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Resumo

Durante a menopausa, as alteragbes hormonais sdo acompanhadas por deficiéncia
cognitiva, ondas de calor e mudancas de humor, sendo a ansiedade um dos
distarbios mais comuns. Entretanto, pouco se sabe sobre a base neurobioldgica da
ansiedade induzida pela menopausa. No presente estudo, validamos um modelo
animal de ansiedade na pds-menopausa. Além disso, investigamos o padrdo de
ativacdo neural, através da expressdo da proteina Fos, em areas cerebrais de
circuitos relacionados a ansiedade, ap6s exposicdo a um evento altamente
ansiogénico. Nossos resultados demonstraram que 12 semanas de ovariectomia
(OVX) levaram a um aumento de peso e desencadearam comportamentos tipo-
ansiosos medidos através de diversos paradigmas comportamentais em fémeas
C57BL/6. Demonstramos ainda que o tratamento agudo com diazepam teve efeito
ansiolitico no modelo OVX, sem exercer efeito sedativo em nenhum dos testes
realizados. Interessantemente, observamos que a excitabilidade basal de é&reas
potencialmente ansiogénicas estdo aumentadas nas fémeas OVX. Em
contrapartida, em areas de processamento de informacdes sensoriais, como
amigdala e hipocampo, a excitabilidade basal esta diminuida. Além disso, o padrao
de ativacdo neural em reposta a evento ansiogénico foi diferente em fémeas OVX,
comparado com animais controle. Em conjunto, nossos resultados indicam que o
modelo de OVX é apropriado para o estudo da ansiedade induzida pela pos-
menopausa. Além disso, o presente estudo ajuda a esclarecer as bases neurais da
ansiedade induzida pela menopausa.

Palavras chave: OVX, horménios ovarianos, ansiedade, Fos
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Abstract

In addition to the hormonal changes, cognitive deficits, hot flashes and mood
disorders are commom during the menopause, being anxiety one of the most
common. However, it is still to be determined the neurobiological basis of
menopause-induced anxiety. In the present study, we validated an animal model of
postmenopausal anxiety. We also verified the pattern of Fos expression in brain
areas related to anxiety neural circuits, after exposuring animals to a highly
anxiogenic event. Our results demonstrated that 12 weeks of ovariectomy (OVX) led
to weight gain and triggered anxious-like behaviors measured through distinct
behavioral paradigms in C57BL/6 female mice. We also showed that the acute
treatment with diazepam had anxiolytic effect in the OVX model, without exerting a
sedative effect in any of the tests performed. Interestingly, we observed that Fos
expression in potentially anxiogenic areas are increased in OVX females. In contrast,
sensory processing areas, such as amygdala and hippocampus, showed lower Fos
expression in naive OVX animals. In addition, the pattern of neural activation in
response to anxiogenic event was different in OVX females compared to control
animals. Taken together, our results indicate that the OVX model is appropriate for
the study of postmenopausal-induced anxiety and shed light on the neural basis of
menopause-induced anxiety.

Key words: OVX, ovarian hormones, anxiety, c-fos
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1.Introducao

1.1 Menopausa

Embora pouca atencéo tenha sido dispensada & menopausa até o inicio do
século passado, referéncias a respeito deste periodo do ciclo reprodutivo feminino ja
eram descritas por Aristoteles (384-322 a.C.) (LORENZI, et. al, 2006).
Possivelmente, 0 escasso interesse a respeito deste assunto se devia a menor
expectativa de vida e, por consequéncia, ao baixo numero de mulheres que
vivenciavam esta etapa.

No entanto, a partir da segunda metade do século XX, significativos avancos
tecnolégicos permitiram amplas acBes para promocdo e protecdo da saulde,
propiciando um progressivo aumento na expectativa de vida da populacéo. A partir
de entdo, cresce o interesse pelas questdes relacionadas ao envelhecimento e a
qualidade de vida na terceira idade (WALF et. al., 2010, revisado por RENO, 2004;
LORENZI, et. al., 2006).

De acordo com os dados do Censo do ano 2000, realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populacéo brasileira vive em média
68,6 anos sendo, na diferenciacdo de géneros, 64,8 anos para os homens e 72,6
anos para as mulheres (RENO, 2004). Especificamente, mulheres com mais de 40
anos correspondiam a 32% da populacdo feminina do pais, nimero esse que
aumentou para aproximadamente 43% em 2015 (LORENZI, et. al., 2006).
Considerando que a perimenopausa comeca, geralmente, entre os 45 e 47 anos e
possui duragdo média de quatro anos até o estabelecimento da menopausa, um
contingente cada vez maior de mulheres vivera um tempo significativo no periodo
pos-menopausal (RENO, 2004).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a perimenopausa como o
periodo compreendido entre dois e oito anos que precede a menopausa (RENO,
2004). Este é caracterizado por ciclos menstruais irregulares, flutuagdes anormais

nos niveis dos horménios reprodutivos, declinio da fertilidade, além de sintomas
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vasomotores, insbnia e transtornos de humor (DALAL & AGARWAL, 2015; PICAZO
et. al., 2006; RENO, 2004; LORENZI, et. al., 2006). A menopausa, por sua vez, se
caracteriza pela interrupcdo definitiva dos ciclos menstruais devido a perda da
funcdo ovariana (DALAL & AGARWAL, 2015). Completado doze meses apds a
Gltima menstruacdo tem inicio o periodo da pdés-menopausa, caracterizado pela
acentuada deplecdo dos hormonios ovarianos estrogeno e progesterona
(GUIMARAES, et.al., 2015; PICAZO et. al., 2006; DALAL & AGARWAL, 2015).

