ingesfion by these animals.
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Introducao

Em mulheres na pés-menopausa observa-se um declinio
das capacidades funcionais do organismo. Isso ocorre ji
que a privacdo dos hormonios ovarianos acarreta diversos
distirbios endbcrinos e funcionais, dentre eles 0 aumento
da gordura corporal e a diminui¢do do metabolismo basal,
0 que ocasiona maior ganho ponderal’.

O ganho ponderal na menopausa mostra-se significa-
tivamente associado a aumentos na pressao sanguinea e nos
niveis de colesterol total, LDL e triglicerideos’. Portanto,
o ganho de peso corporal estd relacionado ao aumento do
risco de doencga coronariana neste perfodo?’. Os esforcos
para perder peso ou evitar o ganho de peso nessa fase da
vida da mulher podem contribuir para atenuar o agrava-
mento dos fatores de risco de doenca cardfaca coronariana
em mulheres de meia-idade’.

A terapia de reposi¢do hormonal (TRH) é comumente
prescrita para o tratamento de sintomas da menopausa.
No entanto, muitas mulheres se preocupam com a uti-
lizagdo da TRH por acreditarem que este tratamento
resultard em ganho de peso corporal. Estudos sugerem
que a TRH com estrogénio isolado ou combinado com
progesterona ndo resulta em nenhum efeito sobre o peso
corporal, indicando que estes regimes ndao provocam
ganho extra de peso, além do que normalmente ocorre
devido 2 menopausa®.

A tibolona é um composto tecido-seletivo que tem
efeitos favordveis no osso, na vagina, em sintomas do
climatério, no humor e bem-estar sexual das mulheres
na pés-menopausa, porém ndo causa estimulagdo estro-
génica no endométrio e na mama’. O uso de tibolona por
mulheres na menopausa parece ocasionar diminuic¢do da
gordura corporal, quando comparada a mulheres sem uso
de TRH. Por isso, a tibolona pode ser considerada como
uma alternativa a TRH convencional em mulheres pés-
menopdusicas®. H4 evidéncias de que hé variacdo no peso
corporal em ratas e dose-dependente ao se administrar
estrogénio’”. O objetivo deste trabalho € avaliar o efeito
do uso prolongado de alta dose de tibolona na variagio
ponderal e no perfil lipidico de ratas ooforectomizadas.

Métodos

Foram utilizadas 15 ratas Wistar, fémeas, com
idade de oito semanas e peso médio de 250 g, obtidas
do Laboratério de Nutri¢do Experimental (LABNE) do
Departamento de Nutrigao e Dietética da Faculdade de
Nutri¢ao da Universidade Federal Fluminense (UFF),
em Niter6i, no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Durante
0 experimento, os animais foram mantidos no biotério
do LABNE-UFF em gaiolas individuais de propileno,
com leito de maravalha esterilizada, em ambiente com

temperatura constante (2412° C) e ilumina¢io adequada
(ciclos claros e escuros de 12/12 horas). Estes receberam
dgua filtrada e racdo para ratos (FRI-LAB Ratos II, FRI-
Ribe) fornecidas ad libitum.

Em todas as ratas foi realizada ooforectomia bilateral, a
qual seguiu as normas de vivissec¢do de animais descritas pelo
Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA), sob
alei n° 6638, de 8 de maio de 1979. O ensaio biolégico foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina do Hospital Universitdrio Anténio Pedro (HUAP)
da UFE. A anestesia foi intramuscular com quetamina (100
mg/kg) e xilazina (20 mg/kg)'®. Apés a cirurgia, as ratas
ficaram 30 dias sem medicagdo, recebendo somente racio
e dgua ad libitum para os niveis dos hormonios sexuais re-
duzirem e os animais entrarem em menopausa cirtrgica''.
Foi constatada a menopausa mediante citologia vaginal,
os animais foram sorteados e divididos aleatoriamente em
dois grupos, constituindo o Grupo Experimental (n=9) e o
Grupo Controle (n=6). Cada grupo recebeu seu respectivo
tratamento por 20 semanas consecutivas. Os tratamentos
foram efetuados por gavagem. O Grupo Experimental re-
cebeu, diariamente, 0,5 mL de solucio de tibolona a 0,2%
em carboximetilcelulose (CMC) a 0,5%, resultando em dose
didria de 1 mg. O Grupo Controle recebeu, diariamente,
igual volume de solugdo de CMCa 0,5%. O quadro clinico
dos animais foi acompanhado todos os dias, observando a
ocorréncia de altera¢Ges gastrintestinais, como diarreia. Nao
houve perda de animais durante o experimento; animais que
ndo entraram em menopausa cirirgica foram excluidos do
estudo antes do inicio da administragdo de tibolona.

