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RESUMO

A perimenopausa é o periodo de transi¢do para menopausa, que, por sua vez, marca o fim do
periodo reprodutivo feminino. Nesta etapa, ha diminuicao sérica importante de 17p-estradiol
(E2), acarretando impactos cognitivocomportamentais, metabdlicos e bioquimicos que tendem
a melhorar com a terapia de reposi¢dao hormonal com E2. Destarte, este trabalho objetiva
ampliar o entendimento do papel da deprivacdo e da reposicao de E2 frente a perimenopausa
de ratas ap6s menopausa cirdrgica, através de uma andlise multimodal. Para isso, 68 ratas
Wistar adultas (200 + 20g e 8 semanas de idade) foram sujeitas a ooforectomia bilateral ou a
cirurgia sham, e divididas em 4 grupos: a) ndo castrada + veiculo (NC + V), b) castrada +
veiculo (C + V), ¢) castrada + fluoxetina (C + FXT) e d) castrada + 17-estradiol (C + E2). O
experimento foi dividido em duas etapas, sendo o tratamento iniciado 15 dias apds as cirurgias
e com duracao de 28 dias. Animais veiculo receberam 200 uL/dia de 6leo de amendoim; aqueles
do grupo FXT receberam 5 mg/kg/dia de fluoxetina e o grupo C + E2, 20 pg/dia de E2. Ao final
do tratamento, os animais foram divididos em dois grupos, o primeiro destinado a andlise
eletrocorticografica (ECoG) e o segundo grupo direcionado para as andlises de: variacdo de
massa e ingesta de racdo, bioquimica, morfometria hepética e comportamento (labirinto em
cruz elevado e teste do splash). Na ECoG, a depriva¢do hormonal aumentou o poder de onda
delta e somente o tratamento com FXT reverteu este evento. A castracdo também induziu a
reducdo de oscilagdes teta em comparacdo com o grupo intacto e somente a FXT foi capaz de
reverter o quadro, mas o E2 promoveu melhora. A deprivacdo hormonal induziu diminui¢do de
disparos de onda alfa, que ndo foi revertido pelos tratamentos. Quanto a variagdo de massa, ao
fim do experimento, a reposicao hormonal gerou menor ganho de peso em relacido aos demais
grupos, mesmo sem ter diminuido a ingesta de racdo. Ainda, a reposi¢do de E2 aumentou o
perfil lipidico (exceto HDL) e o indice hepdtico em relacio aos demais grupos. No
comportamento, apenas o tempo de grooming foi diferente, onde os animais em deprivacao
hormonal passaram menos tempo se limpando que os intactos € nenhum tratamento exerceu
efeito sobre esse parametro. Nesse sentido, sugerimos que a ooforectomia foi efetiva em causar
o comportamento semelhante ao apatico, possivelmente atrelado a alteragdes cognitivas, e que
os tratamentos com FXT e E2 mostraram-se promissores na avaliacdo da ECoG, mas ndo na
modulacdo do comportamento. Além disso, propomos mais estudos para elucidar as alteragdes
que a terapia de reposicao hormonal com E2 causou na bioquimica e na avaliagdo morfométrica
hepética, bem como para avaliar de maneira mais direcionada a cogni¢do dos animais.

Palavras-chaves: Perimenopausa; 173-estradiol; Terapia de reposi¢do hormonal; Bioquimica;

Eletrocorticografia; Apatia.



ABSTRACT

Perimenopause is the transition period to menopause, which, in turn, marks the end of the
female reproductive period. During this stage, there is a significant decrease in serum 17[3-
estradiol (E2), leading to cognitive, behavioral, metabolic, and biochemical impacts that tend
to improve with E2 hormone replacement therapy. Thus, this study aims to enhance the
understanding of the role of E2 deprivation and replacement in the face of perimenopause in
surgically induced menopausal rats through a multimodal analysis. To accomplish this, 68 adult
Wistar rats (200 + 20g and 8 weeks of age) underwent bilateral oophorectomy or sham surgery
and were divided into four groups: a) non castrated + vehicle (NC + V), b) castrated + vehicle
(C + V), ¢) castrated + fluoxetine (C + FXT), and d) castrated + 17-estradiol (C + E2). The
experiment was divided into two stages, with treatment initiated 15 days after the surgeries and
lasting for 28 days. Vehicle animals received 200 uL/day of peanut oil; those in the FXT group
received 5 mg/kg/day of fluoxetine, and the C + E2 group received 20 pg/day of E2. At the end
of the treatment, the animals were divided into two groups, the first for electrocorticographic
(ECoG) analysis, and the second group for mass variation, food intake, biochemical, liver
morphometryc, and behavioral analyses (elevated plus-maze and splash test). In ECoG,
hormonal deprivation increased delta wave power, and only the FXT treatment reversed this
effect. Castration also induced a reduction in theta oscillations compared to the intact group,
and only FXT was able to reverse this, although E2 promoted improvement. Hormonal
deprivation led to a decrease in alpha wave firing, which was not reversed by the treatments.
Regarding mass variation, at the end of the experiment, hormonal replacement resulted in less
weight gain compared to the other groups, even without a decrease in food intake. Furthermore,
E2 replacement increased the lipid profile (except for HDL) and the hepatic index compared to
the other groups. In terms of behavior, only grooming time was different, with hormonally
deprived animals spending less time grooming than intact ones, and no treatment had an effect
on this parameter. In this regard, we suggest that oophorectomy was effective in inducing
behavior similar to apathy, possibly linked to cognitive changes, and that treatments with FXT
and E2 showed promise in ECoG evaluation but not in behavior modulation. Furthermore, we
propose further studies to elucidate the changes caused by E2 hormone replacement therapy in
biochemistry and hepatic morphometric evaluation, as well as a more targeted assessment of
animal cognition.

Keywords: Perimenopause; 17B3-estradiol; Hormone replacement therapy; Biochemistry;

Electrocorticography; Apathy.
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1. INTRODUCAO

A menopausa é caracterizada pela exaustdo folicular ovariana, acarretando diminuicao
consideravel dos niveis séricos de estradiol e aumento de hormonio foliculo-estimulante (FSH)
circulante, marcando o fim do periodo reprodutivo da mulher (Burger et al., 2008; Bacon,
2017). Para simular experimentalmente a menopausa, sdo utilizados modelos experimentais
como a ooforectomia bilateral. Sabe-se que, para avaliar experimentalmente o periodo que
corresponde a perimenopausa e ao inicio da menopausa em mulheres, realiza-se o modelo de
menopausa cirdrgica por ooforectomia a curto prazo, enquanto que a ooforectomia a longo
prazo equivaleria ao periodo tardio da menopausa e a pés-menopausa (Scott et al., 2012; Jeong
et al., 2015; Delgobo et al., 2019; Maluleke; Millen; Michel, 2021). A perimenopausa é o
periodo de transicdo para a menopausa, destacando-se por flutuagdes hormonais que impactam
diversos sistemas, sendo possivel destacar as mudancas cognitivocomportamentais,
metabdlicas e bioquimicas, que costumam melhorar com a terapia de reposicao hormonal com
17B-estradiol (Delamater; Santoro, 2018; Potter et al., 2018).

Os estrogénios sao hormonios esteroides cuja principal funcio € a regulacao do sistema
reprodutor feminino, sendo, inclusive, responsaveis pelo surgimento das caracteristicas sexuais
femininas. Dentre tais hormonios, o que tem maior atuagdo ¢ o 17B-estradiol (E2), que regula
processos fisioldgicos por meio da modulagdo da expressao de proteinas, sinalizando por meio
dos receptores nucleares ERa ¢ ERB e do receptor transmembrana acoplado a proteina G
(GPER, do inglés G-protein coupled estrogen receptor). Apesar da sua atuag@o primordial no
sistema reprodutor feminino, o E2 produz diversos outros efeitos tanto em mulheres como em
homens, agindo também nos sistemas enddcrino, imunoldgico, cardiovascular, esquelético,
gastrointestinal e nervoso central (Tang et al., 2019; Delgado; Lopez-Ojeda, 2020; Merrheim
et al., 2020).

Além disso, evidéncias mostram que o nivel sérico diminuido de E2, seja pela
menopausa fisiolégica ou pela cirtrgica, ocasiona modificagdes bioquimicas, dentre elas
destacam-se as alteracOes de: enzimas hepdticas (aspartato aminotransferase, TGO/AST, e
alanina aminotransferase, TGP/ALT), ureia, creatinina, glicemia, colesterol total, triglicerideos,
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) (Lizcano;
Guzman, 2014; Oliveira et al., 2018; Teixeira et al., 2018; Jdidi et al., 2019; Anagnostis et al.,
2020; Ltaif et al., 2020). As alteracdes hepdticas e renais possivelmente ocorrem devido ao
estresse oxidativo resultante do desbalanco entre a superproducdo e a neutralizacdo (por

antioxidantes endogenos) de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em apoptose



(Jdidi et al., 2019; Ltaif et al., 2020). Enquanto que a influéncia sobre a glicemia, dentre outras
causas, acontece porque a diminuicdo de E2 pode ocasionar resisténcia a insulina, devido a
mudanca na distribui¢do de gordura corporal, a diminui¢do na mobilizacdo de dcidos graxos e
ao aumento do estado inflamatério (De Paoli; Zakharia; Werstuck, 2021). Outrossim, €
provavel que o desbalanco no perfil lipidico seja resultado de mudancas na absorcdo, na
exportacdo e/ou na oxidacdo mitocondrial de &cidos graxos (Oliveira et al., 2018). Tais
alteracdes bioquimicas podem vir acompanhadas de mudanca morfométrica hepatica, que pode
ser ocasionada, dentre outros fatores, por estresse oxidativo e/ou por resisténcia a insulina (Jdidi
et al., 2019; De Paoli; Zakharia; Werstuck, 2021).

No sistema nervoso central (SNC), o E2 modula diversos aspectos envolvidos com vias
de sinalizacdo e atividades fisiolégicas, como a neurogénese e a neuroplasticidade, além de ser
considerado um agente neuroprotetor e anti-inflamatério (Slowik et al., 2018). Além disso,
dentre as vias de sinalizac@o nas quais os estrégenos atuam, destacam-se as vias dos sistemas
de neurotransmissores dopaminérgico, serotoninérgico, glutamatérgico, noradrenérgico e
colinérgico. Por conta da atuacdo majoritdria do E2, dentre os hormonios estrogénicos, nesses
sistemas, acredita-se que este possui importante atuacdo em doencas psiquidtricas (Gonzalez-
Rodriguez; Seeman, 2019). Nesse contexto, € possivel destacar que algumas mulheres se
tornam mais suscetiveis a depressdo em momentos de grandes alteracdes dos niveis hormonais,
como o que ocorre durante o pds-parto e na perimenopausa (Soares, 2019). Diversos estudos
tém associado a depressdo perimenopausa com a diminui¢do dos niveis de estrogénios que
ocorre nesse momento da vida e tém evidenciado melhora da sintomatologia depressiva com
terapia de reposicao hormonal com E2 em mulheres neste periodo e em ratas ooforectomizadas
(Jasienska et al., 2005; Nowakowska; Kus 2005; Freeman, 2010; Kiss et al., 2012; Xu et al.,
2015; Russel; Jones; Newhouse, 2019). Ainda, € conhecido que a perimenopausa também afeta
a cognic¢do, prejudicando mecanismos relacionados a memoria, aprendizado e planejamento
motor (Greendale; Derby; Maki, 2011; Luine, 2014). Todas essas mudancgas
cognitivocomportamentais estao relacionadas ao efeito do E2 a nivel neuronal. Diante disso, €
percebido que o E2 tem grande influéncia na atividade neuronal, o que afeta diretamente a
atividade elétrica cerebral, porém, na literatura, ha poucos estudos que analisem o padrdo
eletrocorticografico na perimenopausa e na terapia de reposi¢ao hormonal com E2 (Takuma et
al., 2007; Slowik et al., 2018; Gonzalez-Rodriguez; Seeman, 2019).

