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Se nada mudar, invente.

E quando mudar, entenda.

Se ficar dificil, enfrente.

E quando ficar facil, agradega.
Se a tristeza rondar, alegre-se.
E quando ficar alegre, contagie.
Se o caminho for longo, persista.
E quando chegar, comemore.

Se achar que acabou, recomece.
E quando recomegar, acredite.”
(Autor desconhecido)

"... que quando nossas pernas estiverem cansadas,
possamos caminhar com a forga que existe em nosso
coragdo. Quando nosso coragdo estiver cansado, possamos
mesmo assim, seguir adiante com a forga da Fél”
(Autor desconhecido)






RESUMO

Os esterdides ovarianos promovem neuroprotecdo a diversos sistemas
como o serotonérgico e noradrenérgico, que sdo importantes na
modulag@o dos transtornos de humor e em processos cognitivos. Sabe-se
que na menopausa, ocorre um declinio dos niveis circulantes de
estrogeno e progesterona, predispondo as mulheres a aumentos de
ansiedade e a déficits de memodria. A droga ovotéxica 4-
vinilciclohexano diepoxido (VCD) produz falha ovariana precoce em
roedores e tem sido utilizada como ferramenta para o estudo das
alteracdes neuroenddcrinas e comportamentais decorrentes da
menopausa. Os objetivos do presente trabalho foram estudar os efeitos
da falha ovariana causada pelo VCD sobre comportamentos
relacionados a ansiedade e depressdo, e sobre aspectos cognitivos. Ratas
Wistar foram tratadas com VCD (160 mg/Kg peso corpdreo) ou veiculo
por 15 dias consecutivos a partir do 28° dia de vida e estudadas 80 ou
150 dias apdés o inicio do tratamento, periodos equivalentes a
perimenopausa € menopausa, respectivamente. Foram aplicados os
testes comportamentais de ingestdo alimentar em ambiente ndo-familiar,
para avaliacdo do comportamento ansioso; de preferéncia entre
estimulos apetitivo e social, para avaliagdo de possiveis alteragdes
psicossociais; e o teste de reconhecimento de objetos, para andlise da
memoria, no periodo de 80 dias apds o tratamento com VCD. O teste de
memoria foi realizado também quando as fémeas completaram 150 dias
apés o tratamento com VCD. Foi administrado um ansiolitico
(Dormonid injetavel, Roche) para verificacdo da reversdo de possiveis
efeitos ansiogé€nicos. Tanto ratas controle quanto tratadas com VCD
apresentaram inibicdo da ingestdo no ambiente nao-familiar, ou seja, as
flutuacdes hormonais resultantes da falha ovariana ndo afetaram esta
resposta. Ratas tratadas com VCD apresentaram aumento na frequéncia
de imobilizacdo e na laténcia para investigar a fémea co-especifica,
indicando que este possa ter exercido um efeito aversivo, confirmado
pela reversdo desta resposta pelo ansiolitico. A falha ovariana nio levou
a déficit de memdria, seja no periodo relativo a perimenopausa ou a
menopausa precoce € o comportamento exploratério geral das ratas
também ndo foi afetado significativamente pelo VCD. Assim, pode-se
concluir que a falha ovariana ndo leva a aumento dos niveis de
ansiedade, pelo menos no contexto estudado, ou a déficits de memdria,
mas o desequilibrio hormonal na perimenopausa parece aumentar a
reatividade aversiva das ratas a presenca de co-especificos familiares.
Assim, o desequilibrio hormonal das fémeas tratadas com VCD parece



afetar um conjunto complexo de fatores cognitivos envolvidos com o
processo de socializacdo, mas as respostas sdo dependentes ndo sé das
dreas cerebrais em que atuam, mas também do tipo de teste
comportamental que se utiliza para estuda-los.

Palavras- chave: VCD, perimenopausa, ansiedade, memoria,
menopausa.



ABSTRACT

The ovarian steroids promote neuroprotection to the serotonergic and
noradrenergic systems, which are important to modulate mood disorders
and cognitive processes. During menopause, there is a decrease in
estrogen (E) and progesterone (P) circulating levels, predisposing
women to increased levels of anxiety and memory deficits. The drug 4-
vinylcyclohexane diepoxide (VCD) is toxic to the ovaries, producing
premature ovarian failure in rodents, and has been used as a tool to
study neuroendocrine and behavioral changes due to menopause. We
aimed to study the effects of ovarian failure caused by VCD on
behavioral categories related to anxiety and depression, as well as on
cognitive aspects. Female Wistar rats (28 days old) were treated with
VCD (160 mg / kg body weight) or vehicle for 15 consecutive days and
studied 80 and 150 days after the onset of the treatment. The following
behavioral tests were applied: food intake in unfamiliar environment, in
order to assess the anxiety behavior; preference test, between appetitive
and social stimuli, to assess possible psychosocial changes; and the
object recognition test, to analyze memory. An anxiolytic drug
(Midazolam,, Roche) was administered to the rats in order to verify the
reversion of possible anxiogenic effects. Both rats, treated with VCD
and controls, showed inhibition of food intake in the unfamiliar
environment, suggesting that hormonal fluctuations resulted from
ovarian failure do not seem to affect this response. VCD rats showed an
increase in the frequency of immobilization and latency to investigate
the female co-specific, indicating that they may have had an aversive
effect. This data was confirmed by the reversion of this response by the
anxiolytic drug. Ovarian failure did not lead to memory deficits, either
in the period related to perimenopause or early menopause. General
exploratory behavior was not significantly affected by the VCD. Thus, it
can be concluded that ovarian failure does not lead to increased levels of
anxiety or memory deficits, at least in the context studied. However,
perimenopausal hormonal imbalance seems to lead to an aversive
reaction to familiar co-specifics. Thus, the hormonal imbalance of VCD
females appears to affect a complex set of cognitive factors involved in
the process of socialization. The behavioral responses are dependent not
only on the brain areas where these hormones operate, but also on the
type of test that is used as a tool.

Key words: VCD, perimenopause, anxiety, memory, menopause.
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1 INTRODUCAO
1.1 HISTORICO DA MENOPAUSA

Os primeiros estudos cientificos sobre a menopausa datam do
séc. XVIII, embora naquela época, ndo se empregasse o termo
menopausa, mas sim “transtornos oriundos do término da menstruagao”.
No ano de 1710, na Franca, Simon Daniel Titus escreveu a primeira tese
sobre os transtornos oriundos do término da menstruagdo. A partir dessa
publicacdo, vdrios estudiosos pesquisaram e escreveram sobre o tema,
ficando o séc. XVIII conhecido por muitos pesquisadores como “Século
da Menstruacdo” (ANARTE, 1994; DE LA GANDARA et al., 1997).

Durante o séc. XX, especificamente na década de 1930, com a
descoberta do hormonio sintético, surgiram vdrias pesquisas que deram
um incremento ao uso dos hormonios sintéticos de estrégenos. Ainda,
na década de 1960, os estudos sobre a menopausa foram sendo
diversificados e divididos em 3 grupos: o primeiro centrava-se
basicamente nos aspectos bioldgicos da menopausa, geralmente
considerando-a uma consequéncia direta da queda hormonal. O segundo
grupo tratava os sintomas psicolégicos, procurando relaciond-los com a
queda hormonal. O terceiro grupo procurava um sintoma sociolégico
para a causa, proporcionando uma visdo fragmentada sobre o tema,
(CAROLAN, 1994; FREIXAS, 1992).

Climatério € definido como um conjunto de alteracdes somadticas
e psiquicas que se observam na parte terminal do periodo reprodutivo da
mulher. E igualmente visto como o periodo que antecede, acompanha e
precede a menopausa (CATAO, 2008).

Segundo o modelo biomédico, menopausa é o periodo onde as
menstruagdes cessam, sendo estas, consequéncia de uma reducgio
gradual do funcionamento dos ovdrios, verificando-se uma diminui¢do
da maturacgdo e liberagdo mensal dos foliculos ovarianos e da producio
de estrégenos (PIMENTA, LEAL e BRANCO, 2007). GIACOMINI E
MELLA (2006) destacam que o “climatério tem inicio com o cessar da
funcao reprodutiva e termina com a adaptacdo do organismo a auséncia
de gonadas”. Isso ocorre na mulher por volta dos 45 anos, mas ndo
existe uma regra para o tempo de duracdo desta fase. Varios autores
definem a menopausa como a data da dltima menstruagdo, ou seja,
quando acontece o ultimo ciclo menstrual da mulher significa que ela
entrou na menopausa, periodo em que ocorre no ovario uma queda na
producdo dos hormonios femininos: o estrégeno e a progesterona
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(WORLD HEALTH ORGANIZATION,1996; DENNERSTEIN,1996;
PINOTTI E FONSECA,1998; AVIS, 1999; NIH, 2005).

A demarcacdo da menopausa, na mulher, ¢ feita de forma
retrospectiva, pois ndo existe um indicador direto e especifico de seu
inicio. Apdés doze meses de amenorréia, sem ser decorrente de uma
causa patoldgica ou fisiologica especifica, a tultima menstruacdo &
caracterizada como periodo final da menstruacio e determina a
instalacdo da menopausa (BURGER et al., 2002).

Em 2001, foi realizado o Estages of Reproductive Aging
Workshop (STRAW), um consenso de especialistas que propds uma
divisdo em tré€s fases, baseando-se em critérios de alteracdo dos fatores
bioquimicos, enddcrinos, fisioldgicos, fertilidade e na alteracdo da
anatomia uterina e ovariana (SOULES et al., 2001). Séo eles:

-periodo reprodutivo: inicia-se com a menarca até o inicio da
perimenopausa (onde se inicia os periodos das alteragdes hormonais e
variacdo dos ciclos menstruais).

-transicdo menopausal: periodo em que se observa o aumento dos
niveis do horménio foliculo estimulante (FSH) e o aumento na
variabilidade da duragdo dos ciclos menstruais. A transicdo para a
menopausa ¢ a dltima menstruagao.

-p6s- menopausa: periodo que se segue a partir da udltima
menstruagdo.

De acordo com o STRAW, SOULES et al.(2001), a tabela a
seguir demonstra os estdgios reprodutivos na mulher:



| Menopausa

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2
Termino Idade reprodutiva Transi¢ao menopausal Pés- menopausa
logia Ticil Pico | Tardia Ticial Tarda Inicial | Tardia
Perimenopausa
Duragéo Variavel Variavel 1 4 A
do t
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al n
n| o a
of s
m
o
r
t
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Ciclos Regular Regular Duragéo Amenorréia
menstru ou dos ciclos > 2 ciclos
h variavel > alternados e
ais variavel > intervalo de
7 dias amenorréia >
diferente 60 dias
do normal
Endécri FHS normal ‘ 1 FSH 1 FSH 1 FSH
no

Figura 1: Estagios/nomenclatura da idade reprodutiva normal da
mulher, segundo o STRAW, (SOULES et al. 2001).

Segundo Soules et al. (2001); o STRAW propde que os termos
climatério e perimenopausa ndo sejam utilizados em trabalhos
cientificos, mas como nao hd um consenso internacional que determine
sua aboli¢do, estes termos sdo utilizados em vdarias publicacdes
internacionais.

1.2 FISIOLOGIA DO CLIMATERIO E DA MENOPAUSA

Durante a vida reprodutiva da mulher, todos os 6vulos produzidos
sdo originados dos odcitos primdrios, presentes nos ovdrios, desde o
periodo gestacional. Os odcitos estdo envolvidos em uma camada de
células da granulosa para formar os foliculos primordiais (BAGNOLI e
FONSECA, 1999). No quinto més de gestacdo, existem em torno de 6 a
7 milhdes de elementos germinativos, que desde o sétimo més de
gestacdo até a menopausa, diminuem continuamente devido ao processo
de atresia folicular. Ao nascimento, restam em torno de 1 & 2 milhdes de
células, nimero que chega a 300 mil apds a passagem da puberdade
(MCKINLAY, 1996). Nessa fase, as células germinativas podem
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permanecer latentes, serem recrutadas para a ovulagdo ou destruidas por
apoptose. Durante a vida da mulher, ndo ocorre regeneracido de odcitos
(ROSEN e CEDARS, 2006).

Segundo BAGNOLI e FONSECA (1999), o ovdrio consiste de
foliculos esféricos embebidos em um estroma, circundado por uma
membrana envolvendo um gameta (odcito, ovo, 6vulo). Cada ciclo tem,
em média, um més de duracdo, envolvendo a ovulogénese e a
preparacgdo do ttero para receber um 6vulo fertilizado. Isto é controlado
pela secrecdo ritmica dos hormdnios estrégeno e progesterona,
produzidos pelos ovdrios e que causam alteracdes nos 6rgaos efetores
do sistema reprodutor (vagina, muco cervical, centro térmico
hipotalamico e endométrio).

O sistema hormonal feminino, assim como o masculino, €
constituido por uma hierarquia hormonal. O hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), € liberado pelo hipotdlamo, estimulando a
adenohipdfise a liberar os horménios FSH e LH, ambos secretados em
resposta ao GnRH. O FSH e LH, atuam sobre os ovarios, liberando os
hormdnios estrégeno e progesterona, respectivamente, (RANCE, 2009;
BAKER, 2007).

Hipotalamo

l GnRH

Adenohipofise

| l

FZ=H LH
D v anos
Estrogenos Frogesterona

Figura 2: Representacdo esquemadtica do controle hormonal do sistema
reprodutivo da mulher. Adaptado de (GUYTON, 2002).