Acredita-se que o momento de ocorréncia da menopausa € geneticamente
determinado sem interferéncia de fatores raciais, socioecondmicos ou idade da
menarca. No entanto, agressbes ao tecido ovariano decorrentes de fatores
ambientais como traumas ou exposicdo a agentes toxicos podem adiantar seu
aparecimento (DALAL & AGARWAL, 2015).

Sabe-se pouco sobre 0 mecanismo neurorregulador que inicia o processo de
transicdo para a menopausa. Embora a perda do carater ciclico da funcéo ovariana
coincida com as alteracdes da secrecédo pulsétil das gonadotrofinas, acredita-se que
a menopausa provavelmente se inicia ndo por uma causa central, mas devido a
faléncia ovariana, uma vez que os ovarios perdem a capacidade de responder aos
horménios hipofisérios Foliculo Estimulante (FSH) e Luteinizante (LH) (DALAL &
AGARWAL, 2015; RENO, 2004). Tendo em vista que os ovarios sdo a Unica fonte
de odcitos das mulheres, além de serem a principal fonte de estrégeno,
progesterona e andrdgenos, a menopausa resulta em infertilidade e em uma
interrupgdo na producdo destes hormonios. Diante da auséncia de feedback
negativo dos hormonios ovarianos, na tentativa de compensar a deficiéncia na
diferenciacdo e maturagcdo do foliculo, os niveis dos horménios hipofisarios
aumentam (DALAL & AGARWAL, 2015; RENO, 2004). No entanto, mulheres na
menopausa ainda apresentam baixos niveis de hormoénios ovarianos circulantes,
principalmente devido a uma aromatizacdo periférica dos androgenos produzidos
pelos ovarios e pelas glandulas adrenais (DALAL & AGARWAL, 2015).

A menopausa é descrita como uma situacdo de deficiéncia hormonal
associada a uma grande variedade de sintomas fisicos e psicologicos. Estima-se
que 50% a 70% das mulheres na menopausa manifestem sintomas somaticos e

dificuldades emocionais. Durante a menopausa, alteragbes hormonais sao
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acompanhadas de ondas de calor, atrofia urogenital, osteoporose, aumento do risco
de desenvolvimento de tumores, de complica¢des cardiovasculares, insénia, declinio
cognitivo, e sintomas psiquiatricos (DALAL & AGARWAL, 2015; LORENZI, et. al.,
2006; PICAZO et. al., 2006; RENO, 2004; SAGSOZ; et al, 2001).

Fatores extrinsecos tais como estilo de vida, atividade profissional, exercicios
fisicos e dieta podem determinar diferencas no aparecimento e na intensidade
destes sintomas (RENO, 2004). Aspectos socioculturais sdo também relevantes na
génese destas manifestacfes. Deve-se considerar que a menopausa € uma fase de
transicao fisica e social, coincidindo com a aposentadoria, independéncia dos filhos,
a morte de amigos e familiares, dentre outras circunstancias que requerem ajustes
emocionais delicados. Uma maior tendéncia a transtornos de humor tem sido
atribuida ao medo de envelhecer e a percepcdo de proximidade da morte. As
consequéncias indesejaveis da menopausa, principalmente as emocionais, se
apresentam menos intensas entre as mulheres que associam a este periodo a maior
maturidade e autoconfianca (LORENZI, et. al., 2006; RENO, 2004).

1.1.2 Menopausa e ansiedade

A causalidade de transtornos de humor como depressédo e ansiedade na
menopausa é foco de controvérsias. Em uma perspectiva neuroenddcrina, acredita-
se que as flutuagbes hormonais decorrentes da faléncia ovariana sdo as
responsaveis pelas alteracées do humor. Ja alguns pesquisadores direcionados a
uma perspectiva psicossocial argumentam que transtornos de humor iniciados na
menopausa nao ocorrem devido as flutua¢cdes hormonais, mas devido as mudancas
no meio social inerentes desta fase da vida como separagdo, sindrome do ninho
vazio, doenca ou morte de familiares, aposentadoria e diminuicdo de renda
(POLLISSENI, et al., 2009).

A ansiedade é um termo geral que se refere a sintomas diversos
caracteristicos de diferentes transtornos, dentre eles o transtorno de panico, fobia

social ou ansiedade generalizada. Essa heterogeneidade dos sintomas resumida a
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um so termo é refletida na literatura e na clinica, que incluem diversas medidas de
sintomas de ansiedade como "irritabilidade", “tens&do”, “nervosismo” ou "sentimento
de péanico", dificultando ndo s6 a comparacédo entre estudos, mas também o proprio
diagnéstico. Para minimizar este problema, manuais internacionais de diagndsticos
vém sendo adotados e, a partir deles, diversas escalas que sao utilizadas para
padronizar a linguagem e os sintomas avaliados ho momento da entrevista clinica. A
auséncia de achados consistentes quanto as associacfes entre ansiedade e a
menopausa €, provavelmente, devido a avaliacdo de diferentes sintomas, projetos
de estudo e populacdes estudadas (BROMBERGER et al., 2013).

Um estudo desenvolvido por Bromberger e colaboradores no ano de 2013
com dados coletados de participantes no Study of Women's Health Across the
Nation (SWAN), uma comunidade longitudinal e multi-étnica voltada para o estudo
da menopausa e do envelhecimento envolvendo 3.302 mulheres, concluiu que a
prevaléncia de sintomas de ansiedade em mulheres da meia-idade é substancial.
Neste estudo, a ansiedade basal das mulheres participantes foi primeiramente
avaliada através de uma escala de ansiedade e, em seguida, a mesma escala foi
reaplicada por diversas vezes em visitas realizadas ao longo do tempo.