Apesar da vasta literatura sobre o periodo de transicio para a menopausa, OS
mecanismos pelos quais a perimenopausa e a reposi¢ao hormonal de E2 atuam no metabolismo,

na atividade elétrica cerebral e no comportamento ainda ndo sao bem compreendidos (Mauvais-
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Jarvis; Clegg; Hevener, 2013; Xu et al., 2015; Ménard; Hodes; Russo, 2016;). Havendo,
inclusive, poucos estudos que descrevam a influéncia da perimenopausa sobre a atividade
elétrica cerebral. Dessa forma, tendo em vista o grande nimero de mulheres que irdo se
beneficiar do apronfundamento destes temas, o estudo proposto tem como pergunta-problema
a seguinte: “quais os efeitos da menopausa cirtrgica por ooferectomia bilateral a curto prazo e
da reposi¢dao hormonal com E2 sobre a andlise da bioquimica, da morfometria hepética, dos
padrdes eletrocorticograficos e do comportamento semelhante ao depressivo em ratas da

linhagem Wistar com 8 semanas de idade?”.

1.1. Hipoéteses

(HO0) A menopausa cirtirgica por ooforectomia bilateral a curto prazo ndo altera os perfis
metabodlico, morfométrico hepético, eletrocorticografico e comportamental dos animais.
(H1) A menopausa cirdrgica por ooforectomia bilateral a curto prazo altera os perfis

metabolico, morfométrico hepético, eletrocorticografico e comportamental dos animais.

Objetivos
Objetivo geral

Investigar os efeitos da reposi¢do hormonal com 17B-estradiol por 28 dias em ratas
fémeas da linhagem Wistar submetidas a menopausa cirirgica por ooforectomia bilateral a

curto prazo.
Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos da menopausa cirtrgica ¢ da reposi¢do hormonal com 17f3-
estradiol na bioquimica, com enfoque nos parametros hepaticos, renais e lipidicos;

b) Analisar como a menopausa cirirgica e a reposi¢ao hormonal com 17p-estradiol
interferem na morfometria hepética;

c) Analisar a influéncia da menopausa cirtrgica e da reposi¢ao hormonal com 17f3-
estradiol em registros eletrocorticograficos;

d) Avaliar o comportamento semelhante ao depressivo dos animais em menopausa

cirrgica frente a reposicdo hormonal com 17p-estradiol.
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Justificativa

A menopausa marca o fim da capacidade reprodutiva da mulher, enquanto a
perimenopausa € o periodo de transi¢do para este marco (Burger et al., 2008; Bacon, 2017;
Potter et al., 2018). Tais estdgios da vida feminina envolvem mudancas marcantes nos niveis
séricos de 17pB-estradiol, resultando em diversas alteracdes fisioldgicas e manifestacdes de
sintomas desagraddveis que levam cerca de 90% das mulheres acometidas a buscarem apoio
médico (Santoro, 2016). Tendo em vista que a estimativa € que, em 2025, aproximadamente
1,1 bilhdo de mulheres, com tendéncia crescente de aumento neste nimero devido a elevacao
da expectativa de vida global, ja tenham findado o periodo reprodutivo, € perceptivel o impacto
dos efeitos da perimenopausa e da menopausa na saide mundial (Armeni et al., 2021). Dentre
as modificacdes que a perimenopausa € a menopausa acarretam, podem ser destacadas:
desbalancos bioquimicos, mudancas no balanco energético, desregulacdes cognitivas e
comportamentais correlatas a alteragcdes no SNC (Santoro, 2016; Potter et al., 2018; Armeni et
al., 2021). Nesse contexto, sabe-se que o E2 tem grande atuacdo no SNC, influenciando a
atividade elétrica cerebral (Slowik et al., 2018; Gonzédlez-Rodriguez; Seeman, 2019). No
entanto, sao escassas as pesquisas que avaliam a eletrocorticografia na perimenopausa e na

terapia de reposi¢cao hormonal com E2.

Portanto, devido ao prejuizo que a perimenopausa e a menopausa podem ocasionar a
saude feminina, foi percebida a necessidade da realizacdo de estudos para gerar dados que
permitam estabelecer e consolidar intervencoes que beneficiem a mulher. Diante desta questdo,
este trabalho se faz necessdrio para contribuir nos conhecimentos metabdlico, bioquimico,
eletrocorticografico e comportamental correlatos a perimenopausa e a terapia de reposicao

hormonal com E2.

2. REVISAO DE LITERATURA

A menopausa corresponde ao periodo da vida feminina em que a menstruacio cessa
definitivamente, marcando a exaustdo folicular ovariana e, consequentemente, o fim da fase
reprodutiva. Costuma acontecer entre 45 e 55 anos, sendo considerado insuficiéncia ovariana
prematura se ocorrer antes dos 40 anos (Armeni et al., 2021). E chamado de perimenopausa o
intervalo de tempo entre o inicio das alteracdes fisiolégicas que levam a menopausa e o fim de

um ano de amenorreia, que € o marco em que se define a ocorréncia da menopausa (Santoro,
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2016). Ambos os periodos sdo permeados por profundas mudancas hormonais que afetam
drasticamente a mulher por acarretar sintomas como: ondas de calor, distdrbios do sono,
alteracdes de humor e de cognicdo, mudangas no aparelho genitourindrio, osteoporose (Santoro,
2016; Djiogue et al., 2018; Namjou et al., 2018; Armeni et al., 2021). Tais sintomas sio bastante
prevalentes e levam cerca de 90% das mulheres acometidas a procurar ajuda médica,
evidenciando o impacto desse periodo ndo apenas na vida feminina, mas também na satide
publica (Santoro, 2016).

Nesse sentido, devido ao prejuizo que a menopausa pode gerar a saide feminina, foi
percebida a necessidade da realizacdo de estudos para gerar dados que permitam estabelecer
intervencoes que beneficiem a mulher. Dessa forma, para facilitar a aquisicao de conhecimento
sobre a menopausa, foram estabelecidos modelos animais de menopausa, dentre os quais
destaca-se a menopausa cirdrgica em modelo murino, que € gerada pela ooforectomia bilateral
(OOF). Neste modelo experimental, divide-se o estudo da menopausa cirirgica em
ooforectomia a curto prazo, a qual corresponderia ao periodo da perimenopausa e ao inicio da
menopausa em mulheres, e a longo prazo, que equivaleria ao periodo tardio da menopausa e a
pos-menopausa (Scott et al., 2012; Jeong et al., 2015; Delgobo et al., 2019; Maluleke; Millen;
Michel, 2021). Sabe-se que diversos experimentos j& mostraram que a OOF ¢ eficaz em
reproduzir sintomatologias semelhantes as que ocorrem na menopausa humana (Qu et al., 2013;
Puga-Olguin et al., 2019; Maluleke; Millen; Michel, 2021).

Como mencionado acima, os imbroglios da perimenopausa € da menopausa sao
decorrentes das mudancas hormonais que ocorrem nestas fases. Os principais hormonios
alterados sdo o horménio foliculo estimulante (FSH), o qual se eleva na menopausa, e os
estrogénios em que, durante a perimenopausa, predomina a intensa oscilacao nos niveis séricos
destes e, na menopausa, a concentracao plasmatica encontra-se extremamente baixa (Santoro,
2016; Armeni et al., 2021). Sendo que os principais estrogénios humanos sdo: estrona (E1),
17B-estradiol (E2) e estriol (E3) (Chen; Madak-Erdogan, 2018). Dentre tais hormonios, o que
tem maior atuagdo € o 17B-estradiol, que regula processos fisiol6gicos por meio da modulagao
da expressdo de proteinas, sinalizando por meio dos receptores nucleares ERa e ERB e do
receptor transmembrana acoplado a proteina G (GPER, do inglés G-protein coupled estrogen
receptor). Apesar da sua atuacdo primordial no sistema reprodutor feminino, o E2 produz
efeitos em diversos outros sistemas, tanto em mulheres como em homens, como por exemplo:
o imunolégico, o enddcrino, o cardiovascular, o esquelético, o gastrointestinal € 0 nervoso

central (Tang et al., 2019; Delgado; Lopez-Ojeda, 2020; Merrheim et al., 2020).
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Sabe-se que o E2 possui efeito sobre o sistema imunoldgico, estimulando a producgdo de
citocinas anti-inflamatérias. No sistema cardiovascular, o risco para doencgas cardiovasculares
comeca a aumentar na perimenopausa e persiste elevado na menopausa e na pds-menopausa,
seja pela menopausa natural ou cirtrgica, isto ocorre, dentre outros motivos, principalmente
devido a alteragdes, causadas pelas reducgdo sérica de E2, no perfil lipidico, ao estresse oxidativo
e ao aumento na rigidez vascular por disfuncdo endotelial causada pela diminui¢do da liberagcdo
de 6xido nitrico (Nair; Pillai; Nair, 2021). No sistema esquelético, o E2 atua protegendo contra
osteoporose, por meio de ERa, que estimula os osteoclastos a entrarem em apoptose (Komori,
2015). No sistema gastrointestinal, o E2 age por diversos mecanismos, a exemplo da regulacdo
do balanco energético corporal, do estimulo a liberacao de leptina que atua no controle de fome
e saciedade, da inibi¢do da lipoproteina lipase que realiza a lipogénese, da protecdo das células
beta pancredticas por meio de acdo antioxidante, dentre outros. Sendo que a diminui¢ao deste
hormo6nio pode propiciar a ocorréncia de: obesidade (por hiperfagia e reducdo do gasto
energético), resisténcia a insulina, dislipidemia e esteatose hepdtica ndo alcodlica (Butera,
2010; Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener, 2013; Chen; Madak-Erdogan, 2018; Namjou;
Heidarian; Rafieian-Kopaei, 2018). Porém, o aumento excessivo dos niveis séricos de E2, como
o ocorrido em mulheres gravidas, estd associado a diminui¢io da sensibilidade a insulina, por
meio da clivagem do receptor de insulina (Yuasa et al., 2023).

No sistema nervoso central (SNC), o E2 modula diversos aspectos envolvidos com vias
de sinalizacdo e atividades fisiol6gicas, como a neurogénese e a neuroplasticidade, além de ser
considerado um agente neuroprotetor e anti-inflamatério (Slowik et al., 2018). Dentre as vias
de sinalizac¢do nas quais os estrogénios atuam, com énfase na regulacdo pelo E2, destacam-se
as vias dos sistemas de neurotransmissores dopaminérgico, serotoninérgico, glutamatérgico,
noradrenérgico e colinérgico. Sugerindo que o E2 possua importante atuacdo em doencas
psiquidtricas (Gonzalez-Rodriguez; Seeman, 2019).

