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Figura 1: Sintese ovariana de estradiol. A producéo do estradiol tem inicio com a sintese
da pregnenolona a partir de moléculas circulantes de colesterol, catalisada pela enzima
P450scc. A pregnenolona é entdo convertida em progesterona pela 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase (3BHDS) tao nas células tecais quanto da granulosa. A progesterona
produzida é convertida em androgenos pela citocromo P450 17a-hidroxilase e 17f-
hidoriesteroide desidrogenase (173-HSD) nas células tecais durante a fase folicular. A
conversdo do E» é catalisada pela aromatase (P450ARO0) na granulosa, adaptado de (Cui
Lot E T U ) SRR 4
Figura 2: Sintese de E> em celulas do SNC. Neurdnios e astrocitos expressam todas as
enzimas necessarias para a sintese local de estrogénios. Porém, células da micréglia e
oligodendrocitos ndo sao capazes de produzi-lo, adaptado de (Cui e cols., 2013). ......... 5
Figura 3: Via Gendmica e N&o-Gendmica de sinalizacdo. Estrogenos enddgenos
incluindo 17-B estradiol, sdo ativadores nio seletivos de trés conhecidos receptores: ER-
a, ER-B e GPER. No mecanismo gendmico, primeiramente o E» ativa RE nucleares,
incluindo receptores acoplados a proteina G (GPER) (diméricos), para atuar em genes
alvo. Alternativamente, RE ativados modulam a funcdo de fatores de transcri¢do atraves
de interagOes proteina-proteina. Subpopulacfes de RE ativados pelo E> interagem com
receptores acoplados as GPER e moléculas de sinalizagdo como tirosina cinase (c-Src) a
qual medeia rapidas sinalizacGes via P13K-Akt e MAPK. E; ou agonistas seletivos como
G1, reguladores seletivos, como fulvestrant ou moduladores seletivos, como tamoxifeno,
também ativam GPER, o qual é localizado principalmente na membrana intracelular. A
ativacdo de GPER estimula a liberacdo de c-AMP, mobilizacdo de calcio e c-Src o qual
ativam MMps. Os MMPs clivam o pro-HB-EGF liberando o HB-EGF que transativa o
EGFR o qual, por sua vez, ativa as vias MAPK e P13K-Akt que induz efeitos adicionais
rapidos (ndo-gendmicos) regulando a transcricdo. A regulacédo transcricional mediada
por estradiol pode envolver fosforilacdo de RE ou através de fatores transcricionais que
podem interagir diretamente com os RE ou se ligarem independentemente em RE dentro
dos genes promotores alvo (E2, 17-B estradiol; EGFR, fator de crescimento epidermal;
ER, receptor de estrogénio; GPER, proteina G acoplada a um receptor de estrogénio;
MMP, metaloproteindses de matriz; pro-HG-EGF, fator de crescimento epidérmico de
Ligacdo a Heparina; TF, fator de trancricdo. (Prossnitz & Barton, 2011b) ..................... 7
Figura 4: Co-localizacao de receptores de estradiol ER-a e ER-f no SNC a 3,14 mm do
bregma (Hrabovszky e cols., 1998; Shughrue e cols., 1997). Circulo azul demonstra a
FEGIAO AA CRA. ..ottt bbbttt bbb 10
Figura 5: Esquema das vias neurais subjacentes ao medo condicionado. Areas
responsivas a estimulos auditivos ou somatosensoriais sdo ativadas no talamo,
posteriormente em regides especificas no cortex cerebral. Em seguida projecdes diretas
do tdlamo ganham a BLA que entdo se conecta com a CeA via projecOes diretas e atraves
de outros nucleos amigdaldides. Entdo, a CeA controla as respostas fisioldgicas
subsequentes atribuidas ao medo condicionado como “freezing”, repostas autondmicas e
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Figura 6: Figura esquematica demonstrando a localizacdo do complexo amidaloide em
uma cérebro Humano (A) e em um cérebro de rato (B), Siglas: BNST, ndcleo leito da
estria terminal; PAG, substancia cinzenta periaquedutal; Hipp, hipotdlamo, VTA, érea
tegmentar ventral; AOB, bulbo olfatdrio acessorio; MOB, bulbo olfatério; NuAc, nucleo
acumbens (McDonald AJ, 1992; Sokolowski & Corbin, 2012).........cccceccvvivevvcvierinenne. 20
Figura 7 : Divisdes nucleares e subdivisdes da amigdala de ratos. Os nlcleos da amigdala
sdo divididos em trés grupos: o centromedial (laranja), profunda ou basolateral (verde), e
cortical (marrom). Em cinza escuro os nucleos intercalados (IN) s&o indicados. CEC,
nacleo central, capsular subdivisao; CEL, nucleo central, subdiviséo lateral; CEM, nlcleo
central, subdivisdo medial; COa , nucleo cortical , subdivisdo anterior; COp, nucleo
cortical, subdivisdo posterior; BOT , ndcleo do trato olfativo ; Bi , nucleo basal |,
subdivisdo intermediario ; Bpc, ndcleo basal , subdivisdo parvocelular ; CMMO , nlcleo
basomedial, subdivisdo magnocelular ; BMPC , nacleo basomedial , subdivisédo
parvocelular, Ld , nacleo lateral, subdivisdo dorsal; LVM, nucleo lateral, subdivisao
ventromedial; Lvl , nucleo lateral, subdivisdo ventrolateral; Md , nucleo medial,
subdivisao dorsal; Mv, nucleo medial , subdiviséo ventral ; In, nicleos intercalados ; Pir
, cOrtex piriforme. Para simplificar o diagrama, mais rostralmente localizou a subdivisdo
magnocelular do ndcleo basal e subdivisdo rostral do nucleo medial, bem como
caudalmente localizou a area amigdala-hipocampal, ndo demonstrado (Knapska e cols.,

Figura 8: Diagrama esquematico das conexdes da BLA para varias estruturas alvo, e
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Figura 11: Imagem representativa da metodologia adotada para coleta de secrecéo
vaginal utilizada pra confeccao dos esfregacos. (a,b,c) com auxilio de uma pipeta de 20
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seguida aspirado. (d) marcacdo na cauda dos animais para identificacdo de cada um
durante todo o experimento. (e) laminas confeccionadas da secre¢do aspirada e analisadas
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em um conte coronal do cérebro de rato a -2,64mm antero posterior do bregma e a 4,1mm
latero lateral. Distancias de -1,56mm a -3mm do bregma, foram analisadas
cuidadosamente. Os numeros na figura indicam a distancia do bregma em milimetros.37
Figura 18: Fluxograma dos experimentos realizados nesse trabalho. ..............c..c......... 39
Figura 19: Efeito da OVX sobre o ganho de peso (g) dos animais. Valores numéricos
sobre as barras mostram media £ EPM. * mostra diferenca significativa entre os grupos,
teste t-Student para p<0,05, e # grupo OVX 8 meses e 0s demais grupos, ANOVA one
way seguido de pos teste de BONTEITONI. ........ccccviviiiiiiiiec e 40
Figura 20: Efeito da OV X sobre o indice uterino em animais 2 semanas, 2 meses e 8
meses. Valores sobre as barras mostram média + EPM. * mostra diferenca estatistica pelo
teste t-Student para P<O,05. ..o 41
Figura 21: Efeito da microinjecdo bilateral de E2 (0,5 pmol/100 nl) na CeA de ratas com
2 semanas de cirurgia sobre a PAM e FC durante os trés dias de experimento. (A) mostra
registros da PAM durante os trés dias de experimento; linha preta microinjecdo de salina,
linha vermelha; microinjecdo de E> e linha verde registro 24h pés E»; (B) mostra registro
da FC durante os trés dias de experimento. As linhas seguem os mesmos padrdes de cores
utilizados para a PAM e FC. Valores sdo mostrados em meédia + EPM. * mostra diferenga
estatistica pelo teste ANOVA two way seguido de pdés teste de Tukey, para p < 0,05... 43
Figura 22: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap6s a microinjecao de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administragdo de E>. Representacdo da janela de visualizacéo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressédo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
em verde, a FC e quarto canal, em rosa, a analise dos ciclos de pulsos presséricos e
FeCONTAGEM A FC. ..o 44
Figura 23: Efeito da microinjecdo bilateral com 100 nl de E> (0,5 pmol) na CeA de ratas
OVX com privagdo hormonal de 2 semanas sobre a PAM e FC durante os trés dias de
experimento. (A) mostra registros da PAM durante os trés dias de experimento; linha
preta microinjecdo de salina, linha vermelha; microinjecdo de Ez e linha verde; registro
24h pos Ez e (B) mostra registro da FC durante os trés dias experimento. As linhas seguem
0s mesmos padrées de cores utilizados paraa PAM e FC. Valores mostram média £ EPM.
* mostra diferenca estatistica entre o dia onde se administrou salina e 24h pés E»; # mostra
diferenga estatistica entre o dia que se administrou E> e o dia que se administrou salina,
pelo teste ANOVA two way seguido de pds teste de Tukey, parap <0,05........ccceveee. 45
Figura 24: Comparacdo entre os deltas de variagdes da PAM e FC entre os grupos sham
2 semanas e grupo OV X 2 semanas apés tratamento bilateral com E2 (0,5 pmol/ 100 nl) e
decorridos 24h. Os dados séo expressos em média + EPM. Em (A), * mostra diferenca
estatistica entre OV X 24h pds Ez e os demais grupos; em (B) * mostra diferenca estatistica
entre OVX 24h apos E> e os demais grupos, pelo teste ANOVA two way seguido de pos
teste de Tukey; area sob a curva ANOVA one way seguido de pos teste de Tukey, para p
T O TSRS USRS 46
Figura 25: Alteracdes na presséo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial media (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, apds a microinjecdo de E2 (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas apds administracao de E». Representacéo da janela de visualizagédo do software Lab
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Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
e LRV (0 [T T U 47
Figura 26: Efeito da microinje¢ao bilateral de agonista de receptor B (DPN) (0,5 pmol/
100 nl) na CeA de ratas sham. (A) mostra alteracdes na PAM durante os trés dias de
experimento; linha preta microinjecao de Veiculo, linha vermelha; microinjecdo de DPN
e linha verde; registro 24h pds E2 e (B) mostra alteracfes da FC durante o experimento.
As linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PAM e FC. Valores
expressos em média + EPM. Em (A), * mostra diferenca estatistica entre o dia de
tratamento com DPN e o dia de tratamento de veiculo; e # mostra diferenca estatistica
24h apos E: e o dia de tratamento com veiculo; e em B * mostra diferenca entre 24h apds
E> e o dia de tratamento com veiculo, pelo teste ANOVA two way seguido de pds teste
de Tukey, parap < 0,05, .....ciiieieeie e ns 49
Figura 27: Alteracdes na pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap6s a microinjecdo de DPN (0,5 pmol/100nl) na CeA e B,
24 horas ap0s administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizagdo do software
Lab Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro
canal em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no
terceiro, EM VEIAE, @ FC....ooi ittt ae e s s s aeeeeaans 50
Figura 28: Efeito da microinjecdo bilateral com (0,5 pmol/ 100 nl) agonista de receptor
ER-B (DPN) na CeA de ratas OVX. (A) mostra alteragdes na PAM durante 0s trés dias
de experimento; linha preta microinjecéo de salina, linha vermelha; microinjecdo de DPN
e linha verde; registro 24h pds E2 e (B) mostra alteracfes da FC durante o experimento.
As linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PA. Valores numéricos
seguindo mesma coloracdo das linhas gréaficas mostram média + EPM. Em A, * mostra
diferenca estatistica entre o dia de administracdo de DPN e o dia de administracdo de
veiculo, e # mostra diferenca estatistica apds 24h e o primeiro dia e em B, * mostra
diferenca entre 24h apés E> e os demais dias, pelo teste ANOVA two way seguido de p6s
teste de Tukey, parap < 0,05. ....ooioi i 51
Figura 29: Comparacdo entre os deltas de variacdes da PAM e FC entre os grupos sham
2 semanas e grupo OVX 2 semanas apds microinjecdo bilateral de DPN. Os dados sdo
expressos em média £ EPM. Para este grupo de estudo ndo foram observadas diferencas
estatisticas pelo teste ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey, para p <0,05.. 52
Figura 30: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap6s a microinjecdo de DPN (0,5 pmol/100nl) na CeA e B,
24 horas ap0os administracdo de E». Representacdo da janela de visualizagdo do software
Lab Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro
canal em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no
terceir0, M VErde, @ FC. .. ..o e 53
Figura 31: Efeito da microinjecéo bilateral de E> (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas sham
2 meses de cirurgia sobre a PAM e FC. (A) mostra alteragdes na PAM durante os trés
dias de experimento; linha preta, microinjegéo de salina; linha vermelha, microinjecao de
E> e linha verde, registro 24h pos E2 e (B), mostra alteraces da FC durante experimento.
As linhas seguem os mesmos padrbes de cores utilizados para a PAM e FC. Valores
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mostram media £ EPM. * mostra diferenca estatistica entre o dia 24h p6s E2 e o dia de
tratamento com salina e E»; pelo teste ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey,
PArAP < 0,05, .. 54
Figura 32: Alteracdes na presséo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, apos a microinjecéo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap0s administragdo de E>. Representacéo da janela de visualizacéo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressédo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
L LRV (0 [T T U 55
Figura 33: Efeito da microinjecéo bilateral de E> (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas
OVX 2 meses sobre a PAM e FC. (A) mostra alteracdes na PA durante os trés dias de
experimento; linha preta microinjecdo de salina, linha vermelha; microinjecao de E> e
linha verde; registro 24h pos Ez e (B) mostra alteracGes da FC durante experimento. As
linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PA, Valores mostram média
+ EPM. * mostra diferenca estatistica entre o dia 24h p6s E2 e os onde se administrou
salina. Teste ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey, parap < 0,05............... 56
Figura 34: Correlacéo entre os deltas de variagcbes da PAM e FC entre os grupos sham 2
meses e grupo OVX 2 meses ap6s microinjecdo bilateral de E> ( 0,5 pmol/ 100 nl) e
decorridos 24h. Os dados sdo expressos em media + EPM. Em (A), * mostra diferenga
estatistica entre sham 2 meses 14h apos E» e sham 2 meses; OVX 2 meses: E> e em (B),
* mostra diferenca estatistica entre sham 2 meses: 24h apds E> e 0s demais grupos.
ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey, para p < 0,05. .....ccccevvveveiieineineennnn, 57
Figura 35: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, apos a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizacdo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressao e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
L LR (0 [T T R 58
Figura 36: Efeito da microinjec&o bilateral de E2 (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas sham
8 meses sobre a PAM e FC. (A) mostra alteragdes na PA durante os trés dias de
experimento; linha preta microinjecdo de salina, linha vermelha; microinjecédo de E> e
linha verde; registro 24h pds Ez e (B) mostra alteracGes da FC durante experimento. As
linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PA, Valores mostram média
+ EPM. Em (A) * mostra diferenga estatistica entre o dia de tratamento com E> e dia de
tratamento salina, # diferenca entre 24h apés E> e salina; em (B) * mostra diferenca
estatistica ao longo do tempo entre o dia de tratamento com E; e dia de tratamento salina,
# diferenca ao longo do tempo, entre 24h apos E» e salina; Teste ANOVA two way
seguido de pos teste de Tukey, parap < 0,05. ....cccooeiieiiciicceece e 59
Figura 37: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap6s a microinjecao de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas apds administracéo de E>. Representacdo da janela de visualizag¢do do software Lab
Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
Lo LR (0 [T T 60
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Figura 38: Efeito da microinjecao bilateral de E> (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas sob
OVX de 8 meses (OVX) sobre a PAM e FC. (A) mostra alteragdes na PAM durante 0s
trés dias de experimento; linha preta microinjecao de salina, linha vermelha; microinjecéo
de E> e linha verde; registro 24h pos E» e (B) mostra alteragbes da FC durante
experimento. As linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados paraa PA. Valores
mostram média £ EPM. * mostra diferenca estatistica entre o dia 24h pés E: e o dia de
tratamento com salina, # mostra diferenca entre o dia de tratamento com E> e o dia de
administracdo de salina. Teste ANOVA two way seguido de pés teste de Tukey, para p <
0101 SRS 61
Figura 39: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap6s a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizacéo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
EM VEITR, @ FC. ittt sbe b b e ne e 62
Figura 40: Comparacdo entre os deltas de variacdes de PAM (A e B) e FC (C eD ) ap6s
24h da administracdo de E» (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas OXX de diferentes tempos
de OVX. Em (A), * mostra diferenca significativa entre OV X 8 meses e 0s demais grupos,
em (B) * mostra diferenca entre OV X 8 meses e 2 semanas, e # diferencga entre OVX 2
meses e OV X 2 semanas; Em (C), * mostra diferenca de OV X 8 meses e 0s demais grupos
e em (D), * mostra diferenca entre OV X 2 semanas e OVC 8meses, e # mostra diferenca
entre OVX 2 meses e OVX 8 meses. Resultados expressos em média £ EPM. Teste
ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey para e Anova one way seguida de pos
teste de Tukey para analise da area sob a curva p< 0,05.........ccccccveveiieiecce e, 63
Figura 41: Teste de esquiva inibitéria no LTE. Média (+ EPM) das laténcias (em
segundos) de saida do brago fechado do LTE (LB, Esq 1 e Esq 2) de ratas sham (n= 10)
e submetidas a OVX (n= 14). * Diferenca estatistica ap6s teste ANOVA one way entre
animais de mesmo grupo (OVX) e # mostra diferenca significativa entre os animais OVX
e sham no teste esquiva 2 pelo teste ANOVA two way seguido de pos teste de Sidak’s para
P S 0,05 ittt bRt r ettt be b nreenes 64
Figura 42: Teste de panico no LTE. Média (x EPM) das laténcias (em segundos) de saida
de um dos bracos abertos do LTE (F1, F2 e F3) de ratas sham (n=9) e submetidas a OVX
(n=13). ANOVA one way, com pés-teste de Tukey, e ANOVA two way, com pos-teste
de Sidak’s (P<0,05)...eiiiiiiiiiie ettt ens 65
Figura 43: Teste de memodria de esquiva inibitoria (A) e fuga (B) no LTE apds 24 horas.
Valores numéricos acima das barras indicam media (£ EPM) das laténcias (em segundos)
de saida dos bracos fechado (A) e aberto (B) de ratas sham (n=11) e OVX (n=15), apds
microinjecdo bilateral de 100 nl de salina na amigdala central. * mostra diferenga
significativa no tempo de laténcia de saida do brago fechado entre os grupos sham e OV X.
Teste t Student ndo pareado (P<0,05). ...cveeiiiiiiiiieie e 66
Figura 44: Teste de esquiva inibitéria no LTE. Valores numéricos acima das barras
mostram média (+ EPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(LB, Esq 1 e Esqg 2) sham (n=9) e OVX (n= 14) apds microinjecéo bilateral de E> (0,5
pmol/100 nl). ¢ Diferenca estatistica entre as tentativas do mesmo grupo (OVX), por
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ANOVA one way, com pos-teste de Tukey (p<0,05). * Diferenga estatistica entre os grupos
(sham x OV X) na mesma tentativa, ANOVA two way, com pos-teste de Tukey; # mostra
diferenca significativa entre tentativas no mesmo grupo (sham), ANOVA one way com
pos teste de Bonferroni, (P<0,05). ..ccvciiiieiieiicie e 67
Figura 45: Teste de fuga no LTE ap0s a microinjecdo de Ez (0,5 pmol/100 nL) na CeA
de ratas sham e OVX. Valores numéricos sobre as barras mostram média (+ EPM) das
laténcias (em segundos) de saida de um dos bracos abertos do LTE (F1, F2 e F3) de sham
(n=8) e OVX (n= 14). ANOVA two way, com pos-teste de Tukey para p<0,05........... 68
Figura 46: Teste de memoria de esquiva inibitéria (A) e fuga (B) no LTE ap6s 24 horas.
Valores numéricos acima das barras indicam Média (x EPM) das laténcias (em segundos)
de saida dos bracos fechado (A) e aberto (B) de ratas sham (n=11) e OVX (n= 15), ap6s
microinjecéo bilateral de E2 (0,5 pmol/100 nl) na CeA. * mostra diferenca significativa
na no tempo de laténcia de saida do brago fechado entre os grupos sham e ovx. Teste t
Student ndo pareado (P<0,05)......cccuiiiiieeii e e 68
Figura 47: Teste de esquiva inibitoéria no LTE. Valores numéricos acima das barras
mostram média (x EPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(LB, Esq 1 e Esq 2) sham (n=14) e OVX (n= 14) ap6s microinjecdo bilateral de E> (0,5
pmol/ 100 nl) . ¢ Diferencga estatistica entre as tentativas do mesmo grupo (OVX E>), por
ANOVA one way, com pos-teste de Tukey (p<0,05). * Diferenca estatistica entre os grupos
(OVX salina x OVX E2) na mesma tentativa, ANOVA two way, com pos-teste de Tukey;
# mostra diferenca significativa entre tentativas no mesmo grupo (OVX salina), ANOVA
one way com pds teste de Bonferroni, (P<0,05). .......cccevveieiiieiiiie e 69
Figura 48: Teste de atividade locomotora no CA a partir dos centimetros (cm)
percorridos e velocidade (cm/ segundo) em cada grupo. Valores numéricos acima das
barras mostram média (+ EPM). * mostra diferenca significativa entre os grupos sham
salina e OVX salina. # mostra diferenca significativa entre o grupo OV X salina e OVX
E2. ANOVA one way com poS teste A& TUKEY. ....oveeierieireieieere e 70
Figura 49: Figura esquematica da participacdo do estradiol nas respostas autonémicas
observadas neste estudo apds microinjecdo bilateral de E2 (0,5 pmol/100 nl) na CeA . A
reducdo da atividade GABAergica da CeA sobre o NTS facilitaria o estimulo do NTS
sobre 0 CVLM que atua modulando neurénios do RVLM. Dessa forma a atividade
simpatica é regulada. Por ouro lado, o NTS livre de modulacdo GABAergica pode excitar
0 nucleo dorsal do vago (NDV) modulando também a atividade parassimpatica.......... 78
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RESUMO