Mulheres na pré-menopausa apresentaram-se com sintomas de ansiedade
em 15.6% das visitas. Mulheres no inicio do periodo de menopausa em 20,7% das
visitas, ja mulheres préximas ao periodo da pés-menopausa em 20,2% das visitas.
Por fim, mulheres na pés-menopausa apresentaram-se com sintomas de ansiedade
em 18,1% das visitas. Estes valores diferem significativamente quando estas
mulheres sdo categorizadas seguindo o critério de ansiedade basal. Mulheres com
ansiedade basal baixa apresentaram baixos indices de ansiedade ao longo das

visitas, quando comparadas as mulheres com ansiedade basal alta (Tabela 01).
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Total Ansiedade basal baixa Ansiedade basal alta

% em 23.532 % em _18.744 % em_4.788
visitas visitas visitas
Pré-menopausa 15,6 4,4 714
Menopausa 20,7 10,7 56,3
Menopausa tardia 20,2 13,5 46,4
Pés-menopausa 18,1 12,7 39,4

Tabela 01: Prevaléncia de ansiedade distribuida nas fases do climatério, em participantes no Study of Women's Health
Across the Nation. Dados coletados de 3.302 mulheres participantes do Study of Women's Health Across the Nation (SWAN).
Os critérios de elegibilidade incluiam idade entre 42-52 anos, Utero intacto, estar em periodo menstrual nos trés meses
anteriores, ndo ter estado em uso de horménios reprodutivos nos trés meses anteriores. As participantes foram avaliadas na
entrada do estudo (linha de base) e anualmente com um protocolo comum padronizado (Extraida e modificada de
BROMBERGER et al., 2013).

Sagsdz e colaboradores no ano de 2001 estudaram a prevaléncia de
transtornos depressivos e ansiosos em uma amostra ambulatorial do Departamento
de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Medicina da Universidade Kirikkale,
verificando que 6,3% das mulheres no periodo pré-menopausal apresentaram
sintomas e sinais clinicos de depressdo. Este numero foi bastante maior nas
mulheres no periodo menopausal, onde 56.3 % das avaliadas apresentaram
sintomas e sinais clinicos de depressdo. Quando a ansiedade foi avaliada, 75% das
mulheres no periodo pré-menopausal apresentaram ansiedade severa e 62,5% das
mulheres nesta estapa apresentaram ansiedade severa cronica. Ansiedade severa
foi observada ainda em 81,3% das mulheres no periodo pré-menopausal, sendo que
78,1% das mulheres neste mesmo periodo apresentaram ansiedade severa crénica
(Tabela 02).
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Menopausa Pré-menopausa

Inventario de Pontuacio % %
depresséo de Beck

0-8 9,5 12,5
9-21 34,4 81,3
21 ou mais 56,3 6,3

STAI-I Ansiedade
Baixa 3,1 6,3
Normal 15,6 18,8
Severa 81,3 75,0

STAI-II

Baixa 12,5 6,3
Normal 9,4 31,3
Severa 78,1 62,5

Tabela 02: Prevaléncia de transtornos depressivos e ansiosos em uma amostra ambulatorial do Departamento de
Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Medicina da Universidade Kirikkale. Estudo com 32 mulheres na menopausa e
32 pacientes pré-menopausicas com idades entre 40-55 anos no Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Kirikkale. Foi aplicado o Inventario de depressao de Beck para determinar depressao e STAI-I para
determinar ansiedade e STAI-Il, que determina a ansiedade cronica persistente por mais de 1 ano. A classificagdo do
inventario de depressdo Beck é: 0-8 pontos: Normal; 9-21 pontos: sintomas depressivos presentes; 21 e mais: sintomas e
sinais clinicos de depressdo. A classificacdo do e STAI-l e do e STAI-Il é: Até 36 pontos: ansiedade minina; Entre 36-42
pontos: ansiedade normal; Mais de 42 pontos: ansiedade severa (Extraida e modificada de Sagsoz, et al., 2001).

No Brasil, Polisseni e colaboradores realizaram um estudo clinico,
prospectivo e transversal, com 93 mulheres na faixa etaria dos 40 aos 65 anos,
atendidas no Servico de Climatério do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Juiz de Fora (HU/UFJF), num periodo de 15 meses observando que, no
periodo da pré-menopausa, 22,6% das mulheres avaliadas apresentaram sintomas
de depressdo enquanto 54,8% destas mulheres apresentaram sintomas de
ansiedade. 46,9% das mulheres que viviam o periodo da menopausa apresentaram
sintomas de depressdo e 56,3% destas mulheres apresentaram sintomas de

ansiedade. Por fim, 40% das mulheres vivenciando a p0s-menopausa apresentaram
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sintomas de depresséo e 50% destas mermas mulheres apresentaram sintomas de
ansiedade (Tabela 03).

Fases da Menopausa Depresséo (%) Ansiedade (%)
Pré-menopausa 22,6 54,8
Menopausa 46,9 56,3
Pds- Menopausa 40,0 50,0

Tabela 03: Prevaléncia de depressdo e ansiedade distribuida nas fases do climatério, em pacientes atendidas no
HU/UFJF. Estudo clinico, prospectivo e transversal, com 93 mulheres na faixa etaria dos 40 aos 65 anos atendidas no Servigo
de Climatério do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU/UFJF), no periodo de 15 meses. Foram
utilizados como critérios de exclusdo: pacientes em uso de terapia hormonal, horménio-terapia por implantes, DIU e injetaveis
de depodsito nos Udltimos seis meses, endocrinopatias que levassem a irregularidades menstruais, uso de drogas que
interferissem no ciclo menstrual, ansioliticos e antidepressivos, histerectomizadas, ooforectomizadas, portadoras de cancer e
de enfermidades psiquiatricas, pacientes que tivessem sido submetidas a radio ou quimioterapia (Extraida modificada de
POLLISSENI, et al., 2009).