Diante da diversidade de atuacdo do E2 no organismo e da relagdo da sua
flutuagdo/diminui¢do com a sintomatologia negativa que ocorre na perimenopausa € ha
menopausa, foi descoberto que a terapia de reposi¢cdo hormonal com estrogeno ameniza tais
sintomas (Armeni et al., 2021). Sabe-se que a terapia de reposi¢do hormonal pode ser feita por
via oral ou por via subcutinea, ndo havendo diferenga na eficdcia, porém a via subcutanea é
mais recomendada para pacientes com aumento de risco cardiovascular por ndo ter passagem
hepdtica e, dessa forma, ndo aumentar os niveis séricos de triglicerideos e o risco de trombose
venosa profunda como a via oral acarreta (Santoro, 2016; Armeni et al., 2021). A terapia de

reposi¢do hormonal pode ser feita com a administracdo isolada de E2, em caso em que a mulher
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ndo possua mais Utero, ou pela combinacdo de estrogeno com progesterona, a qual € utilizada
para proteger o endométrio da proliferacdo exagerada (associada a carcinogénese endometrial)
que a administracdo isolada do estrogénio pode causar. No entanto, foi descoberto que a terapia
de reposi¢ao hormonal com E2 nao é benéfica na pés menopausa tardia e que € associada com
aumento de risco de cancer de mama e de endométrio (Pardini, 2014). Nesse sentido, apds
diversos estudos, foi estabelecido como seguro e recomendado a terapia de reposi¢do hormonal
na menor dose terapéutica individualizada, nos casos de mulheres sintomaticas que estejam na
perimenopausa ou na menopausa, nao devendo ter ultrapassado 10 anos da ocorréncia da
menopausa ¢ havendo a necessidade de ponderar os riscos (Santoro, 2016; Chen; Madak-
Erdogan, 2018; Zimmerman et al., 2020; Armeni et al., 2021).

Quanto a influéncia do E2 na bioquimica, sabe-se que as alteracdes hepaticas e renais
causadas pela reducdo deste hormonio estdo relacionadas, em partes, pelo aumento de estresse
oxidativo (Jdidi et al., 2019; Ltaif et al., 2020). Na avalia¢cdo da atuagdo do E2 no perfil lipidico,
sabe-se que a deprivacdo deste hormonio se relaciona com a ocorréncia de dislipidemia e a
terapia de reposicao hormonal € associada com a reversdo deste quadro (Lim; Lee; Kim, 2014;
Ren et al., 2018; Nanashima et al., 2020). Oliveira et al. (2018) sugerem que o desbalan¢o no
perfil lipidico causado pela OOF pode estar atrelado a mudancas na absorcao, na exportacdo
e/ou na oxidacdo mitocondrial de dcidos graxos. Além disso, sabe-se que a diminuicdo de E2
pode ocasionar resisténcia a insulina e esta pode resultar em dislipidemia (De Paoli; Zakharia;
Werstuck, 2021). Ademais, as mudancas bioquimicas ocasionadas pela OOF podem causar
alteracoes morfométricas hepaticas as quais tem o estresse oxidativo e a resisténcia a insulina
como possiveis fatores causais (Jdidi et al., 2019; De Paoli; Zakharia; Werstuck, 2021).

Ainda, diante do exposto acerca da atuagdo do E2 no SNC, devido ao impacto deste
hormoénio nas células neuronais, depreende-se que alteracdes séricas de E2 podem impactar na
eletrofisiologia cerebral. Além disso, as alteracdes de sono, de cognicdo e de humor que
ocorrem na menopausa podem estar relacionadas com modificacdes na atividade elétrica
cerebral. Nesse contexto, o eletroencefalograma vem sendo estudado como uma possivel
ferramenta objetiva de diagnoéstico de doencgas psiquidtricas (De Aguiar Neto; Rosa, 2019).
Apesar disso, carecem na literatura dados acerca dos efeitos da perimenopausa e da menopausa
nos padrdes de ondas cerebrais.

No contexto da avaliacdo do comportamento na menopausa, sabe-se que a depressao é
uma doenga mental que atinge mais de 300 milhdes de pessoas ao redor do mundo, sendo duas
vezes mais prevalente em mulheres (Nagdes Unidas No Brasil, 2017; Labaka et al., 2018). E

considerada uma das patologias mais incapacitantes da atualidade, principalmente por trazer
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grandes limitacdes ao funcionamento psicossocial, sendo a doenca que mais causa incapacidade
em mulheres na atualidade (Malhi; Mann, 2018; Willi; Ehlert, 2019). Nesse sentido, com base
na 5® edicao do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V), a depressao
pode ser classificada de trés formas: transtorno depressivo maior (mais grave, podendo levar a
prejuizos fisicos e sociais significativos ao individuo), transtorno depressivo persistente
(distimia) e transtorno disférico pré-menstrual (APA, 2014). A depressao € caracterizada, no
DSM-V, por sintomas relacionados ao humor, ao cognitivo € a0 comportamento que causam
sofrimento considerdvel e/ou prejuizo funcional (Bromberger; Epperson, 2018). Dentre os
principais sintomas dessa doenca, encontram-se a baixa-autoestima, a anedonia, os distirbios
do sono e a ansiedade, sendo que a combinagdo destes sintomas pode levar o individuo ao
suicidio (Ratajczak et al., 2019). A depressdao € uma doenca multifatorial, na qual ainda ha
muitos mecanismos desconhecidos. Dentre os fatores conhecidos que podem estar envolvidos
na patogénese dessa enfermidade, podem ser citados: remodelamento sindptico e neuronal (a
exemplo do fator neurotréfico derivado do cérebro [BNDF], da proteina p11 e do fator nuclear
kappa B [NF-«xB]); modulacdes epigenéticas; inflamacdo; funcdo astrocitdria prejudicada;
alteracoes monoaminérgicas; e desregulacdes hormonais (Ménard; Hodes; Russo, 2016; Perez-
Caballero et al., 2019; Soares, 2019; Lorentzen et al., 2020).

Dentre as desregulagdes hormonais ligadas a depressdo, podem ser citadas aquelas
associadas ao ciclo reprodutor feminino, em que algumas mulheres se tornam mais suscetiveis
a depressd@o em momentos de grandes alteracdes dos niveis hormonais, como o que ocorre no
periodo pré-menstrual, no pds-parto e na perimenopausa (Soares, 2019; Willi; Ehlert, 2019).
Ainda, diversos estudos tém associado a depressao perimenopausa com a diminui¢ao dos niveis
de estrogénios que ocorre nesse momento da vida (Jasienska et al., 2005; Bromberger;
Epperson, 2018; Freeman, 2010; Russel; Jones; Newhouse, 2019). Nesse sentido, diversos
estudos tém utilizado o modelo animal de ooforectomia bilateral a curto prazo para avaliar as
alteracdes comportamentais advindas da perimenopausa e da menopausa (Nowakowska; Kuss,
2005; Puga-Olguin et al., 2019; Ge et al., 2020; Khayum et al., 2020). No entanto, Becker e
colaboradores (2021) afirmaram que nenhum modelo animal de depressdo consegue abordar
todas as principais caracteristicas da doenca: anedonia, apatia, desespero, ansiedade,
deteriorac@o cognitiva, dentre outros.

Acerca do comportamento de apatia, sabe-se que este estd relacionado com diversas
patologias, a exemplo de processos demenciais, comprometimento cognitivo leve, injdria
cerebral traumatica, transtorno depressivo maior e esquizofrenia (Iznak; Iznak; Sorokin, 2011;

Kos et al., 2016; Neis et al.; Zhu et al., 2019). Sendo também um sintoma correlacionado com
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reducdo da qualidade de vida e considerado fator de mau progndstico cognitivo, funcional e
ocupacional (Kos et al., 2016). Na revisao de Kos e colaboradores (2016), é corroborada a
hipétese de Levy e Dubois (2006), que elenca que a apatia pode ocorrer devido a uma disfungao
em ao menos um destes trés componentes: emocional-afetivo, cognitivo e autoativacao. Isto &,
o dano no processamento emocional-afetivo gera apatia por resultar na incapacidade de
relacionar os sinais emocionais-afetivos com o comportamento continuo ou futuro, enquanto
que a disrup¢do do processamento cognitivo compromete o planejamento de agdes essenciais
para a manutencdo ou a realizagdo de um comportamento, acarretando a apatia. J4 quando o
processamento de autoativacdo estd prejudicado, ocorre problemas para gerar/amplificar
estimulos internos e, dessa forma, o individuo torna-se incapaz de iniciar agdes que ndo sejam

impulsionadas por eventos externos, caracterizando apatia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de pesquisa

Trata-se de um estudo explicativo, que se enquadra como uma pesquisa experimental.

3.2. Local e periodo
A pesquisa foi realizada no Laboratério de Neuropatologia Experimental (LaNEx),
localizado no Hospital Universitario Jodao de Barros Barreto e vinculado ao Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do Pard (UFPA). A pesquisa ocorreu entre o més de
agosto de 2020 e o més de dezembro de 2022.

3.3. Animais

Foram utilizadas 68 ratas adultas fémeas (ndo gravidicas) da linhagem Wistar com 8
semanas de idade, provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas. Os animais foram
mantidos em temperatura controlada (22 £2°C) e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Foram
alimentados com racdo balanceada para ratos e agua ad libitum. Os animais passaram por um
periodo de uma semana de habituac@o ao ambiente antes do inicio dos experimentos.

Os procedimentos experimentais seguiram todas as exigéncias descritas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA) e pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Pard (CEUA n°: 4532280520).

3.4. Desenho experimental
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Com o intuito de ampliar o entendimento do papel da deprivacdo e da reposicao de
17B-estradiol frente a perimenopausa de ratas apds a menopausa cirirgica, o presente projeto
foi realizado em duas etapas experimentais em que os animais foram submetidos, apds o
periodo de adaptagdo ao laboratério, a ooforectomia bilateral total (animais castrados = C) ou
a cirurgia simulada (animais intactos= NC), seguido de 15 dias de habituacio necessdrios para
diminuir os niveis séricos de E2. Entao, os animais foram divididos nos seguintes grupos que
receberam como tratamento veiculo (V), fluoxetina (FXT) ou 17B-estradiol (E2): ndo castrado
+ veiculo (NC + V), castrado + veiculo (C + V), castrado + fluoxetina (C + FXT) e castrado
+ 17B-estradiol (C + E2). Os grupos foram formados de modo que cada um tivesse entre 8 e
9 animais, no entanto, devido a ocorréncia de algumas mortes apds as cirurgias de
ooforectomia e de implantacio de eletrodos, alguns grupos ficaram com n menor. Ao fim da
etapa 1, cada grupo apresentava o seguinte quantitativo de animais: NC+V n=7; C+V n=5;
C + FXT n =6; C + E2 n =8. Enquanto que, ao término da etapa 2 do experimento, observou-
se as seguintes quantias: NC+Vn=8;C+Vn=8;C+FXTn=8;C+E2n=8.

As etapas experimentais tiveram como objetivo avaliar o efeito da reposi¢do hormonal
com E2 sobre a eletrocorticografia (etapa 1) e sobre a variacio de peso, a ingesta de ragdo, a
bioquimica, a morfometria hepética e o comportamento (etapa 2). Apds a eutandsia, foram
coletados e pesados os tuteros para calcular o indice uterino (indice uterino = peso do ttero
[mg]/ peso do animal [g]), de modo a demonstrar se a deprivacdo e a reposicao hormonais
foram efetivas.. No experimento voltado a andlise metabdlica e comportamental, foram
também coletados amostras de sangue para a realiza¢do da bioquimica, além do figado para a

analise morfométrica.