Com a menopausa, a producdo ciclica de estradiol e progesterona cessa. As
concentracgdes sericas desses hormonios declinam abruptamente e apresentam potenciais
de afetar processos cerebrais associados a cognicao e outras desordens relacionadas com
a idade, como disfungbes autondmicas. Assim, os efeitos dos estrdgenos sobre
comportamentos como ansiedade e situagdes de estresse tém sido amplamente estudados,
mas 0S mecanismos responsaveis ainda sdo inconclusivos. Em situacdes de estresse, 0
sistema nervoso central (SNC) de mamiferos produz respostas de defesa, com alteracdes
enddcrinas, autondmicas e comportamentais. Dessa maneira, 0 estudo de regides
cerebrais e suas vias é de fundamental importancia para o entendimento desses
mecanismos. A amigdala central (CeA) tem sido amplamente estudada como uma estacao
de integracdo e distribuicdo de estimulos essenciais para aquisicdo e expressdo de
respostas autondmicas em situacOes de estresse e medo. Assim, tivemos como objetivo
nesse trabalho, avaliar o papel da ativagédo de neurdnios na CeA em respostas autondmicas
cardiacas, através da administracdo in situ de E> (0,5 pmol/100 nl) ou agonista seletivo
de receptor ER-B (DPN) em ratas sob diferentes tempos de ovariectomia (OVX) (2
semanas, 2 meses e 8 meses) e submetidas a um procedimentos de estresse por
contensdo/jato de ar. Avaliamos ainda a participacdo da CeA, quando estimulada por
estradiol ou DPN, em comportamentos do tipo ansiedade no labirinto em T elevado e
campo aberto. Ratas Wistar (190 + 200g) de 85 dias de idade divididas em dois grupos,
sham operados e OV X foram subdivididas em trés novos grupos de acordo com o tempo
de OVX. Apbs o tempo de cirurgia, canulas guia foram implantadas bilateralmente
direcionadas a CeA. Sete dias apds esse procedimento, foram introduzidos cateteres nas
artérias femorais para registro da pressao arterial media (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC). Os experimentos foram realizados 48 horas apds o Gltimo procedimento cirdrgico.
Os registros cardiacos foram realizados por trés dias consecutivos, onde no primeiro dia
se administrou salina ou ciclodextrina (veiculo para DPN); segundo dia, estradiol ou
DPN, e o terceiro dia onde se procedeu ao registro sem administracdo de qualquer
substancia. Os registros foram realizados por um periodo aproximado de duas horas, onde
0s primeiros 20-30 minutos eram destinados a estabilizagdo dos parametros dos animais.
Ap0s estabilizacéo, se procedeu ao registro por 20 minutos, seguido da microinje¢ao, com
mais 15-20 minutos para acdo da substancia. Realizava-se entdo o protocolo de estresse

por 15 minutos e seguido de periodo final, até a estabilizagdo dos sinais. Para os testes

XX



comportamentais fizemos uso de um novo grupo de animais, submetidos aos mesmos
protocolos cirdrgicos de castracdo e implante de canulas guia destinadas a CeA. A
microinjecdo de estradiol na CeA produziu reducdo da PAM e FC basais, 24 horas apds
sua administracdo, tanto em animais sham quanto em animais OVX com 2 semanas de
cirurgia. Ao passar de dois meses, as respostas hipotensoras e bradicardicas tornaram-se
reduzidas até se anularem aos oito meses. Notamos através dos deltas de variagcdes da
PAM e FC, que animais sob maiores tempos de OVX apresentam maximas respostas
hipertensoras e taquicardicas 24 horas ap6s administracdo de estradiol. Observamos nos
testes comportamentais que animais OVX apresentam maior grau de ansiedade com
elevacdo do tempo de laténcia de saida do braco fechado e que apesar de inimeros
trabalhos mostrarem efeitos ansioliticos do estradiol em outras regides cerebrais, quando
administrado diretamente na CeA ndo exibiu tais efeitos, apresentando em contrapartida
certo potencial ansiogénico em animais OVX. Notamos ainda que animais OVX se
locomovem menos e mais lentamente que animais sham e a microinjecdo de 100 nl (0,5
pmol) de estradiol na CeA normaliza os padrdes de ambulacdo e velocidade dos animais.
Concluimos que, o estradiol atuando na CeA, exerce forte modulacdo em respostas
autondmicas cardiacas tanto em valores basais quando em respostas a situacoes
estressoras, provavelmente atraves de receptores do tipo ER-a e que também desempenha

importante papel nas atividades locomotoras dos animais atuando na CeA.
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ABSTRACT

With menopause, the cyclic production of estradiol and progesterone ceases. Serum
concentrations of these hormones decline steeply and have the potential to affect brain
processes associated with cognition and age-related disorders. Thus, he effects of
estrogen on anxiety-like behaviors and stress situations have been widely studied but the
mechanisms responsible are still inconclusive. In response to stress, the central nervous
system of mammals produces defense responses characterized by endocrine, autonomic
and behavioral changes. In this way, the study of the brain regions and their pathways is
fundamental to understanding of these mechanisms. The central amygdala (CeA) has
been widely studied as a station of integration and distribution of essential stimuli for the
acquisition and expression of autonomic responses in situations of stress and fear.
Therefore, we aimed in this study, to evaluate the role of neuron activation in the CeA In
cardiac autonomic responses, through the administration in situ of E2 (0,5 pmol/100 nl)
or receptor selective agonist ER-B in rats under different times of ovariectomy (OVX) (2
weekes, 2 months, 8 months) and subjected to a contention-air-jet stress procedure. We
also evaluated the participation of CeA, when stimulated by estradiol or DPN, in anxiety-
like behaviors in the elevated T-maze (ETM) and open field (OF). Wistar female rats by
85 days old (190 + 200g) divided into two groups, operated sham and OVX were
subdivided into three new groups according to the OV X time. After the time of surgery,
guide cannulas were implanted bilaterally directed to CeA. Seven days after this
procedure, catheters were inserted into the femoral arteries to record mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR). The experiments were performed 48 hours after the
last surgical procedure. Autonomic registries were performed for three consecutive days,
where on the first day saline or cyclodextrin (vehicle for DPN) was administered; Second
day, estradiol or DPN, and the third day of registration without any substance being
administered. The records were performed for an approximate period of two hours, where
the first 20-30 minutes were intended to stabilize the parameters of the animals. Post
stabilization, the registration was done for 20 minutes, followed by microinjection, with
a further 15-20 minutes for the action of the substance. The stress protocol was then
carried out for 15 minutes followed by the final period until the signs stabilized. For the
behavioral tests, we used a new group of animals, submitted to the same surgical protocols
of castration and implantation of guide cannula for CeA. Estradiol microinjection in CeA
was able to produce baseline MAP and MAP reductions 24 hours after administration in

XXii



both sham animals and OV X animals with 2 weeks of surgery. Within two months, the
hypotensive and bradycardic responses became reduced until they were annulled at eight
months. We observed through the deltas variations of MAP and HR, animals under longer
OVX times presented maximal hypertensive and tachycardic responses 24 hours after
estradiol administration. We observed in the behavioral tests that OV X animals presented
a higher degree of anxiety with an increase in the latency of closed arm output, and that
although several studies showed anxiolytic effects of estradiol in other brain regions,
when administered directly in CeA, it did not exhibit such effects presenting in
counterpart certain potential anxiogenic in animals OV X. We also note that OV X animals
move less and more slowly than sham animals, and microinjection of 100 nl (0.5 pmol)
of estradiol in CeA normalizes the patterns of ambulation and speed of the animals. We
conclude that estradiol acting in CeA exerts strong modulation in cardiac autonomic
responses both in basal values and in responses to stressful situations, probably through
receptors of the ER-a type and that also plays an important role in the locomotor activities

of the animals acting in CeA.
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1- INTRODUCAO
1.1- MENOPAUSA/POS-MENOPAUSA

O termo climatério (do grego klimakter; escada) refere-se a fase da vida da mulher
em que ocorre a transicao do periodo reprodutivo para o ndo reprodutivo, caracterizado
por um hipoestrogenismo progressivo culminando na interrupgéo definitiva dos ciclos
menstruais variando entre os 40 e 65 anos. J& a menopausa, etimologica e clinicamente
trata-se do ultimo ciclo menstrual espontaneo da mulher sendo reconhecida apds 12 meses
ininterruptos de amenorreia (Trench & Santos, 2005). Nesta fase, os ovarios naturalmente
deixam de funcionar e a producdo de estrogénios pelas células foliculares dos ovarios
diminui. Consequentemente € produzido no organismo diversas mudancas fisiologicas
resultantes da cessacdo da funcdo ovariana (Organizacdo Mundial da Saude, 1996).
Entretanto, a menopausa pode ser ainda resultante de ovariectomia (OVX) bilateral,
realizada na mulher ainda em idade fértil (Bassan, 1999), como consequéncia de
histerectomia profilatica por agravo benigno de tumoracdes uterinas ou pélvicas, assim
como em casos de endometriose e quimioterapias. SO nos Estados Unidos mais de
600.000 histerectomias sdo realizadas anualmente e mais de 300.000 dessas sdo
acompanhadas por ooforectomia bilateral (Shoupe e cols., 2007).

Progressivamente a partir do inicio do século XX até os dias atuais, a maioria dos
paises ocidentais experimentaram melhorias na atencdo basica a saude e avanco
tecnoldgico que traduzem um aumento da expectativa de vida. Com isso, espera-se que a

mulher passe mais de um terco de sua vida na fase pés-menopausa (Botrel e cols., 2000).

Ao longo dos anos, diversos trabalhos tém mostrado existirem diferencas sexo-
especificas associadas ao aparecimento de doencas cardiovasculares, déficits cognitivos,
problemas de memoria, humor, podendo levar a quadros de depresséo, principalmente no
periodo pds-menopausa, onde ha a reducdo dos niveis hormonais fisioldgicos
(Reckelhoff, 2001; Rasia-Filho e cols., 2004; Kannel e cols., 1976; Johnston & File,
1991a). Observa-se entre as principais queixas em mulheres na pds-menopausa, as
mudangas no comportamento, mais especificamente, mudancas de humor e memoria,

assim como as disfuncdes sexuais (Sherwin, 1994).

A ciéncia médica tem demonstrado que o cérebro é um dos principais 6rgdos do

corpo que sofre com a reducdo dos niveis estrogénicos, seja por menopausa cirargica ou



natural e, que os danos oriundos de acidentes vasculares cerebrais ou neurodegeneracao

e deméncia, podem ser retardados por ac¢oes estrogénicas (McEwen, 2002).

Ainda que as ondas de calor (fogachos) sejam sintomas marcantes desse periodo,
muitas mulheres mostram dificuldades em lembrar nomes e outras informac6es
importantes para a vida diaria, bem como déficits na coordenagdo motora fina, nos tempos
de reacdo, sentimentos de depressdo e ansiedade (McEwen & Alves, 1999). Da mesma
maneira, observa-se a perda da protecdo das artérias coronarias, levando mulheres pés-

menopausicas a um elevado risco de doencas cardiovasculares.

A cessacgdo abrupta da sintese enddgena de estrogénios apresenta potencial efeito
sobre o cérebro associado as desordens cognitivas relacionadas a idade, como Alzheimer
(DA) (Henderson e cols., 2016). As relagdes existentes entre 0os hormonios esteroides e
a DA ainda ndo sdo completamente entendidas, pesquisas tanto em seres humanos como
em animais experimentais indicam que tanto a deplecéao de estrégenos nas mulheres como
andrdgenos nos homens elevam a vulnerabilidade para patogenia da DA (Vest & Pike,
2013).

Estudos experimentais tém mostrado, por exemplo, que 0s estrogenos apresentam
poderosa neuroprotecdo reduzindo concentragcdes dos aminoécidos f- amiloide que séo
peptideos de 36 a 43 aminodcidos, um fator critico no inicio e progressdo da DA
observados em cérebros de pacientes com a doencga (Pike e cols., 2009).

Alguns autores ainda afirmam que embora muitas fungdes cognitivas parecem néo
ser afetadas com o avanco da idade, tarefas simples envolvendo memoria séo fortemente
afetadas (Sherwin, 1994; Sherwin, 2006; Vest & Pike, 2013).

1.2- ESTROGENIOS E RECEPTORES

A produgdo de estradiol & comumente considerada como um produto enddcrino
do ovério ou unidade feto- placentaria durante a gestacdo. No entanto, existem muitos
tecidos que tém a capacidade de sintetizar estrogénios a partir de andrdgenos e usa-lo de
forma paracrina ou intracrina. Sabe-se, por exemplo, que o tecido adiposo pode contribuir
significativamente com o pool circulante de estrogénios (Nelson & Bulun, 2001). De fato,

outros tecidos como encéfalo e adrenais podem também sintetizar pequenas quantidades



de E2. Os estrogenos apresentam-se sob trés diferentes formas: estrona (E1) mais
importante apds a menopausa quando é sintetizado no tecido adiposo a partir da
desidroepiandrosterona (DHEA) liberada pelas adrenais, 17 B-estradiol (E2) o esteroide
mais potente sintetizado pelos ovarios, e o estriol (E3) o menos ativo deles, produzido
principalmente pela placenta (Cui e cols., 2013). O E, é o estrogénio predominante
durante os anos reprodutivos tanto em termos de niveis séricos absolutos como em termos
de atividades estrogénicas, tendo inimeros efeitos sobre a cogni¢édo, fungdes cerebrais e
apresentando um importante papel cardioprotetor (Foster, 2005; Foster, 2012; Strauss JF
& Barbieri RL, 2004).

O figado € o principal 6rgao formador do colesterol utilizado para sintese dos
esteroides, apesar de, também em pequenas quantidades, os esteroides poderem ser
sintetizados a partir da acetil coenzima A. Primeiramente, através da enzima colesterol
desmolase (P450 scc), o colesterol é convertido em pregnenolona. Duas vias possiveis
sdo observadas a partir deste ponto. A Pregnenolona pode ser convertida em progesterona
pela enzima 3B-Hidroxiesteroides-desidrogenase (P450 c¢21) ou em 17-
hidroxipregnenolona pela enzima 17a-Hidroxilase (P450 c17). O estradiol pode, entdo,
ser produzido a partir da progesterona ou 17-Hidroxipregnenolona. Ambas as vias
chegando ao elemento Androstenediona através da enzima citocromo (P45017a) e (17p-
hidroxieteroide desidrogenase (17B-HSD). A converséo final em E» é catalisada pela
enzima aromatase (P450 ARO) nas células da granulosa (Cui e cols., 2013). A figura 1

mostra resumidamente a sintese ovariana de estradiol.
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Figura 1: Sintese ovariana de estradiol. A producéo do estradiol tem inicio com a sintese
da pregnenolona a partir de moléculas circulantes de colesterol, catalisada pela enzima
P450scc. A pregnenolona ¢ entdo convertida em progesterona pela 3p-hidroxiesteroide
desidrogenase (3BHDS) tao nas células tecais quanto da granulosa. A progesterona
produzida ¢ convertida em andrégenos pela citocromo P450 17a-hidroxilase e 17f3-
hidoriesteroide desidrogenase (17B-HSD) nas células tecais durante a fase folicular. A
conversdo do E; ¢ catalisada pela aromatase (P450ARO0) na granulosa, adaptado de (Cui e
cols., 2013).

No SNC, a sintese local de E> ocorre a partir do colesterol, sendo ja verificada a
presenca da enzima (P450 scc), responsavel pela mediacao do colesterol em pregnenolona
em regides como hipotalamo, hipocampo, cortex cerebral, amigdala, tdlamo e algumas
areas proximas ao sistema limbico, sugerindo sua producdo mesmo com concentracoes
séricas ndo detectaveis (Naftolin e cols., 1971a; Naftolin e cols., 1971b). Outra via
possivel de sintese local de E» da-se através da ARO, fazendo a conversdo local de
androgenos circulantes em Ez (Cornil & Charlier, 2010). A enzima ARO é sintetizada em
ambos 0s sexos, sendo encontrada em Vvarios tipos teciduais, incluindo o cérebro. Em
condicBes fisiologicas normais, a expressdo de ARO no SNC é restrita a algumas
subpopula¢es neuronais como area pre-optica, hipotadlamo, sistema limbico, (BNST,
amigdala e hipocampo) (Roselli & Resko, 1997; Stoffel-Wagner, 2003).



Interessantemente, a ARO tem sido descrita participando da regulacdo
neuroenddcrina de comportamentos reprodutivos, e mais recentemente, a aromatizagdo
de androgenos no SNC também envolve o controle de processos néo reprodutivos como

humor e cognicéo (Garcia-Segura, 2008).

Em condicdes fisiologicas, 0s neurdnios sdo os maiores sitios da sintese de
estradiol no cérebro. Estudos tém demonstrado aumento da expressdo da ARO em
regides do hipocampo, neurdnios piramidais da regides CAl e CA3, células granulosas
do giro denteado apds injurias como crises epiléticas (Yague e cols., 2010).

Células especificas cerebrais como 0s neurdnios e os astrocitos sao capazes de
produzir E2 a partir da testosterona circulante ou colesterol, caracteristica ndo observada
em oligodendrécitos e células da microglia (Cui e cols., 2013). De fato, os niveis de
estrogénios cerebrais podem néo ser os mesmos daqueles observados no sangue (em torno
de 20 a 400 pg/ml) o qual é frequentemente usado como marcador de diagndstico. Os
niveis cerebrais de E2 sdo reportados ser 0,08 a 0,19 ng/g de peso umido, o qual pode ser
significativamente diferente dos niveis circulantes devido ao sequestro pela glubulina de
ligacdo hormonal sexual, enzimas de conversdo esteroidal no cérebro,

neuroestereoidogenesis e sintese local (Rosario e cols., 2011) .
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Figura 2: Sintese de E> em células do SNC. Neurdnios e astrocitos expressam todas as
enzimas necessarias para a sintese local de estrogénios. Porém, células da microglia e

oligodendrdcitos ndo sao capazes de produzi-lo, adaptado de (Cui e cols., 2013).



O E2 é reconhecido como o hormonio sexual feminino predominante com um
papel critico no desenvolvimento do sistema reprodutor e caracteristicas sexuais
secundarias. Em adicédo as funcdes reprodutivas, o 17-p estradiol tem importantes agdes
fisioldgicas sobre inumeras outras areas do corpo, incluindo SNC, imunoldgico,
cardiovascular, muscular, esquelético e enddcrino. Partindo disso, alteracdes fisioldgicas
ou patoldgicas nos niveis de E2, ou problemas de sinalizagdo de seus receptores poderiam
culminar em multiplas desordens como varios tipos de cancer, osteoporose, doencas
neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, resisténcia a insulina, IUpus eritematoso,
endometriose, obesidade, desordens cognitivas bem como maior incidéncia de DA
(Deroo & Korach, 2006; Vest & Pike, 2013) .

Pesquisas realizadas em animais tém mostrado que o estradiol participa da
regulacdo de comportamentos do tipo ansiedade, a depender da fase do ciclo estral que
fémeas de roedores se encontram. Estas mostram comportamentos do tipo ansiedade
reduzidos em comparacdo aos machos em fases de maiores concentracdes hormonais,

como observado no proestro, por exemplo (Johnston & File, 1991a).

Os estrogénios exercem suas acdes em células e tecidos alvos ligando-se a
estruturas na membrana celular (mecanismo ndo-gendmico) ou ativando receptores
intracelulares (mecanismo gendmico) (Shughrue e cols., 1997; Paech e cols., 1997). No
chamado mecanismo “classico” ou genémico, os estrogénios se difundem pela célula e
ligam-se aos receptores de estrogénio (RE), que se encontram localizados no nucleo. Este
complexo formado estrogénio-RE liga-se diretamente as sequéncias reguladoras
conhecidas como “elemento de resposta ao estrogénio” (ERE) presentes nos genes alvo,
regulando a transcricdo destes genes, ou, indiretamente, através do recrutamento de
proteinas co-reguladoras, (como co-ativadores) aumentando ou diminuindo a producao
de RNA mensageiro da proteina associada, levando a resposta fisioldgica. Este
mecanismo ocorre tipicamente no decorrer de horas (Deroo & Korach, 2006). Em
contrapartida os estrogénios podem atuar de maneira mais rapida (dentro de segundos ou
minutos), via mecanismos ndo gendmicos, através da ligacdo a RE localizados na
membrana plasmatica ou adjacentes a esta (ligacdo que pode requerer proteinas
adaptadoras que direcionam o RE para a membrana), ou através da ligacdo de outras
proteinas da membrana plasmatica, resultando em respostas celulares como aumento de
Ca*, oxido nitrico (NO) ou ativacdo de cinases, (Prossnitz & Barton, 2011a) como

exemplificado na figura 3.



Atualmente tem-se conhecimento de dois subtipos de receptores encontrados em
diferentes tecidos e que foram caracterizados em ambos 0s géneros. S&o eles, ER-a
(receptor de estrogénio alfa) codificado pelo gene ESR1 localizado no cromossoma
6025.1 e ER-B (receptor de estrogénio beta) codificado pelo gene ESR2 localizado no
gene 14922-24 (McEwen, 2002; R.Misao e cols., 1999; Siddig e cols., 2008). Trabalhos
realizados com medi¢Oes de mRNA para ER-a e ER-P revelam distribuigdo corporal de
maneira distinta dos dois tipos de receptores. Receptores do tipo ER-a apresentam
moderada a alta expressdo na glandula pituitaria, rins, epididimo e adrenal. Ja receptores
do tipo ER-B apresentam moderada a alta expressdo na prostata, pulmdes, bexiga e
cérebro e ha uma sobreposicao na expressao de ambos 0s receptores nos testiculos, Utero
e ovarios (Kuiper e cols., 1998). Além disso, uma proteina G acoplada ao receptor de
estrogénio (GPR30 ou GPER1) tem sido caracterizada como um modulador de uma via
de segundo mensageiro. Os niveis relativos e distribuices subcelulares de ERa, ERp ¢
GPER1 os quais sdo encontrados por todas as partes do sistema nervoso varia através das
regides cerebrais (Brailoiu e cols., 2007; Milner & Drake, 2001; Mitra e cols., 2003;
Mitterling e cols., 2010).
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Figura 3: Via Gendmica e N&o-Gendmica de sinalizacdo. Estrégenos enddgenos
incluindo 17-B estradiol, sdo ativadores ndo seletivos de trés conhecidos receptores: ER-

a, ER-B e GPER. No mecanismo gendmico, primeiramente o E» ativa RE nucleares,



incluindo receptores acoplados a proteina G (GPER) (dimericos), para atuar em genes
alvo. Alternativamente, RE ativados modulam a funcdo de fatores de transcri¢do atraves
de interagOes proteina-proteina. Subpopulacbes de RE ativados pelo E> interagem com
receptores acoplados as GPER e moléculas de sinalizagdo como tirosina cinase (c-Src) a
qual medeia rapidas sinalizacGes via P13K-Akt e MAPK. E> ou agonistas seletivos como
G1, reguladores seletivos, como fulvestrant ou moduladores seletivos, como tamoxifeno,
também ativam GPER, o qual é localizado principalmente na membrana intracelular. A
ativacdo de GPER estimula a liberacdo de c-AMP, mobilizacdo de calcio e c-Src o qual
ativam MMps. Os MMPs clivam o pro-HB-EGF liberando o HB-EGF que transativa o
EGFR o qual, por sua vez, ativa as vias MAPK e P13K-Akt que induz efeitos adicionais
rapidos (ndo-gendmicos) regulando a transcricdo. A regulagdo transcricional mediada
por estradiol pode envolver fosforilacdo de RE ou através de fatores transcricionais que
podem interagir diretamente com os RE ou se ligarem independentemente em RE dentro
dos genes promotores alvo (E2, 17-B estradiol; EGFR, fator de crescimento epidermal;
ER, receptor de estrogénio; GPER, proteina G acoplada a um receptor de estrogénio;
MMP, metaloproteindses de matriz; pro-HG-EGF, fator de crescimento epidérmico de

Ligacdo a Heparina; TF, fator de trancricdo. (Prossnitz & Barton, 2011b)

O estradiol se liga com alta e igual afinidade a ambos os receptores, a estrona se
liga com mais facilidade ao ER-a e o estriol liga-se mais fracamente ao ER-f. Os dois
subtipos de receptores diferem entre si de acordo com as caracteristicas especificas e
funcionais dos tecidos (Strauss JF & Barbieri RL, 2004).