Os pesos das ratas foram aferidos semanalmente para
verificar a evolugdo ponderal, e o consumo de racio indi-
vidual foi medido a cada trés a quatro dias ao longo do
experimento, estabelecendo o consumo médio por dia.

Ao final do experimento as ratas foram novamente
anestesiadas com quetamina e xilazina e amostras de
sangue foram coletadas por pun¢io cardfaca. Em seguida,
os animais foram sacrificados mediante deslocamento
cervical. Todos os animais foram submetidos a necropsia
completa e a andlise macroscépica e microscopica. O soro
foi obtido por centrifugacio do sangue a 2.500 rpm por 15
minutos. O perfil lipidico foi definido pelas dosagens de
colesterol total; HDL-c, LDL-c, VLDL-c e triglicerideos
foram realizados por meio do método de espectrofoto-
metria. O aparelho utilizado para todas as determinagoes
automatizadas acima descritas foi o DADE Dimension®
AR/Clinical Chemistry System (DADE International
Inc. / DADE Behring Inc., Newark, DE — USA). Os kits
usados foram fornecidos pela DADE Chemistry System
Inc. (DADE Behring Inc., Newark, DE — USA).

Os resultados obtidos do consumo de rag¢do, peso
corporal e dosagens bioquimicas foram expressos como
média e desvio padrdo e foram avaliados mediante andlise
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estatistica com o teste ¢ de Student e nivel de significAncia
estabelecido em p<0,05.

Resultados

Nenhum animal apresentou quadro de diarreia e
ndo houve perda de animais durante o experimento. As
avalia¢des morfolégicas — macro e microscépica — de
figado, rins e coragdo ndo revelaram qualquer alteragio
nestes 0rgaos.

Foi verificado menor consumo de ra¢éo no Grupo Tibolona
quando comparado ao Controle. Tal diferenca mostrou-se
significativa (p<0,001). A Figura 1 apresenta o valor médio
do consumo didrio de ra¢io em ambos os grupos.

A Figura 2 mostra a variagéo do peso corporal ao longo
do experimento. Na primeira semana de tratamento houve
diminuigdo do peso corporal em ambos os grupos. Jd na
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Figura 1 - Variogdo do peso corporal de rafas castradas frafadas com
fibolona e carboximetilcelulose (CMC). Tibolona menor que Confrole
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Figura 2 - Média de consumo didrio de ragdo de ratas castradas trafadas
com fibolona e carboximetilcelulose (CMC]. Tibolona menor que Controle
(feste t p<0,001).

Tabela 1 - Perfil lipidico de ratas castradas tratadas com tibolona e carboximefilcelulose (CMC)

segunda semana, o Grupo Controle apresentou aumento
de peso corporal, enquanto as ratas do Grupo Tibolona
permaneceram perdendo peso. O Grupo Controle apre-
sentou, portanto, valores de peso corporal superiores ao
Grupo Tibolona, com diferenga estatistica significativa
(p<0,001). Pode-se notar que, ao final do experimento,
as ratas do Grupo Tibolona apresentaram peso inferior
aquele observado por este grupo no inicio do experimento
(214,1 versus 252,4 g). Entretanto, o Grupo Controle
apresentou peso corporal final superior quando comparado
com o inicio do experimento (252,7 versus 236,9 g). Com
relacdo a média do peso corporal, o Grupo Tibolona tam-
bém apresentou menor média final em relagdo ao Grupo
Controle (215,7%9,3 g versus 243,716,4 g).

O Grupo Tibolona apresentou valor de colesterol
total inferior (p<0,001) quando comparado ao Grupo
Controle (30,3 versus 78,6 mg/dL). O Grupo Tibolona
também apresentou valor de HDL-c inferior com relagdo
ao Controle (9,0 versus 52,0 mg/dL), mostrando diferenga
significativa (p<0,001). LDL-c, triglicerideos e VLDL-c
foram similares entre os grupos. Porém, o Grupo Tibolona
apresentou valor numérico mais elevado de triglicerideos
em comparagio com o Grupo Controle. O mesmo foi
observado com relacdo aos valores de LDL-c e VLDL-c,
como pode ser observado na Tabela 1.