3.5. Ooforectomia

No presente estudo, a ooforectomia (OOF) foi bilateral total. Para isto, os animais foram
anestesiados com associacdo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via
intraperitoneal (i.p.). Apds a aboli¢do dos reflexos de retirada, os animais foram imobilizados
sobre prancha cirtirgica em posi¢cao de decubito dorsal e com a regido abdominopélvica
protegida com campo fenestrado. A cirurgia iniciou pela tricotomia e assepsia da regido com
iodopovidine, seguido por incisdo mediana na drea abdominopélvica, de modo a expor um
ovéario em cada lateral. Em seguida, foram retirados os ovérios, preservando-se o dtero. Ao final
do procedimento cirurgico, o peritonio e a pele foram suturados. Animais ndo castrados

passaram por cirurgia simulada sob as mesmas condi¢des, mas sem a retirada dos ovérios.
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Ap6s a realizacdo das cirurgias, os animais receberam doses unicas de antibidtico
preventivo (amoxicilina 10 mg/kg por via subcutanea [s.c.]) e analgésico (dipirona sddica, 25
mg/kg s.c.), seguindo as normas do CONCEA (CONCEA; 2015), e passaram por periodo de
habituacdo de 15 dias necessdrios para diminui¢do dos niveis séricos de E2 nas ratas
ooforectomizadas (castradas) de modo a ser caracterizado, de fato, uma menopausa cirirgica

(Martins et al., 2012).

3.6. Reposicao hormonal com 17p-estradiol

O tratamento de reposi¢do hormonal teve duracdo de 28 dias e o E2 foi administrado
s.c. na dose de 20 pg/dia (Takuma et al., 2007), tendo sido diluido em 200 ul de 6leo de
amendoim (veiculo). Enquanto os animais dos grupos controle receberam ao dia 200 ul do
veiculo isolado.

A fluoxetina € um antidepressivo inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, que foi
administrada na dose de 5 mg/kg/dia (i.p.) (Robert et al., 2011; Nowacka-Chmielewska et al.,
2017), sendo este farmaco usado como padrio ouro no tratamento para depressdo. Por isso, foi
utilizado como parametro para comparagdo dos possiveis efeitos antidepressivos induzidos pelo

E2.

3.7. Variacao de peso e ingesta de racao

De modo a avaliar a variagdo de peso e a ingesta de racdo, os animais, assim como a
racdo, foram pesados em dias alternados (a cada 48 horas), obtendo-se os resultados em grama
(g). Sendo que, neste trabalho, foi levado em consideragdo, para a andlise do efeito da
menopausa cirdrgica sobre o peso, o quanto os animais ganharam ou perderam apds a cirurgia
(no segundo dia apds o procedimento), apos a primeira semana de deprivacdo hormonal e apds
a segunda semana de deprivagdo hormonal antes do inicio do tratamento, comparando com o
peso inicial (imediatamente antes da ooforectomia). E para avaliar os efeitos dos tratamentos
no ganho de peso, foi analisado o quanto o peso do animal variou, ao fim de cada semana de
tratamento, em relacdo ao peso ao fim da segunda semana de deprivacdo hormonal (peso
imediatamente anterior ao inicio do tratamento).

Para obter a quantidade de racdo consumida, foi subtraido a quantidade inicial de ra¢do
colocada 48 horas antes pela quantidade de racdo restante de cada grupo. Para a avaliacdo da
ingesta de ragdo entre os grupos, foram consideradas as médias do quanto de ragcdo cada grupo

consumiu a cada 48 horas nos seguintes periodos: nas primeiras 48 horas apds a cirurgia; na
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semana 1 de deprivacdo hormonal; na semana 2 de deprivacdo hormonal; na semana 1 de

tratamento; na semana 2 de tratamento; na semana 3 de tratamento; € na semana 4 de tratamento.

3.8. Analise bioquimica

A coleta da amostra de sangue necessdria para a bioquimica foi realizada por meio de
puncao cardiaca apds a anestesia no dia da eutanésia.

Os dados bioquimicos analisados foram as dosagens séricas das transaminases hepéticas
oxalacética e pirdvica (TGO e TGP), ureia, creatinina, colesterol total (CT), triglicerideos
(TGL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL)
e lipoproteina de alta densidade (HDL).

3.9. Avaliacao morfométrica hepatica
Ap0s a eutandsia, os figados foram coletados, submetidos a limpeza (retirada de gordura
visceral) e pesados para avaliagdo morfométrica. Para avaliacdo morfométrica hepadtica, o
indice hepatico (IH) foi calculado da seguinte maneira: IH = massa do figado (mg)/ massa do

animal (g).

3.10. Implantacio do eletrodo de leitura e gravacio dos registros
eletrocorticograficos

Na etapa experimental para avaliar os efeitos da reposi¢do hormonal com 17-estradiol
em ratas submetidas a menopausa cirdrgica, foram implantados eletrodos conjugados na dura-
mater quatro dias antes da captacdo dos registros eletrocorticograficos (ECoG). Dessa forma,
os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) (i.p.), e foi
realizada a tricotomia da regido superior da cabeca para, em seguida, ser feita uma pequena
incisdo na pele para exposicdo da caixa craniana e implantag@o dos eletrodos.

No aparato estereotaxico, com o cranio do animal exposto, foram perfurados dois furos
bilaterais com uma broca dental. Eletrodos de aco inoxidavel foram, entdo, colocados na dura-
mater, acima do lobo frontal, nas coordenadas do bregma- 0,96 mm e cerca de 1,0 mm lateral.
Um parafuso (para servir como base e aterramento para os registros) foi introduzido no osso
occipital e os eletrodos foram fixados com acrilico dental, conforme descrito por outros autores

(Hamoy et al., 2018; Estumano et al., 2019).
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Quatro dias apds a cirurgia de implantacdo de eletrodo, cada animal foi submetido
indivualmente a gravacgdo dos registros eletrocorticograficos em uma gaiola. Os eletrodos foram
conectados a um sistema de aquisicdo de dados digital composto por um amplificador de alta
impedancia da marca Grass Technologies, modelo P511, um osciloscépio do modelo Protek
6510 e uma placa de aquisicdo e digitalizacdo de dados da National Instruments (Austin, TX).
Os dados foram adquiridos de forma continua a uma taxa de 1 kHz, com um filtro passa-baixa
definido em 3 kHz e um filtro passa-alta em 0,3 Hz. Durante as sessdes de gravagdo, os animais
foram confinados em compartimentos de acrilico de dimensdes 20 x 45 x 15 cm. O
procedimento da ECoG seguiu um padrdo em todos os tratamentos, com uma fase inicial de
adaptacdo de 10 minutos, seguida de uma gravacgdo de 300 segundos.

As andlises subsequentes foram realizadas utilizando uma ferramenta desenvolvida na
linguagem de programacao Python, versdo 2.7, fazendo uso das bibliotecas "Numpy" e "Scipy"
para o processamento matematico, e a biblioteca "matplotlib" para a criacdo de graficos e plots.
Uma interface grafica foi criada com a biblioteca PyQt4. Para calcular os espectrogramas, foi
adotada uma janela de Hamming com 256 pontos (256/1.000 s). Cada quadro da densidade
espectral de poténcia (PSD) foi gerado com uma sobreposicdo de 128 pontos por janela. A PSD
de cada quadro foi calculada com o método de periodograma médio de Welch. Os histogramas
de frequéncia foram obtidos ao calcular a PSD do sinal usando a janela de Hamming de 256
pontos, sem sobreposi¢do, o que resultou em uma resolucdo de 1 Hz por intervalo. Cada forma
presente na PSD € a média de um conjunto especifico de experimentos. A PSD foi determinada
para cada grupo e as médias foram exibidas em intervalos individuais. Tais andlises foram
conduzidas em frequéncias de até 50 Hz, divididas em faixas Delta (1-4 Hz), Teta (4—8 Hz),
Alfa (8-12 Hz), Beta (12-28 Hz) e Gama (30-40 Hz) para fins de interpretacdo, conforme
estudos anteriores (Hamoy et al., 2018; Estumano et al., 2019).

Para esta parte do experimento, um grupo exclusivo de animais foi necessario em
virtude de possiveis intercorréncias durante os procedimentos, como a retirada dos eletrodos
pelos animais, além da implantacdo dos eletrodos interferirem nos procedimentos

comportamentais e nas andlises histoldgicas.

3.11. Testes comportamentais
3.11.1. Labirinto em Cruz Elevado
O labirinto em cruz elevado (LCE) foi realizado ao fim da etapa experimental destinada

a analise do comportamento. Cada animal foi colocado no aparato durante 5 minutos.
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O LCE consiste em um aparato, elevado 50 cm do chio, com dois bragos abertos opostos
entre si (50 x 10 x 0,5 cm) alternados com dois bracos fechados opostos entre si (50 x 10 x 40
cm) formando uma cruz com uma area central entre os bracos (10 x 10 cm) (Estumano et al.,
2019). Todo procedimento foi registrado em video por uma Camera Logitech HD Pro 1080p
C920 suspensa sobre o aparato para posterior andlise.

O LCE foi escolhido, pois é um dos testes utilizados para verificar comportamento
semelhante ao ansioso, o qual estd muito presente na depressdo (Ye et al., 2019). Para a
avaliacdo deste comportamento foram analisados os seguintes parametros: (1) Distancia total
percorrida (m); (2) Tempo de imobilidade (s); (3) porcentagem de tempo no brago aberto
([tempo no brago aberto/(tempo no brago aberto + tempo no braco fechado)] x 100); (4)
porcentagem de tempo no braco fechado ([tempo no brago fechado/(tempo no braco aberto +
tempo no braco fechado)] x 100); (5) porcentagem de entradas no braco aberto ([numero de
entradas no braco aberto/(nimero de entradas no braco fechado + nimero de entradas no brago
aberto)] x 100); (6) porcentagem de entradas no braco fechado ([ndmero de entradas no braco
fechado/(nimero de entradas no braco fechado + nimero de entradas no brago aberto)] x 100).

O comportamento foi analizado utilizando o software ANY-MAZE.

3.11.2. Teste do Splash

Ap6s todos os animais passarem pelo LCE, cada animal, na mesma sequéncia, foi
submetido ao teste do splash (TS). Este teste € usado para avaliar o autocuidado do animal
(apatia) e, por essa caracteristica estar diminuida na depressdo, é também usado para avaliar o
comportamento semelhante ao depressivo (Neis et al., 2016).

Este teste consistiu da aplicacdo de solugcdao de sacarose a 10% na regido do dorso,
proximo a cabeca, do animal (que estava em sua caixa habitual sozinho). Tal substincia é
viscosa e o comportamento normal dos roedores € a realizacio do movimento de limpeza
(denominado de grooming) (Neis et al, 2016). Entdo, os parametros analisados foram: (1)
numero de eventos de grooming; e (2) tempo total gasto realizando grooming (Sadeghi; Peeri;
Hosseini, 2016). Cada animal foi gravado por 5 minutos por uma Camera Logitech HD Pro
1080p C920 suspensa sobre o aparato para posterior analise comportamental. A avaliacdo dos

videos ocorreu por meio de estudo duplo-cego.