Entretanto, trabalhos demonstraram que receptores ER-a ¢ ER-f} podem formar
homodimeros ou heterodimeros, tornando bastante complexa a funcdo individual ou

combinada dos dois receptores dentro da célula (Herynk & Fuqua, 2004).

Embora no passado muitos estudos se concentrassem nas ac¢oes do estradiol sobre
o hipotalamo afetando sistema reprodutor, agora, ensaios pré-clinicos com animais
mostram que os estrogénios exercem muitas acoes além da reprodutiva, incluindo acgdes
em areas importantes para a aprendizagem, memdoria, emoc0es e o estado afetivo, bem
como coordenagdo motora e sensibilidade a dor (McEwen, 2002; McEwen & Alves,
1999). Tais efeitos refletem as a¢Bes do estrogénio num grande nimero de &reas cerebrais
fora do hipotdlamo, como neurdnios do cérebro e do mesencéfalo que produzem

serotonina e catecolaminas, medula espinhal, cortex, tronco cerebral e hipocampo



(McEwen, 2002). O grande problema no estudo dos receptores e acdes estrogénicas
nessas regides cerebrais tem sido reconhecer quais s&o 0s tipos de receptores responsaveis
por determinados padrdes de respostas e 0s mecanismos pelos quais 0s estrogénios
produzem esses efeitos (McEwen, 2002). Por outro lado, a desigual distribuicdo dos
varios tipos de receptores hormonais refletem diferencas em seus mecanismos de agédo
(Stumpf & Sar, 1976).

No tecido nervoso cerebral a localizagdo dos receptores ER-o estd bem
estabelecida, porém existe uma menor quantificacdo desses receptores ao redor de
receptores ER-B (Stumpf & Sar, 1976)

Estudos realizados através de imunohistoquimica e mapeamentos auto-
radiograficos revelaram que receptores ER-o. ¢ ER-B sao similares ndo apenas na
afinidade a um niimero de estrogénios marcados com *2°E, mas também em sua habilidade
em regular genes na qual a resposta ao elemento estrégeno é o sitio de ligagdo primario
(Kuiper e cols., 1998; Paech e cols., 1997).

Atualmente, a colocalizacdo enddgena dos receptores ER-o ¢ ER-B tem sido
demonstrada através de imunohistoquimica na area pre-optica do hipotalamo, nucleo leito
da estreia terminal (BNST), e nucleo medial do corpo amigdaloide (incluindo amigdala
central), nucleo do trato solitario (NTS). Provavelmente existam outras regides cerebrais
incluindo a rafe mesencefélica (Hrabovszky e cols., 1998; Shughrue e cols., 1997). A
figura 4 representa esquematicamente a distribuicéo de receptores ER-a e ER- na regido
da CeA.
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Figura 4: Co-localizacao de receptores de estradiol ER-a ¢ ER- no SNC a 3,14 mm do
bregma (Hrabovszky e cols., 1998; Shughrue e cols., 1997). Circulo azul demonstra a

regido da CeA.

A principal diferenca encontrada entre os dois principais tipos de receptores se
concentra na habilidade de regular a transcri¢do via AP-1. A ligacdo de 17-p estradiol em
receptores ER-a ativa transcrigdo via complexo AP-1 enquanto que essa transcricdo nao

ocorre via receptores ER-f causando inibigao (Kuiper e cols., 1998).

1.3- DEFICIENCIA DE ESTRADIOL E ALTERACOES FISIOLOGICAS

Recentemente, com o aumento da expectativa de vida da populagdo em geral,
propiciado por diversos fatores, dentre os quais, 0s avangos obtidos com as pesquisas e
descobertas de novos tratamentos das mais diversas patologias, houve crescimento do
nimero de pessoas com idade acima dos 65 anos, 0 que, consequentemente, vem
acompanhado de alteraces fisiologicas na senescéncia. Entre essas alteracdes, podemos
mencionar as doencas ditas cronicas, como diabetes mellitus, hipertensdo arterial,
problemas vasculares, artrites, problemas de memadria, aterosclerose entre outras. Assim,
espera-se que a mulher passe mais de um terco de sua vida na fase de pds-menopausa,

sob deficiéncia de hormonios ovarianos (Botrel e cols., 2000).

Dentre as mais variadas alteracdes decorrentes a diminuicdo progressiva das

funcbes biologicas provenientes do avanco da idade, a teoria dos radicais livres no

10



envelhecimento postula que a exposicao continua a agentes oxidantes (espécies reativas
de oxigénio-ERO) € a forca motriz para a perda da funcdo celular (Shigenaga e cols.,
1994). As EROs induzem danos celulares, tais como aumento da permeabilidade celular
causado pela peroxidacdo lipidica. Contudo, enzimas antioxidantes endogenas, tais como
superdxido dismutase (SOD), catalase, e sistema glutationa peroxidase/ glutationa
redutase, constituem o principal mecanismo de defesa antioxidante, pois eliminam o0s

radicais livres que poderiam oxidar os substratos celulares (Yu e cols., 1994).

Estudos demonstraram que em uma situacao de estresse oxidativo, pela privacéo
de oxigénio e glicose in vitro, a remocdo da fonte ovariana de horménios femininos
aumenta o numero de morte celular, enquanto a reposicao hormonal com estradiol reverte
este efeito em fatias hipocampais (Fontes D., 2009). Este efeito neuroprotetor foi
observado, também, em fatias hipocampais de fémeas knockdown para o transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT KD), um modelo animal de hipofuncéo colinérgica
(Fontes D., 2009).

Do ponto de vista cognitivo, mulheres na poés-menopausa reclamam de humor
disférico ou depressdo, e essas mudancas parecem ser dependentes da populacédo
estudada. Muitos estudos epidemioldgicos realizados em amostras populacionais dos
Estados Unidos (McKinlay e cols., 1992; Neugarten & KRAINES, 1965) bem como na
Suécia (Hallstrom & Samuelsson, 1985) e Inglaterra (McKinlay e cols., 1992) falharam
em mostrar o aumento dos sintomas depressivos no periodo pds-menopausa comparado
com outras idades durante a vida ativa. Contudo, outros autores em suas pesquisas
obtiveram resultados diferentes, encontrando alta incidéncia de sintomas depressivos nas
populacdes estudadas nos periodos peri- e pés-menopausa (Bungay e cols., 1980; Hunter
e cols., 1986). Interessantemente, um estudo longitudinal com 2500 mulheres realizado
em Massachussets (EUA), mostrou que aquelas submetidas a menopausa cirdrgica
apresentam sintomas depressivos mais significativos que mulheres na p6s-menopausa

natural (Bungay e cols., 1980; Hunter e cols., 1986; McKinlay e cols., 1987).

De fato, mesmo ap6s a menopausa, 0S Ovarios ainda persistem como 6rgéao
enddcrino ativo, pois apesar da cessacao da sintese folicular de E», o estroma ovariano
continua a produzir testosterona e androstenediona, que, em outros tecidos que
apresentem a expressdo da ARO sao convertidos em estrogénios (Overlie e cols., 1999).

Dessa maneira, 0s niveis androgénicos se mantém em uma faixa considerada normal
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mesmo no periodo pos-menopausa. Corroborando com tal pensamento, um estudo
realizado com mulheres ooforectomizadas mostrou haver reducdo de 40 a 50% nas
concentragOes de estrona sérica, em consequéncia da redugdo de andrdgenos ovarianos,
diferindo da estrona de mulheres com ovarios preservados na mesma fase (Laughlin e
cols., 2000).

Durante as duas décadas passadas, a combinacdo da disponibilidade de novas
tecnologias médicas e o desenvolvimento de novas pesquisas buscaram fornecer novos
conhecimentos sobre os mecanismos de ac¢do dos estrogénios no SNC, que podem ser as
bases de suas possiveis influéncias no funcionamento cognitivo. Porém, varias
observacOes recentes mostram que estrogénios afetam positivamente a maioria dos
mecanismos implicados no acelerado envelhecimento cognitivo e deméncia, como por
exemplo, o estresse oxidativo, perda sinaptica e/ou dendritica, declinio da funcédo

neurotransmissora e apoptose (Hogervorst & Bandelow, 2010).

Com o intuito de esclarecer as duvidas sobre as discordancias dos achados de
trabalhos em seres humanos, o uso de animais de laboratério, como roedores, tornou-se
uma ferramenta de extrema valia para obtencdo de respostas. A investigacao de (Tang e
cols., 2013) mostrou que estimulagdes por eletroacupunltura do hipocampo de ratas OVX
poderia ser capaz de melhorar aprendizagem e a memdria promovendo a expressdo de

oxido nitrico sintase (eNOS) através do aumento da concentracdo de estrogénio.

O tratamento agudo ou cronico de E, por exemplo, pode afetar positivamente
tarefas de aprendizado e memdria tanto em seres humanos como em roedores, agindo de
forma estrutural, celular e funcional modulando sistemas de neurotransmissores (Pompili
e cols., 2012). Em contraste, a remocao da fonte ovarina de E prejudica a meméria em
ratas, sendo revertida pela reposicdo hormonal (Fonseca e cols., 2013). Estudos mostram
ainda que a influéncia positiva sobre testes de memdria observado em roedores depende

principalmente a ativacéo de receptores ER-a (Pereira e cols., 2014).

Importante ressaltar que, a OV X bilateral em ratas é capaz de produzir um estado
depressivo como aqueles observados no periodo pds menopausa. Porém, os fatores
responsaveis por esse fendmeno ainda permanecem sob estudo (Bekku e cols., 2006).
Interessantemente, as pesquisas apontam que mulheres na pds menopausa apresentam
riscos 30%, a trés vezes, mais elevados de desenvolver estados depressivos que mulheres

na pré menopausa (Freeman, 2010). Mulheres que apresentem historicos depressivos
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mostram aproximadamente cinco vezes mais chance de terem um diagnostico de
depressdo na pds menopausa enquanto que aquelas sem histéricos depressivos
apresentam menores chances (Freeman, 2010).

1.4- OVARIECTOMIA E ANSIEDADE

Como ja descrito previamente, a OVX ¢ conhecida como “menopausa cirirgica” com
reducdo dos niveis estrogénicos em ratas elevando riscos de efeitos adversos, incluindo
prejuizos cognitivos e comportamentais (Qu e cols., 2013). Os estrogenos exercem seus
efeitos através do SNC atuando basicamente sobre dois tipos de receptores ER-a e ER-J,
contudo, a participagéo efetiva desses dois tipos de receptores sobre respostas cognitivas
ainda é amplamente estudada.

Desordens do tipo ansiedade sdo prevalentes nas doencas psiquiatricas e muitos
fatores podem ser atribuidos a suas origens incluindo os genéticos, de género, quimica
cerebral e incontaveis eventos estressores (Kalandakanond-Thongsong e cols., 2012a).
Notadamente, € bem documentado na literatura que mulheres, principalmente aquelas no
periodo pds-menopausa, sdao mais afetadas por alteracGes cognitivas e distarbios de
ansiedade do que homens de mesma idade (Lim e cols., 2005; Seeman, 1997; Sherwin,
2006).

Através de pesquisas realizada em animais, Johnston e colaboradores mostraram, em
1991, haver diferencas sexo especificas em testes de ansiedade feitos em roedores
(Johnston & File, 1991a). Neste trabalho, ratas demonstraram em avaliacGes realizadas
no labirinto em T elevado, aversdo reduzida ao braco aberto do aparato, quando
comparadas a machos (Johnston & File, 1991a). De fato, trabalhos anteriores mostraram
que fémeas de roedores apresentam comportamento de ambulacdo mais elevado e menor
taxa de defecagdo no teste de campo aberto e, que ap0ds tratamento com propionato de
testosterona houve mudanca no comportamento para similares aqueless encontrado em
machos, indicando influéncia dos hormonios gonadais sobre o comportamento desses

animais (Blizard e cols., 1975a).

Em 1989, Diaz-Veliz mostrou haver diferencas comportamentais durante as
diferentes fases do ciclo reprodutivo de ratas e, modulacéo ap6s OV X (Diaz-Veliz e cols.,

1989). Neste estudo, os pesquisadores encontraram aumento do tempo de esquiva
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inibitdria no diestro, um prejuizo no proestro e comportamento praticamente abolido no
estro, bem como animais OVX apresentaram elevacdo do tempo de esquiva inibitoria
apos 14 dias de castracdo (Diaz-Veliz e cols., 1989). Contudo, trabalhos posteriores
mostraram maior exploracdo dos bracos abertos do labirinto em cruz elevado nas fases de
maiores concentracbes hormonais (proestro e estro), bem como influéncia da
luminosidade durante os testes indicando efeitos ansioliticos (Mora e cols., 1996). De
acordo com esses resultados, em 2001, Marcondes e colaboradores também mostraram
aumento no tempo de exploracéo do braco aberto no proestro em relacdo ao diestro, e que
ratas no diestro tratadas com estradiol tiveram as diferencas no tempo gasto na exploracao
do brago aberto abolidas em comparacao as ratas em proestro. Com esses resultados, foi
postulado que os niveis de ansiedade sdo menores durante fases estrais de maiores
concentragfes hormonais de E> (Marcondes e cols., 2001a). J& em testes realizados no
labirinto em T elevado, as pesquisas mais recentes mostraram que ratas OVX sob
tratamento agudo com E> ou agonista néo seletivo de receptores de estradiol tamoxifeno
apresentaram tempo reduzido de esquiva inibitoria e aumento do tempo de laténcia de
fuga do braco aberto do aparato em comparacao a ratas OV X, sugerindo a¢des ansioliticas

ao E» (Kalandakanond-Thongsong e cols., 2012a).

1.5- ESTRESSE

O termo “stress” foi utilizado pela primeira vez no ambito da saide em 1936, pelo
fisiologista Austriaco Hans Selye, para designar uma resposta geral e inesperada do
organismo a um estressor ou a uma situagdo estressante. Posteriormente, o termo passou
a ser utilizado tanto para designar esta resposta do organismo como a situacdo que
desencadeia os efeitos desta. (Margis R e cols., 2003; Margis, 2003). Selye notou que em
varios de seus pacientes, antes de apresentarem sintomas caracteristicos de uma
determinada doenga, mostravam um conjunto de alteracdes semelhantes, independentes
da causa da patologia. Dessa maneira, conceituou-se estresse como uma sindrome geral
de adaptacdo a um conjunto de reagdes sistémicas que surge quando ocorre uma

exposicdo do organismo a agentes estressores.

Estudando tal fendmeno, (Selye, 1998) observou em ratos que 0 organismo €
gravemente danificado por agentes ndo especificos, como exposicdo ao frio, lesdo

cirargica, choque, exercicio muscular e injecdo subletal de diversos farmacos
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(Adrenalina, Atropina, morfina, formaldeido, etc.). Esses sinais tipicos aparecem
independentes da natureza do agente causador ou tipo de droga utilizada. Como
sintomatologia, Selye observou que os animais apresentavam diminui¢do do tamanho do
timo, baco e nodulos linfaticos, figado, diminuicédo do tecido adiposo, edema, acimulo
de transudato peritoneal e pleural, diminuicdo da temperatura corporal, formagdo de
Ulceras no trato gastrintestinal (principalmente no estomago), perda do ténus muscular,
aumento de lacrimacéo e salivagdo. Notou ainda que 0s animais que pertenciam ao grupo
controle e recebiam injecfes de salina, também mostravam alteracdes semelhantes as
observadas, concluindo que tais alterac6es estavam relacionadas a aplicacdes de repetidas
injecOes. As mesmas alteracdes sistémicas foram observadas quando os animais eram
expostos ao frio, patdgenos, toxinas e até mesmo ao barulho (Sapolsky, 1990; Selye,
1998).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na sua patofisiologia ainda
permanecem desconhecidos, apesar da importancia significativa do estresse e do
crescente nimero de estudos sobre o assunto. Hormonios glicocorticoides (cortisol,
corticosterona) liberados pelas glandulas adrenais sdo os principais responsaveis em
mediar as respostas autbnomas, comportamentais e enddcrinas em resposta a uma

situacdo estressora (Al-Mohaisen e cols., 2000; Raglan e cols., 2017).

Durante uma situacdo de estresse, o estimulo estressor chega ao sistema nervoso
central (SNC) através dos érgdos dos sentidos, e a resposta a esses estimulos se faz através
do hipotalamo. Por meio da liberacdo hormonios-liberadores de corticotropina (HLC)
ativam o eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA), que por sua vez secretam horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) pela adeno-hipéfise atuando sobre o cortex das glandulas
suprarrenais incitando a liberacdo de glicocorticoides que sdo extremamente importantes

para a adaptacdo ao estresse (Nemeroff, 1996; Raglan e cols., 2017).

Os glicocorticoides, entdo, interagem com seus receptores em multiplos tecidos-
alvo, incluindo o eixo HPA, onde sdo responsaveis pela inibicdo por retroalimentacédo
negativa da secre¢do do ACTH pela pituitaria e do HLC a partir do hipotdlamo (Pariante
& Miller, 2001).

De fato, do ponto de vista natural, todos esses eventos fisioldégicos observados tém

raizes nas reagdes de defesa dos animais, com a simples funcao de preparar o0 organismo
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para uma situagdo de “luta ou fuga”, frente a uma situagdo de estresse. Estado esse,

observado quando uma presa foge de um predador natural.

Em condigdes normais, os pardmetros cardiovasculares alterados pelo estresse
emocional retornam rapidamente ao estado basal ao final do estimulo estressante, devido
aos mecanismos fisioldgicos de autorregulardo (Amiragova, 1985; Dimicco e cols., 2002;
Leor e cols., 1996). Levando em consideracdo o sistema cardiovascular, situacdes de
estresse crénico podem desencadear diversos estados patologicos, como a hipertenséo
arterial sistémica, arritmias cardiacas e infarto do miocardio (Dimicco e cols., 2002; Leor
e cols., 1996). E importante ressaltar que estudos em animais corroboram os achados em
humanos, por exemplo, a ativacdo repetida da resposta cardiovascular induzida pelo

estresse emocional em ratos, produz hipertensdo arterial sustentada (Folkow, 1982).

Em 1992, a Organizacdo Mundial da Saude, a OMS, declarou que o estresse era a
“doenga do século XX”. Atualmente, o estresse afeta mais de 90% da populagcdo mundial
sendo considerado uma epidemia global que ndo mostra sua verdadeira fisionomia
(Organizacdo Mundial da Saude, 1999).

Observa-se que em humanos, a resposta ao estresse mental € maior em mulheres
apos a menopausa (Lindheim e cols., 1992; Yu e cols., 1994). Ademais, foi demonstrado
que a reposicdo de estrogeno em mulheres pds-menopausa reduz as respostas
cardiovasculares ao estresse mental (Del e cols., 1998; Sung e cols., 1999; Lindheim e
cols., 1992).

O estresse agudo induz ativacdo neuronal de vérias regibes cerebrais, incluindo
nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), cértex cerebral, Hipocampo dorsomedial
(DMH) e amigdala (de Menezes e cols., 2008; Dimicco e cols., 2002; Organizacdo
Mundial da Sadde, 1999; Salome e cols., 2007).

Embora conhecida a participagdo da amigdala em situacdes estressoras,
comportamentais e emocionais a algum tempo (WEISKRANTZ, 1956), muito do
interesse do estudo dessa estrutura deriva do seu papel nas reac6es do medo condicionado,
aprendizado emocional no qual um estimulo induz comportamentos defensivos e
respostas psicologicas apos terem sido associadas a um comportamento aversivo (Phelps
& LeDoux, 2005).
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Pesquisas sobre os sistemas neurais subjacentes as respostas de medo
condicionado por estimulos de choques nas patas apresentam intrincados circuitos dentro
e através na amigdala, essencial para aquisicdo e armazenamento da memoria, experiéncia
condicional e respostas de medo (LeDoux e cols., 1988a; LeDoux, 2000; Phelps &
LeDoux, 2005).

O Ndcleo lateral da amigdala (BLA) é tipicamente visto como a interface sensorial
e como um sitio chave de plasticidade, enquanto a amigdala central (CeA) é entendida
como uma regido de saida dos estimulos que atingem o complexo amigdaloide (LeDoux
e cols., 1988a; Pare e cols., 2004). Abreviadamente, a BLA recebe os estimulos oriundos
de hipotadlamo, estacBes corticais do sistema auditivo, sendo ambas envolvidas nos
estimulos condicionados. A BLA faz projeces diretas ou indiretas para CeA e projecdes
de saida da CeA controlam a expressao de respostas de medo, incluindo comportamentos
de congelamento e respostas relacionadas com o sistema nervoso autondmico como
pressdo arterial e frequéncia cardiaca, bem como respostas enddcrinas (eixo HPA)
(Medina e cols., 2002; Phelps & LeDoux, 2005; Pitkanen e cols., 1997). O esquema da
figura 5 exemplifica simplificadamente as conexdes e respostas entre BLA e CeA. Assim,
a CeA ¢ dita ser o principal centro de respostas a estimulos emocionais como medo e

ansiedade que € uma, sendo, a principal estrutura do sistema limbico envolvida com
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regulacdo do comportamento aversivo como (Gray, 1993; Paredes e cols., 2000) , como

ilustrado na figura 5.

W #
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Figura 5: Esquema das vias neurais subjacentes ao medo condicionado. Areas
responsivas a estimulos auditivos ou somatosensoriais sdo ativadas no talamo,
posteriormente em regides especificas no cdrtex cerebral. Em seguida projeces diretas
do tdlamo ganham a BLA que entdo se conecta com a CeA via projecOes diretas e através
de outros nucleos amigdaldides. Entdo, a CeA controla as respostas fisioldgicas
subsequentes atribuidas ao medo condicionado como “freezing”, repostas autondmicas e

hormonais.

1.6- AMIGDALA/ NUCLEO CENTRAL DA AMIGDALA (CeA)

O corpo amigdaldide, amigdala, complexo amigdalar e complexo nuclear
amigdaloide, segundo a Comissdo Federativa da Terminologia Anatémica, s&o termos
que se referem a uma regido altamente diferenciada préximo ao polo temporal dos

hemisférios cerebrais (Comissao Federativa da Terminologia Anatémica, 2001).
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Burdach no inicio do século XX descreveu pela primeira vez aamigdala como uma
pequena estrutura cinzenta ovalada, localizada profundamente em ambos os lobos
temporais, proximo a parte terminal do corno inferior. A principio, foi descrita como
sendo massa celular que, hoje em dia é denominado complexo basolateral.
Consequentemente, inimeras estruturas que circundam o complexo basolateral vém
sendo identificadas em vérias espécies e forma o que se conhece atualmente como corpo

amigdaloide (Brinley-Reed e cols., 1995; Knapska e cols., 2007).