Conforme ocorrem as flutuacdes hormonais, o ciclo menstrual é
dividido em fases. FRANKOVICH e LEBRUN (2000), consideram
duas fases: folicular e Iitea. A fase folicular compreende o periodo de
menstruagcdo até a ovulagdo, inclusive. A fase ldtea inicia logo apds a
ovulagdo e vai até nova menstruacdo. Os hormonios mais atuantes na
fase folicular sdo o FSH e o estrégeno, que possibilitam o crescimento
do foliculo ovariano. O LH atua mais tardiamente possibilitando a
liberacdo do 6vulo maduro e consequentemente, a ovulagdo. Na fase
litea, ocorre maior concentragdo de progestrona e pouca do estrégeno.
Estes diminuem devido a regressdo do corpo liteo (na auséncia de
fecundacdo), gerando a degeneragdo do endométrio, fisiologicamente
representado pela menstruagdo, (SAMPAIO, 2002).

Aproximadamente apds 400 ovulacdes, a capacidade dos ovéarios
¢ drasticamente diminuida, reduzindo-se a populagcdo folicular e a
responsividade a a¢do das gonadotrofinas. Essas alteracdes conduzem a
reducdo da inibina B circulante, que é um hormdnio produzido pelas
células da teca e da granulosa dos foliculos ovarianos, cuja funcio
principal € a inibicdo da producdo de hormonio foliculo-estimulante
(FSH) pela hipéfise; (OVERLIE et al. 2005; PORTER e REES 2002),
determinando o aumento dos niveis do FSH e o processo de atresia
folicular.

E sabido que ocorre uma progressiva reducio da fertilidade ao
longo da vida da mulher (SANTORO, 2003). A primeira alteracio
mensurdvel do envelhecimento reprodutivo da mulher € observada
quando ocorre 0 aumento nos niveis séricos do hormonio FSH, cerca de
2 anos antes do término da menstruagdo. BURGER et al. (2002), define
essas alteracdes como um mecanismo compensatdrio em resposta ao
aumento dos niveis circulantes de inibina. Os niveis de estrégeno nao
estdo diminuidos ainda nessa fase, segundo SANTORO (2005);
podendo-se por vezes apresentar-se elevados. Ainda segundo este autor,
a elevagdo do FSH resulta de uma hiper-estimulagdo folicular,
produzindo alteragdes no ciclo menstrual, evidenciadas por ovula¢des
precoces e concomitante encurtamento da fase folicular. Nesse periodo,
em torno de 1 a 5 anos antes da menopausa, ocorre um aumento no
nimero dos ciclos anovulatérios, que conduzem a uma maior
quantidade de ciclos menstruais e padrdes irregulares de fluxo menstrual
(BACHMANN e LEIBLUM, 2004). Nos estagios finais da transi¢do
menopausal, pode-se constatar a cldssica diminuicdo dos niveis
estrogénicos. Este estdgio de hipo- estrogenemia é o que mais
consistentemente se relaciona com a sintomatologia associada ao
climatério (SANTORO, 2005). Quando a faléncia do desenvolvimento
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folicular ocorre e a producdo do estrégeno ndo é suficiente para
estimular o endométrio, instala-se a amenorréia definitiva PORTER e
REES (2002), embora a mulher continue produzindo estrégeno a partir
da aromatizacio dos androgénios, (BRANCROFT ¢ CAWOOD, 1996).
O hormonio anti-miilleriano € outro marcador de reservas ovarianas e
seus niveis séricos comecam a diminuir cerca de cinco anos antes da
ultima menstruacdo. Este é produzido nas células da granulosa dos
foliculos ovarianos unicamente durante seu crescimento e reflete a
transi¢do do repouso para o crescimento dos foliculos primordiais
(SOWERS et al. 2008; RANCE, 2009). A faléncia ovariana promove
uma mudanga na composi¢io das gonadotrofinas para isoformas écidas,
retardando a depuracio do LH da circulagdo. Mesmo os ovdrios
entrando em faléncia, o eixo hipotdlomo- hipéfise ainda responde aos
hormdnios estrégeno e progesterona exégenos (RANCE, 2009). Alguns
autores afirmam que ocorre diminuicdo da freqiiéncia e amplitude de
pulso dos pulsos de GnRH com o envelhecimento (HALL et al., 2009;
GILL et al. 2009 a; GILL et al. 2009b; DOWS e WISE, 2009).

GIACOMINI e MELLA (2006) destacam que o periodo que
antecede a menopausa é marcado por sintomas que refletem diretamente
na funcionalidade dos ovdrios. Os sintomas observados ndo sdo os
mesmos em todas as mulheres, visto que a irregularidade menstrual é o
sintoma mais comum nestas mulheres, atingindo 90% delas. Os
sintomas que acompanham a menopausa sao diversos e podem variar da
falta de estrégeno ao contexto sociocultural e familiar onde a mulher
estd inserida.

KOSS (2004), evidencia que as oscilagdes hormonais dificultam
o controle hipotalamico da temperatura corporal (sintomas como as
ondas de calor ou fogachos), o ritmo de sono e a composicdo do sangue,
também afetam o comportamento apresentando alteracdes de humor,
como ansiedade e depressdo. Além disso, sem estrogeno, oS 0SSOS
podem ficar porosos, os problemas cardiovasculares aumentam, a vagina
desenvolve menos umidade, a pele fica mais seca e delgada. A
severidade dos sintomas (fogachos e ressecamento vaginal) pode estar
relacionada com os niveis hormonais de FSH e estr6geno nos anos que
precedem e que sucedem a menopausa. Porém, antes do inicio dos ciclos
irregulares, a fertilidade comega a diminuir e as concentragdes destes
hormonios se apresentam aumentadas (SABIA et al. 2007).

De acordo com GIACOMINI e MELLA (2006) os sintomas
relacionados as altera¢des comportamentais na menopausa sao sintomas
subjetivos — como alteracdes de humor ou depressdo. Além disso,
afirmam que os fogachos e outros sintomas agudos associados ao



periodo da perimenopausa frequentemente se tornam mais intensos
préximos da menopausa, quando os niveis de estrogeno circulante caem
subitamente. Os hormonios estrogeno e progesterona estdo presentes no
sistema nervoso central (SNC), interagindo com o0s sistemas
serotonérgico, noradrenérgico e colinérgico de receptores e
neurotransmissores. Sabendo que ambos os hormdnios estdo envolvidos
na modulacdo do humor e no ajuste da termorregulacdo, conclui-se que
estes mecanismos possam ser modulados tanto pela serotonina quanto
pelo estrégeno, porque quando ocorre diminui¢do de seus niveis,
acontecem tanto altera¢des de humor quanto fogachos (DEECHER et al.
2008; COHEN et al. 2006).

O estrégeno promove um efeito neuroprotetor, DUBAL e WISE
(2001), e a sua falta permite que mulheres na menopausa sejam mais
vulnerdveis a distdrbios neurodegenerativos, tais como as doengas de
Alzheimer, Parkinson, e acidente vascular cerebral (ZHANG et al.
1998a; WISE et al. 2001b). J4 foi demonstrado que a progesterona tem
acdo protetora em neurdnios serotonérgicos do nicleo dorsal da rafe
(LIMA e BETHEA 2010).

Dados clinicos comprovam a relacdo entre os hormdnios
ovarianos e a modulacdo do estado afetivo, ja que alteragdes nos niveis
de estrégeno e progesterona circulantes t€ém impacto direto sobre o
sistema serotonérgico (HALBREICH et al. 1990; HALBREICH et al.
1995). Esta relagdo tem impacto importante sobre a incidéncia de
transtornos de humor como a ansiedade. Dados de experimentagdo
animal suportam esta idéia, tanto em ratos (BIRZNIECE et al. 2001;
KLINK et al. 2002b; KLINK et al. 2002; RAMIREZ ¢ CARRER 1982;
ROBICHAUD e DEBONNEL 2005, quanto em primatas ndo humanos
(BETHEA et al. 1998; BETHEA et al. 2002; BETHEA e REDDY 2008
e LIMA e BETHEA 2010).

Os sintomas psicoldgicos na menopausa podem ser moderados ou
intensos, pois as oscilagdes dos niveis hormonais causam desde a
insdnia (talvez associada as ondas de calor) até a depressdo,
(CATALDO NETO et al. 2003). Os sintomas mais comuns na
menopausa sdo a ansiedade, depressdo, irritabilidade e insOnia,
(CATALDO NETO et al. 2003). Destaca-se ainda que estes sejam
sintomas comuns, pois a mulher passa por inimeras alteracdes, desde a
perda da capacidade reprodutiva, a saida dos filhos de casa, o aumento
de peso, dentre as indmeras alteragdes que o organismo e a idade lhe
atribuem. A osteoporose € outra doenga que se acentua com a chegada
da menopausa, pois € uma doenga comum da meia idade, porém estudos
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mostram que ela pode se apresentar mais acentuada com a baixa
produgdo hormonal (DAHLKE, 2000).

Apenas 10% das mulheres sauddveis desenvolvem sintomas
depressivos na menopausa, pois os sintomas descritos anteriormente
afetam a mulher levemente, sendo que a maioria ndo corre riscos de
ficar deprimida (MATTHEWS, 2000). Em contrapartida, varios autores
afirmam que uma porcentagem significativa de mulheres pode
apresentar sintomas depressivos durante o0s primeiros anos da
perimenopausa e da pds-menopausa, e cerca de 26% das mulheres
apresenta-os mais de duas vezes durante o climatério (PIMENTA,
LEAL e BRANCO, 2007). Outros autores acrescentam que as alteracdes
de humor ndo se devem somente ao estado da menopausa, mas estdo
relacionadas com a forma como a mulher percebe a menopausa, bem
como O contexto em que a pessoa estd incluida e os acontecimentos
significativos que sucederam em sua vida (DEEKS, 2003; GOLUB,
1992).

1.3 ANSIEDADE E MENOPAUSA

Ansiedade € um estado emocional com componentes
psicoldgicos e fisioldgicos que fazem parte do desenvolvimento do
individuo e que podem se tornar patoldgicos quando ocorrem de forma
exagerada (ANDRADE e GORENSTEIN 1998). Pode ainda ser
considerada um problema psicolégico que se traduz por um sentimento
de medo ou inseguranca, sem motivo real (FREEMAN et al., 2005). A
ansiedade tem intensidade e duracdo varidveis, de acordo com MOORE
e FINE (1992), que relatam que pode manifestar-se psicoldgica e
fisiologicamente, como por exemplo, com sudorese nas extremidades. A
ansiedade normal faz parte da vida, e na medida adequada, aumenta a
capacidade de realizacdo do individuo, motivando-o para o trabalho e
para alcancar suas metas e objetivos JUANG et al, 2005). A
ansiedade envolve tanto aspectos biolégicos quanto psicossociais. Nos
aspectos bioldgicos, varios sdo os neurotransmissores que a controlam,
sendo os mais atuantes a serotonina e o dcido gamaaminobutirico
(GABA), (GRAEFF ¢ BRANDAO 1997). Ambos controlam a resposta
ao estresse e qualquer reducio ou supressdo continua ou temporaria de
um deles pode resultar em ansiedade, manifestando-se clinicamente nos
sintomas cardiovasculares, musculares e gastrointestinais (JUANG et
al., 2005).

Estudos apontam que 2 a 4% da populagdo mundial apresentam
ansiedade e que 20 a 38% das mulheres adultas se queixam dela. A



prevaléncia € varidvel na transicdo menopausal, alcancando de 11,8 a
53,7% das mulheres (TANGEN e MYKLETUN 2008). Em mulheres
na perimenopausa os transtornos de ansiedade sdo mais recorrentes,
devido aos varios desequilibrios emocionais gerados pela aposentadoria,
saida dos filhos de casa e perdas familiares (JUANG et al., 2005). As
alteracdes hormonais, como a queda do estrégeno podem agravar o
surgimento e persisténcia do sintoma, ndo sendo a causa principal,
(VERAS et al., 2006). HALBREICH et al. (2000), consideram que a
queda do estrégeno exerce impacto direto sobre o surgimento da
ansiedade, em fung¢@o de seu efeito ansiolitico.

Embora existam diversos testes experimentais para avaliar a
ansiedade, o teste de ingestdo alimentar em ambiente ndo-familiar é
bastante simples, sensivel e confidvel (BODNOFF et al., 1988;
BODNOFF et al., 1989). No entanto, o uso de privagdo de dgua ou de
alimento antes do teste, a fim de estimular a ingestdo, caracteriza um
elemento estressor indesejavel. Assim, MERALI et al. (2003)
desenvolveram uma modificacdo na qual a ingestdo € estimulada pela
presenca de um alimento altamente palatdvel. Estes autores observaram
que, quando oferecido na caixa habitual, o “home-cage”, o alimento é
rapidamente consumido. No entanto, quando oferecido em um ambiente
ndo familiar, h4 um aumento de 5-10 vezes na laténcia para consumir o
alimento, sugerindo um aumento dos niveis de ansiedade e conseqiiente
inibicdo do comportamento de ingestdo. Este resultado foi comprovado
quando o tratamento crdonico com ansioliticos atenuou o aumento da
ansiedade no ambiente nao-familiar (MERALI et al., 2003).

1.4 DEPRESSAO E MENOPAUSA

O Cédigo Internacional de Doengas - CID 10 (1997), define a
depressdo como um rebaixamento do humor, reducdo da energia e
diminuicao da atividade. Nos dltimos anos, a depressdo vem merecendo
mais atengdo por ser um agravo sério que incapacita e gera alto custo
social e econdmico (KAPLAN et al., 1997). Os sintomas relacionados a
depressdo podem surgir nas diferentes fases da vida reprodutiva da
mulher, sendo os principais: transicio menopausal, pds parto e na
segunda fase do ciclo menstrual, devido as flutuacdes hormonais que
ocorrem nesses periodos (CAMARGOS et al., 2008).