3.12. Anadlise de dados
Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo, adotando p < 0,05 como

estatisticamente significante. A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism
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version 9.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Comparagdes paramétricas entre grupos
foram feitas utilizando teste t ou ANOV A um critério seguido do pds-teste Tukey para multiplas
comparacdes. As andlises ndo paramétricas foram feitas utilizando Mann-Whitney ou Kruskal-
Wallis seguido de pds-teste de Dunn. ANOVA duas-vias seguido de pds-teste Tukey foram

utilizados para analisar a variacao de peso e a ingesta de ragao.

4. RESULTADOS
4.1. Indice uterino

Nossos resultados mostram que a ooforectomia induziu deprivagdo hormonal, visto que
foi encontrado diferenca no indice uterino entre os grupos intacto (NC + V: 3,18 + 1,07 mg/g)
e castrado (C + V: 0,63 £ 0,35 mg/g; p < 0,0001). Ainda, os animais tratados com FXT também
tiveram o utero reduzido em relagdo aos animais intactos (C + FXT: 0,97 £ 0,50 mg/g; vs NC
+ V, p =0,0003). Por outro lado, o grupo que recebeu reposi¢ao de E2 apresentou peso uterino
semelhante ao grupo intacto (C + E2: 2,93 £ 0,55 mg/g; p > 0,05 vs NC + V; p < 0,001 vs C +
V; p <0,0001 vs C + FXT; Figura 1).
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Figura 1: Avaliacao do indice uterino. ***p < 0,001 e **** p <(0,0001. NC: ndo castrado; C: castrado; V: veiculo;

FXT: fluoxetina; E2: 17B-estradiol.

4.2. Variacao de peso e ingesta de racao

Quanto as andlises da ingesta de racdo e da variacdo de peso, a ooforectomia reduziu a
ingesta de rac¢do (C + V: 10,16 £2,99 g ; C + FXT: 13,08 + 3,78 g; C + E2: 10,86 £ 1,96 g;
Tabela 1) logo ap6s o procedimento em relagc@o ao grupo intacto (NC + V: 27,88 + 12,61 g; vs
C+VeC+E2 p<0,001; vs C+ FXT, p <0,01; Tabela 1), porém nao houve diferenca no



23

ganho de peso entre os grupos logo apds a cirurgia (NC + V: -6,47 £ 8,31 g; C + V: -8,22 +
4,61 g; C+ FXT:-5,59 £3,54 g; C+ E2: -7,92 +4,40 g, p > 0,05, para todas as comparagdes;
Tabela 2). Na primeira semana de deprivacdo hormonal, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos tanto na ingesta de ragdao (NC + V: 38,69 + 0,08 g; C + V: 40,45 +
1,56 g; C+FXT:41,90 £ 0,26 ge C + E2: 40,87 £ 1,75 g; p > 0,05, para todas as comparagdes;
Tabela 1) quanto na variacdo de peso (NC + V: 12,33 £ 9,39 g; C + V: 23,03 + 4,04 g; C +
FXT: 25,09 £5,80 ge C+ E2: 20,41 £4,75 g; p > 0,05, para todas as comparagdes; Tabela 2).
Na segunda semana de deprivacdo hormonal, a castracdo ocasionou ganho de peso nos animais
em relacdo ao grupo intacto (NC + V: 24,81 £ 10,36 g; C+ V: 57,44 £ 22 44 g; C + FXT: 59,35
+ 13,33 g; C+E2:5598+6,73g; NC+VvsC+V,C+E2eC+FXT, p > 0,001, para todas
as comparacoes; Tabela 2), mesmo sem haver alteracdes significativas na ingesta de comida
entre os grupos (NC + V: 40,85 +3,93 g; C+V:49,60 + 1,03 g; C + FXT: 48,30 +£ 0,62 g; C +
E2:49,32 +2,10 g, p > 0,05, para todas as comparacdes; Tabela 1).

Durante o tratamento, na primeira semana, o grupo em deprivacdo hormonal ganhou
mais peso (C + V: 21,78 £4,26 g; C+ E2: -1,06 4,43 g; C+ Vvs C + E2, p < 0,001; Tabela
2) e ingeriu mais ragdo (C + V: 50.38 +2.25 g; C+ E2: 40.02+ 191 g;C+VvwsC+E2, p <
0.05; Tabela 1) apenas em relacdo ao grupo com E2. Na segunda semana, o grupo com
reposicao hormonal, apesar de ndo ter havido diferenca na ingesta de racdo (NC + V: 40,10
437 g, C+V:48,46 £2,88 g; C + FXT: 42,4 £4,06 g; C + E2: 39,64 £ 1,79 g, p > 0,05, para
todas as comparacdes; Tabela 1), ganhou menos peso que o grupo em deprivagdo hormonal e
em relacdo ao que recebia fluoxetina (NC + V: 24,24 £ 8,06 g; C + V: 36,40 £ 7,54 g; C + FXT:
25,06 £9,37 g; C+E2: 0,20+ 794 g, C+ Ve C+FXTvs C+E2, p > 0,001, para ambas as
comparacoes; Tabela 2). Nas semanas 3 e 4 de tratamento, o grupo C + E2 teve variacao de
peso significativamente menor em relagdo aos demais grupos (Semana 3 = NC + V: 32,25 +
13,18 2; C+V:46,49 £6,93 g; C + FXT: 35,19 £ 8,83 g; C+E2:-0,72+ 7,26 g; NC+ V, C +
Ve C+FXTvs C+E2, p<0,001, para todas as comparagdes; Semana 4 = NC + V: 50,14 +
9,88 g; C+V:75,23 £36,79 g; C + FXT: 47,68 +£ 10,95 g; C + E2: 13,39+ 6,81 g; NC+ V, C
+VeC+FXTvsC+E2, p <0,001, para todas as comparacdes; Tabela 2), mesmo sem ter
havido diferenca significante na ingesta de racao entre os grupos (Semana 3 = NC + V: 41,35
+4,86 g; C+ V:45,10 £ 1,58 g; C + FXT: 40,27 £ 0,98 g; C + E2: 39,51 £2,26 g; p > 0,05,
para todas as comparacdes; Semana 4 = NC + V: 39,14 £ 4,78 ¢; C + V: 41,33 £+ 0,88 g; C +
FXT: 39,09 + 5,59 g; C + E2: 38,36 £ 0,79 g; p > 0,05, para todas as comparacdes; Tabela 1).
Ainda, na dltima semana de tratamento, os animais em deprivacdo hormonal ganharam mais

peso em relacdo a todos os demais grupos (NC +V,C+ FXTe C+ E2vs C+ V, p < 0,001,
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para todas as comparagdes; Tabela 2), apesar de ndo ter havido diferenca significativa na ingesta

de alimentos (p > 0,05, para todas as comparacdes; Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo da ingesta de racdo em ratas submetidas a menopausa cirurgica.

Cirurgia

Privacao-
Semana 1
Privacao-
Semana 2

Tratamento-
Semana 1

Tratamento-
Semana 2

Tratamento-
Semana 3

Tratamento-
Semana 4

NC +V
27,88 £ 12,61

38,69 + 0,084

40,85 + 3,929

41,36 + 4,077

40,1 + 4,371

41,35 + 4,856

39,14 + 4,781

C+V

10,16 £ 2,987***

40,45 + 1,56

49,6 + 1,031

50,38 + 2,249

48,46 + 2,881

45,1 + 1,577

41,33 £ 0,883

C + FXT
13,08 + 3,783**

41,9+ 0,26

48,3 + 0,624

42,79 + 1,175

42,4 + 4,059

40,27 + 0,985

39,09 £ 5,592

C+E2
10,86 + 1,962***

40,87 + 1,754

49,32 £2,103

40,02 +1,913*

39,64 + 1,791

39,51 £ 2,258

38,36 £ 0,789

Os dados representam média + desvio padrdo. **p < 0,01 e *** p < 0,001 vs NC + V. #p < 0,05 vs C + V. NC:

ndo castrado; C: castrado; V: veiculo; FXT: fluoxetina; E2: 17B-estradiol.

Cirugia

Privacao-
Semana 1
Privacao-
Semana 2

Tratamento-
Semana 1

Tratamento-
Semana 2

Tratamento-
Semana 3

Tratamento-
Semana 4

Tabela 2. Anélise da variacdo de peso em ratas submetidas a menopausa cirurgica.

NC +V
-6,475 + 8,309

12,33 £ 9,39

24,81 + 10,359

10,64 + 5,025

24,24 + 8,057

32,25 + 13,183

50,14 £ 9,882

C+V
-8,225 + 4,606

23,03 £4,043

57,44 + 22,444***

21,78 + 4,258

36,4 + 7,54

46,49 £ 6,927

75,23 + 36,786™*

C +FXT
-5,588 * 3,542

25,09 £ 5,796

59,35 + 13,332***

11,2 £ 6,235

25,06 + 9,326

35,19 + 8,831

47,68 £ 10,949%#

C+E2
-7,925+4.4

20,41 + 4,755

55,98 + 6,734***

-1,063 £ 4,432##

0,2 £ 7,936##++

-0,725 £ 7,266™**#i##+++

13,39 + 6,81 ###+
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Os dados representam média + desvio padrio. *** p < 0,001 vs NC + V; #* p < 0,001 vs C + V; ** p < 0,001 vs
C + FXT. NC: néo castrado; C: castrado; V: veiculo; FXT: fluoxetina; E2: 17B-estradiol.

4.3. Perfil bioquimico

Na avaliacdo da bioquimica, ndo houve diferenga entre os grupos ao analisarmos as
funcdes renal e hepatica (Figura 2A-D). Em relacao ao perfil lipidico, os animais que receberam
reposi¢do hormonal apresentaram colesterol total (NC + V: 71,75 £ 9,38 mg/dL; C + V: 85,75
+ 23,16 mg/dL; C + FXT: 86,38 + 11,61 mg/dL; C + E2: 114,10 + 18,40 mg/dL; NC + V vs C
+E2,p <0,001;C+VvsC+E2,p<0,01; C+FXTvs C+E2, p <0,05), triglicerideos (NC
+ V: 115,40 £ 42,04 mg/dL; C + V: 148,10 £ 52,76 mg/dL; C + FXT: 138,80 + 40,28 mg/dL,;
C + E2: 225,40 £ 46,94 mg/dL; NC+ Vvs C+E2,p <0,001;C+ Vvs C+E2, p<0,05;C+
FXTvs C+E2,p <0,01)e VLDL (NC + V: 23,13 £ 8,56 mg/dL; C + V: 29,63 + 10,58 mg/dL;
C + FXT: 27,63 + 8,18 mg/dL; C + E2: 45,00 + 9,20 mg/dL; NC + V vs C + E2, p < 0,001; C
+ Vs C+E2 p<0,05 C+FXTvs C+E2, p <0,01) significativamente maior em relacio
aos demais grupos. Além disso, o grupo C + E2 também apresentou aumento do LDL (C + E2:
44,75 + 8,76 mg/dL) quando comparado aos grupos controle ndo castrado (NC + V: 23,29 +
4,15 mg/dL; p = 0,0019) e castrado (C + V: 36,50 + 14,29 mg/dL, p = 0,0484). Na avaliacdo
do HDL nao foram observadas diferencas significativas (NC + V: 22,50 + 2,95 mg/dL; C + V:
25,50 + 5,34 mg/dL; C + FXT: 21,50 £ 2,82 mg/dL; C + E2: 26,50 + 4,44 mg/dL; p > 0.05,

para todas as comparagdes).
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Figura 2: Avaliacdo bioquimica dos niveis séricos de (A) ureia, (B) creatinina, (C) TGO, (D) TGP, (E)
triglicerideos (TGL), (F) colesterol total, (G) lipoproteina de baixa densidade (LDL), (H) lipoproteina de alta
densidade (HDL) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Os dados representam a média + DP, *p< 0,05,
**p <0,01 e ***p<0,001. NC: ndo castrado; C: castrado; V: veiculo; FXT: fluoxetina; E2: 17B-estradiol.