Discussao

O presente estudo utilizou alta dose de tibolona
durante tempo prolongado. Os estudos sobre o uso da
tibolona em mulheres na pés-menopausa variam de trés
dias'? a seis semanas'’. Neste experimento, o tempo de
tratamento foi de 150 dias, o que, extrapolando para
mulheres, corresponderia a aproximadamente 11,5 anos,
jd que cada dia de vida do rato corresponde a cerca de 30
dias de vida humana'®. A dose empregada foi alta quan-
do comparada a dose habitual usada por mulheres (2,5
mg), uma vez que, pelo cdlculo alométrico”, ela equivale
a 0,161 mg/kg na rata; foi utilizado 1 mg/animal com
peso médio de 200 g'°.

Os estudos relacionando o ganho de peso corporal a
privagao hormonal devido a menopausa sdo contraditérios.
Tal conflito ocorre, jd que diversos fatores parecem estar en-
volvidos no acréscimo de peso nessa fase da vida da mulher,
dentre eles a agdo direta da privagdo hormonal, as altera¢es
de humor, a depressdo, o sedentarismo, os hdbitos alimen-
tares inadequados e a hereditariedade. No presente estudo,

Colesterol (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL) HDL-c (mg/dL) LDL-c(mg/dL) VLDL-c (mg/dL)
Tibolona 30,3+6,4° 74,5+40,9° 9,0+3,0° 14,948,3 14,848,2¢
Controle 78,6+20,9" 55,6+7,8° 52,0+20,00 15,245, 70 11,1415

Lefras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (teste #p<0,001).
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animais da mesma idade e de peso inicial semelhante foram
utilizados, sendo a alimentag¢do controlada e idéntica para
todos. Assim, procurou-se eliminar as possiveis interferén-
cias para que o peso corporal e o perfil lipidico dos animais
sofressem alteracdes somente devido a acdo da tibolona.
Durante a primeira semana de experimento, em ambos os
grupos, todas as ratas apresentaram reduc¢do do peso cor-
poral. Tal fato provavelmente ocorreu pelo estresse sofrido
pelos animais devido a contengdo e intubagio esofagiana
para administragdo das respectivas substancias. Porém, na
segunda semana houve ganho ponderal nas ratas do Grupo
Controle, o que ndo ocorreu nas ratas do Grupo Tibolona,
que por sua vez, permaneceram perdendo peso.

Estudos realizados em ratas demonstram que a ooforec-
tomia é responsavel pelo aumento do peso corporal'”'8. Tal
efeito pode ocorrer devido ao aumento do ganho de energia
e da eficiéncia energética, consequente ao aumento na in-
gestdo de comida, sem ser compensado por uma elevagao
proporcional no gasto energético. Por outro lado, estudos
realizados em ratas tratadas com estrégenos demonstram
que ocorre decréscimo no peso corporal destes animais'’?".
Além disso, muitos trabalhos apontam que a reducio do
peso corporal é dependente da dose hormonal utilizada,
ocorrendo maior redugdo de peso, quanto maior a dose
empregada’™. A tibolona também parece exercer este efeito
dose-dependente no peso corporal, ja que em estudo efetu-
ado em ratas Wistar tratadas com tibolona durante quatro
semanas, observou-se um decréscimo dose-dependente no
peso corporal destes animais, igualando o efeito obtido com
17 o-etinil-estradiol’. A redugdo do peso corporal em ratas
tratadas com hormonios esteroides parece estar associada a
um menor consumo de ra¢do por estes animais, além do
maior gasto energético atribuido a agdo estrogénica®. Além
disso, foi observado que o tratamento de reposi¢ao hormonal
com progesterona ndo reverte o efeito da ooforectomia no
balanco energético”. Tais resultados sdo corroborados por
este trabalho, o qual mostra que a tibolona causa diminuicdo
no peso corporal de ratas ooforectomizadas, o que pode ser
explicado em parte por sua agdo estrogénica e, principal-
mente, pelo menor consumo de alimento.