De acordo com JUANG et al. (2005), os individuos depressivos
apresentam problemas relacionados a capacidade de memoria,
concentracdo, raciocinio elaborado e capacidade de decidir. Em 90%
dos casos, a ansiedade € comum. Durante a fase menopausal, devido ao
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declinio da produg@o dos hormdnios ovarianos, a depressao se apresenta
com maior freqiiéncia, também em func¢do das ondas de -calor,
irritabilidade e ins6nia (FREEMAN et al., 2005).

1.5 MEMORIA E MENOPAUSA

O estrégeno atua na estrutura e funcionamento do cérebro
podendo influenciar o mecanismo de ac¢do do sistema cognitivo das
mulheres elevando a concentragdo de acetilcolinotransferase, enzima
presente na sintese da acetilcolina, neurotransmissor envolvido nas
funcdes mnésticas, (fungdes de memoria episddica - que € a dificuldade
de realizar novos aprendizados sobre acontecimentos recentes, como
gravar as atividades realizadas no dltimo final de semana, e a
aprendizagem de novas informacdes), estando estes niveis bastante
reduzidos na doenca de Alzheimer, (WILLIAMS, 2001). Sabe-se que a
funcdo colinérgica € fundamental para o processo de aprendizagem e
formacgdo de memorias (SHERWIN 1996).

O estrégeno afeta a morfologia e a neurotransmissdo de 4reas
conhecidas por mediarem o funcionamento da memoria e da atengdo,
(WILLIAMS, 2001). O autor supracitado salienta que a presenca de
receptores de estrégeno em vdrias regides do cérebro, pode afetar varios
sistemas de neurotransmissores, como 0 serotonérgico,
catecolaminérgico e o gabaérgico, influenciando o sistema cognitivo nas
mulheres. Uma das alteragdes provocadas pelo estrégeno é aumentar o
nimero de espinhas dendriticas nos neurdnios CA1 do hipocampo apds
24-72 horas de sua aplicagdo. Os efeitos neurotréficos do estrégeno
podem explicar o efeito protetor contra o declinio da cognigdo
secunddrio a idade. Desta forma, os receptores de estrégeno e o fator de
crescimento neuronal sdo encontrados principalmente em neurdnios do
hipotdlamo e cértex cerebral, indicando que este hormdnio pode facilitar
as respostas neurotréficas (WILLIAMS, 2001).

Considera-se memodria o sistema de estocagem e recuperacio de
informagdes adquiridas através dos sentidos, proporcionando mudangas
no comportamento de seres humanos, bem como de outros animais,
(BADDELEY, 2008). Este mesmo autor afirma que a memoéria é
composta de vdrios sistemas interligados, cuja amplitude de duracio
varia de segundos a vida toda, e o sistema de estocagem pode ser desde
uma pequena lista a um sistema de memoria de longa duragdo, podendo
exceder a capacidade e flexibilidade de um computador. Além disso,
memdria € um processo de aquisicdo ou aprendizagem, ou seja, s se
grava aquilo que foi aprendido, além de formagdo, conservacdo e



evocacdo (lembranca, recuperacdo, recordacdo) da informacdo
(IZQUIERDO, 2002).

O teste de reconhecimento de objetos, utilizado para avaliar a
retencdo de memoria, faz uso do indice de reconhecimento (I.R.), como
uma medida direta da avaliagdo do tempo que o animal leva explorando
0 novo objeto, apds o periodo de habituacio, relacionado ao tempo total
que o animal leva explorando ambos os objetos. Essa medida € capaz de
avaliar diretamente o processo de reten¢do de memdria (BOTTON et al.,
2010; GASKIN et al., 2010; MUMBY et al., 2002; PITERKIN et al.,
2008; SCHINDLER et al., 2010). Neste teste, quando um estimulo
familiar e um novo estimulo sdo apresentados conjuntamente, 0 novo
estimulo serd mais explorado até a perda de sua novidade (ANTUNES e
BIALA, 2012).

O principio do teste de memoria e reconhecimento de objetos é
uma resposta dos comportamentos exploratorios de ratos. Os animais
tém uma tendéncia natural de gastar mais tempo explorando o objeto
recente do que explorando o objeto antigo (familiarizado), quando
existem duas escolhas (FERRO, M.M. et al., 1995). Quando os objetos
sdo familiares, os ratos podem lembrar a ordem temporal da exposi¢do
anterior e exibem uma preferéncia para o mais velho (MITCHELL,J.B.;
LATACONA,J, 1998). Este teste é um modelo muito utilizado na
investigacdo sobre alteracdes de memoria, podendo medir a memoria de
trabalho, ansiedade, atencdo e a preferéncia por novidade em roedores
SILVERS et al. (2007) e GOULART (2010), além da implicancia da
aplicacdo e tratamento realizado por farmacos e os danos causados a
nivel cerebral (GOULART, 2010).

1.6 ESTUDO DA MENOPAUSA COM MODELOS
ANIMAIS

Modelos experimentais de menopausa sdo amplamente utilizados
na pesquisa. Sao duas as formas mais comuns de indu¢do dos sintomas
semelhantes 2 menopausa em animais experimentais: o procedimento
cirdrgico representado pela ovariectomia, que promove uma interrup¢ao
dréstica da secre¢cdo hormonal e a indu¢do quimica, ocorrendo perda
progressiva da fungdo ovariana (ACOSTA et al., 2009; WRIGHT et al.,
2008).

Os modelos experimentais para o estudo da menopausa sdo em
grande parte baseados na inducdo cirdrgica, ndo representando a falha
progressiva da fun¢do ovariana que ocorre na menopausa natural. Ratas
ovariectomizadas nao representam fielmente os efeitos da transi¢do da
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menopausa natural, uma vez que a ovariectomia produz uma cessacio
rdpida e dramdtica da fung@o ovariana, ndo ocorrendo o declinio
hormonal gradual que ocorre na perimenopausa. Recentemente foi
demonstrado que o composto quimico 4- vinilciclohexano diepdéxido
(VCD) induz a perda gradativa da funcdo ovariana (ACOSTA et al.,
2009; HOYER e SIPES, 2007; MAYER et al., 2001; MAYER, L. et al,
2002). A exposicido de roedores a este composto tem sido utilizada
como um modelo experimental de menopausa quimica, pois ela diminui
significativamente o nimero de foliculos imaturos nos ovdrios de ratas e
camundongas, diminuindo, portanto, a reserva de foliculos para a
ovulagcdo (SPRINGER et al., 1996). Mamiferos nascem com um nimero
finito de foliculos primordiais e o esgotamento destes foliculos resulta
em uma faléncia ovariana e consequentemente na menopausa. Assim,
qualquer substincia toxica que atinja estes foliculos extensivamente
pode causar faléncia ovariana prematura THOMPSON et al. (2002),
acelerando assim o processo natural de atresia folicular (SPRINGER e?
al., 1996). No entanto, os mecanismos de a¢do do VCD para induzir a
toxicidade no foliculo sdo desconhecidos. O principal local de inducio
de apoptose parece ser o interior das células da granulosa (BILLING et
al., 1993). Embora néo seja um desregulador enddcrino direto, o VCD
pode também reduzir o peso do ttero e pode interromper ciclos estrais
normais em ratas adultas (MAYER er al.,, 2001).

A destruicdo folicular induzida pela acdo do VCD pode resultar
da ruptura do ciclo de retroalimenta¢do no eixo hipotdlamo-hipofisario,
alterando seu funcionamento (HOYER e SIPES, 2007). Portanto, as
alteracdes causadas pela acdo do VCD no ovario aumentariam os niveis
circulantes de FSH na menopausa. Os autores supramencionados
mostraram que as fémeas tratadas com VCD apresentam uma
insuficiéncia ovariana, aumento dos niveis de FSH circulante, falta de
ciclicidade (determinada por esfregacos vaginais) e completa auséncia
de estruturas ldteas e foliculares no ovario (observados
morfologicamente). Esses resultados demonstram que a extensa perda
dos foliculos pré-antrais precede interrup¢des no eixo de
retroalimentag@o hipotdlamo/hipéfise. O uso do VCD como indutor de
menopausa “‘quimica” produz a perda gradual dos foliculos ovarianos
primdrios e primordiais, e é um modelo interessante para se fazer
inferéncias sobre os efeitos da perda folicular na neuroquimica das
mulheres em menopausa, incluindo aquelas relacionadas aos transtornos
de humor. Resultados recentes mostraram que ratas tratadas com VCD
apresentam niveis significativamente maiores de ansiedade 80 dias ap6s
o tratamento, quando submetidas ao teste do labirinto em cruz elevado



(REIS et al. 2011), sugerindo que a falha ovariana possa influenciar o
estado afetivo.

Nossas hipdteses principais sdo que 1) as ratas tratadas com VCD
apresentam uma inibicdo da ingestdo mais pronunciada do que as
controles no ambiente nao-familiar, pois a literatura mostra que o
tratamento com VCD leva ao aumento dos niveis de ansiedade (REIS et
al., 2014); e 2) as ratas tratadas com VCD apresentam déficit de
memdria, jd que as flutuagcdes hormonais causadas pela falha ovariana
levam a esta resposta em humanos e em roedores.

1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da falha ovariana precoce sobre o desempenho
de ratas em um teste de preferéncia apetitiva e social, utilizando o
modelo de menopausa quimica. Avaliar ainda os efeitos da falha
ovariana sobre a capacidade de memdria em fémeas nas fases referentes
a perimenopausa € menopausa.

1.7.2 Objetivos Especificos

) Avaliar se a falha ovariana precoce em ratas Wistar
tratadas com VCD, 80 dias apds o tratamento, aumenta a laténcia para
ingestdo alimentar em ambiente ndo familiar, em comparagao as fémeas
controle, sugerindo aumento dos niveis de ansiedade.

1)) Avaliar se a presenca de um estimulo social (co-
habitante de caixa) pode alterar o desempenho de ratas Wistar tratadas
ou nido com VCD, 80 dias apds o tratamento, no teste de ingestdo
alimentar em ambiente ndo-familiar.

) Verificar se o tratamento com o ansiolitico Midazolan é
capaz de reverter as respostas dadas pelos animais no teste
comportamental em ambiente ndo familiar.

V) Determinar, por meio de um teste de memodria
(reconhecimento de objetos), se a falha ovariana precoce causa déficit
cognitivo nas fases referentes a perimenopausa (80 dias pds tratamento)
e menopausa precoce (150 dias pés-tratamento).

V) Avaliar se a falha ovariana precoce em ratas tratadas
com VCD (80 e 150 dias apés o tratamento) altera a comportamento
exploratério geral de ratas em campo aberto.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Cento e vinte ratas Wistar, oriundas do Biotério da Universidade
Federal de Santa Cataria (UFSC) com idade de 21 dias (pds desmame),
foram alojadas no biotério setorial (BIO066) do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas, em temperatura ambiente controlada de 21+- 2°C,
com acesso a dgua e racdo para roedores (Nuvital®) ad libitum. O
fotoperiodo foi ajustado de modo que os animais permaneceram em
ciclo claro/escuro invertido de 12-12 horas (luzes apagadas as 6:00
horas e acesas as 18:00 horas), para que fossem avaliados em seu
periodo de atividade (noturno). Todos os protocolos e procedimentos
experimentais relativos ao projeto foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC sob o niimero PP00842.

2.2 DROGAS UTILIZADAS E ADMINISTRACAO

O VCD (160mg/kg), Sigma - Aldrich Brasil Ltda, foi dissolvido
em Oleo de milho e administrado via intraperitoneal (i.p.). O Midazolam
(0,5mg/kg), D0rm0nid®, Roche, Brasil foi dissolvido em salina 0,9% e
administrado via i.p.

Apds a chegada dos animais ao biotério setorial (BIO066), as
fémeas foram mantidas em caixas de polipropileno para ratos (50 x 30 x
10 cm, cobertas com piso de serragem), sendo 3 animais por caixa.
Receberam dgua e comida ad libitum, e a limpeza ocorreu 2 vezes por
semana, sempre no mesmo horério.

Quando completaram 28 dias de idade, os animais foram
divididos em 2 grupos: grupo VCD e grupo controle, iniciando-se o
tratamento com a aplicacdo da droga VCD na dose del60mg/Kg de
acordo com (MAYER, L. et al, 2002; HAAS, J. R. et al, 2007; KECK,
M. et al, 2007, LOHFF, J. et al, 2005;) ou do controle (6leo de milho).
Este tratamento ocorreu durante 15 dias consecutivos. Apds este
periodo, as fémeas foram mantidas em suas caixas, recebendo dgua e
comida ad libitum,.

2.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

2.3.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1: TESTE DE
INIBICAO DA INGESTAO EM AMBIENTE NAO FAMILIAR
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Quando completaram 70 dias apds o inicio do tratamento com o
VCD, foram realizados diariamente testes para a habituacdo dos animais
ao alimento altamente palatdvel (chocolate Bis, Lacta, Kraft Foods
Ltda). O chocolate foi escolhido aleatoriamente por possuir um aroma
marcante e por ser ficil e rapidamente ingerido pelos animais, de acordo
com experimentos - piloto realizados em nosso laboratdrio. O teste se
deu com a introducdo de um pedaco de alimento palatdvel para cada
animal sobre a maravalha, no canto da caixa “home-cage”. A laténcia
para ingestdo medida pelo experimentador para cada um dos 3 animais
por 5 minutos. Uma vez que a laténcia se estabilizou, ou seja, houve
menos de 20% de variabilidade, os experimentos no ambiente nao-
familiar foram iniciados.