Apesar de frequentes, nenhum dos sintomas de natureza psicolégica pode
ser considerado especifico da situacdo de menopausa. Desta forma, os disturbios
psiquicos iniciados durante esta estapa da vida s6 podem ser adequadamente
diagnosticados e tratados, se 0 ginecologista estiver ciente da possibilidade,
possivelmente aumentada, de sua existéncia nesta fase da vida (SAGSOZ; et al,
2001).

1.1.3 Modelo animal de menopausa

Modelos animais de menopausa em roedores se baseiam nos diversos
fenbmenos fisiologicos decorrentes da deple¢do dos horménios ovarianos. Ha trés
formas, bem descritas na literatura, de se chegar a este modelo: o envelhecimento
intacto, a ovariectomia e a aceleracdo da faléncia ovariana (CHAKRABORTY &
GORE, 2004; HOYER, et al., 2001; MAFFUCCI & GORE, 2006; ROCCA, et al.,
2011; SCHMIDT, 2009; WILLIAMS, 2005).
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Com cerca de 18 meses de idade, camundongos entram em um estado de
estro permanente, os ciclos reprodutivos e a ovulacdo cessam completamente e os
niveis dos horménios ovarianos caem a niveis de pré-estropausa. Desta forma,
como em humanos, roedores experimentam flutuacdes hormonais naturais a partir
da meia-idade. Porém, diferentemente de humanos, roedores apresentam uma
estropausa ao invés de uma verdadeira menopausa, onde o0s niveis de estrogénio
sdo muito baixos ou indetectaveis e 0s niveis de progesterona também diminuem de
forma acentuada (MAFFUCCI & GORE, 2006; SCHMIDT E RUBINOW, 2009). O
modelo de envelhecimento intacto permite a retencédo do tecido ovariano, produtor
também de andrégenos durante a menopausa, e mantém o periodo de transicdo
menopausal. Porém, o ambiente hormonal em roedores ndo reflete de forma
fidedigna a intensa queda hormonal que ocorre ha menopausa humana. Além disso,
as alteracdes relacionadas a idade podem tornar confusas as analises sobre a acéo
especificamente hormonal (CHAKRABORTY & GORE, 2004; MAFFUCCI & GORE,
2006).

O modelo de ovariectomia (OVX) é um modelo bem estabelecido. Os
roedores podem ser ovariectomizados em idades que correlacionam com diferentes
fases da vida para mimetizar aspectos especificos do envelhecimento (MAFFUCCI
& GORE, 2006). Além disso, o modelo de ovariectomia, paralelo a menopausa
induzida cirurgicamente em humanos, permite uma analise do papel dos hormdnios
ovarianos. Entretanto, o modelo de OVX possui limitacbes. Em primeiro lugar, a
remocao dos ovarios falha em reproduzir os niveis de andrégenos. E, além disso,
roedores ovariectomizados ndo vivenciam, de maneira natural, a transicdo para a
menopausa uma vez que, neste modelo, os hormdnios ovarianos sao removidos
abruptamente (DAVISON ET AL, 2005. HAVELOCK ET AL., 2006; LAUGHLIN ET
AL., 2000).

O modelo de aceleracao da faléncia ovariana utiliza injecbes de diepoxido 4-
vinilciclohexeno (VCD) para antecipar seletivamente a perda natural de foliculos
primordiais e primarios em roedores e primatas (revisado por KEMPEN et.al., 2011).
Estes foliculos sdo sensiveis a exposicdo ao VCD e a diminuicdo da populacdo
ocorre devido ao aumento do recrutamento. Durante este processo, 0s 00cCitos sao

eliminados por apoptose, e as células da teca interna dos foliculos se tornam células
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intersticiais, produtoras de andrégenos, inclusive na pés-menopausa (HOYER, 1996
LOHFF ET AL, 2005). Através da eliminacdo induzida das populag@es de foliculos, o
modelo de aceleracdo da faléncia ovariana replica os ciclos de eventos da
menopausa humana em ambos, niveis de hormdnios e aciclicidade definitiva
(HOYER, 1996, KEMPEN et.al., 2011, LOHFF et. al., 2005).

Embora este ultimo modelo apresente as vantagens de mimetizar a transi¢ao
para a menopausa e 0s indetectaveis niveis hormonais na pds-menopausa, € um
modelo que exige um protocolo bastante longo e dispendioso. O problema de tempo
e custo aparece ainda com maior énfase no protocolo de envelhecimento intacto,
uma vez que, embora ele apresente a vantagem da manutencao do tecido ovariano
e das flutuacBes hormonais até o estabelecimento da pds- menopausa, os cuidados
gerais com 0s animais se estenderiam por mais de um ano, tornando-o um modelo
de alto custo. Além disso, este modelo de envelhecimento intacto apresenta, ainda,
a limitacdo de ndo mimetizar completamente a deplecdo dos hormonios ovarianos
presente na pés-menopausa humana, fase a qual direcionamos nossa atencao no
presente trabalho.

Optamos pelo modelo de ovariectomia, mesmo cientes das suas limitacoes,
uma vez que ele mimetiza os baixissimos niveis de hormdnios ovarianos na poés-

menopausa humana.

1.2 Esteroides Sexuais

Os esterdides sexuais sdo derivados da molécula de colesterol e sua
biossintese ocorre em diferentes locais (HEBERDEN, 2017).