Na descricdo anatdbmica mais aceita nos dias atuais, o corpo amigdaldide € uma
massa ovoide de substancia cinzenta localizada na porcdo supero-medial do lobo
temporal, parcialmente acima do apice do corno inferior do ventriculo lateral. Ocupa a
parte superior do segmento anterior do uncus e envolve parcialmente a cabega do
hipocampo, sendo separado dessa estrutura pelo recesso uncal do corno inferior do
ventriculo lateral (Duvernoy HM., 1988). Nos ultimos anos, a amigdala tem emergido
como a estrutura prosencefalica chave, mediando respostas emocionais, inata e adquirida,
bem como varios aspectos de processamento, interpretacdo e integracdo da informacéo
bioldgica e/ou emocional (Knapska e cols., 2007). Em ratos, é formada por nucleos e
subnucleos que formam uma complexa rede estrutural inter-relacionada e multifuncional,
uma vez que estd relacionada na modulacdo de diversos comportamentos e ajustes
vegetativos. A figura 6 ilustra a localizacdo do corpo amigdaldide em seres humanos e

roedores.
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Figura 6: Figura esquematica demonstrando a localizagdo do complexo amidaloide em
uma cérebro Humano (A) e em um cérebro de rato (B), Siglas: BNST, nucleo leito da
estria terminal; PAG, substancia cinzenta periaquedutal; Hipp, hipotdlamo, VTA, area
tegmentar ventral; AOB, bulbo olfatério acessério; MOB, bulbo olfatério; NuAc,
ndcleo acumbens (McDonald AJ, 1992; Sokolowski & Corbin, 2012).

O corpo amigdaloide abrange diversos nucleos com amplas conexdes inter e
intranucleares. Basicamente, esses nlcleos podem ser divididos em trés grupos: 1) o
grupo profundo ou basolateral, que abrange o ndcleo lateral, ndcleo basal e nucleo lateral
secundario; 2) o grupo superficial que contém os nucleos corticais e 0 nucleo do trato
olfatério lateral; 3) o grupo centro-medial, composto dos nicleos medial e central. Além
disso, ha um grupo de nucleos separados que nao podem ser classificados em nenhum
desses trés grupos e que envolve as massas celulares intercaladas e a area amigdalo-
hipocampal (McDonald AJ, 1992). A figura 7 traz um exemplo esquematico dos nucleos

gue compdem a amigdala.
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Figura 7 : Divisdes nucleares e subdivisdes da amigdala de ratos. Os nucleos da amigdala
sdo divididos em trés grupos: o centromedial (laranja), profunda ou basolateral (verde), e
cortical (marrom). Em cinza escuro os nucleos intercalados (IN) s&o indicados. CEC,
nucleo central, capsular subdivisdo; CEL, nucleo central, subdivisdo lateral; CEM, nucleo
central, subdivisdo medial; COa , ndcleo cortical , subdivisdo anterior; COp, nucleo
cortical, subdivisdo posterior; BOT , nlcleo do trato olfativo ; Bi , ndcleo basal |,
subdivisao intermediério ; Bpc , nucleo basal , subdivisao parvocelular ; CMMO , nicleo
basomedial, subdivisdo magnocelular ; BMPC , ndcleo basomedial , subdivisdo
parvocelular, Ld , nucleo lateral, subdivisdo dorsal; LVM, nucleo lateral, subdivisao
ventromedial; Lvl , ndcleo lateral, subdivisdo ventrolateral; Md , nucleo medial,
subdivisdo dorsal; Mv, nicleo medial , subdivisdo ventral ; In, nlcleos intercalados ; Pir
, cortex piriforme. Para simplificar o diagrama, mais rostralmente localizou a subdivisdo
magnocelular do nacleo basal e subdivisdo rostral do nucleo medial, bem como
caudalmente localizou a area amigdala-hipocampal, ndo demonstrado (Knapska e cols.,
2007)

Para fins didaticos, e melhor compreensédo e localizagdo do leitor, adotaremos
duas subdivisdes da amigdala: uma envolvendo a amigdala central (CeA) (ndcleo central)
e a outra, a amigdala basolateral (BLA) (lateral, basal e ndcleos basais acessorios).

A amigdala € considerada uma importante estrutura na mediacdo das emocoes,
tais como ansiedade e o estresse. Ablacdo bilateral das amigdalas em primatas promove

embotamento emocional (WEISKRANTZ, 1956). Em humanos, lesdes das amigdalas
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provocam efeitos calmantes enquanto que estimulos elétricos sdo capazes de evocar
respostas de medo e confusdo mental (FEINDEL & GLOOR, 1954; NARABAYASHI e
cols., 1963).

A BLA ¢ identificada como um sitio onde mecanismos GABAErgicos
desempenham um papel importante na funcdo da regulacdo cardiovascular e
comportamental. Ademais, estudos sugerem a BLA sendo um importante centro de
integracdo da informacdo sensorial de da memoria, em resposta a ansiedade, e que a
neurotransmissdo de glutamato é critica na regulacéo das respostas (Campeau & Davis,
1995).

Sendo assim, a amigdala estd intimamente relacionada com a integracdo das
respostas fisioldgicas ao estresse, possuindo papel fundamental no controle da ansiedade
(Paredes e cols., 2000).

Esta bastante claro que a BLA esta envolvida em emocGes negativas e positivas,
bem como aprendizado espacial e motor. A BLA recebe informag6es oriundas do tdlamo,
hipocampo e cortex, e entdo ativa ou modula transmissdo sindptica em areas alvo
apropriadas, para um sinal de reforco com a qual a informacédo sensorial foi associada
(Davis & Whalen, 2001). Les6es da BLA tem mostrado efeitos ansioliticos em testes de
conflito em modelos animais de ansiedade (Shibata e cols., 1989). Em adicéo, a¢Oes anti-
conflito foram produzidas de maneira dose dependente ap6s administracdo de
benzodiazepinicos e barbitdricos (Shibata e cols., 1989). Microinje¢es de mucimol,
agonista do acido y-aminobutilico (GABA) também apresentam efeitos anti-conflitos,
reduzindo aumento de frequéncia cardiaca (FC) e Pressdo arterial média (PAM) em
situacOes de estresse (Kubo e cols., 2004; Petersen e cols., 1985; Salome e cols., 2007).
Em seres humanos a estimulacdo elétrica dessa regido amigdaloide evoca sentimentos de
medo e estagios de confusdo mental (FEINDEL & PENFIELD, 1954).

Somando-se as citagdes anteriores, 0 bloqueio de receptores GABA na BLA em
ratos acordados, promove elevacdo da FC e PAM, o que pode ser associado a uma
situagdo de defesa (Sanders & Shekhar, 1995b; Sanders e cols., 1995; Sanders & Shekhar,
1995a). Observa-se, ainda, imediata estimulacdo cardiovascular apés microinjecdo de
antagonista GABA bicuculina na BLA (Sanders & Shekhar, 1991). A figura 8

exemplifica as conexdes da BLA resumindo algumas estruturas alvo e suas fungdes.
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Figura 8: Diagrama esquematico das conexdes da BLA para varias estruturas alvo, e

possiveis funcdes dessas conexdes.

Grande parte da literatura, sobre a amigdala envolve analise do papel da CeA
usando varias medidas de medo, principalmente em roedores. As técnicas tém incluido
lesbes mecanicas quanto quimicas, eletroestimulacdes e infusdes de varias substancias
(Davis & Whalen, 2001).

Anatomicamente, a CeA e também o BNST estdo situados para mediar varios
componentes da resposta ao medo. Ambas as estruturas apresentam proje¢des neuronais
para areas como Hipotadlamo, o qual estd envolvido na ativacdo do sistema nervoso
simpatico durante situacdes de medo e ansiedade (Davis & Whalen, 2001; LeDoux e
cols., 1988b). Projecdes diretas do nucleo dorsal do vago, nucleo do trato solitario e
porcao ventrolateral da medula podem estar envolvidas no complexo da amigdala lateral
estendida que engloba CeA e BNST modulando a PAM e FC.

E descrito na literatura que eletroestimulagdes, produziram um gradual aumento
da PAM e frequéncia respiratoria (FR), bem como produzem respostas comportamentais
afetivas. A administracdo in situ na CeA de antagonista GABA, também induz forte

reducdo da PAM e FC. Ja a lesdo eletrolitica da CeA, induz aumento consistente da PAM
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através de ciclo claro/escuro mostrando que a CeA exerce papel bidirecional sobre o

controle cardiovascular. (Yamanaka e cols., 2017a).

Assim, tomados em conjunto, esses achados apontam para a relevancia em
compreender a participacdo da CeA, dos estrogénios e seus receptores, haja vista que a
literatura atribui diferentes participac6es dos dois subtipos de receptores Er-a. e ER-f, na
modulacédo de estados de ansiedade e estresse, tornando justificavel o estudo de quais
mecanismos e vias estdo associados a funcdo neuroprotetora estrogénica em situacdes de
estresse, integradas a distdrbios autondmicos cardiovasculares. Além disso, por tratar-se
de uma das regides integradoras das respostas produzidas durante diversas situacdes de
estresse e considerando sua importancia em processar informagdes de origem emocionais
e aversivas (Hamann e cols., 1999), decidimos investigar a importancia da CeA em
situacOes de estresse por contencdo/jato de ar em ratas Wistar castradas e ndo castradas

em diferentes idades bem como a participacdo do estradiol mediando essas alteragdes.

2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Investigar a influéncia exercida pelo E2 na CeA nas respostas autondémicas cardiacas em
Ratas Wistar de diferentes idades submetidas a um protocolo de estresse por

contenséo/jato de ar.

2.2- Objetivos especificos
2.2.1- Avaliar o efeito da ativacdo dos receptores de estrogeno, localizados na CeA, sobre
as respostas autondmicas cardiacas produzidas durante o estresse por contencdo/jato de
ar em ratas ovariectomizadas (OVX) em diferentes tempos ap6s castracdo: 2 semanas; 2

meses e 8 meses.
2.2.2- Avaliar o efeito da microinjecéo do agonista de receptor ER-f, localizados na CeA,

sobre as respostas autondmicas cardiacas produzidas durante o estresse por

contencao/jato de ar em ratas ap0s 2 semanas de OV X.
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2.2.3- Avaliar o efeito da ativacdo bilateral de receptores de estrogeno, atraves da
microinjecdo de Ez, na CeA, sobre testes comportamentais de labirinto em T elevado e
campo aberto de ratas apds duas semanas de OV X.

2.2.4- Avaliar o efeito da ativacdo bilateral de receptores de estrogeno, atraves da
microinjecdo de E> na CeA, sobre a atividade locomotora de ratas apds duas semanas de
OVX.

3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Modelo animal

Ratas Wistar com idade aproximada de 80 dias, pesando entre 190 e 200 g, cedidas
pelo Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto — CCA. Os
animais retirados do CCA foram levados para o Biotério de Experimentacdo do
Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular. Antes de iniciar os experimentos, os animais
permaneceram dois dias no biotério de experimentacdo para ambientacdo, em gaiolas

coletivas com dimens@es de 41x34x17cm (5 animais/gaiola).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica de Uso
Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA-UFOP), através do protocolo
namero 2012/11 e posteriormente protocolo 2015/56. Todas as hormas estabelecidas por
esta comissao foram respeitadas, de forma a minimizar o sofrimento dos animais durante
0s experimentos. Além disso, o nimero de animais (n) de cada grupo foi reduzido ao
méaximo, sem comprometer a confiabilidade das anéalises estatisticas. Para tanto, sempre

que possivel cada rato foi utilizado como controle dele mesmo.

Os animais foram primeiramente divididos em trés grupos experimentais: animais

com 2 semanas; 2 meses e 8 apds cirurgia de OV X.

Dentro de cada grupo estudado, houve a subdivisdo em dois novos grupos;
animais sham, com cirurgia ficticia que ndo sofreriam remocéo ovariana e animais OV X,

de acordo com o tempo de seu grupo.

Por fim, para os testes comportamentais mais dois grupos foram criados, OVX e

sham, com duas semanas de OV X ou sham.
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3.2- Drogas /solucoes utilizadas

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2): Solucéo preparada através da diluicdo
de 8,189 de NaCl P.A., 1,98 g de Na2HPO4.7H20 P.A. e 0,26 g de NaH2PO4.H.0 P.A.
(Vetec Quimica Fina— SIGMA-ALDRICH Brasil) em &gua ultra-purificada (Milli — Q®)
g.s.p. 1000,0 mL. O pH da solugéo foi ajustado para 7,2 com solugdes de HCI e NaOH,
conforme necessidade. A solugdo foi esterilizada por autoclavagdo 120°C e 1,0 Kg/cm?
durante 15 minutos, conforme protocolo em vigor no Laboratorio de Fisiologia

Cardiovascular.

Paraformoldeido 0,1M a 4%: Utilizado para perfusdo transcardiaca e obtencdo de
material bioldgico para histologia. Em 450 ml de Agua destilada aquecida num becker a
80°C acrescentou-se 40g de paraformoldeido em p6 (Vetec Quimica Fina — SIGMA-
ALDRICH Brasil), mantendo sob agitacéo e aquecimento constante. Acrescentou-se 2 ou
3 gotas de NaOH 1M, agitando, até obtencdo de transparéncia na solucdo. Esta mistura
foi adicionada a 500 ml de PB 0,1M, em uma proveta de 1000ml. O volume restante foi

ajustado com &gua destilada.

Anestésico Inalatério: Isofluorano 100% (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda. Itapira Sdo Paulo). Utilizado para inducdo e manutencdo de anestesia geral.

Utilizado durante a cateterizacdo em uma taxa de 2-2,5% associado a 2l/min de Oa.

Anestésico Local — Cloridrato de Lidocaina 2%: Utilizado para realiza¢do da incisao
ao longo da linha mediana do cranio para estereotaxia. Administrado através de injecédo
subcutanea de 0,4ml de cloridrato de lidocaina 2% (Rhobifarma IndUstria Farmacéutica
LTDA, Hortolandia-Sdo Paulo) 19 associado a epinefrina, agente vasoconstrictor,

evitando sangramentos e facilitar a exposi¢do do cranio do animal.

Anestésico (Solugdo de Ketamina + Xilazina) *: dose (ketamina: 80mg/kg ; Xilazina:
7mg/kg ) e volume (0,1mL/100g de animal; i.m.). Solucdo preparada pela adi¢do de 3 ml
de Xilazina (Dopaser — Solucéo Injetavel, Produto Importado: Laboratorios Caller AS
Barcelona Espanha) 3% (p/v) a 10 mL de Cetamina (Cloridrato de Cetamina 10% -
Proprietario: Syntec do Brasil Ltda, Fabricante: Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda,
Hortolandia Séo Paulo) 10% (p/v). Utilizada da seguinte forma: dose (Cetamina: 80mg/kg
; Xilazina: 7mg/kg ) e volume (0,1mL/100g de animal; IP.).
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Estradiol (0,5pmol) no volume de 100 nL, (Gingerich & Krukoff, 2006).

2,3-bis (4-hydroxy-phenyl) 100 nL (0,5 pmol) propionitrile, agonista seletivo de
receptores RE-f.

Antibidtico (Pentabidtico Veterinario)*: (Fortecilin Pequeno Porte, Penicilinas +
Estreptomicina-Laboratorio Bio-Vet S/A) Utilizado no tratamento pos-operatério dos
animais na prevencao de infeccfes, na seguinte dose: 48.000Ul de penicilina, 20mg de
estreptomicina e 20mg de diidroestreptomicina/kg. Volume injetado: 0,1 mL/100g de

animal; i.m)

Antiinflamatorio [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]*: (Ketoflex 1%, Antiinflamatério a
base de Cetoprofeno - Mundo Animal Veterinério Ltda.) Utilizado no tratamento pés-
operatério dos animais, com o objetivo de reduzir inflamacdo e dor decorrente dos
procedimentos cirurgicos. Utilizado da seguinte forma: dose (4mg/Kg) e volume (0,1

mL/100g de animal; s.c).

Sacarose 20%: Para crioprotecdo dos cérebros e posterior processamento no criostato,
foi preparada uma solucédo de sacarose 20%. Colocou-se 20g de sacarose em uma proveta
de 100 ml; o volume foi completado com PBS 0,1M e, em seguida, manteve-se a agitacdo
da solucdo, até a completa dissolucao da sacarose. A solucdo foi armazenada em geladeira
a4°C.

Salina Heparinizada: Administrada ap0s cateterizacdo femoral objetivando inibir
formacéo de trombos no interior do cateter e regides vasculares préximas. Para isso, foi
utilizada a preparagédo 25ml de PBS 0,9% filtrado e 0,625ml de heparina pura 500Ul
(Parinex, Heparina sédica uso intravenoso — Hipolabor). A Heparina foi colocada em um
baldo volumétrico e completou-se o volume para 25 ml com o PBS; a solucdo foi

distribuida em vidros e armazenada em geladeira.

Solucdo de gelatina: Todas as laminas utilizadas na histologia foram pré-lavadas e
gelatinizadas. Para isso foi preparada uma solucdo contendo 500 ml de agua destilada e
2,59 de gelatina de pele bovina tipo B (SIGMA-ALDRICH, Referéncia do produto:
(G9382-500, NUmero de lote: 097K0108). Para o preparo, a agua destilada foi aquecida a
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70°C e agitada no Biomixer 78HW-1, e a gelatina foi adicionada aos poucos. Apds

completa dissolucdo, a mesma foi mantida na geladeira a 4°C.

3.3- PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.3.1- Ovariectomia (OVX)

Ratas com aproximadamente 80 dias de vida e entre 190 a 200g, foram
anestesiadas com Ketamina [0,1ml/100g de peso, via intraperitoneal (i.p.), (Vetbrands,
Sdo Paulo, Brasil)] e Xilazina [0,02mI1/100g de peso, via (i.p.) (Agener Unido, Sdo Paulo,
Brasil)] na concentracdo (Ketamina: 80mg/kg ; Xilazina: 7mg/kg). Os flancos direito e
esquerdo foram tricotomizados e assepsiados. Com o animal em decubito lateral, fez-se
uma pequena incisdo (1-2 cm) através da pele e musculatura lateral do abdome, entre o
bordo superior da coxa e a Ultima costela, possibilitando acesso a cavidade abdominal.
Através dessa incisdo, o ovario foi identificado e exteriorizado e um ponto de ligadura
das tubas uterinas e artérias ovaricas foram feitos, com objetivo evitar sangramentos
excessivos. Em seguida efetuou-se remocdo dos ovarios. As tubas uterinas foram
reposicionadas dentro do abdome e realizamos as suturas da camada muscular, tela
subcutanea e pele. Para os animais sham, os ovarios foram apenas identificados e
exteriorizados e em seguida reposicionados. Os animais foram transferidos para uma
gaiola individual sobre uma manta térmica para minimizar os efeitos hipotérmicos

provocados pelo anestésico.

Apos o procedimento cirdrgico os animais permaneceram em gaiolas individuais
até completa recuperacdo. Recuperadas, estas foram novamente reagrupadas em caixas

coletivas.

3.3.2- Estereotaxia

Ratas sob anestesia (80 mg/Kg de Ketamina e 7mg/Kg de Xilazina i.p.), foram
posicionadas em um estereotaxico para realizagdo dos implantes de canulas guia (15 mm),
direcionadas a amigdala central (CeA) usando coordenadas esteriotaxicas de acordo com
0 Atlas de Paxinos (Fontes D., 2009; PAXINOS & WATSON, 1986).

28



Apos tricotomia e assepsia local, foi realizada uma incisdo longitudinal de
aproximadamente trés centimetros (3 cm) na pele sobre o vértice craniano, expondo o
cranio do animal, de maneira que pudesse ser facilmente identificada as suturas (suturas

sagital e coronal) e o ponto de mensuracdo utilizado como parametro (bregma ).

Para a realizacdo do implante foram seguidas as seguintes coordenadas segundo
(PAXINOS & WATSON, 1986):

e Barradental: 3,3 mm abaixo da linha interaural
e Antero-posterior: 2,4 — 2,6 mm (ajustes de acordo com a idade e tamanho
do animal)
e Dorso-ventral: 7,1 mm
e Latero-lateral: 4,1mm
Estabelecidas as medidas estereotaxicas, com um lapis grafite, procedemos a

marcacdo no cranio do animal dos pontos a serem trepanados para passagem das canulas
guias direcionadas a CeA e parafusos para contencdo do acrilico, utilizado para confeccao

do capacete responsavel por manter as canulas imoveis.

3.3.3- Cateterizacdo femoral

Nas preparacgOes dos cateteres destinados ao implante femoral foram utilizados
tubos de Polietileno PE-50 (Clai Adams, Parsipanny, NJ, EUA), soldados a tubos de
polietileno PE-10 (mesmo fabricante), com dimensdes ajustadas de acordo com o
tamanho do animal. Antes do procedimento de implante, as canulas foram lavadas com
solucgéo de salina e preenchidas com solucdo de salina + heparina (125 U.l.), para evitar
a formacdo de trombos no interior das canulas os quais poderiam prejudicar o sinal de
registro. A extremidade livre do PE-50 foi obstruida com um pino de metal. Terminado
0 preparo das canulas, os animais foram anestesiados com isoflurano (na proporgéo de 2
a 2,5%/2L de Oy, por via aerea). A regido inguinal e femoral do animal foram
tricotomizadas e assepsiadas. Através de uma pequena incisao na regido inguinal, o
trigono femoral foi exposto, os vasos femorais identificados e separados do nervo
femoral. Feita a identificacéo, a artéria femoral fora tensionada com auxilio de dois fios
em suas extremidades. Seguinte ao tensionamento, fazendo uso de uma pequena tesoura

oftadlmica, procedemos a uma pequena seccdo na artéria através da qual a canula foi
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implantada até alcancar a aorta abdominal (aproximadamente 4 cm). Em seguida, a canula
foi exteriorizada no dorso do animal com auxilio de um pequeno tubo de metal (trocéter),
para permitir o registro e a administracdo de drogas com livre movimento. Terminado o

procedimento os locais de incisdo foram suturados.

Figura 9: Imagem esquematica de um procedimento de implante de cateteres
femorais (Fortes, 2010)

3.4- Protocolo de aquisicéo dos sinais fisiologicos

Dados obtidos dois dias apds cateterizacdo dos animais (figura 10). Apos
instrumentacao, 0s animais passaram por um periodo de estabilizacdo durante 2 horas.
Para registro da pressdo arterial pulsatil (PAP) a canula arterial foi conectada a um
transdutor de pressdo (MLT0699) ligado a um amplificador blindado ETH-400 conectado
a um conversor analogico digital PowerLab/400. A comunica¢do de dados entre o
PowerLab/400 e o PC se da através de um cabo conectado a uma placa SCSI no
computador. Acompanha o PowerLab o software Chart for Windows 7 o qual processa
os dados provenientes do PowerLab 400 e gera os registros de PAP e FC. Este registro
pode ser processado a posterior (offline) ou concomitantemente ao registro (online) de
forma a se obter os dados de FC, PAM e outros mais requeridos. E importante ressaltar

que, os experimentos de registro so tiveram inicio decorrido o periodo de estabiliza¢do
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de 2 horas, e somente com parametros registrados estaveis tiveram inicio os testes. Cada
experimento teve duragéo aproximada de 90 minutos, sendo a frequéncia de amostragem
de 200Hz. Nesta frequéncia é possivel avaliar de maneira precisa todos os parametros

registrados.
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Figura 10: Figura ilustrativa de uma janela de aquisicdo de sinal do Labchart 7.0 . Em

vermelho pressdo PAM em mmHg e em verde FC em batimentos por minuto (BPM).