Os experimentos iniciaram-se quando as ratas Wistar
completaram 76 dias apds o inicio do tratamento com VCD e se
estenderam até os 83 dias apds o inicio do tratamento com o VCD.

O teste 1( que corresponde ao dia 1), foi a avaliacdo da laténcia
para a ingestdo do alimento no ambiente familiar, ou seja, na caixa de
acondicionamento dos animais no biotério.

O teste 2 ( que corresponde ao dia 2), foi o teste de Inibicao da
ingestido alimentar em ambiente nao familiar onde os animais foram
expostos ao ambiente ndo familiar e a laténcia para a ingestao do
estimulo apetitivo foi avaliada, conforme a figura 3. Os comportamentos
exploratdrios também foram avaliados neste periodo. Estes testes foram
repetidos por mais 2 dias (dias 3 e 4), com a apresenta¢do do alimento
palatdvel e a mensuragdo da laténcia para ingestdo do alimento, bem
como avaliagdo dos comportamentos exploratorios.

Todos os testes foram filmados durante 10 minutos, no periodo
entre 7 e 14 horas.
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Figura 3: Laténcia para a ingestao do estimulo apetitivo no ambiente nao
familiar.



2.3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2: TESTE DE
INIBICAO DA INGESTAO EM AMBIENTE NAO FAMILIAR,
COM A PRESENCA DO ESTIMULO APETITIVO E UMA CO-
HABITANTE DE CAIXA.

Um novo grupo de animais foi testado neste protocolo. Foi
utilizado o mesmo protocolo descrito em 2.3.1. No entanto, no dia 3,
quando os animais foram re-expostos ao ambiente nido familiar com o
estimulo apetitivo, foi inserida também uma f€mea co habitante de caixa
(escolhida aleatoriamente e sendo a mesma para cada animal em teste
durante a realizacdo dos experimentos), ou seja, uma co-especifica
familiar (Fig. 4). Avaliou-se novamente a laténcia para a ingestdo do
estimulo apetitivo e demais comportamentos exploratérios da caixa.
Todos os testes foram filmados durante 10 minutos, no periodo entre 7 e
14 horas.

Modelo do teste de
preferéncia.

3

Figura 4: Laténcia para a ingestdo do estimulo apetitivo. Re-exposi¢do
das ratas ao ambiente ndo familiar com a presenca do estimulo apetitivo e do
estimulo social.

2.3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 3: TESTE DE
INIBICAO DA INGESTAO EM AMBIENTE NAO FAMILIAR,
COM A PRESENCA DO ESTIMULO APETITIVO E UMA CO-
HABITANTE DE CAIXA; COM/SEM  APLICACAO DE
ANSIOLITICO.

Um novo grupo de animais foi testado neste protocolo. Foi
utilizado o mesmo protocolo descrito em 2.3.2. No entanto, no dia 3, 30
minutos antes dos animais serem expostos ao ambiente nao familiar com
o estimulo apetitivo + a presenca da co-especifica, eles receberam uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) do ansiolitico Midazolan ou de salina, para
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a avaliacdo da laténcia para a ingestdo do estimulo apetitivo e demais
comportamentos exploratdrios da caixa. Este teste foi repetido por mais
1 dia (dia 4), com a apresentacdo do alimento palatdvel sem a presencga
da co-especifica e nem a injecdo de ansiolitico. Foi realizada a
mensuragdo da laténcia para ingestdo do alimento, bem como avaliagdo
dos comportamentos exploratdrios.

2.3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 4: TESTE DE
RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Um novo lote de animais (n=40) permaneceu alojado em caixas
de polipropileno para ratos, (“home-cage”; 5 animais/caixa), sendo
dividido em 2 grupos para a realizacdo do experimento. Os grupos 1 e 2
foram formados por 20 animais cada, sendo 10 animais tratados com
VCD e 10 animais controle.

Um dos grupos experimentais foi submetido ao teste de
reconhecimento de objetos aproximadamente 80 dias apds o inicio do
tratamento, periodo compreendido como perimenopausa. O outro grupo
foi avaliado aproximadamente 150 dias apds o inicio do tratamento,
periodo compreendido como menopausa precoce.

No periodo entre as 7:00 e 18:00 horas os animais foram testados
em uma caixa retangular (Cx L x A: 1 m x 50 cm x 50 cm), na cor preta,
previamente limpa com acido acético 0,1%. Primeiramente, as fémeas
foram submetidas a habituagdo de 10 minutos ao ambiente (Figura 5) e
uma semana apdés foram submetidas ao teste de reconhecimento de
objetos, de acordo com protocolo de AN-LI WANG, et al. 2010. O teste
de reconhecimento de objetos ocorreu em 3 etapas, com intervalo de 1
hora entre cada etapa. Na primeira etapa, foram colocados quatro
objetos de plastico, dispostos de forma igual em todas as sessdes (Figura
6A). Apés o intervalo de uma hora, ocorreu o primeiro re-teste, com a
presenca de quatro objetos de porcelana, também colocados de forma
igual para todas as sessdes (Figura 6B). Novamente, ap6s uma hora
ocorreu o segundo re- teste, permanecendo um objeto de plastico na sua
posi¢do original (antiga), e outro sendo colocado em outra regiio na
caixa (alterado), o mesmo para os objetos de porcelana: um na posicao
original (antiga) e outro sendo colocado em outra regido da caixa
(alterado), (Figura 6C). Todos os testes foram filmados durante 5
minutos.
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Figura 5: Caixa utilizada para realizar o teste open field.

Figura 6: Posicdo dos objetos para a realizacdo do teste de memoria e
reconhecimento de objetos. Em A, posi¢cdo dos objetos de plastico. Em
B, posicio dos objetos de porcelana. Em C, posicdo dos objetos
contendo um objeto de porcelana e pldstico nas suas posi¢des originais e
outro de pléstico e porcelana em posicdes alteradas.

A andlise dos resultados do teste de reconhecimento de objetos
foi realizada por meio do Indice de Reconhecimento (IR), o qual é
encontrado utilizando-se a seguinte equagdo, de acordo com (YA-PING
TANG, 1999). O IR=: tempo gasto explorando objeto em posicdo
alterada dividido pelo tempo gasto explorando objeto em posicdo
alterada + o tempo gasto explorando objeto em posicao original). Desta
forma, encontrou-se um IR para os objetos de pldstico, os quais foram
apresentados aos animais primeiro e por esta razdo foram denominamos
“objeto familiar”; e um IR para os objetos de porcelana, apresentados
aos animais posteriormente, no re-teste, e por esta razdo denominados
“objeto novo”.

2.4 REGISTRO COMPORTAMENTAL

Os registros das imagens foram feitos com uma webcam
(Microsoft), acoplada a um notebook, utilizando o programa AMCAP.
Os videos foram armazenados no notebook para andlise posterior,
realizada pelo software de andlise comportamental Ethowatcher®,
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desenvolvido pelo Laboratério de Neurofisiologia Comparada (IEB-
UFSC, CRISPIM JUNIOR et al, 2012), que esta disponivel
gratuitamente no site www.ethowatcher.ufsc.br. O software permite a
criagdo manual de um catdlogo comportamental com as categorias que
serdo avaliadas e permite salvd-los para posteriores andlises. Terminada
a andlise, o programa gera um arquivo contendo a laténcia, duracdo e
freqiiéncia para cada uma das categorias comportamentais executadas.
Os dados foram gerados pela andlise minuto a minuto, oferecida pelo
programa. Os catdlogos comportamentais utilizados neste estudo estdo
descritos nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1: Catdlogo com descri¢do comportamental utilizado na
leitura etografica dos videos, para os experimentos realizados avaliando
a laténcia para a ingestio de alimento palativel em ambiente
desconhecido e na presencga de estimulo social.

Comportamento Sigla Descricao
(0] animal
explora todo espaco da
Cheirar caixa com ou sem
exploratério da caixa. Cl1 locomogao,
movimentando
constantemente a
cabeca em  vdrias
direcdes.
O animal cheira
Cheirar 0 o local onde se
chocolate Bis e o local o encontra o chocolate
depois de comer o Bis. Bis e, apés comé-lo,
volta para cheirar o
local.
Comer 0 Momento em
chocolate Bis. C3 que o animal comeca a
comer o chocolate Bis.
(0] animal
Correr C4 explora 0 esl/)ago da
caixa através de
corridas.
O animal se
Imobilizagdo I1 mantém parado, sem
realizar movimentos.




O animal se
mantém em pé apoiado

Esquadrinhar 11 na grade que separa a
Janela 1 camara anexa (local do
estimulo social), no

quadrante 1.

O animal se

mantém em pé apoiado
Esquadrinhar 3 na grade que separa a
Janela 3 camara anexa (diagonal
oposta na caixa), no

quadrante 3.

Locomogao

realizada no quadrante
Locomogao Q1 proximo a grade que
Quadrante 1 separa a cimara anexa
onde foi  exposto

estimulo social.

Locomogao

Locomocgio Q2 realizada no quadrante
Quadrante 2 paralelo ao quadrante
1.
Locomocgdo
Locomocgio Q3 realizada no quadrante
Quadrante 3 onde se localiza a outra
cdmara anexa da caixa.

Locomogao

Locomocgio Q4 realizada no quadrante
Quadrante 4 paralelo ao quadrante
3.

O animal se
mantém em pé,
escorado a parede da
caixa, em diversas

Esquadrinhar RI regides da mesma,
exploratdrio explorando-a com

movimentos realizados
com a cabeca, (animal
levanta as patas
dianteiras e movimenta
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a cabeca em uma
postura exploratoria.

Tabela 2: Catdlogo com descri¢do comportamental utilizado na
leitura etografica dos videos, para os experimentos realizados para
avaliar a func¢@o motora no teste de Open Field.

Comportamento Sigla Descricao
Movimentag¢do na C1 (0] animal
caixa realiza movimentos de
andar ou correr pela
caixa.
Passagem  pelo C2 Quantidade de
centro da caixa vezes que o animal

passa pelo centro da
caixa, seja andando ou
correndo.

Permanéncia no C3 Quantidade de
centro da caixa vezes que o animal
permanece no centro
da caixa.

Esquadrinhar R1
O animal se
mantém em  pé,
escorado a parede da
caixa, explorando-a
com movimentos
realizados com a
cabeca, (o animal
levanta  as  patas
dianteiras e
movimenta a cabeca
em uma  postura
exploratoria.

Auto limpeza Al Ato de limpeza
corporal.




Tabela 3: Catdlogo com descricio comportamental utilizado na
leitura etografica dos videos, para os experimentos realizados para
avaliar o teste de memoria e reconhecimento de objetos.

Comportamento Sigla Descricao

Cheirar os objetos C2 O animal cheira
de plastico. os objetos e explora-

0s, na sua posicio
original.

Cheirar o objeto C3 O animal cheira
de pldstico em posi¢do os objetos na nova
alterada posi¢do e explora-os.

Cheirar os objetos C4 O animal cheira
de porcelana. os objetos e explora-

0s, na sua posicio
original.

Cheirar o objeto C5 O animal cheira
de porcelana em posi¢do os objetos na nova
alterada posi¢do e explora-os.

Imobilizagao I O animal se

mantém parado, sem
realizar movimentos.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados comportamentais foram analisados estatisticamente por
meio do programa Prisma Graph-Pad Software (San Diego, CA, USA).
Os resultados dos testes comportamentais de ingestdo em ambiente nio
familiar foram realizados por meio de Andlise de Varidncia de Medidas
Repetidas (Teste de Friedman), seguida do pds-teste de Dunn e estdo
apresentados como média + erro padrao da média.

Os resultados do teste de reconhecimento de objetos foram
analisados por meio do teste Anova de duas vias (Two Way Anova),
tendo como fatores o tratamento com VCD/dleo e o objeto analisado
(familiar/novo). Os dados estdo apresentados como média + erro padrao
da média e o nivel de significincia adotado para todos os testes foi de
95% (p<0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 LATENCIA PARA _ INGERIR O ALIMENTO
PALATAVEL EM AMBIENTE NAO FAMILIAR

Tanto as ratas controle quanto as tratadas com VCD apresentaram
inibicdo do comportamento ingestivo quando expostas pela primeira vez
ao ambiente ndo-familiar (Dia 2- Fig. 7A), comparadas ao ambiente
familiar (Dia 1). A laténcia voltou aos niveis basais na primeira re-
exposicdo dos dois grupos estudados (Dia 3) e se manteve na segunda
re-exposicdo (Dia 4- Fig. 7A). Nao houve diferencgas significantes entre
os grupos controle e VCD em nenhum dos dias estudados.

A figura 7B mostra os resultados da exposi¢cdo de fémeas controle
e tratadas com VCD ao ambiente ndo familiar na presenca de uma co-
habitante de caixa. Na presenca da co-habitante (Dia 3) tanto ratas
controle quanto as tratadas com VCD mantiveram a inibicio da ingestao
na primeira re-exposicdo comparando-se o Dia 1 vs Dia 3 (Fig. 7B). No
dia 4, quando houve a segunda re-exposicdo ao ambiente ndo familiar,
sem a presenga da co-habitante, fémeas controles e tratadas com VCD
deixaram de apresentar a inibicao da ingestdo de alimento (Fig. 7B).