Na conversdo do colesterol em esteroides sexuais estdo envolvidas enzimas
de clivagem da cadeia lateral contendo citocromo P450 (P450scc) responsavel por
converter o colesterol em pregnenolona, a 17a-hidroxilase (P45017a), a 3B-
dehidrogenase (3B -HSD) e a 17 B -hidroxisteroide dehidrogenase (17 3 -HSD) que
atuam em diferentes etapas da sintese, além da P450 aromatase (P450Arom) que

catalisa a reacéo de conversao da testosterona em estradiol (HEBERDEN, 2017).
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As gbnadas sdo as principais produtoras de esterdides sexuais. Os ovarios
produzem estrogénios e progesterona enquanto as células de leyding nos testiculos
sdo responsaveis pela producdo de testosterona (CUI, et. al., 2013; HEBERDEN,
2017; SHUMACHER et. al., 2012).

A producdo hormonal nos ovarios € controlada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-
ovarios. O hipotdlamo secreta, de forma pulsati, o horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) que, por sua vez, age na hipdfise anterior estimulando a
secrecdo dos hormdnios luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). A frequéncia
de pulso do GnRH é um estimulo capaz de discriminar o hormonio a ser produzido e
secretado pela hipdéfise, sendo o LH produto de alta e o FSH produto de baixa
frequéncia de pulso, criando, desta forma, o meio hormonal apropriado para o
desenvolvimento folicular ovariano (CHRISTIAN & MOENTER, 2010).

Os primeiros estagios de crescimento dos foliculos ocorrem de maneira
independente das gonadotrofinas, sendo conduzidos por fatores paracrinos. A
sensibilidade folicular ao FSH precede e promove a sensibilidade ao LH e estes
horménios agem de maneira sinérgica promovendo a maturacdo folicular, a
ovulacéo, a luteinizacdo e a producéo e secrecdo de estrogénios e progesterona
tanto pelos foliculos quanto pelo corpo luteo (CHRISTIAN & MOENTER, 2010).

Os estrogénios, durante grande parte do ciclo reprodutor, exercem um
feedback negativo no hipotalamo diminuindo a secrecao de GnRH e a capacidade
de resposta da hipofise, inibindo, assim, a secrecdo de LH e FSH. No entanto,
antes da ovulacdo, um aumento acentuado na concentracdo plasmatica de
estrogénios promove a sintese de receptores de progesterona, e um feedback
positivo estimulando a sintese de GnRH pelo hipotdlamo e de LH pela hipéfise
anterior (CHRISTIAN & MOENTER, 2010; SHUMACHER et. al., 2012).

O hormonio luteinizante € o sinal fisioldgico para a ovulagdo. Diante do
aumento da concentracdo de LH as células da granulosa, agora ja responsivas a
este horménio, aumentam sua producdo de progesterona que, no hipotadlamo,
estimulara a rapida liberacédo e a degradacdo de GnRH, o que culmina com o pico
pré-ovulatorio. A progesterona age ainda como um estimulante autécrino das
células da granulosa desencadeando os eventos bioquimicos, tornando possivel a

ovulagao (CHRISTIAN & MOENTER, 2010; LESSON & MAHESH, 1992).
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Apos a liberagdo do odcito se inicia a fase ldtea, em humanos, e a fase do
metaestro, em roedores. A formacdo do corpo luteo € dependente do hormdnio
luteinizante e ocorre ainda antes da ruptura do foliculo com a hipertrofia das células
da granulosa, aumentando sua capacidade de produzir horménios esterodides, em
especial a progesterona (SHUMACHER et. al., 2012).

Este complexo padrdo de alteragbes hormonais controla as importantes
mudancas anatomo-fisiolégicas que se apresentam a cada ciclo reprodutivo,
preparando o corpo para receber e permitir o desenvolvimento do zigoto, caso haja
fecundacdo. A sequéncia de crescimento folicular, ovulacdo e subsequente
formacdo e degeneracdo do corpo luteo é repetida a cada 28 dias, que
compreendem duas fases distintas, constituindo o ciclo menstrual em humanos, ou a
cada quatro dias, que compreendem quatro fases distintas, constituindo o ciclo
estral em roedores. A parte do ciclo dedicada ao rapido crescimento do foliculo
ovulatorio dura aproximadamente 14 dias em humanos e é chamada de fase
folicular, ja em camundongos dura dois dias e compreende a fase final do diestro e
inicio do proestro. A ovulacédo nas duas espécies ocorre no meio do ciclo, apdés um
pico de LH. Em humanos é um periodo de aproximadamente dois dias situado entre
a fase folicular e a fase latea, ja em camundongos, ocorre durante a fase de estro. O
restante do ciclo é protagonizado pelo corpo luteo, sendo este periodo, em
humanos, denominado fase litea com duracdo aproximada de 14 dias. Ja em
camundongos, o periodo equivalente a fase latea possui dois dias de duracdo e
corresponde ao metaestro mais o inicio do diestro (CHRISTIAN & MOENTER, 2010;
PARKENING et. al., 1982) (Figura 01).

Diferentemente da espécie humana, a receptividade sexual de roedores
acontece apenas a cada 4 a 5 dias, ao final do proestro e inicio do estro. Outra
diferenca significativa entre espécies é a reabsor¢do do endométrio em roedores,
caso a fecundacdo ndo ocorra, 0 que nas mulheres resulta na menstruacao
(revisado por CHRISTIAN & MOENTER, 2010; PARKENING et. al., 1982).
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Figura 01: Gréfico representativo do ciclo reprodutivo de roedores e humanos. A. Ciclo estral de roedores. A
progesterona exibe um aumento na fase pés ovulatéria, em meados da fase estro se prolongando em metaestro, diante da
presenca do corpo liteo que involui cessando a produgéo e levando a uma queda deste horménio no inicio da fase diestro. Os
niveis de estradiol comegam a se elevar ao inicio de proestro chegando ao seu pico aproximadamente em meados desta
mesma fase, estimulando um pico rapido de LH, FSH e progesterona ao final da fase de proestro culminando na ovulagdo no
inicio de estro quando todos estes hormonios retornam a niveis basais reiniciando o ciclo.B. Ciclo menstrual humano. O ciclo
se inicia com o primeiro dia de menstruac@o. A primeira fase do ciclo é denominada fase folicular, quando os niveis de
estrogénio e progesterona sdo muito baixos. Aproximadamente, no 10° dia os niveis de estrogénio aumentam, estimulando um
pico de LH e FSH no 14° dia, culminando na ovulagdo. Durante o periodo pds ovulagdo, chamado fase ldtea, a presenca do
corpo luteo sustenta o estrogénio elevado além de elevar os niveis de progesterona por, aproximadamente, 12 dias quando se
da sua involucao e o retorno destes neurdnios a niveis basais, quando se da a menstruagédo e o reinicio do ciclo.