As aquisicOes dos dados fisioldgicos foram obtidas através dos registros em trés
dias consecutivos, onde no primeiro dia foi feito tratamento com 100 nl de salina como
controle para E> ou veiculo (ciclodextrina) para controle de DPN. No segundo dia foi
realizado o tratamento com 100 nl (0,5 pmol) de estradiol ou DPN e no terceiro e Gltimo

dia, procedia-se o registro normal sem tratamento com qualquer substancia.
3.5- Constatacao do ciclo estral

A determinacdo da ciclicidade foi realizada por meio de um esfregaco vaginal. Para
efetuar a coleta do material, fizemos 0 uso de uma pipeta automética de 20l e solucéo
salina. Foram introduzidos 20 ul da solucdo salina na vagina do animal e realizada
aspiracdo do conteudo em movimento de lavagem. Apo6s a coleta, o material foi
transferido para laminas histolégicas e espalhados sobre sua superficie com auxilio da
ponteira. Para coloracdo das ldminas obtidas, quando necessario, foi utilizada a técnica

de coloragdo hematoxilina eosina (HE). O ciclo estral das ratas foram determinados
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usando o esfregaco e sendo fundamentado na analise do tipo e quantidade de células
descamadas, do indice acidofilo, da infiltracdo de leucécitos e da presenca de muco
(Marcondes e cols., 2002).

Figura 11: Imagem representativa da metodologia adotada para coleta de secre¢do vaginal
utilizada pra confeccdo dos esfregacos. (a,b,c) com auxilio de uma pipeta de 20 pl
preenchida com salina (NaCL 0,9%), a qual foi injetada dentro do canal vaginal e em
seguida aspirado. (d) marcacdo na cauda dos animais para identificacdo de cada um
durante todo o experimento. (e) laminas confeccionadas da secrecdo aspirada e analisadas

em microscopio 6tico na objetiva de 40x (Marcondes e cols., 2002)

3.6- Procedimento de estresse

Realizado através da insercéo dos animais em um tubo de contencao de acrilico e
0 posicionamento de uma bomba de nebulizacdo ao lado do tubo contensor (Figura 12).
Tal bomba é capaz de produzir um jato de ar de 4 I/min e, além disso, produzir ruido.
Essa foi posicionada préxima ao tubo, pois o ruido produzido exacerba as respostas
fisiologicas ao estresse de contengdo. Entretanto, o jato de ar ndo foi direcionado

diretamente para o rato, pois ja foi demonstrado que pode causar uma pequena hipotermia
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Figura 12: Modelo esquematico: estresse por contensdo e jato de ar.

(observagdes ndo publicadas). Os animais permaneceram no tubo por 15 minutos (Abreu
e cols., 2014).

3.7- Testes comportamentais

3.7.1- Labirintoem T elevado (LTE)

O LTE utilizado (figura 13) possui uma base de 50 cm de altura sendo constituido
por trés bracos de dimensdes iguais (50 cm x 12 cm) de madeira revestida por uma chapa
de compensado branca. Um dos bracos é fechado por paredes de 40cm de altura e outros
dois sdo abertos e perpendiculares a este. Os bracos abertos apresentam bordas de acrilico
transparente de um centimetro (1 cm) como pode ser observado na foto ilustrativa da
figura 9. Este modelo deriva do labirinto em cruz elevado e é baseado no medo inato que
0s animais possuem de locais elevados e desprotegidos (MONTGOMERY &
MONKMAN, 1955). Contudo, o LTE permite analisar, separadamente, as respostas de
esquiva inibitéria e fuga em um mesmo animal, diferentemente do observado no labirinto

em cruz elevado (Graeff e cols., 1993).

Tal teste diferentemente do teste em cruz elevado permite o estudo de dois tipos

de comportamento negativamente motivados:

a) aesquiva inibitoria, medida através da laténcia que o animal , colocado no braco
fechado, leva para alcangar um dos bracos abertos.

b) a fuga, considerada o tempo que o animal, colocado na extremidade de um dos
bracos abertos leva para alcancar o braco fechado. Os autores do teste afirmam
que essas duas medidas podem estar relacionadas a dois tipos diferentes de medo:

0 medo condicionado e o medo inato, respectivamente.
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Transpostos para a condicdo de ansiedade avaliada na clinica, 0 medo condicionado
estaria relacionado ao transtorno de ansiedade generalizada, enquanto que 0 medo inato
estaria relacionado ao transtorno do panico. Assim, drogas com perfis mais seletivos de
acao para cada um desses transtornos agiriam de maneira diferente em cada uma dessas

medidas.

Para realizacdo dos testes de esquiva inibitoria, 24 horas antes do experimento, o
animal é exposto em um teste de habituacdo, por 30 minutos ao aparato. Passados 24
horas dessa pré-exposicéo, o animal foi colocado por trés vezes consecutivas no final do
braco fechado, e foi verificado o tempo que se levou para sair com as quatro patas, deste

braco, em cada tentativa.

Para testar a fuga, o animal foi colocado por trés vezes consecutivas na extremidade

distal do bracgo aberto e a laténcia para sair com as quatro patas deste braco foi verificada.

Figura 13: LTE (Insight ®) utilizado nos testes comportamentais de esquiva inibitoria e
fuga.

3.7.2- Campo Aberto (CA)
O CA consiste em uma arena retangular de plastico, medindo 72 cm x 72 cm e

paredes de 23 cm de altura. A base do CA foi subdivida em 16 retangulos (18 cm x 18

cm).
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Para a andlise do CA foi utilizado IMAGE J, programa de processamento de
imagem Java de codigo aberto. Instalado junto ao IMAGE J um plugin, o Animal Tracker,
aplicativo de rastreamento universal projetado especificamente para suportar a analise
comportamental em animais. Tal analise nos fornece rota demarca do animal, distancia
percorrida, tempo e tempo em gue o0 animal permaneceu parado como pode ser observado

na ilustracdo de nimero 14.

Para analise utilizou-se videos no formato AVI, 680 x 420 pixel de tamanho com
25 quadros (frames) por segundo. O intervalo de tempo entre os quadros foi definido, no
caso de 25 frames, em 1/25= 0,040. Para determinar o tempo que o animal permaneceu
parado, considerou-se quando este cobria uma distancia (em pixel) menor do que o valor
definido dentro de um determinado nimero de quadros. Foi considerado como imoével um
animal que se movimentou menos que 10 pixels por 25 quadros, como pode ser

evidenciado na figura de nimero 14.

A B [ Distance Settings X C
[4* Immobility Time Settings X
distance unit S8 : o F
Ui Time Settings time unit
Pixel/unit: |4~612 Frame interval:  [0.040
time unit: |sec

Immobility in frame: (25|

Frame interval: [0.04C v use immobility settings Immobility distance: [10.000

OK | Cancel OK | Cancel | ok | cancel

Figura 14: Exemplo das janelas de configura¢des do plugin Animal Tracker para; (A),
tempo, (B ), distancia e (C), imobilidade.
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Figura 15: Figura ilustrativa da janela de andlise do programa IMAGE J (A) mapa de
deslocamento do animal através do campo aberto e em (B) parametros analisados na

janela de analise do programa.

3.8.3- Histologia

Terminado o0s registros, o0s animais foram anestesiados com coquetel
Ketamina/Xilazina (volume 0,2mL/100g de animal, 1.P.). Em seguida, foram submetidos
a uma toracotomia e identificacdo das camaras cardiacas. Um cateter foi atravessado pelo
ventriculo esquerdo atingindo a artéria aorta ascendente. Procedeu-se a perfusdo com
solugéo salina (0,9%), seguida de solugéo de parafolmaldeido (0,4%). Terminado o

procedimento, os encéfalos foram retirados e fixados em solucdo de formaldeido
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tamponado 10% por 48 horas. Apds 48 horas, os encéfalos foram transferidos para uma
solucdo de sacarose a 30% por 24 horas e entdo congelados. Posteriormente os encéfalos
foram seccionados transversalmente em fatias de 40 um de espessura com o auxilio de
um Criostato (Leica CM 1850, Alemanha). Os cortes histoldgicos foram corados em
Vermelho Neutro para posterior visualizagdo em microscopio éptico. Apenas animais

com sitios de injecdo confirmados pela microscopia dptica foram incluidos nosresultados.

Figura 16: Fotomicrografia de um corte coronal de 40 um do encéfalo de rato,

representativa dos locais tipicos de microinjecdo na CeA, bregma de -1,56mm.

= k Figure 53 (‘ 7 Figure 55

CEA

BLA 5 BLA J

| Interaural 6.60 mm Bregma -2.40 mm Interaural 6.36 mm Bregma -2.64 mm

Figura 17: Esquema dos cortes coronais do encéfalo de ratos adaptado do atlas de
(Paxinos & Watson, 2007) ilustrando local de posicionamento da amigdala central (CeA)
em um conte coronal do cérebro de rato a -2,64mm antero posterior do bregma e a 4,1mm
latero lateral. Distancias de -1,56mm a -3mm do bregma, foram analisadas

cuidadosamente. Os nameros na figura indicam a distancia do bregma em milimetros. -



3.9- Analises estatisticas

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo das médias (EPM) e o
nivel de significancia adotado foi de 5 % valores de p< 0,05. O programa GraphPad Prism
6.00 (GraphPad Inc.) foi usado para realizacéo das analises.

Teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para determinar se eram
dados paramétricos ou ndo para utilizacdo do teste t- Student. Quando necessario foi

realizado teste t-Student ndo pareado.

Teste de variancia ANOVA one way foi devidamente aplicado para analise das

médias sob uma variavel seguida de pds teste de Tukey.

Teste de variancia ANOVA two way foi devidamente aplicado para analise das

médias sob duas varidveis, seguido de pos teste de Bonferroni.

Para as analises dos periodos correspondentes a PAM e FC, cada trecho referente ao
basal, microinjecdes, estresse e recuperacdo foram analisados de maneira independente

para minimizar interferéncias estatisticas.
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Figura 18: Fluxograma dos experimentos realizados nesse trabalho.
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4- RESULTADOS

4.1- Efeito da OV X sobre 0 ganho de peso dos animais

Todos os animais submetidos ao protocolo cirdrgico de ooforectomia sobreviveram.
A figura 19 mostra que o procedimento de castragdo induziu o ganho de peso dos animais
nos grupos estudados. Os animais do grupo Sham 2 semanas ganharam 12,85 % de peso,
enguanto que os animais do grupo OV X 2 semanas ganharam 31,85 %, sendo a diferenca

de ganho de peso entre esses dois grupos de 149% (t=1946;: p= < 0,0001).

Os animais pertencentes ao grupo Sham 2 meses mostraram ganho de peso de 18%,
jaos animais OVX 2 meses apresentaram 47% de ganho. Quando comparados, 0s animais
OVX 2 meses mostraram 153% de ganho de peso em comparacdo aos animais Sham 2
meses (t=1635; p = < 0,000137).

Animais relativos ao grupo Sham 8 meses tiveram 48% de ganho de peso, em
contrapartida os animais provenientes do grupo OVX 8 meses tiveram aumento de 82 %
de seu peso. Quando comparados, animais do grupo OV X 8 meses expuseram 68% mais

peso que os animais Sham 8 meses (t=¢,5s26; p=< 0,0001).

Tomados em conjunto, a privacdo hormonal procedente da ablac&o ovariana bilateral
foi capaz de promover um desequilibrio metabdlico, elevando o peso corporal dos animais
estudados. Observa-se que o0 aumento de peso é gradual proporcionalmente ao tempo de

privacdo hormonal.

#
} f f f |
200
El Sham 2 semanas, n=15

5 OV X 2 semanas, n=15
o 1501
® B Sham 2 meses,n=13
i B OV X 2 meses,n=13
: 1001 B Sham 8 meses, n=15
‘é Hl OVX 8 meses,n 14
(4]
o 50+
D |

0-

Figura 19: Efeito da OV X sobre o ganho de peso (g) dos animais. Valores numéricos

sobre as barras mostram media £ EPM. * mostra diferenca significativa entre os grupos,
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teste t-Student para p<0,05, e # grupo OVX 8 meses e os demais grupos, ANOVA one

way seguido de pos teste de Bonferroni.

4.2- Efeito da OV X sobre 0 peso uterino dos animais

A figura 20 reproduz que a excisdo bilateral dos ovérios conferindo uma condigao de
hipoestrogenismo, promove atrofia uterina nos trés grupos analisados. Para o grupo
estudado duas semanas apos OV X nota-se reducdo de 187% no peso relativo do utero por
100 g de peso do animal, evidenciando nas barras cinza e preta da figura 20 (t=3087; p= <
0,0001). O grupo estudado apds dois meses de OVX também apresentou diminuicéo
significativa dos valores de peso uterino por 100 g, totalizando 338% observado nas
barras vermelha e vermelha quadriculada (t=2157; p=< 0,0001). Ja os animais analisados
8 meses apds OVX, os valores foram ainda mais reduzidos, perfazendo 1785%, vistos

nas barras azul e azul quadriculado (t=3351; p=< 0,0001).

Importante ressaltar que o indice uterino funciona como parametro para avaliagdo
de queda nos niveis plasmaticos de estradiol, visto que a musculatura uterina, bem como
seus epitélios de revestimento dependem intimamente das influéncias hormonais para sua

hipertrofia ciclica nos periodos reprodutivos.

0.25 -
—x— B Sham 2 semanas, n=15

0204 H—HE— —x 0,17 £0,004 OV X 2 semanas, n 15
o
2 0’15_;0’001 0,14 % 0,004 B Sham 2 meses, n=13
o
o 0.151 T B OVX 2meses,n=13
©
o H Sham 8 meses, n=15
o 0.104
o 0,05 + 0,002 Hl OVX 8 meses,n=14
:‘ 0,04 £ 0,001
o T

0.05 4 T

0,009 + 0,0007

Figura 20: Efeito da OV X sobre o indice uterino em animais 2 semanas, 2 meses e 8
meses. Valores sobre as barras mostram média + EPM. * mostra diferenca estatistica pelo

teste t-Student para p<0,05.

Para facilitar a compreensao dos proximos dados, serdo expostos primeiramente 0s

resultados autonémicos referentes aos animais com 2 semanas castracdo seguidos dos
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animais com 2 semanas de castracdo que receberam agonista para receptor-ER-f (DPN),
posteriormente 0s animais com 2 meses de castracao e por ultimo os animais com 8 meses
de castragdo. Ao final da exposicdo destes, serdo expostos resultados comportamentais

realizados com animais com 2 semanas de castracao.

4.3- Efeito da microinjecéo bilateral de E2 (0,5 pmol/100nl) na CeA do grupo
Sham com 2 semanas de cirurgia ficticia sobre respostas autonémicas da PAM
e FC

Em primeira apreciacdo, demonstraremos as alteracdes autonémicas durante os trés
dias de experimentacdo ocorridas nos animais sham. Procedendo-se anélise sobre 0s
valores basais da PAM, o tratamento com de E> (0,5 pmol/100nl) promoveu reducdes
significativas nos valores basais 24 horas apds administracdo de E», ao longo do tempo
quando comparado ao dia que se administrou salina e E» visualizado na figura 21-A (F ,
32) =4,399; P = 0,0060) nessas condic¢des, observamos interacdo entre o tempo de registro
e o dia de tratamento (F (s, 64) = 3,133; p = 0,0047).

Percebe-se que os niveis pressoricos se mantém inferiores por todo o registro 24h
apos microinjecédo de E», demonstrado pela linha verde na figura 21-A. Os niveis de PAM
para o dia que se administrou E» se mantiveram similares ao primeiro dia de experimento
onde se administrou salina. Para o periodo referente ao estresse por contensao/jato de ar,
os valores de PAM 24h apdés E> se mantiveram inferiores durante o tempo de registro (F
@ 32) = 4,577; p = 0,0049) e para o fator tratamento (F (2, 16) = 4,292; p = 0,0322), ndo
mostrando interacdo entre o tempo de registro e dia de tratamento (F (s,64) = 0,6513; p =
0,7317).

Interessantemente, para o parametro de FC ndo observamos alteracfes no periodo
basal (F ¢ 16) = 2,192; p = 0,1441). Porém, administracdo de E> (0,5 pmol/ 100 nl)
promoveu maior resposta ao estresse por contensao/jato de ar tanto no dia de tratamento
(F 2, 16) = 10,66; p = 0,0011) quanto 24 horas ap0s, comparados ao primeiro dia de
experimento, onde foi microinjetado salina.Porém, ndo houve interacdo entre os fatores
(F (8,64) = 0,7905; p = 0,6128) (figura 21-B).
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Figura 21: Efeito da microinjecdo bilateral de E> (0,5 pmol/100 nl) na CeA de ratas com
2 semanas de cirurgia sobre a PAM e FC durante os trés dias de experimento. (A) mostra
registros da PAM durante os trés dias de experimento; linha preta microinjecédo de salina,
linha vermelha; microinjecdo de E> e linha verde registro 24h pés E»; (B) mostra registro
da FC durante os trés dias de experimento. As linhas seguem os mesmos padrdes de cores
utilizados paraa PAM e FC. Valores sdo mostrados em média £ EPM. * mostra diferenca

estatistica pelo teste ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey, para p < 0,05.
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Figura 22: Alteraces na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap0os a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizacdo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressao e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
em verde, a FC e quarto canal, em rosa, a analise dos ciclos de pulsos presséricos e

recontagem da FC.

4.4- Efeito damicroinjecao bilateral de E2 (0,5 pmol/100 nl) na CeA de ratas OVX
com 2 semanas de castracao sobre respostas autonémicas da PAM e a FC

De maneira similar ao observado nos animais do grupo sham, a figura 23-A mostra
que o tratamento bilateral com de E> (0,5 pmol/ 100 nl) promoveu redugdo nos valores
basais de PAM 24h ap6s E> comparado ao tratamento com salina. Porém, também

observamos reducdes no dia de microinjecdo com Ez (F (2, 16) = 8,604; p = 0,0029), mas
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sem interagdo entre os fatores (F @, 64) = 1,325; p = 0,2473). Em resposta ao estresse,
observamos respostas pressoricas inferiores no dia de microinje¢cdo com E> quanto 24h
apos, tanto ao longo do tempo (F 4, 32) = 5,922; p = 0,0011) quanto dia de tratamento (F
@, 16) = 4,974; p = 0,0209) havendo interag&o entre os dois parametros (F (s, 64) = 4,935; p
< 0,0001).

Analisando os valores referentes a de FC na figura 23-B, evidenciamos valores
basais reduzidos somente 24h apos microinjecdo com Ez (F (2, 16) = 25,60; p < 0,0001) sem
interacdo entre os fatores (F @, 64y = 0,5496; p = 0,8146). Ja em relacdo ao periodo de
estresse percebemos maior responsividade tanto para o dia de microinjecdo com E;
quanto 24h apos (F (2, 16) = 5,310 P = 0,0170) sem interagdo entre os fatores (F s, 64) =

1,029; p = 0,4235).
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Figura 23: Efeito da microinjecéo bilateral com 100 nl de E2 (0,5 pmol) na CeA de ratas
OVX com privagdo hormonal de 2 semanas sobre a PAM e FC durante os trés dias de
experimento. (A) mostra registros da PAM durante os trés dias de experimento; linha
preta microinjecéo de salina, linha vermelha; microinjecéo de E> e linha verde; registro
24h pos Ez e (B) mostra registro da FC durante os trés dias experimento. As linhas seguem
0s mesmos padrées de cores utilizados paraa PAM e FC. VValores mostram media £ EPM.

* mostra diferenca estatistica entre o dia onde se administrou salina e 24h pos E»; # mostra
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diferenga estatistica entre o dia que se administrou E> e o dia que se administrou salina,

pelo teste ANOVA two way seguido de pds teste de Tukey, para p < 0,05.

Para melhor visualizacdo a figura 24-A mostra alteracbes decorrentes da
microinjeg&o in situ com E2 na CeA sobre respostas autondmicas ao estresse. Procedemos
a analise entre os deltas de variacdes da PAM e FC e evidenciamos que houveram maiores
respostas ao estresse por contensdo/jato de ar 24h pos E2 ao longo do tempo de registro
no grupo OVX, para os valores pressoricos (F (3, 120) = 12,22; p < 0,0001) ndo havendo
interacéo entre os parametros (F (12, 128) = 0,8677; p = 0,5813). A analise da area sob a

curva confirma nossos dados (F (12, 120) = 0,1342; p = 0,9998).

Os valores das variagOes da FC mostraram-se significativamente mais responsivos
no grupo OV X 24h apds E> comparado ao grupo sham 24h apos E> e dos demais grupos
(F 3 1200 = 29,17; p < 0,0001). Nao houveram alteracGes observadas ao longo do tempo
de registro de estresse (F @, 40) = 0,2612; p = 0,9011) nem interacdo entre 0s parametros
(F (12,120 = 0,2034; p = 0,9981) (figura 24-B).
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Figura 24: Comparagéo entre os deltas de variagcbes da PAM e FC entre 0s grupos
sham 2 semanas e grupo OV X 2 semanas ap6s tratamento bilateral com E2 (0,5 pmol/
100 nl) e decorridos 24h. Os dados séo expressos em média £ EPM. Em (A), * mostra
diferenca estatistica entre OVX 24h pos E2 e 0s demais grupos; em (B) * mostra

diferenca estatistica entre OV X 24h apds E: e os demais grupos, pelo teste ANOVA
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two way seguido de pos teste de Tukey; area sob a curva ANOVA one way seguido

de pos teste de Tukey, para p < 0,05.
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Figura 25: AlteracBes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap6s a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap06s administragdo de E>. Representacéo da janela de visualizacéo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,

em verde, a FC.
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4.5- Efeito da microinjecao bilateral de agonista de receptor ER- (DPN) (0,5
pmol/ 100 nl) na CeA de ratas sham com 2 semanas de cirurgia ficticia sobre
respostas autonémicas da PAM e FC.

Visando identificar qual receptor estaria envolvido em tais respostas autondmicas,
administramos 0 mesmo volume e concentracdo de um agonista de receptor ER-B (DPN).
Ao observar a figura 26-A, tomando-se como controle o dia de tratamento com salina,
notamos houve reducgao dos valores de PAM no dia de administracdo de DPN (F (2, 14) =
7,425; p = 0,0063) antes mesmo de sua administracdo. Porém, a microinjecdo de DPN
ndo promoveu alteracdes com 24h. Apesar das reducdes observadas, quando comparamos
ao dia de tratamento com salina, concluimos que o DPN nao alterou as respostas dos

periodos basais da PAM. Dados mostrados na figura 26-A.

Apesar de na figura 26-A observamos valores pressoricos ao estresse mais elevados
no dia de microinjecdo com veiculo, tanto ao longo do tempo de registro (F (4, 28) =3810=
4,313; p = 0,0135) quanto referente ao dia de tratamento, em comparacdo ao dia de
administracdo de Ez e 24h apos (F (2, 14) = 4,313; p = 0,0347), ao analisarmos os valores
reminiscentes aos deltas de variagOes, ndo observamos quaisquer diferencgas entre os dias
de microinjecdes (F (2, 14y = 1,348; p = 0,2915), ou interacdo entre os parametros (F (s, s6)
=0,8905; p = 0,5305).