A injecdo do ansiolitico Midazolan antes da primeira re-
exposicdo ao ambiente ndo familiar (Dia 3- em conjunto com a
introducdo da co-habitante de caixa), ndo reverteu totalmente a resposta
de inibicdo da ingestdo do alimento palatdvel em fémeas controle ou
tratadas com VCD (Fig. 7C), j4 que ambos os grupos apresentaram
laténcia significativamente menor do que no Dia 2, mas ainda maior do
que no Dia 1 (Fig. 7C). Interessantemente, na re-exposicdo ao ambiente
ndo familiar (Dia 4), sem a injecdo de Midazolan e sem a presencga da
co-habitante, ambos os grupos estudados mantiveram a inibi¢do da
ingestdo do alimento, comparados aos dias 1 e 2 (Fig. 7C). Os animais
VCD ndo foram diferentes dos controles em nenhum dos 4 dias de
experimento.
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Figura 7: Laténcia para a ingestdo do alimento palativel em ambiente ndo
familiar sem a presenca da co-especifica (A), com a presencga da co-especifica
(B) e com a presenca da co-especifica + administracdo de ansiolitico (C) em
ratas tratadas com 6leo de milho - controles ou VCD. Dia 1: laténcia exibida
pelos animais no ambiente familiar; Dia 2: primeira exposi¢do ao ambiente ndo
familiar, sem a presenca da co-habitante; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao
ambiente ndo familiar, sem (A) ou com a presenca da co-habitante (B e C), com
injecdo de Midazolan (C); Dia 4: segunda re-exposicdo ao ambiente ndo
familiar, sem a presenca da co-habitante (A, B e C). Dados expressos em média
+ erro padrdo, Teste de Friedman, pds-teste de Dunn, para p<0,05.

32 pURA(;AO DO  COMPORTAMENTO DE
IMOBILIZACAO EM AMBIENTE NAO FAMILIAR

A andlise comportamental mostrou que as ratas tratadas com
VCD, assim como as ratas controles ndo apresentaram alteracdo



significativa no comportamento de imobilizagdo quando expostas pela
primeira vez ao ambiente ndo familiar (Dia 2- Fig. 8A e 8B) ou re-
expostas (Dias 3 e 4- Fig. 8A e 8B).

As figuras 8C e 8D mostram os resultados da exposicdo de
fémeas controle e tratadas com VCD, respectivamente, ao ambiente nio
familiar na presenca de uma co-habitante de caixa. A presenca da co-
habitante (Dia 3) nfo afetou significativamente a duracdo do
comportamento de imobilizagdo em ratas controles (Fig. 8C) ou em
ratas tratadas com VCD (Fig. 8D). No dia 4, a re-exposi¢do ao ambiente
ndo familiar, sem a presenca da co-habitante, também ndo alterou
significativamente a duracdo do comportamento de imobilizacdo em
nenhum dos grupos experimentais estudados (Dia 4-Fig. 8C e 8D).

A injecdo do ansiolitico Midazolan (Dormonid injetdve, Roche)
antes da primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar (Dia 3), em
conjunto com a introducdo da co-habitante de caixa, ndo alterou
significativamente a duracdo do comportamento de imobilizacdo em
ratas controles (Fig. 8E) ou em ratas tratadas com VCD (Fig. 8F). A re-
exposi¢do ao ambiente ndo familiar (Dia 4), sem a injecdo de Midazolan
e sem a presenca da co-habitante, também nfo alterou a duracdo do
comportamento de imobilizacdo em nenhum dos grupos estudados (Fig.
8E e 8F). Quando as ratas controle foram comparadas as tratadas com
VCD em cada dia experimental, observou-se que as ratas tratadas com
VCD apresentaram menor tempo de imobilizagdo na presenca da co-
habitante, apds a injecdo de Midazolan, comparadas as controles (Fig.

9).
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Figura 8: Duragdo do comportamento de imobilizacdo em ambiente ndo
familiar em ratas tratadas com 6leo de milho - controles (A, C e E) ou VCD (B,
D e F). Dia 2: primeira exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a presenca da
co-habitante; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem (A e
B) com a presenca da co-habitante (C e D), com injecdo de Midazolan (E e F);
Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente nio familiar, sem a presenca da co-
habitante. Dados expressos em média + erro padrdo;Teste de Friedman, pos-
teste de Dunn.
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Figura 9: Durag¢do do comportamento de imobilizacdo em ambiente ndo
familiar entre ratas tratadas com 6leo de milho - controles e ratas tratadas com
VCD nos diferentes dias de experimento. Dia 2: primeira exposi¢do ao ambiente
ndo familiar, sem a presenca da co-habitante; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao
ambiente ndo familiar com a presenca da co-habitante e injecdo de Midazolan;
Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a presenca da co-
habitante. Dados expressos em média + erro padrdo; *p<0,05; Teste Mann-
Whitney.

33 FREQUENCIA DO COMPORTAMENTO DE
IMOBILIZACAO EM AMBIENTE NAO FAMILIAR

A andlise comportamental mostrou que as ratas controles
apresentaram uma diminuicdo significativa na frequéncia do
comportamento de imobilizacdo da primeira exposicdo ao ambiente nao
familiar (Dia 2) para a re-exposi¢do (Dia 3) (Fig. 10A). J4 as fémeas
tratadas com VCD ndo apresentaram alteracdo significativa da
frequéncia de imobilizacdo ao longo das exposi¢des e re-exposi¢des ao
ambiente ndo familiar (Fig. 10B).

Quando a co-habitante de caixa foi colocada no ambiente néo
familiar, as fémeas controle ndo apresentaram alteracdo significativa da
frequéncia de imobilizacdo ao longo das exposi¢des e re-exposi¢des ao
ambiente ndo familiar, com ou sem a presenca da co-habitante (Fig.
10C). Entretanto, as fémeas tratadas com VCD apresentaram aumento
da frequéncia de imobilizacdo na segunda re-exposicio (Dia 4),
comparado aos dias de exposi¢do sem a co-habitante (Dia 2) e primeira
re-exposicao com a co-habitante (Dia 3 - Fig 10D).

As figuras 10E e 10F mostram os resultados da exposi¢do de
fémeas controle e tratadas com VCD, respectivamente, ao ambiente nio
familiar na presenca de uma co-habitante de caixa apds a injecdo do
ansiolitico Midazolan. A injecdo do ansiolitico em conjunto com a
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introducdo da co-habitante de caixa, ndo alterou significativamente a
frequéncia do comportamento de imobilizacdo em ratas controles (Fig.
10E Dia 2 vs Dia 3) ou em ratas tratadas com VCD (Fig. 10F). No
entanto, a re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar (Dia 4), sem a injecao
de Midazolan e sem a presenga da co-habitante, reduziu a frequéncia do
comportamento de imobiliza¢do nas ratas controles mas ndo nas VCD
(Fig. 10E e 10F). Quando as ratas controle foram comparadas as tratadas
com VCD em cada dia experimental, ndo foram observadas diferencas
significativas, ou seja, a presenca da co-habitante e a administracdo do
ansiolitico afetaram igualmente as ratas controle ¢ VCD. Com relacdo a
frequéncia de imobilizagdo (Fig. 11).
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Figura 10: Frequéncia do comportamento de imobiliza¢do em ambiente
nao familiar em ratas tratadas com 6leo de milho - controles (A, C e E) ou VCD
(B, D e F). Dia 2: primeira exposi¢cao ao ambiente ndo familiar, sem a presenga
da co-habitante; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem (A
e B) com a presenca da co-habitante (C e D), com injecdo de Midazolan (E e



F); Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a presenca da
co-habitante. Dados expressos em média + erro padrio; *p<0,05; Teste de
Friedman, pés-teste de Dunn.
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Figura 11: Comparacdo da frequéncia do comportamento de
imobilizacdo em ambiente ndo familiar entre ratas tratadas com 6leo de milho -
controles e ratas tratadas com VCD nos diferentes dias de experimento. Dia 2:
primeira exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a presenga da co-habitante;
Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar com a presenca da co-
habitante e injecdo de Midazolan; Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente nao
familiar, sem a presenca da co-habitante. Dados expressos em média + erro
padrdo; Teste Mann-Whitney.

34 Lz}TENCIA DO COMPORTAMENTO  DE
IMOBILIZACAO EM AMBIENTE NAO FAMILIAR

As ratas tratadas com VCD, assim como as ratas controles nido
apresentaram nenhuma alteracdo significativa na laténcia do
comportamento de imobiliza¢do quando expostas pela primeira vez ao
ambiente nio familiar (Dia 2- Fig. 12A e 12B) ou re-expostas (Dias 3 e
4- Fig. 12A e 12B).

As figuras 13C e 13D mostram os resultados da exposicdo de
fémeas controle e tratadas com VCD, respectivamente, ao ambiente ndo
familiar na presenca de uma co-habitante de caixa. A presenca da co-
habitante (Dia 3) nfdo afetou significativamente a laténcia do
comportamento de imobilizacdo em ratas controles (Fig. 12C) ou em
ratas tratadas com VCD (Fig. 12D). No dia 4, a re-exposi¢do ao
ambiente ndo familiar, sem a presenga da co-habitante, também nao
alterou significativamente a duracdo do comportamento de imobilizacio
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em nenhum dos grupos experimentais estudados (Dia 4-Fig. 12C e
12D).

A injecdo do ansiolitico Midazolan (Dormonid injetave, Roche)
antes da primeira re-exposicdo ao ambiente ndo familiar (Dia 3), em
conjunto com a introducdo da co-habitante de caixa, ndo alterou
significativamente a laténcia do comportamento de imobilizacdo em
ratas controles (Fig. 12E) ou em ratas tratadas com VCD (Fig. 12F). A
segunda re-exposi¢cdo ao ambiente ndo familiar (Dia 4), sem a inje¢do de
Midazolan e sem a presenca da co-habitante, também nao alterou a
laténcia do comportamento de imobilizagdo em nenhum dos grupos
estudados (Fig. 12E e 12F). Quando as ratas controle foram comparadas
as tratadas com VCD em cada dia experimental, ndo foram observadas
diferencas significativas, ou seja, a presenca da co-habitante e/ou a
administragdo do ansiolitico afetaram igualmente as ratas controle e
VCD com relacgdo a laténcia de imobilizacdo (Fig. 13).
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Figura 12: Laténcia do comportamento de imobilizagdo em ambiente ndo
familiar em ratas tratadas com éleo de milho - controles (A, C e E) ou VCD (B,
D e F). Dia 2: primeira exposi¢cdo ao ambiente ndo-familiar, sem a presenca da



co-habitante; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem (A e
B) com a presenga da co-habitante (C e D), com injecdo de Midazolan (E e F);
Dia 4: segunda re-exposi¢dao ao ambiente ndao familiar, sem a presenca da co-
habitante. Dados expressos em média + erro padrdo; Teste de Friedman, p6s-
teste de Dunn.
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Figura 13: Comparacdo da laténcia do comportamento de imobilizacdo em
ambiente ndo familiar entre ratas tratadas com 6leo de milho - controles e ratas
tratadas com VCD nos diferentes dias de experimento. Dia 2: primeira
exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a presenca da co-habitante; Dia 3:
primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar com a presenca da co-habitante
e injecdo de Midazolan; Dia 4: segunda re-exposi¢cdo ao ambiente ndo familiar,
sem a presenca da co-habitante. Dados expressos em média + erro padrdo; Teste
Mann-Whitney.

3.5 DURACAO DO COMPORTAMENTO DE
INVESTIGAR A JANELA DA CO-HABITANTE EM AMBIENTE
NAO FAMILIAR

Os resultados mostraram que as ratas controles apresentaram um
aumento significativo no tempo gasto investigando a janela da co-
habitante no dia 3, mesmo sem a presenca da mesma na janela (Fig.
14A). Ja as ratas tratadas com VCD ndo apresentaram variacio
significativa na duracdo do comportamento investigativo na janela da
co-habitante quando a mesma néo estava presente (Fig. 14B).

Quando a co-habitante de caixa foi colocada no ambiente nédo
familiar, as fémeas controle e as tratadas com VCD ndo apresentaram
alteracdo significativa da duragdo da investigacdo da janela da co-
habitante ao longo das exposicdes, nem mesmo quando a co-habitante
estava presente no experimento (Dia 3) (Fig. 14C e 14D).

As figuras 14E e 14F mostram os resultados da exposicdo de
fémeas controle e tratadas com VCD, respectivamente, a0 ambiente ndo-
familiar na presenca de uma co-habitante de caixa apds a inje¢do do
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ansiolitico Midazolan. A injecdo do ansiolitico em conjunto com a
introducdo da co-habitante de caixa, aumentou significativamente o
tempo gasto pelas ratas controle, investigando a janela da co-habitante
quando a mesma estava presente (Dia 2 x Dia 3- Fig. 14E). No entanto,
a re-exposicdo ao ambiente ndo familiar (Dia 4), sem a injecdo de
Midazolan e sem a presenca da co-habitante, ndo alterou este
comportamento nas ratas controles (Fig. 14E). Por outro lado, nas ratas
tratadas com VCD, o comportamento de investigar a janela da co-
habitante ndo foi afetado significativamente pela administragdao do
ansiolitico e nem pela presenca da co-habitante (Fig. 14F). Quando as
ratas controle foram comparadas as tratadas com VCD em cada dia
experimental, ndo foram observadas diferengas significativas entre elas
com relagdo a duragdo da investigacdo da janela da co-habitante (Fig.
15).
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Figura 14: Durag@o do comportamento de investigar a janela da co-habitante em
ambiente ndo familiar em ratas tratadas com 6leo de milho - controles (A, C e
E) ou VCD (B, D e F). Dia 2: primeira exposi¢do ao ambiente nio familiar, sem
a presenca da co-habitante; Dia 3: primeira re-exposicdo ao ambiente ndo
familiar, sem (A e B) com a presenca da co-habitante (C e D), com injecdo de
Midazolan (E e F); Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a
presenca da co-habitante. Dados expressos em média + erro padrdo; *p<0,05;
**p<0,01; Teste de Friedman, pds-teste de Dunn.
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Figura 15: Comparagdo da duracdo do comportamento de investigar a janela da
co-habitante em ambiente ndo familiar entre ratas tratadas com 6leo de milho -
controles e ratas tratadas com VCD nos diferentes dias de experimento. Dia 2:
primeira exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a presenga da co-habitante;
Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar com a presenca da co-
habitante e injecdo de Midazolan; Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente nao
familiar, sem a presenca da co-habitante. Dados expressos em média + erro
padrdo; Teste Mann-Whitney.