Durante o processo de foliculogénese, as células ovarianas da teca e da
granulosa sdo as responsaveis pela sintese de estrogénios e da progesterona. A
producéo de esterdides sexuais se inicia com a sintese da pregnenolona a partir do
colesterol catalisada na mitocondria pela enzima P450scc. A pregnenolona €, entao,
convertida em progesterona pela enzima 3 —HSD tanto nas células da teca como
nas células da granulosa. A progesterona, por sua vez, € convertida em
androstenediona pelas enzimas P45017a e 17 3-HSD apenas nas células da teca,
tendo em vista que estas células produzem andrégenos, mas ndo sao capazes de
produzir estrégenos. A androstenediona atravessa a membrana basal e, nas células

da granulosa, pode ser convertida em Estrona (E;) pela enzima aromatase ou
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convertida em testosterona pela enzima 17 B-HSD e, em seguida, em 173-estradiol
(E2), o produto mais abundante e mais potente dos estrogénios, pela enzima
aromatase (CUI, et. al., 2013; SHUMACHER et. al., 2012) (Figura 02).
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Figura 02: Figura esquemaética da sintese de esterdides sexuais nos ovarios (Modificado de Cui, et al., 2013).

A biossintese dos esterdides sexuais também ocorre em outros tecidos tais
como o tecido adiposo, as glandulas adrenais e a placenta durante a gravidez.
Quando secretados, estes horménios entram na circulacdo sanguinea ligados as
proteinas plasmaticas e sdo distribuidos aos tecidos alvo (CUI, et. al., 2013;
HEBERDEN, 2017; MICEVYCH & SINCHAK, 2008; SHUMACHER et. al., 2012).

O cérebro também é capaz de sintetizar o estradiol e a progesterona
tornando-o tanto um tecido alvo quando um local de sintese. Particularmente,
guando a sintese destes horménios ocorre no tecido nervoso, eles sao
denominados neuroesteroides (CUI, et. al., 2013; HEBERDEN, 2017; MICEVYCH &
SINCHAK, 2008; SHUMACHER et. al., 2012).
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A sintese neural de progesterona foi primeiramente descrita nas células da
glia, mas logo se observou que ndo s6 astrocitos e oligodendrdcitos, mas também
neurénios, expressam as enzimas P450scc e 3B-HSD capazes de converter o
colesterol em pregnenolona e, em seguida, em progesterona. A atividade da enzima
3B-HSD é encontrada principalmente no cértex cerebral, hipocampo, bulbo olfatério,
talamo, hipotalamo, amigdala e cerebelo, sendo as células de purkinje,
aparentemente, as maiores produtoras deste horménio no Sistema Nervoso Central
(SNC) (SHUMACHER et. al., 2012).

A aromatase, enzima que converte andrégenos em estrogénios, é expressa
em astrécitos e, principalmente, em neurbnios. Sua atividade € observada no
hipotalamo, em algumas regides do mesencéfalo basal além do hipocampo, talamo,
cortex cerebral, cerebelo e tronco encefalico (CUI, et. al., 2013).

No entanto, é importante considerar que embora o cérebro possua enzimas
esteroidogénicas, suas atividades parecem diferir das enzimas presentes em tecidos
periféricos. De fato, o aporte de esterdides sexuais sintetizados perifericamente
interfere, significativamente, na concentracdo dos neuroesterdides tanto no SNC,
quanto no fluido cerebroespinal (FCE) e, esta Ultima se relaciona intimamente com
as concentragdes séricas dos esterodides sexuais (HILL et. al., 2016).

Nas células do sistema nervoso central, como demonstrado na figura 03, a
producdo destes neuroesterdides se inicia com a sintese da pregnenolona
catalisada na mitocondria pela enzima P450scc a partir do colesterol. A
pregnenolona €, entdo, convertida em progesterona pela enzima 33 —HSD ou em
desidroepiandrosterona (DHEA) pela enzima P45017a. Ambas sao, em seguida,
convertidas em androstenediona pela atividade das enzimas P45017a e 33 —HSD,
respectivamente. A androstenediona pode ser convertida em estrona pela enzima
aromatase ou convertida em testosterona pela enzima 17 3-HSD e em seguida em
17B-estradiol pela enzima aromatase (CUI, et. al., 2013; SHUMACHER et. al.,
2012).
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Figura 03: Figura esquematica da sintese de neuroesterdides (Modificado de Cui, et al., 2013).

A acdo dos esterbides sexuais, independentemente de onde sédo produzidos,
ocorre por meio da ligacao destes hormonios a receptores especificos em células e
tecidos alvos (SCARPIN, et. al., 2009; GRAHAM, et. al. 1997).