4.4. Morfometria hepatica

No que concerne ao indice hepatico, nossos resultados evidenciaram que a OOF néo
o alterou (NC + V: 34,93 + 3,16 mg/g; C + V: 31,13 £4,29 mg/g; NC+ Vvs C+ V, p > 0,05;
Figura 3). Contudo, a terapia de reposi¢ao hormonal elevou este indice em relagdo aos demais
grupos (C + FXT: 34,69 + 3,43 mg/g; C + E2: 39,83 + 2,61 mg/g; NC+ Ve C+FXTvsC+
E2,p <0,05;C+ Vvs C+E2, p=0,0001; Figura 3).
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Figura 3: Avaliacdo do indice hepdtico. “p < 0,05 e *** p < 0,001. NC: ndo castrado; C: castrado; V: veiculo;
FXT: fluoxetina; E2: 17B-estradiol.

4.5. Eletrocorticografia

Na anilise da ECoG, o grupo em deprivag¢do hormonal (C + V: 0,51 + 0,08 mV*/Hz x
1073) apresentou poder total de onda menor que o grupo intacto (NC + V: 0,65 + 0,11 mV*/Hz
x 1073 p =0,0168) e a reposi¢cdo de E2 reverteu este fendmeno (C + E2: 0,71 £ 0,04 mV?/Hz
x 1073; p =0,0007 vs C + V; p> 0,05 vs NC + V). Entretanto, a FXT nao foi capaz de reverter
o desequilibrio na atividade elétrica cerebral induzida pela deprivacdo hormonal nem ser
semelhante a reposi¢do hormonal (C + FXT: 0,40 + 0,38 mV?/Hz x 1073; p < 0,0001 vs NC +
V;p>0,05vs C+V; p<0,0001 vs C + E2; Figura 4A).

Na avaliacdo do poder de onda delta, foi observado que a depriva¢do hormonal (C +
V: 0,30 + 0,027 mV?/Hz x 107%) acarretou aumento desse pardimetro quando comparado com
o grupo intacto (NC + V: 0,24 0,029 mV*/Hz x 10~%; p = 0.0003) e que a reposi¢io hormonal
nao foi capaz de reverter este efeito (C + E2: 0,30 £ 0,013 mV?%Hz x 1073; p <0,0001 vs NC
+ V;p>0,05vs C+ V). Porém, o tratamento com FXT aboliu a acdo da castracdo sobre o
perfil de onda delta (C + FXT: 0,13 + 0,021 mV*Hz x 107%; p < 0,0001 vs C + V; Figura 4B).

No que tange ao poder de onda teta, a castracdo reduziu as oscilacdes teta quando
comparada ao grupo intacto (NC + V: 0,21 + 0,021 mV%*Hz x 1073; C + V: 0,13 = 0,009
mV?/Hz x 1073; p <0,0001), sendo revertido pelo tratamento com FXT (C + FXT: 0,23 + 0,021
mV?/Hz x 1073 p <0,0001vs C + V; p> 0,05 vs NC + V). Entretanto, o grupo em reposi¢io
hormonal (C + E2: 0,18 + 0,015 mV*Hz x 10~®) melhorou o perfil de teta em relagio ao grupo
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C+V (p =0,0014), mas ndo o suficiente para reverter a redu¢do que a deprivacao hormonal
causou (p = 0,0219, vs NC + V) nem foi semelhante aos achados induzidos pela FXT (p =
0,0002; Figura 4C).

Na anélise do poder de onda alfa, foi observado que o grupo em depriva¢do hormonal
(C + V: 0,042 + 0,008 mV%>Hz x 107%) apresentou reducio nessas oscilagdes quando
comparados com o grupo intacto (NC + V: 0,054 + 0,006 mV*Hz x 1073; p = 0,02). A FXT
nao alterou o padrio de ondas alfa nacastracdo (C + FXT: 0,033 £ 0,005 mV?%/Hz x 1073; p <
0,0001 vs NC + V; p> 0,05 vs C + V). Além disso,a reposi¢do hormonal ndo exerceu influéncia
sobre ondas alfa (C + E2: 0,048 + 0,006 mV%/Hz x 103;p > 0,05 vs NC + V e vs C + V; Figura
4D).

Avaliando o poder de onda beta, foi notado que a deprivacao hormonal ndo alterou esse
tipo de oscilagdo (C + V: 0,07 + 0,016 mV?/Hz x 103) quando comparado ao grupo intacto
(NC + V: 0,10 + 0,008 mV?/Hz x 1073; p > 0,05). No entanto, o tratamento com a FXT (C +
FXT: 0,05 + 0,022 mV?/Hz x 107%) inibiu os disparos de onda beta quando comparado ao
grupo intacto (p =0,0072) e a reposi¢cao hormonal, mais uma vez, ndo exerceu influéncia sobre
ondas beta (C + E2: 0,09 + 0,010 mV*Hz x 107%; p>0,05vs NC+ Vevs C+ V; Figura4E).

A andlise de ondas gama apresentou o mesmo padrao ocorrido no poder de onda beta,
onde a FXT(C + FXT: 0,009 + 0,0018 mV?/Hz x 1073) inibiu os disparos de onda gama em
relacdo aos intactos (NC + V: 0,013 £ 0,0002 mV?/Hz x 107%; p = 0,0229) e o E2 ndo exerceu
efeito sobre este parametro (C + E2: 0,015 + 0,0017 mV%Hz x 1073; p>005vs NC+Vevs
C + V; Figura 4F).
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Figura 4: Distribui¢fo linear de frequéncias obtida com os registros eletrocorticograficos. (A) Distribuigéo linear
do poder total de ondas até 40Hz. (B) Distribui¢do de frequéncia linear de ondas delta. (C) Distribui¢do de
frequéncia linear de ondas teta. (D) Distribui¢do de frequéncia linear de ondas alfa. (E) Distribuicdo de frequéncia
linear de ondas beta. (F) Distribui¢do de frequéncia linear de ondas gama. Os dados representam a média + DP,
*p <0,05, ¥¥p < 0,01, *¥**p <0,001 e **** p <(0,0001. NC: ndo castrado; C: castrado; V: veiculo; FXT: fluoxetina;
E2: 17B-estradiol.

4.6. Analise comportamental

Na avaliacdo comportamental no LCE, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
em nenhum dos pardmetros analisados (Figuras SA-L). Por outro lado, no teste do splash,
também ndo foi notada diferenca entre os grupos no ndmero de eventos de grooming (Figuras
6C e 6D), mas, na analise do tempo total de grooming, os animais em deprivacao hormonal (C
+ V: 8,37 £ 11,19 s) passaram menos tempo realizando grooming (Figura 6A) que os animais
intactos (NC + V: 25,00 = 18,38 s; p = 0,0295). Os tratamentos ndo exerceram efeito sobre o
tempo total de grooming (C + FXT: 16,25 + 1 7,82s; C + E2: 42,75 £ 51,06s; C + V vs C +
FXTe C + E2, p > 0,05; Figura 6B).
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Figura 5: Andlise dos pardmetros comportamentais no labirinto em cruz elevado. (A) distancia total percorrida
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metros), comparando os grupos ooforectomizados; (C) Tempo de imobilidade (em segundos), comparando o grupo
intacto com o grupo em deprivagdo hormonal; (D) Tempo de imobilidade (em segundos), comparando os grupos
ooforectomizados; (E) Porcentagem de tempo (em segundos) nos bragos abertos, comparando o grupo intacto com
o grupo em deprivacdo hormonal; (F) Porcentagem de tempo (em segundos) nos bracos abertos, comparando os
grupos ooforectomizados; (G) Porcentagem de tempo (em segundos) nos bracos fechados, comparando o grupo
intacto com o grupo em deprivacdo hormonal; (H) Porcentagem de tempo (em segundos) nos bracos fechados,
comparando os grupos ooforectomizados; (I) Porcentagem de entradas nos bragos abertos, comparando o grupo
intacto com o grupo em deprivacdo hormonal; (J) Porcentagem de entradas nos bracos abertos, comparando os
grupos ooforectomizados; (K) Porcentagem de entradas nos bracos fechados, comparando o grupo intacto com o
grupo em depriva¢do hormonal e (L) Porcentagem de entradas nos bracos fechados, comparando os grupos
ooforectomizados. Os dados representam a média + DP. NC: ndo castrado; C: castrado; V: veiculo; FXT:

fluoxetina; E2: 17pB-estradiol.
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Figura 6: Perfil comportamental no teste do splash. (A) tempo (em segundos) gasto realizando grooming,
comparando o grupo intacto com o grupo em deprivagdo hormonal; (B) tempo (em segundos) gasto realizando
grooming, comparando os grupos ooforectomizados; (C) nimero total de groomings realizados, comparando o
grupo intacto com o grupo em deprivacdo hormonal e (D) nimero total de groomings realizados, comparando os
grupos ooforectomizados. Os dados representam a média £ DP, * p < 0,05. NC: ndo castrado; C: castrado; V:

veiculo; FXT: fluoxetina; E2: 17B-estradiol.

5. DISCUSSAO

O periodo da perimenopausa € correlato com a ocorréncia de diversos sintomas,
afetando o sistema cardiovascular, o sono, a cognicdo, o humor, o funcionamento bioquimico
e outros, 0s quais costumam apresentar melhora apds a realizacdo de terapia de reposi¢cao
hormonal. Nesse contexto, é possivel destacar a depressdo, a dislipidemia e a obesidade como
alteracdes frequentes da perimenopausa que sdo passiveis de tratamento com terapia de
reposicdo hormonal (Potter et al., 2018; Santoro et al., 2020). Diante disso, esta pesquisa
utilizou de uma anélise multimodal para encontrar novas respostas acerca dos efeitos da terapia

de reposi¢do hormonal com 17B-estradiol em ratas submetidas a menopausa cirdrgica por

ooforectomia bilateral a curto prazo.
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Nesse contexto, nas andlises da variacdo de peso e de ingesta de comida, nossos
resultados evidenciaram que os animais em deprivacdo hormonal (C + V) tiveram maior ganho
de peso comparado aos demais grupos ao final do tratamento, enquanto o grupo que recebeu
terapia de reposi¢do hormonal apresentou a menor variacdo de peso. Tais resultados sdo
coerentes com a literatura, dado que diversos estudos mostram que a ooforectomia aumenta o
peso corporal, podendo levar a obesidade, enquanto que a reposicdo de 17p-estradiol reverte
esse fendmeno (Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener, 2013; Nishimura et al., 2020; Malinsk4 et al.,
2021). Ainda, Nishimura e colaboradores (2020) evidenciaram que a fluoxetina reduziu o ganho
de peso em animais ooforectomizados por mecanismos de atuacdo semelhantes aos do E2, o
que estd de acordo com nossos resultados de que o grupo C + FXT ndo teve variacdo de peso
significativamente diferente em relagc@o ao grupo intacto quando avaliado todas as semanas de
tratamento.