3.6 FREQUENCIA DO COMPORTAMENTO DE
INVESTIGAR A JANELA DA CO-HABITANTE EM AMBIENTE
NAO FAMILIAR

As ratas tratadas com VCD, assim como as ratas controles, ndo
apresentaram nenhuma alteracdo significativa na frequéncia do
comportamento de investigar a janela da co-habitante, tanto na auséncia
(Fig. 16A e 16B) quanto na presenca da mesma na caixa de
experimentacdo (Fig. 16C e 16D).

A administracdo do ansiolitico antes da primeira re-exposi¢ao
ao ambiente ndo familiar (Dia 3), em conjunto com a introdugdo da co-
habitante de caixa, ndo alterou significativamente a frequéncia de
investigacdo em ratas controles na presenca da co-habitante (Dia 3), mas
estas apresentaram um aumento significativo da frequéncia de visitas a
co-habitante na segunda re-exposi¢cdo (Dia 4), quando a co-habitante nio
estava mais presente (Fig. 16E). As ratas tratadas com VCD, por outro
lado, ndo apresentaram alteracdo da frequéncia de visitas a co-habitante
apdés a administracdo do ansiolitico, na presenca ou na auséncia da
mesma na caixa (Fig. 16F). Quando as ratas controle foram comparadas
as tratadas com VCD em cada dia experimental, ndo foram observadas
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diferencas significativas entre elas com relagdo

investigacdo na janela da co-habitante (Fig. 17).
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Figura 16: Frequéncia do comportamento de investigar a janela da co-habitante
em ambiente ndo familiar em ratas tratadas com éleo de milho - controles (A, C
e E) ou VCD (B, D e F). Dia 2: primeira exposi¢do ao ambiente ndo familiar,
sem a presenca da co-habitante; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente nio
familiar, sem (A e B) com a presenca da co-habitante (C e D), com injecdo de
Midazolan (E e F); Dia 4: segunda re-exposi¢cdo ao ambiente ndo familiar, sem a
presenca da co-habitante. Dados expressos em média + erro padrio; *p<0,05;
**¥p<0,01; Teste de Friedman, pés-teste de Dunn.
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Figura 17: Comparacdo da frequéncia do comportamento de investigar a janela
da co-habitante em ambiente ndo familiar entre ratas tratadas com 6leo de milho
- controles e ratas tratadas com VCD nos diferentes dias de experimento. Dia 2:
primeira exposicdo ao ambiente ndo familiar, sem a presenca da co-habitante;
Dia 3: primeira re-exposi¢cdo ao ambiente ndo familiar com a presenca da co-
habitante e inje¢do de Midazolan; Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente ndo
familiar, sem a presenca da co-habitante. Dados expressos em média + erro
padrdo; Teste Mann-Whitney.

3.7 LATENCIA DO COMPORTAMENTO DE
INVESTIGAR A JANELA DA CO-HABITANTE EM AMBIENTE
NAO FAMILIAR

Os resultados mostraram que, na auséncia da co-habitante de
caixa, nenhum dos grupos estudados, controle ou tratadas com VCD,
apresentaram variagcdo significativa na laténcia para investigar a janela
da co-habitante (Fig. 18A e 18B).

Quando a co-habitante de caixa foi colocada no ambiente ndo
familiar, as fémeas controle mantiveram o mesmo perfil
comportamental, ou seja, ndo apresentaram alteracdo significativa da
laténcia para investigacdo da co-habitante ao longo das exposi¢des, nem
mesmo no dia em que a co-habitante foi inserida (Dia 3) (Fig. 18C).
Entretanto, as fémeas tratadas com VCD apresentaram um aumento
significativo da laténcia para visitar a co-habitante no dia 4, apds a
exposicdo a mesma no dia 3 (Fig. 18D).

As figuras 18E e F mostram os resultados da exposicdo de
fémeas controle e tratadas com VCD, respectivamente, ao ambiente nio
familiar na presenca de uma co-habitante de caixa apds a inje¢do do
ansiolitico Midazolan. Nas fémeas controles, a inje¢do do ansiolitico em
conjunto com a introducdo da co-habitante de caixa, ndo alterou a
laténcia para investigar a co-habitante. J4 nas fémeas VCD o ansiolitico
foi capaz de reverter a resposta de aumento da laténcia encontrada apds
a exposicao a co-habitante, pois estes animais deixaram de apresentar o
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aumento da laténcia no dia 4, apds a exposicdo e injecdo de ansiolitico
(Fig. 18F). Quando as ratas controle foram comparadas as tratadas com
VCD em cada dia experimental com exposi¢do a co-habitante mas sem a
administragcdo do ansiolitico, observa-se que no dia 4, apés a exposicao
a co-habitante, as ratas tratadas com VCD apresentaram laténcia
significativamente maior comparadas as controles (Fig. 19A). A fig. 19
B mostra que apés a administragdo do ansiolitico as fémeas VCD
passam a apresentar laténcia similar as controles.
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Figura 18: Laténcia do comportamento de investigar a janela da co-habitante
em ambiente ndo familiar em ratas tratadas com éleo de milho - controles (A, C
e E) ou VCD (B, D e F). Dia 2: primeira exposi¢do ao ambiente ndo familiar,
sem a presenga da co-habitante; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo
familiar, sem (A e B) com a presenca da co-habitante (C e D), com injecdo de
Midazolan (E e F); Dia 4: segunda re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar, sem a
presenca da co-habitante. Dados expressos em média + erro padrdo; *p<0,05;
**p<0,01; Teste de Friedman, pds-teste de Dunn.
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Figura 19: Comparagdo da laténcia do comportamento de investigar a janela da
co-habitante em ambiente ndo familiar entre ratas tratadas com 6leo de milho -
controles e ratas tratadas com VCD nos diferentes dias de experimento. Dia 2:
primeira exposicdo ao ambiente ndo familiar, sem a presenca da co-habitante;
Dia 3: primeira re-exposi¢cdo ao ambiente ndo familiar com a presenca da co-
habitante; Dia 4: segunda re-exposicdo ao ambiente ndo familiar, sem a
presenca da co-habitante. (A) Sem administragdo do ansiolitico no Dia 3 e (B)
Com administra¢do do ansiolitico no Dia 3. Dados expressos em média + erro
padrdo; *p<0,05; Teste Mann-Whitney.

3.8 DU~RA(}1~&O DO COMPORTAMENTODE
LOCOMOCAO POR TODOS OS QUADRANTES (Q1 A Q4) DO
AMBIENTE NAO FAMILIAR

A caixa de ambiente ndo familiar foi dividida em 4 quadrantes, de
Q1 a Q4. Os resultados dos experimentos em que foi injetado ansiolitico
no Dia 3 mostraram que ndo houve diferenca significativa na duragio da
atividade locomotora entre os quadrantes nas ratas controle e nem nas
tratadas com VCD, demonstrando que nédo houve preferéncia de nenhum
dos grupos experimentais por um determinado quadrante (Fig. 20 A, B,
C e D). Os resultados dos experimentos sem o ansiolitico também nao
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mostraram diferengas na duracido da locomocgdo entre os quadrantes nas
ratas controles ou nas tratadas com VCD (resultados nao-mostrados).
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Figura 20: Comparacdo da duragdo do comportamento de locomog¢do nos 4
quadrantes da caixa de ambiente ndo familiar entre ratas tratadas com éleo de
milho - controles e ratas tratadas com VCD nos diferentes dias de experimento.
Dia 2: primeira exposi¢do ao ambiente nao familiar, sem a presenca da co-
habitante; ; Dia 3: primeira re-exposi¢do ao ambiente ndo familiar com a
presenca da co-habitante e injecdo de Midazolan; Dia 4: segunda re-exposicao
ao ambiente ndo familiar, sem a presenca da co-habitante. Dados expressos em
média * erro padrdo; Teste Mann-Whitney.

3.9 TESTE DE MEM(’)R!A — RECONHECIMENTO DE
OBJETOS (80 E 150 DIAS APOS INICIO DO TRATAMENTO
COM V(D).

A figura 21 mostra os resultados do Indice de Reconhecimento
(IR) durante a exposi¢do de ratas controle e tratadas com VCD ao Teste
de Memoéria — Reconhecimento de Objetos, quando as mesmas
encontravam-se com 80 ou 150 dias apds o inicio do tratamento com
VCD ou com 6leo de milho (controles). Os resultados demonstraram
que as ratas tratadas com VCD apresentaram maior IR do objeto
familiar (plastico) aos 80 dias se comparadas as controles (Fig. 21A).
Por outro lado, as ratas controles apresentaram IR semelhante as VCD
no que se refere ao objeto novo (porcelana) (Fig. 21A). Pode-se
observar assim que as ratas controle apresentaram um IR
significativamente mais baixo do objeto familiar em comparac¢io com o
objeto novo, o que ndo ocorre com as fémeas tratadas com VCD, que
apresentaram IRs semelhantes para ambos os objetos (Fig. 21A).



Apés 150 dias do inicio do tratamento com VCD ou com veiculo
(controles), as ratas controle apresentaram IRs semelhantes para os
objetos familiar e novo (Fig. 21B). Além disso, aos 150 dias ndo
encontraram-se diferencas significativas entre os IRs de ratas controle
comparadas as tratadas com VCD, ndo s6 em relacdo ao objeto familiar,
mas também em relacdo ao objeto novo (Fig. 21B).
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Figura 21: Teste de memoéria — Reconhecimento de Objetos. A figura demonstra
o IR (fndice de Reconhecimento) das ratas tratadas com VCD e controles 80
dias ap6s o inicio do tratamento (Fig. 23 A), onde as ratas controle apresentam
um IR menor para o objeto antigo, se comparado as VCD; e 150 dias ap6s o
inicio do tratamento (Fig. 2 B), quando as ratas controle parecem recuperar o IR
do objeto antigo, e as VCD ndo apresentam altera¢des. Dados expressos em
média + erro padrio; Two Way Anova, **#p<0,001, * controle 80 dias x VCD
80 dias, p<0,005.
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3.10 TESTE EM CAMPO ABERTO 80 DIAS APOS O
INICIO DO TRATAMENTO

A figura 22 mostra os resultados da exposicdo de ratas controle e
tratadas com VCD ao teste de campo aberto, quando as mesmas
encontravam-se com 80 dias apds o tratamento com VCD ou com
veiculo (controles). Os resultados mostraram que as ratas tratadas com
VCD e as tratadas com 6leo apresentam comportamentos semelhantes
durante o teste, no que se refere ao tempo gasto no centro da caixa (Fig.
22A), tempo em passagem pelo centro da caixa (Fig. 22B) e freqiiéncia
de passagens pelo centro da caixa (Fig. 22C). A duragdo (Fig. 22D) e
frequéncia (Fig. 22E) de comportamentos de manuten¢do como a auto-
limpeza durante o teste de campo aberto ndo foram significativamente
diferentes entre ratas controle e tratadas com VCD. Com rela¢do aos
comportamentos de exploracdo do campo aberto, as fémeas tratadas com
VCD nao foram significativamente diferentes das controles no que se
refere a laténcia para movimentacdo, duracdo da movimentagcdo ou
duracdo e frequéncia de “esquadrinhar” (Fig. 22F, G, H e I,
respectivamente).
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Figura 22: Perfil comportamental em teste de campo aberto, realizado com ratas
no periodo da perimenopausa (80 dias apds o inicio do tratamento com VCD ou
6leo). No grifico A comparacdo entre o tempo (s) gasto no centro da caixa de
open Field entre ratas controle e VCD. Em B, tempo de passagem pelo centro
da caixa de open fiel e em C a freqiiéncia ( nimero de eventos) de passagens
pelo centro da caixa. No grifico D representacdo da duracdo em (s) da auto
limpeza e em E freqiiéncia da auto limpeza. J4 em F a laténcia em (s) para a
movimentacdo ¢ em G a duracdo da movimentacdo; em H duragdo do
movimento de esquadrinhar e em I a freqiiéncia de esquadrinhar. Os resultados
demonstram que ndo houve diferenga estatistica significativa nos parametros
avaliados. Dados expressos em média + erro padrdo; Teste estatistico Mann-
Whitney.