Desta forma, a sinalizacdo de estrogénios é mediada por receptores de
estrogénios (ERs), que incluem receptores de membrana, dentre eles, o GPR30
(receptor de estrogénio acoplado a proteina G) e ER-X e 0s receptores nucleares
ERa (receptor de estrogénio alfa, também conhecido como ERS1) e ERp (receptor
de estrogénio beta ou ERS2). Os ERs de membrana atuam em mecanismos nao-
gendmico e 0s eventos em resposta a ativacdo destes receptores ocorrem em
minutos ou mesmo segundos, com a ativacdo de segundos mensageiros que
desencadeiam cascatas de sinalizagao intracelular, que podem ou n&o ocasionar a
fosforilacdo e ativagcdo de fatores de transcricdo. Ja 0s receptores nucleares,
guando ativados, respondem lentamente ao longo de horas ou dias, uma vez que 0
complexo “horménio-receptor” se liga ao gene promotor agindo como fator de
transcricdo génica (BJORNSTROM; SJIOBERG, 2005; CUI, et. al., 2013).
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Os estrogénios ndo exercem apenas funcdes envolvidas com a reprodugéo,
mas desempenham papeis regulatérios importantes em VAarios outros processos
biolégicos, atuando no metabolismo e homeostase, diferenciacdo celular,
proliferacdo e apoptose, processos inflamatdrios, funcionamento e plasticidade
neural, neuroprotecdo e processos cognitivos (AZCOITIA, et. al, 2011; AZCOITIA,
et. al, 2017).

Diante de acbes tdo abrangentes, € previsivel que o0s receptores de
estrogénio estejam distribuidos por diversos tecidos periféricos, dente eles: Gtero,
ovarios, 0ssos, mamas, figado, rins, tecido adiposo branco e marrom, célon,
endotélio vascular, pulmdes, bexiga e glandulas adrenais (CUI, et. al., 2013).

No cérebro, os ERs também se encontram amplamente distribuidos, estando
presentes na amigdala, hipotalamo, hipocampo, cértex cerebral, substancia cinzenta
periaquedutal, talamo, nucleo da rafe, nucleo rubro da estria terminal, substancia
negra, area preodptica, locus ceruleus, nucleo da espinha trigeminal, nucleo
tegmentar anterior oliva inferior, oliva superior e cerebelo (CUI, et. al., 2013).

A sinalizacdo da progesterona € mediada apenas por receptores nucleares
(PR), o PRA e 0 PRB. Os PR respondem a progesterona, associando uma gama de
proteinas co-reguladoras e se ligam a sequéncias alvo especificas em genes
promotores regulados pela progesterona, promovendo a transcricdo génica
(SCARPIN, et. al., 2009; GRAHAM, et. al. 1997).

Assim como o0s estrogénios, a progesterona desempenha outras mdultiplas
funcdes além das reprodutivas, dentre elas, regulam processos inflamatérios, funcao
mitocondrial, regeneracdo tecidual, metabolismo, processos cognitivos,
neurogénese, regeneracdo, mielinizacdo e recuperagcdo do cérebro pos trauma
(GRAHAM, et. al. 1997; SCARPIN, et. al., 2009; SHUMACHER et. al., 2012).

Receptores de progesterona estdo distribuidos perifericamente no utero,
ovarios, vagina, mamas, endotélio vascular, ossos, timo, pancreas e pulmdes
(GRAHAM, et. al. 1997; SCARPIN).

No SNC, os receptores de progesterona se encontram na amigdala,
hipocampo, hipotalamo, coértex pré-frontal, bulbo olfatério, tdlamo e cerebelo
(BRINTON, et. al., 2008).
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1.3 Transtornos de Ansiedade

A ansiedade é definida como um estado de alerta e valéncia negativa,
resultando em uma maior vigilancia na auséncia de uma ameaga imediata. Esta é
uma emocao que se caracteriza por experiéncias subjetivas, como tensdo e
pensamentos de preocupacao, além de mudancas fisiolégicas, como transpiracao,
tonturas e aumento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca (CALHOON & TYE,
2015).

O medo ocorre de forma aguda em resposta a uma ameaca real e iminente e
é frequentemente associado a surtos de excitacdo autondmica necessaria para a
luta ou fuga, pensamentos de perigo imediato e comportamentos de esquiva, se
dissipando rapidamente com a remoc¢édo do estimulo aversivo. Em contraste, a
ansiedade é um estado emocional que pode ser desencadeado por estimulos que
nao representam perigo imediato, sendo a ocupacdo antecipada de uma ameaca
futura, associada a tensdo muscular, vigilancia aumentada e comportamentos
cautelosos ou de esquiva (CALHOON & TYE, 2015; DSM-V)

Individuos saudaveis experimentam eventos esporadicos de ansiedade tendo
em vista que esta, quando ocasional, € um aspecto normal do repertério emocional
e ajuda a sobrevivéncia ao aumentar o estado de vigilia e atencdo permitindo
respostas rapidas a possiveis ameacas. No entanto, quando a ansiedade se torna
persistente ou desproporcional, suas manifestacbes somaéticas, cognitivas e
comportamentais, podem ser debilitantes, levando a consideraveis encargos
econdbmicas e pessoais (CALHOON & TYE, 2015).

De acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM), os transtornos de ansiedade incluem disturbios que compartilham
caracteristicas de medo excessivo e ansiedade desproporcional além de disturbios
comportamentais relacionados. Eles diferem entre si nos tipos de objetos, situagbes
e na ideacédo cognitiva associada que induz ao medo e a ansiedade (DSM-V).