Apesar dessas alteragdes do ganho de peso, nao houve diferenca significativa na ingesta
de comida entre os grupos durante quase todo o periodo de tratamento. Tal situacio € dissonante
dos achados expostos no estudo de Nishimura et al. (2020), o qual mostra que a ooforectomia
aumenta a ingesta de alimentos e a administracdo de E2 e de FXT diminuem essa ingesta, sendo
estes fatores importantes pelas variagdes no ganho de peso na menopausa, na terapia de
reposicao hormonal e no tratamento da depressdao na menopausa. Porém, Mauvais-Jarvis, Clegg
e Hevener (2013) evidenciam que somente a hiperfagia ndo € responsdvel pela obesidade apds
a menopausa cirurgica, pois o ganho de peso esté atrelado a perda global da acao de ERa que
resulta em diminuicdo do gasto energético, além de Namjou e colaboradores (2018) terem
elencado que a diminuicdo sérica de E2 aumenta a agregacdo de gordura visceral e diminui o
consumo de lipidios. Ainda, Butera (2010) mostrou que a terapia de reposicao hormonal com
E2 tem efeito sobre o ganho de peso, possivelmente, ndo apenas através da modulagcdo da
ingesta de comida, mas também por meio de uma acao direta sobre o tecido adiposo por meio
da inibicao da lipoproteina lipase, a qual € responsavel pela lipogénese (Chen; Madak-Erdogan,
2018). Dessarte, hipotetizamos que, apesar de ndo ter havido hiper ou hipofagia, os animais em
deprivacao hormonal tiveram maior ganho de peso devido a diminui¢do do consumo energético,
enquanto que o grupo que recebeu E2 possivelmente teve esse quadro impedido devido a uma
acdo direta no tecido adiposo de inibi¢ao da lipogénese.

Em relacdo a avaliacdo da bioquimica, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
na andlise da funcdo renal. Este resultado contrasta com o experimento de El-Gnedy, Elsaed e
Abdallah (2019), no qual a ooforectomia elevou a creatinina plasmatica 6 semanas apos a

cirurgia e o E2 reverteu este fendmeno em ratas. Todavia, nossa pesquisa esta de acordo com o
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experimento de Zhang et al. (2019), em que ndo encontraram alteragcdes séricas de creatinina
apés 6 semanas da OOF em ratas e também ndo evidenciaram diferenga significativa na
creatinina plasmatica entre os grupos de deprivacdo hormonal e terapia de reposi¢do hormonal.

No que tange a func¢do hepdtica, ndo observamos alteracdes nas transaminases. Quanto
a isso, os estudos sdo divergentes, Lim et al. (2013) ndo encontraram diferenca entre o grupo
ooforectomizado e o grupo intacto apds 9 semanas da cirurgia, mas as ratas em terapia de
reposi¢ao hormonal apresentaram niveis séricos de enzimas hepdticas significativamente menor
que os em deprivacdo hormonal, mas nao diferentes do controle. Porém, Lim et al. (2014)
mostraram que a OOF em ratas, apds 9 semanas da cirurgia, eleva as enzimas hepdticas e a
terapia de reposicao hormonal reverte este quadro, enquanto Younan et al. (2019) evidenciaram
que a OOF, apds 6 semanas, aumentou apenas TGP em ratas. Portanto, devido a tais conflitos
na literatura, sugerimos que sdo necessdrios mais estudos para compreender o efeito da
deprivacdo hormonal e da terapia de reposicao hormonal nas transaminases hepaticas.

Na andlise do perfil lipidico, nossos resultados evidenciaram que a deprivacao hormonal
nao alterou significativamente TGL, CT, HDL, LDL E VLDL em rela¢do ao grupo intacto.
Enquanto a terapia de reposi¢ao hormonal elevou os indices de TGL, CT, VLDL em relagdo a
todos os demais grupos e aumentou LDL apenas em relacdo aos grupos NC + V e C + V. Estes
resultados contrastam com a literatura, visto que a deprivacdo hormonal é largamente associada
a dislipidemia, elevando colesterol total, LDL, VLDL e TGL, enquanto que a terapia de
reposicao hormonal costuma combater este quadro (Lim; Lee; Kim, 2014; Ren et al., 2018;
Nanashima et al., 2020). Porém, alguns estudos mostram que a deprivacdo hormonal pode
reduzir triglicerideos e a terapia de reposicdo hormonal pode aumentar, mesmo se a
administracao de E2 for subcutanea (Liu et al., 2004; Hao et al., 2010; Kim; Baek; Rhyu, 2011).
Ainda, no experimento de Agacayak et al. (2015), a deprivacdo hormonal aumentou o CT, mas
o LDL, o HDL e o TGL nao foram estatisticamente diferentes do controle, enquanto que o E2
elevou significativamente o LDL e o Colesterol Total em relagdo ao controle. Por outro lado,
Bhattarai et al. (2017) observaram que a OOF apenas aumentou o TGL, mas ndo o CT. Dessa
forma, nés sugerimos que essas diferencas podem estar associadas ao tempo de ooforectomia
e/ou ao veiculo administrado e que sdo necessarios mais estudos para entender os fatores
associados aos efeitos da ooforectomia no metabolismo lipidico.

No que tange ao fato de nossos resultados terem mostrado que o tratamento com E2
causou dislipidemia, aumentando CT, LDL, VLDL e TGL, ndo foram encontradas pesquisas
que mostrem a administragdo terapia de reposi¢do hormonal subcutinea com E2 causando

alteracdo de todos estes parametros juntos. Diante disso, nds hipotetizamos que isso possa ter
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sido causado devido a dose administrada na terapia de reposi¢do hormonal ser possivelmente
suprafisioldgica, ja que muitos artigos utilizam apenas 10 pg/kg s.c., que € cerca de 6 a 10 vezes
menor que a dose que utilizamos (Lim; Kim; Kim, 2013; Lim; Lee; Kim, 2014; Santos et al.,
2016; Bansal; Chopra, 2021). Pois, sabe-se que doses elevadas de E2 podem causar resisténcia
a insulina e a baixa sensibilidade a insulina estd associada com a ocorréncia de dislipidemia
(Mauvais-Jarvis; Clegg; Hevener, 2013; Marchand et al., 2017; Bjornstad; Eckel, 2018; Yuasa
et al., 2021). Nesse sentido, mais experimentos sdo necessarios para confirmar essa correlacao
entre o nosso modelo experimental e resisténcia a insulina.

Na avaliacdo do indice hepético, Jdidi et al. (2019) mostraram que tanto o E2 quanto a
OOF nio causaram alteracdes em camundongos. Além disso, Star¢evi¢ e colaboradores (2017)
evidenciaram que a ooforectomia aumentou o indice hepético em ratas fémeas. Ainda, Zhu et
al. (2021) relataram que ratos machos em modelo de diabetes mellitus tipo 2 tiveram seu peso
corporal diminuido e seu indice hepatico aumentado. Dessa forma, como nosso experimento
evidenciou que a deprivacdao hormonal nao alterou o indice hepdtico e o grupo em terapia de
reposicao hormonal aumentou este indice e causou dislipidemia em relacdo aos demais grupos,
sugerimos a necessidade de mais pesquisas frente a uma possivel resisténcia a insulina causada
pela dose de E2 utilizada neste trabalho.

Quanto a ECoG, pouco se sabe acerca da influéncia da menopausa cirtirgica por
ooforectomia a curto prazo e da terapia de reposi¢do hormonal com 17p-estradiol nos padrdes
eletrofisioldgicos e seus impactos no comportamento. No que tange ao poder total de onda,
sabe-se que a diminuicdo deste € correlata com aumento de gravidade em casos de deméncia
(Cope; Murai; Sukoff Rizzo, 2022). Diante disso, sugerimos a necessidade de realizar mais
experimentos para avaliar a cognicdo e a memoria dos animais neste modelo experimental, pois
o grupo em deprivacao hormonal apresentou menor poder total de onda que o grupo intacto e o
grupo E2. Tal fato estaria de acordo com a literatura, a qual evidencia que a perimenopausa € a
menopausa causam alteracdes cognitivas (Greendale; Derby; Maki, 2011; Luine, 2014).

Em relacdo a atividade de ondas delta, é sabido que esta aumenta durante o sono e na
maioria das situagdes relacionadas a dano tecidual cerebral (Knyazev et al., 2012; Chen et al.,
2016). Ainda, estudos apontam que as ondas delta estdo aumentadas na depressdo apdtica, na
anedonia, na esquizofrenia, na ansiedade, nas deméncias, no transtorno obsessivo compulsivo
e na lesdo cerebral traumética (Iznak; Iznak; Sorokin, 2011; Knyazev, 2012; Buhagiar et al.,
2020). Nesse contexto, diante dos nossos achados de aumento de poder de onda delta e de
diminui¢do do tempo de grooming dos animais em deprivagdo hormonal em comparacio aos

intactos, sugerimos que a menopausa cirirgica por ooforectomia a curto prazo pode simular
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quadros semelhantes a apatia. Corroborando nossa hipétese, Buhagiar et al. (2020) mostraram
que pacientes com lesdo cerebral traumética leve apresentaram elevacdo de potencial delta e
que isto foi acompanhado por prejuizo na ativacdo da memdria de trabalho e da hemodinidmica
do cértex pré-frontal dorsolateral (CPFDL), sendo que o CPFDL tem impacto importante em
diversos componentes cognitivos, a exemplo da formacao da memdria, e que as alteracdes nesta
estrutura estdo associadas ao prejuizo de memoria ocasionado pela reducdo sérica de E2 na
menopausa (Guo; Raglang; Carter, 2019; Konishi et al., 2019). Associando tais informagdes
com o resultado encontrado por Chen e colaboradores (2016) de que pacientes com
esquizofrenia com maior prejuizo cognitivo apresentaram aumento de potencial de delta em
lobo frontal, hipotetizamos que a deprivacdo hormonal, neste experimento, pode ter acarretado
prejuizo cognitivo relacionado a memoria de trabalho, gerando o comportamento semelhante
ao apatico associado a elevagdo do poder delta. Além disso, somente a FXT foi capaz de abolir
o efeito da castracdo sobre o perfil de ondas delta no presente trabalho. Dessa maneira, outro
experimento € necessario para aplicar testes comportamentais que avaliem a cognicdo com
maior precisdo para ratificar esta hipdtese.