O uso de tamoxifeno e raloxifeno também parece exercer
efeitos sobre o ganho de peso corporal, agindo como ago-
nistas do receptor de estrogénio. Em estudo realizado com
ratas ooforectomizadas, foi observada reducio significativa
do peso corporal de ratas tratadas com qualquer uma dessas
duas drogas em comparagdo com as tratadas com estradiol
e as ratas controle. O tratamento com estradiol também
determinou menor ganho de peso corporal quando com-
parado ao Grupo Controle. A diminui¢ao de peso corporal
de animais tratados com raloxifeno e tamoxifeno pode estar
associada ao menor consumo de racao®.

O papel de receptores de estrogénio na regulagdo da
massa corporal jd é comprovado. Um estudo utilizando

camundongos &nockout para receptor de estrogénio Ol
demonstrou que as fémeas apresentam um aumento de
tecido adiposo e, consequentemente, obesidade. Portanto,
pode-se concluir que o receptor de estrogénio O, ativado
pelo estradiol, tem um papel inibitério crucial no de-
senvolvimento do tecido adiposo. Tais achados sugerem
que o aumento do tecido adiposo durante a menopausa,
devido a deficiéncia estrogénica, e sua diminui¢do apds
TRH, se devem principalmente a ativa¢do do receptor Ol
de estrégeno®.

Os niveis de leptina também parecem exercer um
papel crucial no peso corporal. Em estudo realizado com
ratas Wistar ooforectomizadas utilizando 17  estradiol,
observou-se que o peso corporal foi significativamente
menor nos grupos tratados com horménio em relagéo ao
Grupo Controle. Os niveis de leptina foram medidos e
foi obtida maior concentracdo nos animais tratados. Tais
resultados demonstram a importante correlagdo entre os
niveis de leptina e de 17 3 estradiol. A menor concentracdo
de leptina presente nos animais ooforectomizados pode
ser a responsavel pelo aumento de peso corporal, devido
a diminuig¢do do apetite e do menor gasto de energia®’.

No presente estudo, os animais n@o sofreram altera-
¢Oes gastrintestinais — diarreia — durante o experimento,
entretanto houve menor consumo de ragdo nas ratas
tratadas com tibolona. Portanto, o mecanismo de perda
de peso parece estar relacionado ao menor consumo de
ragdo por parte destes animais e a um possivel maior gasto
de energia. Estas duas altera¢Ges, por sua vez, podem ser
relacionadas a acdo da tibolona via receptor de estrogé-
nio, o que aumenta os niveis de leptina e leva a redugao
do peso corporal. Novos estudos deverdo ser realizados
buscando entender melhor a a¢do da leptina na perda de
peso corporal em ratas tratadas com tibolona.

Em animais ooforectomizados parece ocorrer um
aumento do colesterol total, LDL e HDL quando compa-
rados a animais ndo-ooforectomizados. A administragdo
de estrogénio, por sua vez, leva a uma redugdo dos niveis
de colesterol total e LDL, sendo tal reduc¢do dependente
da dose utilizada. A administra¢do de alta dose de estro-
génio as ratas ooforectomizadas ocasiona um aumento
significativo dos niveis de triglicerideos’.

Os resultados de um estudo realizado em ratas oo-
forectomizadas e tratadas com isoflavona sugerem que a
ooforectomia conduz a redugio significativa dos niveis de
HDL-c e o tratamento com isoflavona restabelece a concen-
tragao de HDL-c a niveis similares aos animais controle.
Estes resultados indicam que as isoflavonas apresentam
efeito positivo no perfil lipidico de ratas castradas**. No
presente estudo, a tibolona causou redugdo significativa
da concentrac¢do de colesterol total em comparacdo ao
Grupo Controle, provavelmente relacionada a diminuicdo,
também significativa, na dosagem de HDL-c.
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A doenca arterial coronariana é um dos principais
fatores de mortalidade entre mulheres na pds-menopausa.
A deficiéncia de estrogénio nesta etapa da vida da mulher
tem consequéncias tanto metabdlicas quanto vasculares,
aumentando o risco de doenga coronariana. A TRH tem
sido descrita como terapia com possivel efeito benéfico
sobre os fatores que influenciam a doenga coronariana®.
Assim, é de suma importincia conhecer as agdes que a
tibolona exerce sobre o peso corporal, e o perfil lipidico
de suas usudrias para que se possam evitar danos futuros
ao sistema cardiovascular.
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