Ja quando analisamos o periodo basal referente a FC (figura 26-B), ndo observamos
alteracOes entre os dias de tratamento (F (2, 14) = 2,267; p = 0,1403) nem interagao entre
os fatores (F (s, 56) = 0,4444; p = 0,8890). Contudo em consideracdo ao periodo do registro
referente ao estresse, percebemos valores mais elevados no dia 24h ap6s E2 comparado
ao dia de tratamento com salina ndo se diferindo do dia em que se microinjetou Ez (F ¢,
14y = 4,442; p = 0,0321) e ndo interacdo entre os fatores (F (s,56) = 0,5125; p = 0,8420).
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Figura 26: Efeito da microinjecéo bilateral de agonista de receptor p (DPN) (0,5 pmol/
100 nl) na CeA de ratas sham. (A) mostra alteracfes na PAM durante os trés dias de
experimento; linha preta microinjecao de Veiculo, linha vermelha; microinjecao de DPN
e linha verde; registro 24h pos E2 e (B) mostra alteracdes da FC durante o experimento.
As linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PAM e FC. Valores
expressos em média + EPM. Em (A), * mostra diferenca estatistica entre o dia de
tratamento com DPN e o dia de tratamento de veiculo; e # mostra diferenca estatistica
24h apos E: e o dia de tratamento com veiculo; e em B * mostra diferenca entre 24h apds
E> e o dia de tratamento com veiculo, pelo teste ANOVA two way seguido de pds teste

de Tukey, para p < 0,05.
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Figura 27: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, apds a microinjecdo de DPN (0,5 pmol/100nl) na CeA e B,
24 horas apds administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizacdo do software
Lab Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro
canal em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no

terceiro, em verde, a FC.

4.6- Efeito da microinjecdo bilateral com agonista de receptor ER-p (DPN) (0,5
pmol/ 100 nl) na CeA de ratas OV X com 2 semanas de castracéo sobre respostas
autonémicas da PAM e FC.

Na figura 28-A podemos observar de maneira similar ao ocorrido com o grupo sham
que houve reducdo nos niveis de PAM no dia de tratamento com DPN antes mesmo a
administracdo da droga quando comparado ao dia de tratamento com veiculo (F (2, 24) =
12,57; p = 0,0002) ndo havendo interacGes entre os fatores (F s, 96) = 1,196; p = 0,3095).
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Contudo, 24h apds DPN, nota-se reducgdes ainda maiores na PAM dos animais quando
comparado ao dia de tratamento com veiculo, bem como ao dia de tratamento com DPN.

Na figura 29-A, procedendo anélise doo periodo referente ao estresse, no dia de
tratamento com veiculo, observamos maiores picos de PAM quando comparado aos
demais dias de tratamentos, (F (2, 24) = 8,658; p = 0,0015) ndo havendo interagdo entre os
fatores (F @, 96) = 0,3076; p = 0,9615). Porém, as analises sobre os deltas de varia¢do da
PAM nédo mostraram quaisquer diferencas quanto ao dia de tratamento (F (3, 38) = 0,7980;
p = 0,5027).

A figura 28-B mostra mudancas ocorridas sobre a FC. Podemos observar para 0s
valores basais, que ap06s 24h de E2 os valores referentes a FC encontram-se reduzidos em
comparacao aos dois primeiros dias de tratamentos, onde se administrou veiculo ou DPN
(F (2, 24) = 6,823; p = 0,0045) ndo sendo observada interacéo entre os fatores (F g, 96) =
0,7431; p = 0,6533). J& a analise sobre o periodo de estresse, ndo foram verificadas

diferengas para o dia de tratamento (F (3, 33) = 2,322; p = 0,0906).
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Figura 28: : Efeito da microinjecéo bilateral com (0,5 pmol/ 100 nl) agonista de receptor
ER-B (DPN) na CeA de ratas OVX. (A) mostra alteragdes na PAM durante os trés dias
de experimento; linha preta microinjecédo de salina, linha vermelha; microinjecdo de DPN
e linha verde; registro 24h pds Ez e (B) mostra alteragdes da FC durante o experimento.
As linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PA. Valores numéricos
seguindo mesma coloracdo das linhas gréficas mostram média + EPM. Em A, * mostra
diferenca estatistica entre o dia de administragdo de DPN e o dia de administracdo de

veiculo, e # mostra diferenca estatistica apos 24h e o primeiro dia e em B, * mostra
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diferenga entre 24h apos E> e os demais dias, pelo teste ANOVA two way seguido de pos

teste de Tukey, para p < 0,05.

Apesar das pequenas alteracdes observadas nos registros de PAM e FC nos grupos
submetidos as microinje¢es de DPN (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA, tanto animais sham
quanto animais OVX ndo mostraram quaisquer diferencas quando estudado o delta de
variagGes dos valores referente a PAM (F (3,3s) = 1,900; p = 0,1460) e FC (F (3,38)= 0,8448;
p = 0,4779) como pode ser visualizado na figura de nimero 29-A e B.

. Estresse

= = N
o o o o
1 1 1 1

A PAM Max (mmHg)
o
1

o

Tempo (min)

—¥— sham 2 semanas: 24h: p6s DPN, n=8
sham 2 semanas: DPN, n=8

—#- QOVX 2semanas: 24h p6s DPN, n=13

—®- OVX 2semanas DPN,n=13

A FC Méax (bpm)

150+

100

o
o
1

o
L

I Estresse

Basal Microinjecdes &

-50

Tempo (min)

=¥ Sham 2 semanas: 24h p6s DPN, n=8
Sham 2 semanas: DPN, n=8

OV X 2 semanas: 24h p6s DPN, n=13

-
—®- OVX 2semanas:DPN,n= 13

Figura 29: Comparacdo entre os deltas de variacdes da PAM e FC entre 0s grupos sham

2 semanas e grupo OVX 2 semanas apds microinjecdo bilateral de DPN. Os dados séo

expressos em média = EPM. Para este grupo de estudo ndo foram observadas diferencas

estatisticas pelo teste ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey, para p < 0,05.
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Figura 30: AlteracOes na pressdo arterial pulsatil (PAP), presséo arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC), A, apds a microinjecdo de DPN (0,5 pmol/100nl) na CeA e B,

24 horas ap0s administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizagdo do software

Lab Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro

canal em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no

terceiro, em verde, a FC.

4.7- Efeito da microinjecéo bilateral de E2 (0,5 pmol/ 100nl) na CeA de ratas

sham com 2 meses de cirurgia ficticia sobre respostas autondémicas da PAM e
aFC.

Ao estudarmos os efeitos desencadeados pela administragdo de E> (0,5 pmol/ 100nl)

na CeA sobre os valores basais da PAM das ratas pertencentes ao grupo sob 2 meses de

cirurgia ficticia (sham) na figura 31-A, notamos reducdes significativas apos 24h
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comparado ao dia de tratamento com salina, (F (2, 16) = 7,985; p = 0,0039) ndo havendo
interacdo entre os fatores (F (s, 48) = 0,3988; p = 0,8762). Entre o dia de tratamento com
E> e o dia de tratamento com salina ndo houveram diferengas. Quando analisamos as
respostas da PAM ao estresse na figura 31-A, observamos niveis menores da PAM 24h
apos microinjecdes de E>ao longo do tempo de registro sob estresse comparado ao dia de
tratamento com salina ou E2 (F (4, 32) = 4,920; p= 0,0033) existindo interagdo entre o0s
fatores (F (s, 64) = 3,220; p = 0,0039).

N&o observamos alteracBes para os valores de FC nos periodos basais (F (2, 16) =
0,5516; p= 0,5866) ou de estresse (F 2, 16) = 3,092; p= 0,0732) (figura 31-B).
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Figura 31: Efeito da microinjecao bilateral de E> (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas sham
2 meses de cirurgia sobre a PAM e FC. (A) mostra alteracdes na PAM durante os trés
dias de experimento; linha preta, microinjegéo de salina; linha vermelha, microinjegéo de
E> e linha verde, registro 24h pos Ez e (B), mostra alteragdes da FC durante experimento.
As linhas seguem os mesmos padrbes de cores utilizados para a PAM e FC. Valores
mostram média £ EPM. * mostra diferenca estatistica entre o dia 24h pds E2 e o dia de
tratamento com salina e E»; pelo teste ANOVA two way seguido de pds teste de Tukey,

parap <0,05.
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frequéncia cardiaca (FC), A, ap6s a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizacdo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,

em verde, a FC.

4.8- Efeito da microinjecao bilateral com E2 (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas
OVX com 2 meses de castracédo sobre respostas autonémicas da PA e FC.

A figura 33-A ilustra a administragdo de 100 nl (0,5 pmol/100 nl) de E2 na CeA das
ratas pertencentes ao grupo sob 2 meses de privagdo hormonal (OVX), onde nota-se
reducdes da PAM 24h ap0s tratamento com E2 comparado ao dia que se tratou com salina
(F 2,26) = 11,39; p = 0,0003) sem interacdes entre os fatores (F g, 104)= 1,509 p; = 0,1631).

Nas respostas da PAM ao estresse, observamos valores reduzidos da PAM 24h ap0s
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tratamento com E> comparadas ao dia de tratamento com salina (F 2, 26) = 5,447; p =
0,0106). Foram observadas diferencas ao longo do tempo de registro sob estresse (F (s, 52)
= 8,904; p< 0,0001) sem interagdo entre os fatores (F s, 104) = 0,3618; p= 0,9383).

A figura 33-B ilustra as respostas da FC. Observamos redugfes nos valores basais
24h apos microinjecdes de E> comparado ao dia de tratamento com salina (F (2, 30) = 15,91;
p< 0,0001) ndo havendo diferenca entre o dia de tratamento com E> e o dia de tratamento
com salina. Nao foram observadas diferencas ao longo do tempo de registro (F 4, 60) =
1,557; p = 0,1974) nem interacdo entre os fatores (F , 120) = 0,4432; p = 0,8928). Ao
ponderar sobre as alteracdes ocorridas na FC sob o periodo de estresse, ndo verificamos

quaisquer mudangas (F (2, s0) = 0,3067; p = 0,7382).
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Figura 33: Efeito da microinjecéo bilateral de E> (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas OV X
2 meses sobre a PAM e FC. (A) mostra alteracdes na PA durante os trés dias de
experimento; linha preta microinjecdo de salina, linha vermelha; microinjecdo de E> e
linha verde; registro 24h pds Ez e (B) mostra alteracGes da FC durante experimento. As
linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PA. Valores mostram media
+ EPM. * mostra diferenca estatistica entre o dia 24h pds E2 e os onde se administrou

salina. Teste ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey, para p < 0,05.

A andlise dos deltas de variagdes da PAM dos grupos sham 2 meses e OVX dois
meses (34-A), observamos que apesar da queda dos valores basais, 0 grupo OVX

praticamente ndo apresentou maior responsividade ao momento de estresse nos dias de
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tratamento com E e ap0s 24h, como observado nos animais do grupo com 2 semanas.
Notamos na figura 34-B que, os animais sham 2meses: 24h ap6s E> mostraram maiores
respostas taquicardicas ao estresse que 0s demais grupos, menos quando comparado ao
grupo OVX 2 meses: 24h apos Ez (F (3, 41) = 3,496; p = 0,0239). Os valores relacionados

a FC observamos maior responsividade no grupo sham 2 meses:24h apos E: (F 3, 45) =

2,930; p = 0,0437).
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Figura 34: Correlacdo entre os deltas de variages da PAM e FC entre 0s grupos sham 2
meses e grupo OVX 2 meses ap6s microinjecdo bilateral de E2> ( 0,5 pmol/ 100 nl) e
decorridos 24h. Os dados séo expressos em média + EPM. Em (A), * mostra diferenca
estatistica entre sham 2 meses 14h ap6s E» e sham 2 meses; OVX 2 meses: E> e em (B),
* mostra diferenga estatistica entre sham 2 meses: 24h ap6s E> e os demais grupos.

ANOVA two way seguido de pos teste de Tukey, para p <0,05.
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Figura 35: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap0s a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administragdo de E>. Representacdo da janela de visualizacéo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressao e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,

em verde, a FC.

4.9- Efeito da microinjecao bilateral de E2 (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA em ratas
Sham com 8 meses de cirurgia ficticia sobre respostas autonémicas da PAM e
FC.
A figura 36-A reproduz os dados dos animais do grupo sob cirurgia ficticia (sham) de
8 meses. Interessantemente esses animais ndo mostraram reducgdo nos niveis pressoricos

decorridos 24h de microinjecdo de E> na CeA em seu periodo basal comparado ao dia de
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tratamento com salina ou Ez (F (2, 10) = 2,148; p = 0,1674). Ao se analisar o periodo sob
estresse, percebemos que ndo houveram alteragdes na responsividade 24h apos

tratamento com E em comparacgéo ao tratamento com salina (F (2, 10) = 0,8898; p = 0,4409).

A analise sobre os valores basais de FC na figura 36-B ndo revelam quaisquer
alterac0es entre os dias de experimentacéo (F (4,28 = 1,372 P = 0,2688). Contudo, o estudo
das respostas ao estresse ao longo do tempo, despontam maiores responsividades (F (4, 2s)
= 2,945; p = 0,0377), mas sem alteracOes para dia de tratamento com E> e 24h apos,
comparado ao dia de tratamento de salina (F (2, 14) = 3,700; p = 0,0513).
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—€— sham 8 meses: salina, n=8 ®- sham 8 meses: salina, n=8

Figura 36: Efeito da microinjec&o bilateral de E2 (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas sham
8 meses sobre a PAM e FC. (A) mostra alteracfes na PA durante os trés dias de
experimento; linha preta microinje¢do de salina, linha vermelha; microinjecéo de E> e
linha verde; registro 24h pos E2 e (B) mostra alteracfes da FC durante experimento. As
linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PA, Valores mostram média
+ EPM. Em (A) * mostra diferenca estatistica entre o dia de tratamento com E: e dia de
tratamento salina, # diferenca entre 24h apos E> e salina; em (B) * mostra diferenca
estatistica ao longo do tempo entre o dia de tratamento com E; e dia de tratamento salina,
# diferenca ao longo do tempo, entre 24h apds E: e salina; Teste ANOVA two way
seguido de pos teste de Tukey, para p < 0,05.
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Figura 37: AlteracOes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap06s a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administragdo de E>. Representacéo da janela de visualizacéo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressdo e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,
em verde, a FC.

4.10- Efeito da microinjecao bilateral de E2 (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas
OVX com 8 meses de castragdo sobre a PAM e a FC
A figura 38-A demonstra que, a microinjecédo bilateral de E> (0,5 pmol/ 100 nl) nos
animais sob OV X de 8 meses, ndo promoveu quaisquer alteracdes sobre os valores basais
de PAM nos trés dias de experimentagdo (F (2, 14y = 1,448; p = 0,2682) e também ndo
observamos interacdes entre os fatores (F (s,56) = 0,7795; p = 0,6224). Contudo no periodo

referente a situacdo de estresse, observamos niveis mais baixos de PAM 24h apds
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tratamento com E> (F (2, 14) = 4,364 P = 0,0337) sem interacOes sobre os fatores (r (@, s6)
=0,3068P = 0,9604).

Na figura 38-B o0 estudo das alteragfes decorrentes da microinjecéo E» sobre a FC
mostra que ndo foram encontradas diferencgas sobre os valores entre os dias de tratamento
(F 2,14 = 2,041 P = 0,1668). J& a anlise sobre o periodo referente ao estresse nos revela
que o tratamento com E> também n&o causou qualquer contenda entre os dias estudados
(F 2,14 =0,8264 P = 0,4579).
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Figura 38: Efeito da microinjecéo bilateral de E> (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas sob
OVX de 8 meses (OVX) sobre a PAM e FC. (A) mostra alteracdes na PAM durante os
trés dias de experimento; linha preta microinjecao de salina, linha vermelha; microinjecéao
de E> e linha verde; registro 24h pos E> e (B) mostra alteracbes da FC durante
experimento. As linhas seguem os mesmos padrdes de cores utilizados para a PA. Valores
mostram média + EPM. * mostra diferenca estatistica entre o dia 24h p6s E> e o dia de
tratamento com salina, # mostra diferenca entre o dia de tratamento com E> e o dia de
administracdo de salina. Teste ANOVA two way seguido de pés teste de Tukey, para p <
0,05.
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Figura 39: Alteracdes na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), A, ap0s a microinjecdo de E> (0,5 pmol/100nl) na CeA e B, 24
horas ap6s administracdo de E>. Representacdo da janela de visualizacdo do software Lab
Chart® durante o registro original de pressao e frequéncia cardiaca. No primeiro canal
em vermelho, é possivel observar a PAP; no segundo canal em azul, a PAM e no terceiro,

em verde, a FC.

Correlacionando agora os valores entre os deltas de variacbes da PAM dos trés
grupos etarios de animais OVX (2 semanas, 2 meses e 8 meses) 24h apds microinjecéo
bilateral de 100 nl (0,5 pmol/ 100 nl) de E2, observamos na figura 40-A que o delta de
variacdo da PAM em resposta ao estresse por contensédo/ jato de ar mostra-se reduzido
nos animais com 8 meses de privagdo hormonal comparado aos demais grupos (2 semanas
e 2 meses) confirmado com analise da area sob a curva demonstrado na figura 40-B (F ¢,

23) = 4,343; p = 0,0251). Ja na figura 40-C, podemaos visualizar que de maneira similar, a
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FC mostra-se com delta de variacdo reduzido 24h apos administracéo in sito de 100 nl
(0,5 pmol) de E2 no grupo OVX 8 meses confirmado atraves da anélise da area sob a
curva (figura 40-D) (F (2, 30) = 10,86; p = 0,0003).
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Figura 40: Comparacao entre os deltas de variacdes de PAM (A e B) e FC (C eD ) ap0s
24h da administracdo de E2 (0,5 pmol/ 100 nl) na CeA de ratas OXX de diferentes tempos
de OVX. Em (A), * mostra diferenca significativa entre OV X 8 meses e 0s demais grupos,
em (B) * mostra diferenca entre OVX 8 meses e 2 semanas, e # diferenca entre OVX 2
meses e OV X 2 semanas; Em (C), * mostra diferenca de OV X 8 meses e 0s demais grupos
e em (D), * mostra diferenca entre OV X 2 semanas e OVC 8meses, e # mostra diferenca
entre OVX 2 meses e OVX 8 meses. Resultados expressos em media £ EPM. Teste
ANOVA two way seguido de p0s teste de Tukey para e Anova one way seguida de pos

teste de Tukey para analise da area sob a curva p< 0,05.
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4.11- Ovariectomia e comportamento

Para melhor compreensdo dos dados, na primeira sessdo dos resultados
referentes ao comportamento no LTE, descreveremos os testes comportamentais
realizados no LTE nos animais OVX e sham apds microinjecdo bilateral de 100 nl

de salina.

Em nosso estudo, pode ser observado (Figura 41) que no teste de esquiva inibitoria
0s animais pertencentes ao grupo OVX, sob OVX de 2 semanas, apds microinjecdo de
salina, mostraram relativo aumento no tempo de laténcia de saida do braco fechado ao
longo das tentativas, na esquiva 2 (Esq 2), quando comparados aos animais sham na Esq
2 (F (2,44 =5,550; p = 0,0071). O tempo de laténcia eleva-se gradualmente nos trés testes
para 0s animais OV X. Ja para 0s animais pertencentes ao grupo controle (sham), néo foi
verificada qualquer alteragdo. O fator castragdo mostrou diferenca (F (1, 22) = 6,260; p =
0,0203) e houve interagdo entre os fatores (F (2, 44y = 3,818; p = 0,0296). Resultado este
sugerindo que animais castrados tendem a um comportamento mais ansioso apresentando

elevacdes no tempo de laténcia de saida do braco fechado do LTE.
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Figura 41: Teste de esquiva inibitéria no LTE. Média (x EPM) das laténcias (em
segundos) de saida do braco fechado do LTE (LB, Esq 1 e Esq 2) de ratas sham (n= 10)
e submetidas a OVX (n= 14). * Diferenga estatistica apos teste ANOVA one way entre
animais de mesmo grupo (OVX) e # mostra diferenca significativa entre os animais OVX
e sham no teste esquiva 2 pelo teste ANOVA two way seguido de poés teste de Sidak’s para
p < 0,05.

A figura 42 mostra o comportamento das ratas no teste de fuga realizado no LTE.

N&o houve diferenca entre o tempo de laténcia de saida do braco aberto ao longo das
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tentativas dentro do mesmo grupo (sham F 2, 21y = 0,04907; p = 0,9522) e (OVX F (2, 33
=0,07861; p = 0,9246), assim como também ndo foi encontrada na comparacao entre 0s
grupos, indicando que a castracdo cirurgica ndo compromete a resposta de fuga, ou seja,

estes animais ndo apresentam transtorno do tipo panico (F (2, 3s) = 0,1371; p = 0,8724).
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Figura 42: Teste de panico no LTE. Média (+ EPM) das laténcias (em segundos) de saida
de um dos bragos abertos do LTE (F1, F2 e F3) de ratas sham (n=9) e submetidas a OV X
(n= 13). ANOVA one way, com poés-teste de Tukey, e ANOVA two way, com pos-teste
de Sidak’s (p<0,05).

Transcorridos 24h dos experimentos realizados no LTE, procedeu-se a realizacdo
do teste de memdria de esquiva inibitoria (figura 43-A) e fuga (figura 43-B). Analisando
os dados mostrados no painel 43-A percebemos diferencas no tempo de laténcia de saida
do brago fechado (t=10,21 p =< 0,0001) o0 que se traduz em uma maior resposta de ansiedade
dos animais deste grupo nao afetando a memoria de ansiedade desses animais comparados
ao teste de esquiva do dia anterior. Para os valores no tempo de laténcia da fuga, apesar
de valores médios menores observados nos animais OVX ndo houve diferenca

significativa quando comparado aos animais sham (t=0,3226 0,7502).
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Figura 43: Teste de memoria de esquiva inibitoria (A) e fuga (B) no LTE apds 24 horas.
Valores numéricos acima das barras indicam media (£ EPM) das laténcias (em segundos)
de saida dos bragos fechado (A) e aberto (B) de ratas sham (n=11) e OVX (n= 15), ap6s
microinjecdo bilateral de 100 nl de salina na amigdala central. * mostra diferenca
significativa no tempo de laténcia de saida do braco fechado entre os grupos sham e OV X.

Teste t Student ndo pareado (p<0,05).

As proximas sessoes deste trabalho serdo apresentados os dados referentes
aos testes comportamentais realizados no LTE para animais sham e OVX com duas
semanas de OVX ou cirurgia ficticia, 20 minutos ap6s a tratamento com Ez (0,5
pmol/100 nl) na CeA.