3.11 TESTE EM CAMPO ABERTO 150 DIAS APOS O
INICIO DO TRATAMENTO
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A figura 23 mostra os resultados da exposi¢cdo de ratas controles e
tratadas com VCD ao teste de campo aberto, quando as mesmas
encontravam-se com 150 dias apdés o tratamento com VCD ou com
veiculo (controles). Os resultados demonstraram que as ratas tratadas
com VCD e as tratadas com Oleo apresentaram comportamentos
semelhantes durante o teste no que se refere ao tempo gasto no centro da
caixa (Fig. 23A), tempo em passagem pelo centro da caixa (Fig. 23B) e
freqiiéncia de passagens pelo centro da caixa Field (Fig. 23C). A
duracdo (Fig. 23D) e frequéncia (Fig. 23E) de comportamentos de
manutencdo como a auto-limpeza durante o teste de campo aberto néo
foram significativamente diferentes entre ratas controle e tratadas com
VCD. Com relacdo aos comportamentos de exploragdo do campo
aberto, as fémeas tratadas com VCD apresentaram maior laténcia para o
inicio da movimentagdo se comparadas as controles (Fig. 23F), porém,
nao foram significativamente diferentes nos itens duragdo da
movimentagdo ou duragdo e frequéncia de “esquadrinhar” (Fig. 23 G, H
e I, respectivamente).
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Figura 23: Perfil comportamental em teste de campo aberto, realizado com
ratas no periodo da menopausa (150 dias apés o inicio do tratamento com VCD
ou dleo). No grifico A comparagdo entre o tempo (s) gasto no centro da caixa
de open field entre ratas controle e VCD. Em B, tempo de passagem pelo centro
da caixa de open fiel e em C a freqiiéncia ( nimero de eventos) de passagens
pelo centro da caixa. No grafico D representacdo da duragdo em (s) da auto
limpeza e em E freqiiéncia da auto limpeza. J4 em F a laténcia em (s) para a
movimentacdo, que demonstra diferenca significativa. Em G a duragdo da
movimenta¢do; em H duracdo do movimento de esquadrinhar e em I a
freqtiéncia de esquadrinhar. Os resultados demonstram que nio houve diferenca
estatistica significativa nos parametros avaliados. Dados expressos em média +
erro padrdo; Teste estatistico Mann-Whitney.

65



66



4 DISCUSSAO

4.1 PERIMENOPAUSA versus INIBICAO DA INGESTAO
DE ALIMENTO EM AMBIENTE DESCONHECIDO

Nossos resultados mostraram que as fémeas tratadas com VCD
comportaram-se de modo similar as ratas controle no que diz respeito a
inibi¢io da ingestdo de alimento palatdvel em ambiente nio familiar. E
importante ressaltar que todos os animais utilizados no presente estudo
foram também utilizados em um estudo subsequente. Desta forma, néo
foi possivel coletar dados fisioldgicos para dosagens hormonais ou para
analisar a morfologia ovariana, comprovando os efeitos ovotdxicos do
VCD. Entretanto, no estudo subsequente estes animais foram
eutanasiados com aproximadamente 215 dias de vida. Nesta fase,
apresentaram uma perda significativa de tecido ovariano em comparacao
com os animais controle (CTL 79 mg + 7,5; VCD 61 mg * 2,5; - dados
ndo-publicados de Francielle Battiston). Assim, embora ndo tenhamos
ainda os dados morfométricos dos ovdrios, a perda de tecido ovariano
confirma o efeito ovariotéxico do VCD, mesmo que a longo prazo em
compara¢do com nosso periodo de andlise (80 dias apds o tratamento),
nos permitindo sugerir que o VCD foi eficaz na perda de funcdo
ovariana e portanto, na instalacdo de menopausa precoce em nosso
estudo. Além disso, estudos prévios ja tém demonstrado o efeito do
VCD causando perda significativa de foliculos em ratas (FLAWS et al.,
1994; SPRINGER et al, 1996; MAYER et al, 2002; REIS et al,
2014).

O presente estudo mostrou que tanto as ratas tratadas com VCD
quanto as ratas controles apresentaram inibicio do comportamento
ingestivo em ambiente ndo familiar. A exposi¢do ao ambiente ndo
familiar foi repetida por mais 2 dias subsequentes, no entanto, tanto
fémeas controles quanto tratadas com VCD deixaram de apresentar a
inibicdo da ingestdo do alimento palatdvel, indicando que o ambiente
pode ter passado a ser familiar aos animais. Este dado ndo corrobora os
dados de MERALLI et al. (2003) que demonstraram que camundongos
mantém a inibicdo da ingestdo alimentar ao longo das re-exposicoes.
Esta diferenca pode estar relacionada as diferencas sexuais na
reatividade dos animais aos testes comportamentais. Os mecanismos
biolégicos que contribuem para estas diferencas sexuais permanecem
pouco conhecidos, mas acredita-se que estejam relacionados as acdes
dos esteroides sexuais nos sistemas neurais de regulagdo do eixo
hipotdlamo-hipofisrio (ALTEMUS, 2006).
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Os estudos de ingestdo alimentar que submetem os animais a
condi¢des de restricdo ao alimento induzem um estado metabdlico
negativo que pode afetar outros sistemas neuroenddcrinos,
principalmente relacionados ao estresse. Por outro lado, alimentos
altamente palatdveis também sdo capazes de induzir os comportamentos
antecipatérios da ingestdo alimentar em ratos ndo deprivados de
alimento (MISTLBERGER & RUSAK, 1987). Neste contexto de
ingestdo alimentar, um ambiente desconhecido ou ndo familiar pode ser
considerado uma ameaga potencial e motivar diversos mecanismos
adaptativos, entre eles a inibicdo da ingestdo alimentar (MERALI et al.,
2003). Este efeito € revertido pela administracdo de ansioliticos REX et
al., (1996), MERALI et al. (2003), ou seja, a inibi¢do da ingestdo pode
ser considerada um pardmetro para se medir o0 comportamento ansioso.
Neste sentido, os resultados mostraram que as ratas tratadas com VCD
ndo apresentam maior grau de ansiedade comparadas as controles. Este
resultado ndo era esperado, ja que dados recentes mostram que 80 dias
apds tratamento com VCD ratas apresentam maiores indices de
ansiedade quando expostas ao labirinto em cruz elevado (REIS et al.,
2014). Uma possivel explicacdo para esta divergéncia de resultados é
que no trabalho de REIS e cols, as ratas que apresentaram aumento do
comportamento ansioso encontravam-se em diestro, enquanto aquelas
em proestro ndo foram diferentes das controles. No presente estudo,
devido ao protocolo experimental de vérios dias subsequentes, ndo foi
possivel separar os animais por fases do ciclo estral. Assim, a
combinagdo de animais em diferentes fases do ciclo poderia ter
mascarado o resultado de aumento dos niveis de ansiedade
anteriormente encontrado por (REIS et al., 2014). Outra justificativa
para esta diferenca de resultados é que foram utilizados 2 testes
comportamentais distintos para se medir ansiedade. O labirinto em cruz
elevado pode exercer uma forca ambiental mais aversiva do que o
ambiente ndo familiar utilizado no presente estudo, pois além de
também ser um ambiente desconhecido, é elevado e apresenta os bracos
abertos, situagdes que expdem o animal a situacdo de perigo. Desta
forma, o teste do labirinto poderia facilitar o aparecimento de diferencas
significativas dos niveis de ansiedade que ndo foram possiveis de se
identificar somente com o teste em ambiente ndo familiar.

STETTER e COLS demonstraram em 1995 que o estimulo social,
como por exemplo a presenca de um co-especifico familiar, pode
influenciar nas preferéncias alimentares de roedores. Com o objetivo de
avaliar se um estimulo social poderia interferir ou modificar a resposta
de inibicdo da ingestdo alimentar neste teste comportamental, as ratas



foram testadas em ambiente ndo familiar na presenca de uma co-
habitante de caixa, ou seja, de um co-especifico familiar. Os resultados
demonstraram que a presenca de uma fémea co-especifica levou a
manutencio da inibicdo da ingestdo do alimento palatdvel no ambiente
ndo familiar, tanto em ratas controle quanto tratadas com VCD. Dados
da literatura descrevem que a presenca de co-especificos familiares €
eficaz na atenuacdo de respostas de medo condicionado em ratos
machos (INSANA & WILSON, 2008; KIYOKAWA et al., 2014).
Como ratos sdo altamente sociais, nossa hipdtese era que a presenca da
co-habitante pudesse diminuir a inibicdo da ingestdo alimentar em
ambiente ndo familiar. Contrariamente, nossos animais apresentaram
uma manutencdo da inibicdo da ingestdo nesta situacdo. Uma das
possiveis explicagdes para este fenOmeno seria um aumento na
frequéncia ou duragdo do comportamento de investigar a fémea co-
especifica, ou seja, os animais gastariam mais tempo com a investigacao
e poderiam demorar mais para iniciar a ingestdo do alimento. No
entanto, nossos dados ndo demonstraram aumento da frequéncia e
duracdo da investigacdo da co-especifica, sugerindo que a presenca da
mesma foi a principal causa para a inibi¢do da ingestdo do alimento.

Era esperado que o uso de um ansiolitico diminuisse o efeito
ansiogénico do ambiente nado-familiar durante as re-exposicdes,
reduzindo assim a laténcia para a ingestdo do alimento palativel. No
entanto, fémeas estudadas no presente trabalho apresentaram apenas
uma reversao parcial da inibicdo. Este conjunto de resultados sugere que
fémeas apresentem a inibi¢do da ingestdo no ambiente nao familiar, mas
se adaptam logo na primeira re-exposi¢ao, somente se ndo houver outro
estimulo presente neste ambiente. A partir do momento em que um novo
estimulo ¢é introduzido, neste caso o estimulo social (fémea co-
especifica), a inibicdo da ingestdo volta a ocorrer e se mantém mesmo
nas re-exposicdes, sugerindo que o ambiente desconhecido volta a ter
um efeito ansiogénico para os animais. Este efeito ansiogénico é
parcialmente bloqueado pelo uso de ansiolitico, e a falha ovariana
precoce parece ndo ter efeito significativo nesta resposta.

A eficiéncia do ambiente niao familiar em inibir a resposta
ingestiva foi evidente tanto em ratas controle quanto em VCD, assim
como ja descrito para ratos (MERALLI, et al., 2003). Embora seja bem
conhecido que a grande maioria das substincias que controlam a
ingestdo alimentar, tais como colecistocinina, grelina e insulina, sejam
sensiveis aos niveis de esterdides ovarianos e medeiem a agdo
anorexigena do E (ASARIAN & GEARY, 2006), pode-se inferir que as
alteragdes advindas das flutuacdes hormonais que ocorrem na
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perimenopausa, como reducio dos niveis de P e de andrégenos (REIS et
al., 2014) parecem ndo afetar a resposta a este tipo de paradigma
comportamental de ingestdo de alimento palativel em ambiente ndo-
familiar.

O teste do nado forgado é uma ferramenta amplamente utilizada
para se medir o comportamento depressivo (para revisdo ver YAN et al.,
2010). Neste teste, o inicio e a duragdo do comportamento de
imobiliza¢do sdo utilizados como medidas de comportamentos do “tipo-
depressivo” (GOUVEIA Jr et al., 2008), os quais sdo reduzidos pela
administragdo de drogas antidepressivas (PORSOLT et al., 1977, 1978).
No presente estudo nds utilizamos o comportamento de imobilizagdo
como uma inferéncia para alteragdes comportamentais que poderiam ser
ligadas a comportamentos de ansiedade/depressdo. Ha evidéncias de que
a durag@o da imobilizagdo possa ser utilizada como um indice de efeitos
afetivos enquanto a laténcia para o primeiro episddio de imobilizacdo é
um parametro que mede efeitos do contexto emocional sobre o
aprendizado e a meméria (West, 1990). Nossos resultados mostraram
que a dura¢do do comportamento de imobilizagdo ndo foi alterada em
ratas VCD ou controle quando expostas pela primeira vez ao ambiente
nao-familiar, ou quando re-expostas uma ou duas vezes. A presenca de
um co-especifico também ndo teve efeitos significativos sobre a duragdo
da imobilizacdo em fémeas controles ou tratadas com VCD. Como este
parimetro ndo foi alterado nos grupos estudados, a administracdo do
ansioldtico ndo apresentou efeito significante no pardmetro estudado,
como seria esperado. Pode-se inferir assim que o ambiente nao familiar
ndo gerou efeitos afetivos negativos nas fémeas, mesmo naquelas
tratadas com VCD, pelo menos no contexto estudado no presente
trabalho. Entretanto, existe uma vasta literatura demonstrando que
mulheres em perimenopausa € menopausa sdo mais vulnerdveis aos
transtornos de depressao e ansiedade, principalmente devido a variagdes
dos niveis plasmadticos dos hormonios sexuais femininos [para revisdo
ver: (WARREN, 2007; SOLOMON and HERMAN, 2009).

Quando comparamos ratas tratadas com VCD versus controles,
observou-se que as VCD foram mais sensiveis ao ansiolitico, ja4 que
apresentaram menos tempo de imobiliza¢@o na presenca da co-habitante
apés administracdo da droga. Dados da literatura mostram que a
progesterona, e principalmente seu metabdlito alopregnenolona,
aumenta a sensibilidade as drogas antidepressivas CARRIER &
KABBAIJ, (2013) e ansioliticas (McAULEY et al., (1995) em mulheres
pos-menopausadas. O E também aumenta a sensibilidade aos
ansioliticos em modelos experimentais (CALZA et al., 2010). Sabe-se



que as fémeas VCD no periodo equivalente a perimenopausa (80 dias
apds tratamento) apresentam niveis significativamente mais baixos de P,
mas ndo de E (REIS et al., 2014). Pode-se sugerir entdo que o
desequilibrio entre os niveis de E e P nas fémeas tratadas com VCD
possa ter levado a esta maior sensibilidade ao ansiolitico.

Ja a laténcia para imobilizacdo ndo foi alterada em ratas controle
ou VCD em nenhuma das situacdes experimentais: ambiente ndo
familiar com ou sem co-especifico ou com/sem administracdo de
ansiolitico. Como de acordo com West (1990) a laténcia para o primeiro
episddio de imobilizacdo é um pardmetro que mede efeitos do contexto
emocional sobre o aprendizado e a memoria, nosso resultado sugere que
nem as diferentes situacdes experimentais ou o tratamento com VCD
alteraram o contexto emocional dos animais, ndo interferindo portanto
na resposta comportamental de imobilizacao.