Ondas teta estdo relacionadas com processamento emocional e sdo essenciais para o
aprendizado e formag¢do de memoria (De Aguiar Neto; Rosa, 2019; Soltani et al., 2020). A
diminui¢cdo do poder de ondas teta tem sido relacionada com redu¢do da ateng@o ao conteido
emocional em pessoas com depressao severa e ao prejuizo cognitivo em mulheres de meia idade
e em individuos com depressao (Kober et al., 2016; Roohi-Azizi et al., 2017; Kane; Cavanagh;
Dillon 2019; Bocharov et al., 2020). Além disso, é sabido que o poder de onda teta aumenta
com a atencdo necessdria que antecede o inicio de um movimento, ou seja, correlaciona
cognicdo e motricidade (Tsujimoto; Shimazu; Isomura, 2006). Aqui, mostramos que animais
com deprivacdo hormonal apresentaram menor poder de onda teta em relagdo ao grupo intacto,
associado a uma diminui¢do do tempo de autocuidado (tempo realizando grooming), que pode
ser conexo a um comprometimento do processamento emocional. No entanto, outra hipdtese
vidvel € que a apatia tenha ocorrido devido ao nao aumento do poder de onda teta que € exigido
para a atencdo que precede um movimento, tendo isso acarretado a diminui¢do do tempo de
realizacdo de grooming neste experimento, pois a deprivagdo de E2 também pode ocasionar
alteracdes nos comportamentos cognitivo e motor (Luine, 2014). Ainda, tanto a FXT quanto o
E2 foram capazes de aumentar o poder de ondas teta, embora apenas a FXT tenha impedido
totalmente o efeito da ooforectomia no poder de onda teta. Tal situacdo, aliada ao fato de que o
aumento do poder de onda teta no cortex frontal € preditor de boa resposta de ISRS ao

tratamento de transtorno depressivo maior, sugere que o tratamento com fluoxetina traria bom
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progndstico a longo prazo em caso de o mecanismo subjacente a0 comportamento apatico ter
sido o prejuizo do processamento emocional-afetivo (Olbrich; Arns, 2013; Kos et al., 2016).
Além disso, sabe-se que a FXT também pode melhorar déficits cognitivos, o que também pode
estar associado a esse aumento de atividade teta, porém, mais experimentos S0 necessarios
para avaliar se houve comprometimento de cogni¢do e memoria neste modelo experimental
(Liu et al., 2021).

As ondas alfa refletem relaxamento e atenc¢do cerebral, sendo relacionadas com
cognicdo e formacdo de memoria (Desai; Tailor; Bhatt, 2015; Yeum; Kang, 2018; De Aguiar
Neto; Rosa, 2019). Sabe-se que tanto o aumento quanto a diminui¢do da atividade de alfa
podem estar associado a depressdo e que a redugdo estd relacionada a sintomas negativos da
esquizofrenia, como a apatia (Boutros et al., 2014; Roohi-Azizi et al., 2017; Bortolon et al.,
2018; Kesebir; Yosmaoglu, 2018). Em nossa pesquisa, foi observado que a deprivacdo
hormonal induziu a reduc¢do de disparos alfa, sugerindo que essa diminuicdo pode estar
associada a manifestacdo do comportamento de apatia observado na diminui¢do do tempo de
grooming no teste do splash e que isso pode estar relacionado a um componente do
comportamento semelhante ao depressivo. Em contrapartida, Estumano et al. (2019)
evidenciaram que a reducdo do poder de onda alfa foi correlata ao baixo desempenho motor,
possivelmente por diminui¢do do planejamento motor, de ratos macho Wistar castrados. Dessa
forma, sabendo que o E2 impacta nas atividades motora e cognitiva, também € plausivel sugerir
que, assim como na andlise da atividade teta, a diminui¢cdo do comportamento de autocuidado
tenha ocorrido devido a uma reducao do desempenho motor atrelado a cognig¢do, ja que o teste
do splash avalia o tempo e o nimero de movimentos de limpeza dos animais (Luine, 2014).
Além disso, € necessario a realizac@o de outros experimentos para averiguar se ocorre alteracdes
de memdria e cogni¢do neste modelo experimental.

Neste trabalho, apenas a FXT causou redu¢do dos disparos beta e gama. Quanto a isso
Fitzgerald et al. (2019) evidenciam que a administracdo cronica de fluoxetina suprime os
disparos no cortex pré-frontal. Isso explica a razdo de a fluoxetina ter apresentado menor poder
total de onda e redugdo nas oscilagdes delta, alfa, beta e gama quando comparado com o grupo
intacto e com o grupo que recebeu terapia de reposi¢cdo hormonal.

O LCE analisa ansiedade, que comumente estd associada a depressdao (Becker;
Pinhasov; Ornoy, 2021, Borruto et al., 2021). A literatura evidencia que a castracio de curta
duracdo ndo causa ansiedade (Xu et al., 2019; Ge et al., 2020). Arrant et al. (2013) mostraram
que a FXT € ansiogénica em adolescentes, mas ndo em adultos. Ainda, Furuta et al., (2013)

demonstraram que o E2 pode ter acdo ansiolitica. Nesse sentido,nossos resultados estdo em
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consonancia com a literatura, pois a deprivacao hormonal e os tratamentos com FXT e E2 ndo
alteraram, em animais adultos, os parametros analisados no LCE.

Concernente ao teste do splash, este experimento evidenciou que a deprivacao
hormonal diminuiu o tempo de grooming em relacio ao grupo controle, sugerindo um
comportamento semelhante ao apatico nos animais ooforectomizados. Na andlise do teste de
splash, estudos evidenciaram que diversos modelos de depressdo acarretam a diminui¢do no
tempo de realizacdo de grooming (Pesarico et al., 2016; Tchekalarova et al., 2018;
Sasibhushana; Shankaranarayana; Srikumar, 2019). Por outro lado, sabe-se que a apatia € um
excelente preditor de ma cogni¢do em diversas patologias, tendo sido evidenciada, na revisao
publicada por Kos e colaboradores (2016), a hip6tese de Levy e Dubois (2006) de que a apatia
apresenta trés componentes correlatos ao prejuizo nos processamentos emocional-afetivo, de
autoativacdo e cognitivo, em que este ultimo causa a perda das funcdes executivas (geragao
de ideias, coordenacgio e avalia¢do) necessdrias para estabelecer um comportamento, podendo
ter como causa estrutural, dentre outras, alteragdes no cortex pré-frontal dorso-lateral. Dessa
forma, atrelando isso aos nossos resultados na EcoG e o que foi discutido acerca deles, €
possivel que o comportamento apatico observado neste experimento seja devido a um
componente cognitivo e/ou emocional, sendo necessdrio a realizacdo de experimentos que
avaliem a cogni¢do e outros aspectos do comportamento semelhante ao depressivo para obter
respostas mais consolidadas.

Ademais, os tratamentos com FXT e E2 ndo atenuaram o comportamento semelhante ao
apatico causado pela deprivagdo hormonal, apesar de terem acarretado respostas promissoras
na EcoG, a exemplo da melhora do poder total de onda acarretado pela terapia de reposi¢ao
hormonal com E2, da diminuic¢do da atividade de onda delta pela admnistracdo da FXT, bem
como da elevagdo, tanto pela administracdo de FXT quanto pela terapia de reposi¢cao hormonal
com E2, do poder de onda teta, que estd relacionada tanto a questdo emocional quanto a
cognitiva. Sabe-se que o E2 possui efeito sobre o sistema imunoldgico, desencadeando a
producdo de citocinas anti-inflamatérias, bem como induzindo a libera¢do de neurotrofinas
como o BDNF, o que estimula a neurogénese, que ¢ uma das principais atuacdes de
antidepressivos (Santarelli et al., 2003; Takuma et al., 2007; Slowik et al., 2018). Além disso,
Mahmoud et al. (2016) mostraram que trés semanas de tratamento com FXT, em um modelo
de ECI em ratas castradas a longo prazo, acarretaram efeito anti-inflamatério e estimularam
a neurogénese e a neuroplasticidade, embora ndo tenham melhorado os comportamentos
semelhante ao ansioso e ao de desespero e sO tenham revertido a anedonia ao fim da terceira

semana de administra¢do. Nesse sentido, levando em conta o aumento de ondas teta na EcoG,
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nossa hipétese € que a FXT e o E2 poderiam reverter o comportamento semelhante ao apético,
seja este causado por um componente emocional ou cognitivo, possivelmente em condi¢des
com aumento do tempo de tratamento, pois os mecanismos de anti-inflamacao e de estimulo
de neurogénese e neuroplasticidade s@o essenciais tanto para a melhora do comportamento
semelhante ao depressivo quanto para a reducdo do dano a cogni¢do (Hotting, Roder, 2013;
Mahmoud et al., 2016; Slowik et al., 2018; Scheffer, Latini, 2020; Culig; Chu; Bohr, 2022;
Kim et al., 2022). Ademais, mais estudos sdo necessarios para avaliar a a¢ao deste modelo
experimental sobre outros aspectos relacionados a depressdo, a exemplo da anedonia e do
comportamento de desespero, bem como para avaliar a cognicdo dos animais.

Tomados em conjunto, esses dados sugerem que a terapia de reposi¢ao hormonal possa
ter gerado resisténcia a insulina devido a dose elevada de E2 utilizada, causando dislipidemia
e aumento do indice hepatico no grupo C + E2, sendo necessdria a realizacdo de mais testes
para validar essa relacdo. Ainda, sugerimos que a ooforectomia foi efetiva em induzir apatia,
mas ndoansiedade, nos animais, simulando uma caracteristica que pode estar associada tanto
a depressdo perimenopausa quanto a diminuicao da cogni¢do que ocorre neste periodo da vida
feminina. Além disso, evidenciamos que os tratamentos com FXT e E2 ndo apresentaram agao
ansiogénica e mostraram-se promissores na avaliacdo da ECoG, mas ndo na modulacido do

comportamento semelhante ao apatico medido pelo TS.

6. CONCLUSAO

Dessa maneira, nosso modelo experimental evidenciou que a terapia de reposi¢ao hormonal
com E2 gerou menor ganho de peso em relacdo aos demais grupos, mesmo sem haver diferenca
estatistica entre a quantidade de racdo ingerida, e isso foi associado a dislipidemia e aumento no indice
hepético. Diante disso, hipotetizamos uma possivel resisténcia a insulina gerada nos animais em terapia
de reposi¢do hormonal, talvez devido a dose de E2 utilizada, porém sdo necessdrios mais testes para
confirmar essa relacio.

Ainda, com os resultados obtidos, € possivel sugerir fortemente que a diminui¢cdo do
poder total de onda, o aumento de ondas delta e a diminui¢do de ondas teta e alfa estdo
associados a expressdo do comportamento semelhante ao apdtico neste modelo de
perimenopausa e que tal manifestacdo comportamental pode ter ocorrido por alteragcdo no
processamento emocional, mas principalmente por conta de mecanismos relacionados a
cognicdo. Em relacdo aos tratamentos, a fluoxetina conseguiu abolir o efeito da ooforectomia

nos padrdes das ondas delta e teta e o tratamento com o E2 melhorou o padriao de oscilagdes
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teta e impediu o prejuizo ao poder total de onda ocasionado pela deprivacdo hormonal,
evidenciando que esses tratamentos t€ém efeitos positivos sobre a eletrofisiologia cerebral
relacionado com o comportamento semelhante ao apatico na perimenopausa.

Além disso, a ooforectomia e os tratamentos ndo geraram comportamento semelhante ao
ansioso no LCE. Porém, a castracdo foi efetiva em causar comportamento semelhante a apatia
no animal, verificada no TS, o que ndo foi revertido com os tratamentos, mesmo com a FXT
e 0 E2 tendo exercido a¢des benéficas nos padrdes de onda cerebrais. Nesse sentido, sugerimos
que sdo necessarios mais estudos para avaliar se o aumento da duragdo das terapias com FXT
e E2 reverteriam o comportamento de apatia e para verificar o efeito deste modelo de
perimenopausa e do tratamento com FXT e E2 em outros aspectos do comportamento

depressivo e na cogni¢ao.
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