A figura 44 mostra a resposta do teste de esquiva inibitoria onde pode ser
observado que ao longo do experimento houve aumento no tempo de laténcia de saida do
braco fechado pelas ratas OVX durante as tentativas (F 2, 42) = 16,68; p < 0,0001), apesar
de nédo terem sido observadas intera¢des entre o fator tempo e tratamento. Mesmo assim,
as mudangas ocorridas no (esq 2) sugerem comportamento mais ansiogénico nos animais
castrados. De maneira sutil o grupo sham mostrou pequena elevacdo entre a Esq 1 e a Esq
2 (F =5,959; p = 0,0089). Porém, animais do grupo OV X apresentaram elevacdo ainda

maior, principalmente na Esq 2.
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Figura 44: Teste de esquiva inibitoria no LTE. Valores numéricos acima das barras
mostram média (x EPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(LB, Esq 1 e Esq 2) sham (n=9) e OVX (n= 14) apds microinjecdo bilateral de E> (0,5
pmol/100 nl). ¢ Diferenca estatistica entre as tentativas do mesmo grupo (OVX), por
ANOVA one way, com pds-teste de Tukey (p<0,05). * Diferenca estatistica entre os grupos
(sham x OV X) na mesma tentativa, ANOVA two way, com pos-teste de Tukey; # mostra
diferenca significativa entre tentativas no mesmo grupo (sham), ANOVA one way com

pos teste de Bonferroni, (p<0,05).

Curiosamente, em relacdo ao teste de panico avaliado apds microinjecéo bilateral
de E2 (0,5 pmol/100 nl), quando avaliado através do tempo de laténcia de fuga do brago
aberto para o brago fechado do LTE, observamos tempos de laténcia maiores no grupo

OVX quando comparado ao grupo controle sham (F (1, 60) = 13,05; p = 0,0006).
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Figura 45: Teste de fuga no LTE ap6s a microinjecéo de E2 (0,5 pmol/100 nL) na CeA
de ratas sham e OVX. Valores numéricos sobre as barras mostram média (x EPM) das
laténcias (em segundos) de saida de um dos bragos abertos do LTE (F1, F2 e F3) de sham
(n=8) e OVX (n= 14). ANOVA two way, com pos-teste de Tukey para p<0,05.

O teste de memoria de esquiva inibitoria (figura 46-A) e fuga, (figura 46-B
realizado 24h apds o experimento no LTE e 24h apds microinjecédo bilateral de E2 (0,5
pmol/100 nl), mostrou um aumento no tempo de laténcia de saida do braco aberto dos
animais OVX quando comparado aos animais sham e manteviveram a memoria de
ansiedade verificada no dia anterior (t=2697 < 0,0001). Na figura 46-B observamos
também uma elevacgdo no tempo de laténcia de saida do brago aberto para os animais do

grupo OV X quando comparados ao grupo sham (t=2,108 p = < 0,0452).
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Figura 46: Teste de memoria de esquiva inibitoria (A) e fuga (B) no LTE apds 24 horas.
Valores numéricos acima das barras indicam Média (x EPM) das laténcias (em segundos)
de saida dos bracos fechado (A) e aberto (B) de ratas sham (n=11) e OVX (n=15), ap6s
microinjecéo bilateral de E> (0,5 pmol/100 nl) na CeA. * mostra diferenca significativa
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na no tempo de laténcia de saida do brago fechado entre os grupos sham e ovx. Teste t

Student ndo pareado (p<0,05).

E dltima andlise no LTE, no intuito de reforgar nossos pensamentos acerca do
estradiol mediando reagOes de ansiedade em ratas, a figura 47 mostra aumento no tempo
de laténcia de saida do braco fechado de ratas OV X ao longo das tentativas, 20 minutos
apos microinjecdo bilateral de E confrontadas com ratas OV X que receberam tratamento
de salina (F 2, 52) = 27,34; p < 0,0001) sugerindo comportamento mais ansiogénico em

animais que receberam tratamento com Ex.
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Figura 47: Teste de esquiva inibitoria no LTE. Valores numéricos acima das barras
mostram média (x EPM) das laténcias (em segundos) de saida do braco fechado do LTE
(LB, Esq 1 e Esq 2) sham (n=14) e OVX (n= 14) ap6s microinjecéo bilateral de E> (0,5
pmol/ 100 nl) . ¢ Diferenca estatistica entre as tentativas do mesmo grupo (OVX E2), por
ANOVA one way, com pos-teste de Tukey (p<0,05). * Diferenca estatistica entre os grupos
(OVX salina x OVX E2) na mesma tentativa, ANOVA two way, com pos-teste de Tukey;
# mostra diferenca significativa entre tentativas no mesmo grupo (OVX salina), ANOVA

one way com pos teste de Bonferroni, (p<0,05).

Campo aberto

Ao efetuarmos o estudo do comportamento de locomoc¢éo dos animais fazendo

uso do campo aberto (open field), podemos observar na figura 48-A que os animais OVX
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apos microinjecdo de 100 nl de salina, estes locomoveram-se menos que 0s animais sham
sob mesmo tratamento. Podemos observar também que 20 minutos ap6s microinjecao
bilateral de E> os animais OVX passaram a se locomover na mesma proporcdo dos
animais sham (F 2, 38) = 5,232; p = 0,0098).

Corroborando com o achado da figura 48-A, a andlise sobre a velocidade média
de locomocdo dos animais mostrada na figura 48-B, notamos que animais OV X, ap6s
microinjecédo de salina, locomovem-se mais lentamente que animais sham salina e que
apos 20 min da aplicagdo de E> (0,5 pmol/100 nl) na CeA, animais OVX movem-se com

igual velocidade dos animais sham (F (2, 3s) = 4,979; p = 0,0120).
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Figura 48: Teste de atividade locomotora no CA a partir dos centimetros (cm) percorridos
e velocidade (cm/ segundo) em cada grupo. Valores numéricos acima das barras mostram
média (x EPM). * mostra diferenca significativa entre 0s grupos sham salina e OVX
salina. # mostra diferenca significativa entre o grupo OV X salinae OVX E>. ANOVA one

way com pos teste de Tukey.

5- DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos se diferentes tempos de castragdo cirurgica (2
semanas; 2 meses e 8 meses) promovem alteracdes autonémicas cardiacas em ratas
submetidas ao estresse por contencdo/ jato de ar e, qual seria o papel da CeA e do E>
nessas respostas. Avaliamos também se a OV X ocasionaria disfungdo comportamental e

cognitiva, mais especificamente, transtornos de ansiedade, panico e comprometimento da
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memoria avaliadas no LTE e campo aberto, bem como ponderamos se 0 E; exerceria

alguma fungéo na mediacao de tais comportamentos quando administrado na CeA.

Como ja é conhecido desde o século passado, ratas ovariectomizadas apresentam
maior ingestdo alimentar, elevando sua massa corpérea e apresentando grau elevado de
tecido adiposo e que a TRH reverte esses efeitos exibindo atividade lipolitica (Richard e
cols., 1987). Tal implicacdo sobre a reducdo de peso em animais sob TRH poderia ser
atribuido a inibigdo do peptideo y com consequente diminui¢do da ingestdo alimentar
(Kimura e cols., 2002). Somando-se aos dados obtidos em animais, observagdes clinicas
também apontam envolvimento do estradiol na distribuicdo de massa adiposa em
mulheres, exibindo maior acimulo de gordura na regido gluteo-femural (Kissebach AH
e cols., 1985; Zamboni e cols., 1992) e menor na regido visceral (Kvist e cols., 1988;
Zamboni e cols., 1992).

A perda sistémica dos hormonios esteroides no periodo pés menopausa, ou por
ooforectomia bilateral estda associada ao aumento de doencas metabdlicas tanto em
humanos quanto em animais (Tchernof e cols., 2004). E importante destacar também a
importancia dos receptores de E» e da aromatase em tal observacdo. Pesquisas realizadas
com animais knockout para ER-a ou aromatase, revelaram hiperplasia e hipertrofia de
tecido adiposo, assim como, intolerancia a glicose em ambos os sexos (Heine e cols.,
2000; Jones e cols., 2000). Assim, inicialmente, verificamos em nosso estudo que a
castracdo cirurgica, com consequente reducdo dos niveis hormonais, promovem
descontrole metabolico ocasionando elevacdo do peso final dos animais, sendo ja
verificado em trabalhos anteriores, maior adiposidade central destes animais (Fortes,
2010) . Este ganho é proporcional ao tempo de privacdo ao qual foram submetidos os
animais. Em nossa pesquisa, animais com 8 meses p0s castracdo mostraram ganho de

peso superiores aos demais tempos (figura 19).

Verificamos também que a remoc&o ovariana provocou cessacao dos ciclos estrais
das ratas em estudo, ratificado por esfregaco vaginal segundo (Marcondes e cols., 2001a).
A confirmacdo de 10 dias em auséncia completa de ciclos estrais, caracterizado por
presenca macica de leucdcitos e muco nos esfregacos vaginais, determinando uma fase
anovulatétia (diestro), fato ja verificado e confirmado através de dosagens plasmaticas de
E> em estudos anteriores de nosso laboratério (Fortes, 2010). De tal modo, cada animal

foi considerado em anestro, sendo adotado como sucesso a remocao dos ovarios abolindo
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ciclos reprodutivos concomitante a reducao dos niveis de Ez e consequente atrofia uterina
verificada pelo indice uterino (Bonilla-Becerra e cols., 2017; Fortepiani e cols., 2003)
figura 20.

Os trabalhos apontam forte modulagéo estrogénica nas respostas adaptativas ao
estresse emocional e metabolico e pouco se sabe sobre os mecanismos, substratos
moleculares e neuroquimicos envolvidos. A CeA é considerada uma importante estrutura
na mediacdo das emoc0es, tais como ansiedade e o estresse. A exemplo disso, a ablagéo
bilateral das amigdalas em primatas promovem embotamento emocional (Fortepiani e
cols., 2003; WEISKRANTZ, 1956). Varios estudos apontam ainda que a CeA esta
associada as respostas autdbnomas e neuroenddcrinas ao estrese, como batimentos
cardiacos, pressdo sanguinea, defecacdo e secrecdo de corticosterona em varios animais
(Iwata e cols., 1987). No presente estudo observamos que ap6s 24h de microinjecdo
bilateral de E> (0,5 pmol/100 nl) na CeA de animais com cirurgia ficticia de duas semanas
houveram reducdes dos niveis basais de PAM e maior resposta taquicardica observada ao
estresse por contensdo/jato (Figura 21A e B). Os animais com duas semanas de OV X,
também exibiram reducdes dos valores basais de PAM somando-se a redugdes basais da
FC (figura 23-A e B), apresentando respostas taquicardicas ainda maiores ao estresse no
dia da microinjecdo e ainda mais elevadas 24 horas ap6s. Contudo, as analises sobre 0s
deltas de variacdes dos valores de PAM e FC desses animais, durante a exposi¢cdo ao
estresse por contencdo/ jato de ar, mostraram que animais ooforectomizados exibem
respostas pressadricas e taquicardicas maiores que animais sham, 24 h ap6s E (figura 24
A e B). Classicamente é documentado na literatura que 0s estrégenos exercem suas agdes
de duas maneiras distintas, uma acdo rapida (ndo gendmica) e uma outra acdo lenta
(genémica) que pode levar horas a dias para ocorrer (Beato, 1989; Deroo & Korach,
2006). Observam-se em nossos resultados que as respostas autondmicas foram
verificadas apenas 24 horas apds micro injegdes de E> na CeA, o que pode ser interpretado

com ages do tipo genbmica para tal manifestacéo.

Na tentativa de identificar qual receptor seria responsavel por nossas observagoes
administramos 0 mesmo volume e concentracdo de agonista seletivo de receptores ER-p.
Verificamos que apos administracdo de DPN (0,5 pmol/ 100 nl) em animais sham (2
semanas) houve apenas reducdo no valor basal da PAM 24h ap6s tratamento com DPN,
mas a0 mesmo tempo, observamos reducdo do valor basal no dia de administragédo do

DPN, o que torna dificil a discussdo de nossos dados. N&o observamos qualquer alteragao
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sobre a resposta da FC (figura 26 A e B). J& para animais do grupo OV X, nota-se reducédo
do nivel basal de PAM 24h apds a microinje¢cdo de DPN bem como redug&o no valor de
FC basal (figura 28 A e B). Entretanto, quando analisamos os deltas de variagfes tanto
da PAM quanto da FC ndo observamos quaisquer diferencas entre os grupos estudados.
Tal observagao pode ser traduzida como maior participacao dos receptores a a receptores
[ sobre as respostas autondmicas decorrentes do estresse. Vale destacar que as atividades
dos receptores de E» apresentam diferencas no SNC e, que existe na CeA, menor
incidéncia de receptores do tipo ER-p quando comparados ao tipo o, 0 que também
explicaria os menores efeitos ligados a receptores do tipo B (Lee e cols., 2006;
Merchenthaler e cols., 2004). Vale destacar que através de ER-a o estradiol tem regulagio
positiva na imunoreatividade em receptores NMDA (Morissette e cols., 2008) e negativa
sobre receptores AMPA (Le e cols., 2006), ja através de ER-B o DPN nao regula

atividades de receptores glutamatergicos.

Sabemos que na menopausa ou em situacfes que envolvam a perda da funcéo
ovariana comeca a se estabelecer um quadro de hipoentrongenismo. Com isso, a hipéfise
anterior secreta maiores volumes de LH e FSH devido a falta de regulagdo por
retroalimentacdo negativa de estradiol, caracterizando um estado de hipogonadismo
hipergonadotréfico e um aumento na expressao nos RE hipotalamicos (Butler & Santoro,
2011). Dessa forma, a maior resposta ao estresse vista nos animais OV X poderia ser
explicada através de um maior nimero de RE em resposta ao desequilibrio hormonal
desencadeado pela menopausa cirtrgica em um periodo curto apds a perda da funcédo
ovariana. Verificamos, entdo, que a resposta ao estresse por contensao/ jato de ar, pode
apresentar dependéncia de agdes locais de E» na CeA. Destacam-se ainda que oS
estrogénios podem modular a expressdo de outros tipos de receptores via sistema de
segundo mensageiro, como receptores noradrenérgicos, serotoninérgicos, ocitocinérgicos
e catecolaminérgicos. Uma maior expressdo de receptores catecolaminérgicos
determinada pela administragdo local E. poderia ser a resposta para a maior
responsividade ao estresse por contenséo/jato de ar observada 24h ap6s microinjecao in
situ de E2. J& os padrdes bradicardicos observados 24h apos E2 poderiam ter participacéo
da vasopressina, haja visa que ja foi caracterizado presencga de receptores de V1a de
vasopressina na CeA e, interessantemente, a vasopressina (AVP) se liga em igual
afinidade a receptores de ocitocina (OTX) também ja identificados na CeA, e produz

respostas bradicardicas e de imobilidade em situacfes estressantes como ja verificado em
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roedores (Roozendaal e cols., 1992). Ademais, estudos mais antigos demonstraram que
estradiol é capaz de excitar neurbnios ocitocinérgicos, mas ndo vasopressinergicos
(Akaishi & Sakuma, 1985a), contudo em 1995, Wang e colaboradores demonstraram que
estradiol induz a secrec¢éo de ocitocina e AVP dos dendritos e corpo celular em neurdnios
magnocelulares do nicleo supraodptico (Wang e cols., 1995). Assim, observa-se fortes
modulacbes do E> sobre os sistemas ocitocinérgigos e vasopressinérgicos, exercendo
alteracdes sobre o sistema autonémico no controle da PAM e FC.

Baseado nesses achados, através de qual circuito neural a CeA exerceria as

influencias autondmicas observadas?

E referenciado na literatura, que a CeA recebe projecdes diretas de uma gama de
regibes cerebrais. Regides corticais como cértex insular, ou cortex frontal e outras
projecdes que atingem a CeA de maneira indireta, oriundas do cortex temporal, giro do
cingulo, tAlamo e outros ndcleos subcorticais (Price & Amaral, 1981; Russchen, 1982).
Ademais, a CeA também ganha projecGes intra-nucleares dos nucleos basolateral e
medial do complexo amigdaldide (Krettek & Price, 1978). Outro ponto a se destacar é
que a CeA faz projecbes neuronais diretas para areas cardiovasculares do tronco
encefalico em tal proporcdo que sugere uma forte influéncia sobre a funcéo
cardiovascular e respiratéria (Zhang e cols., 1986). Pesquisas realizadas em gatos
mostram aumentos da PAM e FC apds estimulacdo da CeA (Frysinger e cols., 1984) e
que sua crio-lesdo em gatos evoca uma resposta depressora e bradicardica apos esse

procedimento (Zhang e cols., 1986).

Trabalhos como o de Bruce em 1982 e Applegate em 1983 que mostraram em
experimentos com coelhos que a estimulagdo elétrica de baixa intensidade desencadeia
respostas bradicardicas e hipotensoras seguido de elevacado de frequéncia respiratoria bem
como midriase pupilar, e a administracdo de metil-atropina (5 mg/kg 1.V.) aboliu tais
observacoes.(Applegate e cols., 1983; Kapp e cols., 1982). O que ao nosso entendimento

indica ativacao de regides de projecdes parassimpaticas.

Estudos realizados em ratos, ttm mostrado que a estimulacdo elétrica da CeA
promove reacdes bradicardicas e hipotensoras em animais anestesiados (Mogenson &
Calaresu, 1973). (Galeno & Brody, 1983) demonstraram apds estimulacéo elétrica da
CeA profundas respostas cardiovasculares, incluindo bradicardia, mudancgas pressoricas

e de fluxo sanguineo em leitos vasculares como renal e mesentérico. Outra caracteristica
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observada nesse trabalho é que a estimulacdo da CeA apresenta um efeito maximo em
animais acordados, mas estados de sono ou em animais anestesiados as respostas séo
atenuadas ou mesmo abolidas, mostrando que o estado cerebral apresenta grande
influéncia sobre as respostas da CeA (Galeno & Brody, 1983). Jiro lwata e seus
colaboradores, demonstraram em 1987, respostas depressoras e bradicardicas apés
estimulos elétricos na CeA em animais anestesiados, e em animais acordados, a
microinje¢do de L-glutamato na CeA provocou elevagdo de PA e FC, bem como a

estimulacao elétrica. (Iwata e cols., 1987).

Com isso, acreditam-se que 0s aumentos pressoricos e de frequéncia nos animais
acordados sejam atribuidos a neurénios locais e nao fibras de passagem (lwata e cols.,
1987). Essas variagfes nos resultados obtidos poderiam ser devidas a diferencas das
espécies de animais utilizadas, nas vias ativadas ou estado do animal (anestesiado ou
acordado) (Yamanaka e cols., 2017b). Na tentativa de elucidar essa questdo Yamanaka e
colaboradores obtiveram resultados pressoricos e taquicardiacos apds estimulagédo
elétrica e estimulacdo quimica através da microinjecdo de um antagonista GABAA
(bicuculina) bem como os mesmos resultados para lesfes eletroliticas dessa regido
(Yamanaka e cols., 2017b). Outras regides do complexo amigdaloide estimuladas, como
a BLA, exibiram manifestac6es hipotensoras e bradicardicas (Yamanaka e cols., 2017b).
Yamanaka concluiu entdo que a depender da regido estimulada do complexo amigdaloide
pode ocorrer tanto respostara hipotensoras e bradicardicas como hipertensora e
taquicardias (Yamanaka e cols., 2017b).

Os padrdes de descarga dos neurdnios da CeA estdo correlacionados aos ciclos
cardiacos e respiratorios. As descargas espontaneas da CeA sdo alteradas apds
estimulacdo elétrica do seio carotideo, nervo depressor adrtico, baro e quimiorreceptores.
Dessa maneira o CeA participaria de um controle parcial da regulacdo cardiovascular
(Cechetto e cols., 1983; Cechetto & Calaresu, 1983).

Vale notar que tais respostas autonémicas observas em estimulacdes elétricas ou
quimicas da CeA, fazem parte de processos naturais em situac@es de estresse mental ou
fisico, como um encontro com o inimigo, que determina uma situagdo conhecida como
luta ou fuga, que induz drasticas alteracbes da PAM e FC. Essas alteracdes fazem parte

de um conjunto de mudancas cardiovasculares que sdo coordenadas autonomicamente
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(simpatico ou parassimpatico) associadas com comportamentos defensivos (Yamanaka e
cols., 2017b).

Como j& discutido previamente, em situacdes de estresse, o estimulo
estressor chega ao sistema nervoso central (SNC) através dos érgdos dos sentidos e a
resposta a esses estimulos passam através do complexo amigdaldide o qual funciona
como um gatilho para as respostas hipotalamicas. Por meio da liberacdo hormonios-
liberadores de corticotropina (HLC) ativam o eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA),
que por sua vez secreta horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela adeno-hipdfise
atuando sobre o cortex das glandulas suprarrenais incitando a liberacdo de
glicocorticoides que sdo extremamente importantes para a adaptacdo ao estresse
(Nemeroff, 1996; Raglan e cols., 2017).

Os glicocorticoides, entdo, interagem com seus receptores em multiplos tecidos-
alvo, incluindo o eixo HPA, onde sdo responsaveis pela inibi¢cdo por retroalimentacao
negativa da secrecdo do ACTH pela pituitaria e do HLC a partir do hipotdlamo (Pariante
& Miller, 2001). Ocorre simultaneamente a liberacédo de catecolaminas pelas medulas das
suprarrenais que facilitam reacGes imediatas associadas a uma preparacdo muscular
violenta. Ndo obstante, praticamente 0s mesmos estimulos que iniciam a resposta do eixo
HPA também promovem a ativagdo do sistema catecolaminérgico central, com
envolvimento principal do A6, que se acredita seja importante na coordenacdo das

respostas endocrinas e cognitivas ao estresse (Valentino & Van, 2008).

E de extrema importancia salientar que o Ez apds ligagdo em seus receptores
especificos pode modular a funcionalidade de outros receptores especificos, como por
exemplo o0 aumento da expressao de receptores glutamatérgicos NMDA, bem como o
aumento de espinhas dendriticas na regido CA1l e CA3 do hipotadlamo (Gazzaley e cols.,
1996; Gould e cols., 1990) e do nucleo medial da amigdala (Rasia-Filho e cols., 2004).

Com a perda da funcdo ovariana, pode ainda haver influéncias diretas sobre
sistema serotoninérgico, colinérgico, noradrenérgico, dopaminérgico, ocitocinérgico e
vasopressinérgico (Norbury e cols., 2003). Essas alteracbes sdo restauradas apos
administracdo de estradiol. (Gazzaley e cols., 1996; Gould e cols.,, 1990).
Interessantemente o estradiol modula a atividade GABAGérgica apresentando funcéo
inibitéria (Murphy e cols., 1998).
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Pensando-se, entdo, que através das projecdes GABAEérgicas ao apresentarem-se
“inibidas” ap6s microinjegdes in situ de E> (0,5pmol/100 nl) na CeA deixando regides
excitatorias do NTS, livres para estimular a regido caudal-ventrolateral da medula
(CVLM) e os neurdnios desta area uma vez excitados irdo promover a inibicdo de
neurdnios localizados na porcdo anterior do bulbo ou RVLM, desencadeando uma
resposta hipotensora e bradicardica. Por outro lado, j& é referenciado na literatura a
modulacdo pelo estradiol em neurdnios glutamatérgicos e catecolaminérgicos. Existem
projecdes tanto GABAérgicas quanto glutamatérgicas da CeA diretamente parao RVLM
que também estariam moduladas pela microinjecdo de E» favorecendo as respostas
hipotensoras e bradicardicas observadas (Boulware e cols., 2005). Em outra analise, 0
NTS livre de modulagcbes GABAérgicas provindas da CeA, estaria livre para exercer
atividades excitatdrias sobre o ndcleo dorsal do vago, acentuando ou favorecendo as

respostas bradicardicas.
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Figura 49: Figura esquematica da participacdo do estradiol nas respostas autonémicas
observadas neste estudo apds microinjecdo bilateral de Ez (0,5 pmol/100 nl) na CeA . A
reducdo da atividade GABAergica da CeA sobre o NTS facilitaria o estimulo do NTS
sobre 0 CVLM que atua modulando neurénios do RVLM. Dessa forma a atividade
simpatica é regulada. Por ouro lado, o NTS livre de modulacdo GABAergica pode excitar

0 nucleo dorsal do vago (NDV) modulando também a atividade parassimpatica.