Quando analisamos a frequéncia de imobilizacdo sem a inser¢ao
da fémea co-especifica, observamos uma diferenca significante entre
fémeas controle e tratadas com VCD. Entretanto, os dados e graficos de
ambos os grupos sdo similares. Fica claro que a dispersdao dos dados no
grupo tratado com VCD impediu que o teste atingisse o nivel de
significancia e, portanto, € importante termos prudéncia na discussio
deste dado, no sentido deste ter ou ndo uma relevancia bioldgica. Além
disso, a comparacdo entre fémeas controle e tratadas com VCD ndo
demonstrou nenhuma diferencga significante com relacdo a frequéncia de
imobilizag3o.

Nossos dados mostraram que durante a re-exposi¢do das ratas ao
ambiente ndo familiar um dia apds a exposi¢do a fémea co-especifica,
aquelas tratadas com VCD apresentaram aumento significativo na
frequéncia de imobiliza¢do. Pode-se inferir que a presenca de um co-
especifico tenha exercido um efeito aversivo sobre as ratas tratadas com
VCD, o que ndo ocorreu com as ratas controle. Este efeito aversivo
poderia ter levado as ratas a apresentarem maior frequéncia de
imobilizagdo. Os resultados da administracio com ansiolitico
corroboram esta inferéncia, ja que apds a sua administracdo, as fémeas
tratadas com VCD deixaram de apresentar este aumento na frequéncia
de imobilidade. O efeito aversivo da fémea co-especifica sobre as
fémeas tratadas com VCD foi encontrado também quando analisamos a
laténcia para investigacdo do local em que a co-habitante era colocada
durante o teste comportamental. Na auséncia da co-habitante, tanto ratas
controle quanto tratadas com VCD mantiveram niveis similares de
laténcia para investigacdo do local. No entanto, no dia seguinte a
inser¢do da co-habitante na caixa experimental, as fémeas controle

71



72

mantiveram a mesma resposta enquanto as tratadas com VCD
apresentaram aumento significativo da laténcia para investigar o local
onde a co-especifica foi inserida. Corroborando o efeito aversivo, a
administragdo do ansiolitico reverteu esta resposta das fémeas tratadas
com VCD. Nido hd dados na literatura que apontem uma maior
sensibilidade a estimulos aversivos em mulheres menopausadas.
Entretanto, sabe-se que a transicdo menopausal tem efeitos importantes
sobre a qualidade de vida da mulher, incluindo as questdes de
adaptabilidade a mudancas no contexto social (ROBAK-CHOLUBEK et
al., 2014). No contexto da resposta aversiva, sabe-se que o estrégeno
pode aumentar, de maneira dose-dependente, a resposta comportamental
aversiva, mas os dados da literatura sdo, em sua maioria, relacionados a
aversdo a sabores (MIELE et al., 1988). A resposta aversiva no contexto
do estimulo social (co-especifico familiar) é pouco discutida na
literatura, mas podemos inferir que as respostas de aumento da
frequéncia de imobilizacdo e laténcia para investigacdo nas ratas VCD
apds exposi¢do ao co-especifico possa ser resultado de um complexo
conjunto de fatores relacionados a memoria e aprendizado associativo,
em conjunto com influéncia das flutua¢des hormonais da perimenopausa
sobre os mecanismos que regulam estes fatores.

A andlise da atividade locomotora geral foi realizada por meio da
duracdo da locomoc¢do nos quatro quadrantes da caixa experimental. Os
resultados ndo mostraram diferencas significativas entre fé€meas
controles e VCD, indicando que ndo houve preferéncia por nenhuma
drea da caixa experimental. Este dado € importante, pois o tempo gasto
pelos animais em regides de preferéncia poderia influenciar no tempo
gasto para a ingestdo do alimento palativel ou de investigacdo do
estimulo social, interferindo assim na acuidade dos resultados
encontrados.

4.2 TESTE DE MEMORIA - RECONHECIMENTO DE
OBJETOS

Estudos clinicos t€ém demonstrado que mulheres exibem um
declinio cognitivo apds a menopausa e isso tem um impacto negativo no
desempenho global de suas funcdes cognitivas (PHILLIPS &
SHERWIN 1992; SHERWIN 1988). No entanto, no presente estudo, as
ratas tratadas com VCD apresentaram um IR maior para os objetos
familiares, em comparag@o com as ratas controle.

Trabalhos anteriores mostram que animais intactos, ou seja, sem
lesdo cerebral, apresentam preferéncia pelo objeto novo (pela novidade,



que no presente estudo corresponde ao objeto alterado) durante a
primeira metade do teste simples de reconhecimento de objeto, mas apds
a exploracdo inicial este objeto novo se torna familiar e o IR destes
animais declina (DIX & AGGLENTON 1999 e MOSES et al., 2005).
Isto poderia explicar o baixo IR encontrado nas fémeas controle aos 80
dias. Neste sentido, poderiamos inferir que as fémeas tratadas com VCD
ndo foram capazes de apresentar esta “habituacdo” ao objeto alterado, o
que poderia estar relacionado com um déficit cognitivo em comparag¢io
com as fémeas controle. No entanto, se considerarmos os resultados do
presente estudo que mostraram que as fémeas tratadas com VCD
apresentam uma resposta aversiva a co-habitante no dia seguinte a
exposicdo, parece improvavel que estas ratas apresentem um déficit de
memoria de curto-prazo. Devemos considerar ainda que existem
diferentes tipos de memoria e que no presente estudo estamos avaliando
ndo sé a memoria de reconhecimento em curtos intervalos de retencao,
ou seja, a memdria de curto-prazo, mas também a memoria episddica,
ou seja, aquela que associa o objeto ao local, ou ao contexto. A
consolidacdo da memdria € um processo organizado pelo hipocampo e
durante este teste, quando a memdria é recuperada, este processo é
chamado reconsolidagcdo da memoria, o que envolve uma reorganizagio
de memodrias ja formadas e incorporacdo de novas informagdes
(CLARKE et al., 2010). Parte deste processamento parece ser realizado
no cortex perirrinal, tanto em humanos BUFFALO et al. (1998) quanto
em roedores (BAXTER 2010). Tem sido demonstrado que as lesdes do
hipocampo em ratos podem prejudicar tanto a aprendizagem espacial
(GILBERT, P.E.; KESNER, R.P, 2006) quanto a memdria de
reconhecimento (LI, J.S.; CHAO, Y.S, 2008). Apesar de testes de
reconhecimento serem amplamente utilizados para se estudar memdria,
nem todos os contextos destes testes recaem sobre os mesmos sistemas
neurais (para revisdo ver ROBERTSON et al., 2014). Por exemplo,
sabe-se que a memoria de uma tarefa € dependente de mecanismos
hipocampais enquanto o contexto da informacdo € processado no cortex
pos-rinal (EACOTT & GAFFAN, 2005).

Outro fator a ser discutido com relacdo a diferenca no IR das
ratas VCD comparadas as controles € a acdo dos esterdides ovarianos
sobre os mecanismos de processamento de memoria, mas os dados na
literatura sdo controversos. Existem diversas evidéncias dos efeitos
facilitatérios dos esterdides gonadais influenciando positivamente na
discriminagdo de objetos em fémeas (LUINE er al., 2003; FRY et al.,
2004; WALLACE et al.2006 ). As fémeas tratadas com VCD (80 dias
apds tratamento) apresentam niveis circulantes de progesterona,
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testosterona ¢ DHT menores do que as fémeas controle (Reis et al,
2014), o que poderia explicar a auséncia de habituagdo ao objeto
alterado. A queda dos andrégenos pode ser mais importante do que a
dos esterdides femininos, pois em ratos machos castrados e com déficits
de reconhecimento de objetos hd uma melhora de desempenho nestes
testes apds reposicdo hormonal de testosterona, mas ndo de E (AUBELE
et al., 2008). Contudo, fémeas intactas apresentam desempenho melhor
em testes de reconhecimento de objeto comparadas a machos intactos
(GHI et al., 1999; SUTCLIFFE e cols, 2007). Um estudo recente com
mulheres menopausadas sem reposicdo hormonal encontrou uma
tendéncia de associa¢do (p=0,08) entre a melhora na memdria episddica
verbal e baixos niveis circulantes de testosterona livre (RYAN et al.,
2012). Corroborando esta idéia de efeitos negativos dos esterdides
sexuais sobre a memoéria, ACOSTA et al, 2010 mostraram que a
reposi¢do com E prejudica a cogni¢do em ratas VCD. Por outro lado, o
trabalho de SUTCLIFFE e cols. (2007) sugere que as fases do ciclo
estral ndo influenciam o desempenho de ratas durante o teste de
reconhecimento de objetos. Apesar da controvérsia, este conjunto de
dados indicam que os esterdides sexuais fazem parte de uma rede
complexa de regulacio da aquisicio e retengdo de memoria.

E evidente que devemos ser prudentes nas comparagdes entre
mulheres menopausadas e o modelo de VCD utilizado neste estudo. Mas
nossos resultados, em conjunto com os dados da literatura, parecem
indicar que os esterdides gonadais masculinos e femininos exercem
efeitos diversos sobre as dreas cerebrais interligadas, responsdveis pelos
diferentes processamentos da memoéria. Portanto, durante a
perimenopausa € menopausa, quando as flutuagdes hormonais sdo
pronunciadas, podemos sugerir que o resultado deste desequilibrio entre
estrogeno, progesterona e andrégenos podera ou ndo acarretar déficits
cognitivos, dependendo das razdes entre os hormdnios citados e de suas
respectivas ac¢des nas diversas dreas envolvidas. Além disso, os efeitos
cognitivos destes hormodnios, ou a auséncia de efeitos, podem ser
dependentes da tarefa ou do teste avaliado, e a aplica¢do de diferentes
testes poderia gerar variagdes significativas de resultados, podendo-se
observar eficiéncia ou déficit cognitivo. Um levantamento clinico
recente mostrou que sao muitos os parametros que governam a agio dos
hormonios gonadais e seus derivados sobre a cognig¢do: tipo de
hormonio, niveis circulantes, terapia de reposi¢do, tipo de perda
ovariana, se transitdria ou por ovariectomia, tipo de memoria analisada e
histérico da menopausa (ACOSTA et al.,, 2013). Ainda, ndo podemos
descartar a hipétese de que em ratas jovens (aproximadamente 3 meses),



os efeitos da falha ovariana gradual possam n@o ser 0s mesmos
encontrados em ratas de idade mais avancada, jid que o fator
envelhecimento é fundamental neste contexto. J4 foi demonstrado, por
exemplo, que alteracbes de curto-prazo nos niveis de estrégeno e
progesterona nao afetam significativamente a cogni¢cdo de mulheres
jovens (SCHIMIDT et al., 2013)

Nos testes com ratas 150 dias apds o tratamento, as ratas controle
apresentaram IR semelhante ao das ratas tratadas com VCD, ndo
havendo diferencas entre os grupos tratados. Isso demonstra que com o
passar do tempo, aquela possivel “habituacdo” ao objeto alterado
apresentada pelas ratas controle aos 80 dias deixa de ocorrer, e estas
entdo passam a apresentar IR semelhante ao das ratas tratadas com
VCD. Estudos demonstram que a velocidade do processamento da
informacdo diminui durante a fase da perimenopausa natural, o que pode
estar ligado ndo s6 as alteracdes hormonais derivadas deste periodo, mas
também ao proprio processo natural de envelhecimento
(GREENDALE,G.A et al, 2009; HENDERSON, V.W, 2003). Além
disso, é postulado que flutua¢des nos niveis de E enddgeno e sintomas
associados com a transicio da menopausa, tais como a depressio,
perturbacdo do sono, as ondas de calor, e a ansiedade, podem de forma
independente ou ndo manifestd-los (GREENDALE, G.A, 2010).

Os resultados do presente trabalho poderdo contribuir para o
entendimento das alteragdes comportamentais e fisiolégicas advindas da
menopausa e no fortalecimento do modelo de menopausa quimica, que
vem sendo amplamente utilizado para este fim. Entretanto, muitos
estudos sdo ainda necessdrios para que se possa compreender 0s
mecanismos neurais pelos quais os esterdides ovarianos, € suas
flutuacdes na menopausa, regulam o estado afetivo e a cognigao.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo nos permite concluir que:

[)As alteragdes hormonais resultantes da falha ovariana precoce
causada pelo VCD apés 80 dias de tratamento parecem ndo influenciar o
grau de ansiedade de ratas quando este € avaliado pela laténcia de
ingestdo em ambiente ndo familiar;

1)) Independentemente da condi¢do hormonal e ovariana,
fémeas sdo capazes de se habituar a um ambiente ndo familiar ja na
primeira re-exposi¢do ao mesmo. No entanto, a presenca de uma fémea
co-especifica leva a inibi¢do da ingestdo novamente e a falha ovariana
nao influencia esta resposta.

[l) A presenga de uma fémea co-especifica familiar parece
ter efeito aversivo sobre as fémeas tratadas com VCD, sugerindo que o
desequilibrio hormonal resultante da falha ovariana afete um conjunto
complexo de fatores relacionados a meméria e aprendizado associativo
envolvidos com o processo de socializacio.

V) O efeito das flutuagGes hormonais na menopausa pode
nem sempre ser deletério para a memoria, sugerindo que o
envelhecimento possa ser mais significativo para o déficit de memoria
nesta fase do que os fatores hormonais.

V) O comportamento exploratério geral de ratas tratadas
com VCD ¢ equivalente ao de ratas controle, indicando que este aspecto
do repertério comportamental parece ndo ser prejudicado pela falha
ovariana, pelo menos nos periodos aqui estudados, 80 e 150 dias apds o
tratamento.
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