Com relacdo as analises realizadas sobre os animais pertencentes aos grupos 2
meses, ressaltamos no grupo sham, reducdo do valor basal de PAM 24 h apos E2 nédo
sendo notada alteracéo para o valor de FC assim como verificado nos animais com duas
semanas (figura 31 A e B). Para os animais com dois meses de OV X foram observados
0s mesmos padrdes de respostas, mas com reducdes nos niveis basais de PAM e FC 24h
apos E» (figura 33 A e B). Os Deltas de variagdes desses animais nos mostram novamente,
porém de maneira mais discreta, que 24h ap0s microinjecdo de E»> temos maior
responsividade ao estresse nos animais sham (figura 34 A e B). Mostrando, assim,

reducao nas respostas observadas anteriormente nos animais OVX.
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Para os animais sham, do grupo 8 meses, percebemos discreta reducao do valor
de PAM e um efeito pressorico e taquicardico minimo 24h apo6s E: (figura 36 A e B). De
maneira similar, os animais com oito meses de OV X, exibiram discretas alteragdes sobre
PAM e FC (Figura 38 A e B).

Entretanto quando analisamos o grafico contendo os deltas de variacbes de PAM
e FC para os trés tempos de OVX, percebemos nitidamente que quanto maior o tempo
sob um estado de hipoestrongenismo, mais acentuada € a resposta ao estresse apos
tratamento in situ de E> (figura 40). Nao foram observadas quaisquer alteragdes sobre os

valores obtidos para os animais sham (dados ndo mostrados).

Com esses dados, observamos que com 0 passar do tempo as respostas ao
tratamento in situ com E> diminui. De fato, alguns estudos tém apontado que a partir de
1 semana de perda da funcdo ovariana e o declinio gradual nos niveis séricos do
horménio, a expressdo de receptores ER-a comeca a ser reduzida em regides cerebrais
como hipocampo chegando 40% ao final de oito semanas, porém tal reducdo ndo acontece
com os receptores ER-f (Zhang e cols., 2009; Qu e cols., 2013; Zhang e cols., 2011). Fato
esse que nos ajuda a explicar a reducdo das respostas dos animais aos dois meses e
praticamente a sua abolicdo ao estresse com 8 meses e a perceber que os dois receptores
para E> podem ter diferentes acBes nas mudancas patolégicas induzidas pelo déficit

hormonal.

Sabemos que os estrégenos desempenham um importante papel contra doencas
cardiovasculares. Dessa maneira, a incidéncia de doencas cardiovasculares é reduzida em
mulheres na pré-menopausa quando comparadas a mulheres na p6s menopausa e homens
de idade pareada (Kannel e cols., 1976; Reckelhoff, 2001) e a TRH pode reduzir
substancialmente esse risco (Prelevic & Jacobs, 1997). Embora o estrogénio tenha pouco
efeito sobre a PAM de mulheres normotensas na p6s-menopausa, houve reducdo na PAS
e PAD de 24 h (Regensteiner e cols., 1991) e PAM em resposta ao exercicio em mulheres
na pés-menopausa com leve hipertensdo (Pines e cols., 1996). Respostas similares tém
sido obtidas em animais experimentais como a reducdo de PAM em modelos genéticos e
ndo genéticos de hipertensdo (Crofton & Share, 1997; Fortepiani e cols., 2003;
Reckelhoff & Fortepiani, 2004). Ainda paira muitas davidas sobre quais 0s mecanismos
cardioprotetores que 0s estrogenos exercem para promover esses beneficios. Efeitos sobre

metabolismo de lipoproteinas, glicose, efeitos cardiacos diretos, efeitos vasculares bem
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como efeitos sobre 0 SNC exercendo modulag¢des sobre o sistema nervoso autonémico

(simpatico ou parassimpético).

Se tratando da TRH, ap6s publica¢des de dois conhecidos estudos de coorte Heart
and Estrogen/progestin Replacement Study (HERS) (Hulley e cols., 1998) e Women'’s
Health Initiative (WHI) (Rossouw e cols., 2002) e em 2004 (Anderson e cols., 2004)
marcou a fase de TRH e estabelecimento de alguns critérios, tais como idade, haja vista

que nem todas as mulheres que recebiam terapia hormonal se beneficiavam do tratamento.

Em andlise do estudo WHI, observa-se que o desfecho negativo dos tratamentos
se deve principalmente a idade avancada das pacientes no inicio do tratamento (63 anos),
altas doses, e tempo decorrido da Gltima menstruacéo. Atentando a esses dados e de outros
estudos observacionais, concluiu-se que se iniciarmos TRH em uma paciente transcorrido
10 anos da menopausa, ha um risco elevado de eventos cardiovasculares. Essa

constatacdo atribuiu-se como janela de oportunidade (Lobo, 2013).

Em nosso modelo experimental, ndo realizamos a TRH, porém o estradiol foi
administrado localmente em um ndcleo cerebral, componente do sistema limbico
responsavel por interacdo de respostas as situacdes estressantes. Observamos que as
respostas bradicardicas, hipotensoras foram modificadas pela administracdo de Eo,
apresentando-se minimas aos 8 meses. Contudo, as respostas taquicardicas e pressoricas
ao estresse por contencdo/jato de ar foram reduzidas nos animais com OV X de oito meses
qguando comparados aos animais com tempos inferiores. 1sso mostra que o tempo de

ovariectomia também afeta negativamente as respostas do SNC a uma posterior TRH.

Se este periodo critico, para o inicio do tratamento estd relacionado com a
diminuicdo da responsividade dos neurdnios para o estrogénio com a idade crescente, ou
com a incapacidade de o hormonio reverter a perda neuronal, e ou a disfungéo que pode
ter ocorrido, durante o intervalo entre a menopausa € o inicio da TRH ainda ndo esta
completamente elucidado. No entanto, dada a riqueza de achados de pesquisa animal e
humana que apoiam esta observacdo, estas sdo questdes para prosseguir no futuro
(Sherwin, 2006).

Com relacéo aos aspectos cognitivos, varias metanalises, estudos observacionais
e também realizados com animais mostram que 0s estrogenos prescritos em mulher

jovem, na perimenopausa, acarretam em um risco reduzido de desenvolvimento de
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Alzheimer ou mesmo retarda seu aparecimento. Mesmo para esses casos ha um “timing”
critico para a TRH, como o observado para doencas cardiovasculares. Sendo que, a TRH
apo6s os 60 anos ndo apresenta efeitos benéficos sobre a memdria (Lobo, 2013). A
reposicdo hormonal pode ter diferentes efeitos sobre 0 SNC dependendo da idade da
paciente, tipo de menopausa (natural ou induzida) e o tipo de reposicdo utilizada

(Rozenberg e cols., 2013).

Dentre as desordens comportamentais existentes nos estudos que analisam as
flutuacGes de estradiol, os transtornos de ansiedade e as desordens cognitivas sdo sempre

citados.

Avaliando o comportamento do tipo ansiedade, estudado através da resposta de
esquiva inibitoria em animais sob experimentacdo, apds 2 semanas de OVX ou sham,
verificamos que animais OV X apresentaram tempo de laténcia de saida do brago fechado
maiores que animais sham, apds microinjecdo bilateral de salina na CeA em ambos 0s
grupos (figura 41). Tal observacdo sugere que animais castrados com redugdes de
horménios gonadais apresentam comportamento mais ansioso do que aqueles
apresentados pelos animais sham, com flutuagfes hormonais normais. De fato, ja no
século passado, Anastasia Sfikakis (1977) mostrou em experimentos com ratos que as
flutuagdes hormonais ocorridas durante o ciclo estral alteravam o comportamento dos
animais nos testes. Animais em proestro, fase essa, caracterizada por altas concentracdes
de E», apresentavam comportamento menos ansioso, mostrando tempo de esquiva
reduzido em comparacdo as outras fases do ciclo (Sfikakis e cols., 1978). Marcondes e
colaboradores fazendo uso de outras metodologias para testarem comportamentos de
ansiedade, como em labirinto em cruz elevado, mostraram que animais no proestro
apresentam comportamento de ansiedade reduzido em comparagao aos animais de outras
fases do ciclo estral (Marcondes e cols., 2001b). Em outros estudos no labirinto em cruz
elevado, quando comparadas a machos, apresentam o tempo de permanéncia no braco
aberto maiores, o que indica menor ansiedade (Johnston & File, 1991b). Trabalhos
recentes do laboratério de fisiologia Cardiovascular (LFC), realizados em animais sob
restricdo alimentar, em um modelo animal de anorexia, levando a um descontrole da
homeostase hormonal e a um quadro de ansiedade, elevando o tempo de laténcia de saida
do brago fechado quando comparado a animais com dieta controle (Campos G.S.V.,
2015).
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A influéncia do género, ciclo reprodutivo e hormonios gonadais, sobre situacdes
diferentes da reproducdo, tém sido observadas em humanos e em laboratério,
principalmente sobre respostas fisioldgicas a situacdes de estresse (Marcondes e cols.,
2001b).

Como ja referido, a presenca do estradiol afeta a modulacédo de diversos outros
tipos de receptores. Uma ativacdo de receptores serotoninérgicos pode resultar em
respostas ansioliticas ou ansiogénicas, a depender do subtipo de receptor, e estruturas
cerebrais ativadas. Pesquisas tem sugerido que um aumento da atividade serotoninérgica
tem efeito ansiogénico em ratos (Gerhardt & van, 1997). Biegon demonstrou em 1980
que a depender da fase do ciclo estral, hd uma diferenca nos numeros de receptores de
serotonina (5-HT 1) em diferentes regides do SNC, havendo reducao em até 50% na fase
proestro quando comparado ao diestro (Biegon e cols., 1980), com reducdo nas
concentracdes de receptores nas regides hipotalamicas, limbica e mesencefalica (Kueng
e cols., 1976). Outro ponto é que o E> também modula a sintese e liberacdo de serotonina
através do aumento da atividade do transportador de serotonina (SERT) e ainda regula a
frequéncia de disparo de neurénios serotoninérgicos (Dalmasso e cols., 2011; Sanchez e
cols., 2010). Sabemos também que o NDR faz projecdes serotoninérgicas diretas para a
BLA que tendem a aumentar o comportamento do tipo ansioso. O efeito ansiolitico do
estradiol através desta via parece estar ligado ao fato deste estrdgeno aumentar a
expressao dos receptores de serotonina do tipo 5-HT1a, que atua em seus auto-receptores
no NDR com caracteristicas inibitorias, o que causa reducdo da excitabilidade destes
neurdnios e, consequentemente, reduz a atividade da via .(Andrade e cols., 2005). Em
conjunto estas analises apontam para forte modulacéo da atividade serotoninérgica em
diferentes regides do SNC o que poderia explicar baixos niveis de ansiedade em animais

com concentracdes séricas de estradiol mais altas.

A ocitocina € outro hormdnio considerado por muitos pesquisadores ansiolitico,
como ja observado em estudos com camundongos. Sabe-se que o Ez pode aumentar seus
efeitos (McCarthy e cols., 1996), e a presenca de receptores de ocitocina ja foi verificada
na CeA (Roozendaal e cols., 1992). Trata-se de um neuropeptideo de nove aminoacidos
sintetizado principalmente por nucleos hipotalaminicos e liberados através da porgéo
posterior da glandula pituitaria, apresentando efeitos versateis, como ja descrito.
Inicialmente proposto como um importante ativador na lactagdo, e participacdo nas
contragdes uterinas (HAWKER & ROBERTSON, 1957). Diferentes estimulos levam a
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secrecdo de ocitocina: trabalho de parto, em resposta a suc¢do do mamilo da mée durante
a lactacdo, osmolaridade, (Lucio-Oliveira & Franci, 2012), durante orgasmo e eregéo
peniana (Caldwell, 1992). Nos ultimos anos tem sido verificado que situagdes de estresse
agudo levam ao aumento da secrecdo de ocitocina em humanos (Pierrehumbert e cols.,
2010) bem como em roedores também tem sido verificada essa elevacdo apresentando
efeitos ansioliticos, diminuindo ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (Windle e
cols., 2004). O tratamento de animais com estradiol aumenta o ndmero de locais de
ligacdo para ocitocina em sitios como nucleo ventromedial do hipotalamo e complexo
amigdaloide (de Kloet e cols., 1985; Patchev e cols., 1993). Dessa maneira, animais OVX
tendem a apresentar reducdo dos sitios de ligacdo para ocitocina em resposta ao declinio
hormonal e aumento de sitios de ligacdo 5- HT 1a 0 que seria a, em parte, responsavel

por maior ansiedade nesses animais.

Para o parametro de fuga, que nos indica respostas do tipo panico, avaliado através
da medida do tempo de laténcia de saida do braco aberto do LTE, ndo observamos
qualquer alteracdo neste teste entre animais Sham e OVX que receberam tratamento
salina (figura 42). Corroborando com nossos resultados, (Daendee e cols., 2013)
demonstraram em animais castrados que o tempo de fuga do braco aberto do LTE, ndo se
altera em diferentes tempos de OVX. Entretanto, em outras pesquisas, animais sham no
proestro (com flutuagdes normais de E») tiveram aumento no tempo de laténcia de saida
do brago aberto do LTE, indicando comportamento mais panicolitico (Pandaranandaka e
cols., 2009).

O teste de memoéria de esquiva inibitoria, realizado 24h apds os testes
comportamentais no LTE, mostrou que ap6s duas semanas de OV X, houve maior tempo
de laténcia na esquiva no braco fechado, indicando que o estimulo de ansiedade se
manteve 24 h ap6s, em comparacao ao grupo sham (figura 43). Em adi¢cdo, novamente

ndo observamos alteracdes nos padrbes de comportamento de fuga.

Em resposta a microinjecdo de E, (0,5 pmol/100 nl) na CeA, animais OVX
mostraram tempo de laténcia de saida do brago aberto maiores (esq 2 da figura 45) em
comparagdo aos animais sham. Dado que mostra que a microinjecéo de E» na CeA néo
foi capaz de reduzir o tempo de saida do braco fechado dos animais OVX no LTE,
caracterizando os animais OV X como mais ansiosos e que 0 E> ndo atua diretamente na

CeA como um substrato ansiolitico. Entretanto, estudos do LFC, mostraram que 0
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tratamento com E> no nucleo dorsal da rafe (NDR) reduz comportamentos ansiosos em

ratas com restri¢do alimentar e niveis hormonais reduzidos (Campos G.S.V., 2015).

J4 0 comportamento de pénico para esses animais sob microinjecdo com Eo,
observamos que em animais sham houveram reduc6es no tempo de laténcia de saida do
braco aberto, indicando um comportamento panicolitico comparado aos animais OVX
que também receberam E>. De fato, foi observado que o tratamento agudo com E> pode
exercer a¢Oes panicogénicas ao invés de panicoliticas, porém essa premissa foi observada
em animais OVX e ndo em animais sham (Kalandakanond-Thongsong e cols., 2012b).
Importante lembrarmos que em nosso trabalno mesmo a andlise entre animais sham
tratados com salina e animais sham tratados com E», aqueles tratados com E; tiveram seu
tempo de fuga do brago aberto do LTE reduzidos, confirmando tal comportamento
panicolitico.

Ja em relacdo ao teste de memoria de esquiva inibitoria no LTE realizados com
24h mostrou que os animais OVX, mesmo apds tratamento com E> na CeA,
permaneceram com tempo de laténcia de saida do braco fechado maiores que 0s
observados para os animais sham que receberam E, Dado esse que nos remete nao

prejuizo da memoria em relacdo ao dia precedente.

A reexposicdo dos animais ao teste de fuga (o que ndo se caracteriza como
memoria no LTE) levou a reducdo no tempo de fuga dos animais sham que receberam E»
em relacdo aos animais OVX que receberam E2, mantendo o mesmo padrdo do dia

anterior.

Por fim, quando efetuamos a andlise separadamente dos tempos que esquiva
inibitdéria dos animais OVX que receberam salina ou E>. Observamos no teste (esq 2)
elevacdo no tempo de laténcia de saida do braco fechado nos animais que receberam
tratamento com E», indicando comportamento mais ansioso desses animais. Diferindo de
dados da literatura que mostram que o tratamento agudo ou crdnico reduz o tempo de
saida do brago fechado, (Kalandakanond-Thongsong e cols., 2012b) observamos que
apos tratamento in situ na CeA, esse tempo torna-se elevado (figura 47). Vale lembrarmos
que dentre as vias de efeitos mediados pelos estrogenos, génomica e ndo gendmica o
tempo de agdo pode levar de 5 a 15 min na via ndo gendmica a 3 horas na via genémica.

Entdo é possivel que alguns efeitos comportamentais poderiam ser observados em curto
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prazo e outros ndo, ja que alguns estudos tém administrado E; 48h antes dos testes

comportamentais (Walf & Frye, 2005).

Ja em relagdo ao teste de memoria, analisamos o teste (esq 2), e comparamos ao
tempo de esquiva inibitdria 24h ap6s (memoria). Observamos que para os animais OV X
0 padrdo de ansiedade medido pelo tempo de laténcia de saida dos bracos fechados nédo
se altera, mostrando que ndo houveram alteracGes rapidas atribuidas serem ndo genémicas

nem posteriores, gendmicas.

Concluimos, assim, que o tratamento in sito na CeA nao alterou o comportamento
de ansiedade observado nos animais OVX em 20min e nem ap6s 24h. Contudo
observamos redugdes nos tempos de fuga do brago aberto em animais sham.

Estendendo- se a analise comportamental agora para a locomogdo dos animais em
campo aberto, observamos gue animais ap0s duas semanas de OV X apresentam distancia
de ambulacdo inferiores as distancias percorridas pelos animais sham, e que apés 20
minutos da microinjecdo bilateral de E> (0,5 pmol/100 nl) o padrdo de locomocgao nos
animais OV X se iguala aos animais sham (figura 48 A e B). De fato, é bem documentado
na literatura que os estrégenos regulam atividade locomotora em roda tanto em fémeas
guanto em machos. Somando-se a isso, fémeas sdo mais ativas no proestro, fase em que
sdo encontradas maiores concentragdes hormonais (Al-Mohaisen e cols., 2000; Wollnik
& Turek, 1988). Entretanto, trabalhos realizados em fémeas jovens gonadectomizadas e
machos, o tratamento com estradiol tem sido relatado aumentar a atividade locomotora
revertendo os efeitos deletérios sobre o corpo (Akaishi & Sakuma, 1985b; Rodier, 1lI,
1971; Greising e cols., 2011).

Em 1975, Blizard realizando testes em campo aberto mostrou que, ap0s castracao
cirdrgica de ratas, essas passam a ter um padrdo de locomocao inferiores, igualando a
locomocdo observada em machos, que séo naturalmente menos ativos neste teste (Blizard
e cols., 1975Db).

O estradiol pode controlar a atividade locomotora ou na roda através de diversos
mecanismos. E importante ressaltar que a atividade locomotora em campo aberto é
realizada em um ambiente ndo familiar para o animal, o que poderia trazer efeitos
emocionais e de comportamento para o teste e a atividade em roda é avaliada em sua

propria gaiola. Interessantemente, a administracdo de E> na area pré-optica medial
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(mPOA) aumentou a atividade em roda, porem ndo modificou os padrbes de locomocao
em campo aberto (Fahrbach e cols., 1985). Com esses dados, parece que a regulagéo
estrogénica sobre a atividade em roda esta primeiramente localizada na mPOA, enquanto
a atividade locomotora no campo aberto pode estar localizada em outras regides cerebrais
(Ogawa e cols., 2003).

E importante sempre lembrarmos que dois tipos diferentes de receptores para o Ex
s&o expressos nas mais variadas partes do SNC, o0 ER-a e o ER-B, e que podem apresentar
diferentes a¢bes quando estimulados. Pensando nisso, Ogawa e colaboradores em 2003,
fazendo uso de animais Knockout para receptores ER-a. ou ER-3 mostraram que a delecao
de receptores ER-a induz a menor atividade locomotora em campo aberto e roda quando
comparados a camundongos selvagens e tambeém aos animais KO para ER-f. (Ogawa e
cols., 2003).

Partido desse ponto, e que a CeA é uma importante area de controle emocional
em situacdes estressoras e com presenca marcante de receptores ER-o (Merchenthaler e
cols., 2004; Shughrue e cols., 1997), concluimos que de certo modo a acédo direta de E>
possivelmente em receptores do tipo ER-a na CeA alteram o padrdo de locomogéo desses
animais. Vale destacar que fazendo uso do programa Image J o do plugin Animal Tracker
foi possivel avaliar também a velocidade de locomog¢do que se mostrou diretamente
proporcional a distancia percorrida dos animais. Além de se locomoverem por menor
distancia, os animais OVX se locomoveram mais lentamente quando comparados aos
animais sham e apds administracdo in situ de E tanto locomocdo quanto a velocidade de
ambulacdo das ratas ficaram semelhantes.

6- CONCLUSAO

Este estudo indica que a microinjecdo de estradiol na CeA foi capaz de produzir reducoes
da PAM e FC basais, 24 horas apds sua administracao, tanto em animais sham quanto em
animais OVX com 2 semanas de cirurgia. Ao passar de dois meses, as respostas
hipotensoras e bradicardicas tornaram-se reduzidas até se anularem aos oito meses.
Notamos através os deltas de variacfes da PAM e FC que animais sob maiores tempos
de OV X apresentam maximas respostas hipertensoras e taquicardicas ao estresse 24 horas
apo6s administracdo de estradiol. Observamos nos testes comportamentais que animais
OVX apresentam maior grau de ansiedade com elevacdo tempo de laténcia de saida do

braco fechado e que apesar de inimeros trabalhos mostrarem efeitos ansioliticos do
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estradiol em outras regides cerebrais, quando o administramos diretamente na CeA néo
exibiu tais efeitos, apresentando, em contrapartida, certo potencial ansiogénico em
animais OVX. Lembramos ainda que animais OVX se locomovem menos e mais
lentamente que animais sham e a microinjegédo E> (0,5 pmol/100 nl) na CeA foi capaz de
normalizar os padrées de ambulacdo e velocidade dos animais. Concluimos que, o
estradiol atuando na CeA, exerce forte modulagdo em respostas autondémicas cardiacas
tanto em valores basais quando em respostas a situagOes estressoras, provavelmente
através de receptores do tipo ER-a e que também desemprenha importante papel no

controle das atividades locomotoras dos animais atuando na CeA.
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