Algumas reformulagdes foram realizadas nesta nova edicdo do manual, por
exemplo, a realocacdo dos diagndsticos de Transtorno Obsessivo Compulsivo,
Transtorno de Estresse Agudo e Transtorno de Estresse Pds-Traumatico em novos
capitulos, separando-os dos transtornos de ansiedade. Os critérios diagnosticos de
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quadros fébicos (Agorafobia, Fobia Especifica e Transtorno de Ansiedade Social)
sofreram algumas modificagdes. O Transtorno de Panico e a Agorafobia foram
separados como diagnosticos independentes e o Transtorno de Ansiedade de
Separacdo e o Mutismo seletivo sairam do extinto capitulo dos Transtornos
Geralmente Diagnosticados pela Primeira Vez na Infancia ou na Adolescéncia e
foram incorporados aos Transtornos de Ansiedade (ARAUJO & NETO, 2014; DSM-
V).

No capitulo dedicado aos transtornos de ansiedade do DSM-V, estes séo
organizados segundo os estagios do desenvolvimento, e sequenciados de acordo
com a idade tipica de inicio. Em ordem de aparecimento: Transtorno de Ansiedade
de Separacao, Mutismo Seletivo, Fobia Especifica, Transtorno de Ansiedade Social,
Transtorno de Panico, Agorafobia, Transtorno de Ansiedade Generalizada,
Transtorno de Ansiedade induzido por Substancia/Medicamento, Transtorno de
Ansiedade devido a outra condicdo Médica, Outro Transtorno de Ansiedade

Especificado, Transtorno de Ansiedade Nao Especificado (DSM-V) (Figura 04).
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Transtorno de Ansiedade devido a
outra condi¢do médica

Qutro Transtorno de Ansiedade Especificado ]
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Transtorno de Ansiedade N&o Especificado ]

Figura 04: Figura esquemética do modelo estrutural do capitulo do DSM-V dedicado aos transtornos de ansiedade.
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Os individuos com transtorno de ansiedade de separagdo apresentam uma
ansiedade e um temor persistente de separacdo das figuras de apego, além de
relutancia em se afastar delas. Apresentam, ainda, pesadelos e sintomas fisicos de
sofrimento. O mutismo seletivo é caracterizado por falhas na comunicacéo oral em
situacdes sociais onde ha alguma expectativa, mesmo que o individuo se
comunique em outras situacfes. Este transtorno traz prejuizos significativos em
ambientes académicos ou ocupacionais, interferindo na comunicacdo social normal.
Ja individuos com fobia especifica sdo temerosos, ansiosos e evitam objetos ou
situagdes circunscritas. O medo, a ansiedade ou a esquiva sdo induzidos
imediatamente pela situagdo fébica em um grau persistente e desproporcional ao
risco real. Dentre os tipos de fobias especificas se incluem: animal; ambiente
natural; injecéo; situacional; entre outras (DSM-V).

No transtorno de ansiedade social, o individuo é temeroso, ansioso ou se
esquiva de interacdes e situacdes sociais que envolvam a possibilidade de ser
avaliado. A ideacdo cognitiva associada é a de ser avaliado negativamente pelos
demais, ficar embaracado, ser humilhado ou rejeitado ou ofender os outros. No
transtorno de panico, o individuo experimenta ataques de panico inesperados e
recorrentes ficando persistentemente preocupado em ter outros ataques de panico
ou se comportar de maneiras inadequada devido aos ataques. Os ataques de
panico se caracterizam por surtos abruptos de medo ou desconforto intenso que
atingem um pico em poucos minutos, acompanhados de sintomas fisicos e / ou
cognitivos. Os individuos com agorafobia sdo apreensivos e ansiosos acerca de
duas ou mais das seguintes situacfes: usar transporte publico; estar em espacos
abertos; estar em lugares fechados; ficar em uma fila ou estar no meio de uma
multiddo; ou estar fora de casa sozinho em outras situagbes. O temor destas
situacdes ocorre devido aos pensamentos de que pode ser dificil escapar ou da
possibilidade de ndo haver auxilio disponivel caso se desenvolva sintomas de
panico ou outros sintomas incapacitantes ou constrangedores (DSM-V).

O transtorno de ansiedade generalizada se caracteriza por ansiedade
persistente e excessiva e preocupacao descontrolada acerca de varios dominios,
incluindo o trabalho e o desempenho escolar. O individuo experimenta sintomas

fisicos, dentre eles, inquietacao, fatigabilidade, dificuldade de concentracdo; tensao
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muscular e distarbios do sono. O transtorno de ansiedade induzido por
substancia/medicamento envolve ansiedade devido a intoxicagdo ou abstinéncia de
substancia ou medicamento. No transtorno de ansiedade devido a outra condi¢do
meédica, os sintomas de ansiedade decorrem de consequéncias fisioldgicas
derivadas de outra condigcdo médica (DSM-V).

Os disturbios de ansiedade, incluindo o transtorno de panico, transtorno de
ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade social, transtorno de fobias
especificas e transtorno de ansiedade de separacdo, sdo os transtornos mentais de
maior prevaléncia no mundo e estao associados a dispendiosos custos de cuidados
de saude (BANDELOW & MICHAELIS, 2015).

Diversas pesquisas estimam a porcentagem da populacdo acometida com
transtorno de ansiedades e, na literatura, estes numeros apresentam ampla
variacdo. Maeg e Milad, em trabalho publicado em 2015, apontam uma prevaléncia
de cerca 16%, no entanto, Banadelow e Michaelis, em trabalho publicado no mesmo
ano, estimam que até 33,7% da populacdo sofrem de algum transtorno de
ansiedade durante a vida (BANDELOW & MICHAELIS, 2015; MAENG & MILAD,
2015). Nas comparagOes entre culturas, as taxas de prevaléncia sao altamente
variaveis. Porém, é provavel que essa heterogeneidade esteja mais relacionada as
diferencas na metodologia utilizada para a realizacdo do diagnéstico do que as
influéncias culturais (BANDELOW & MICHAELIS, 2015).

Relatorios epidemiolégicos indicam que mulheres apresentam o dobro de
risco de sofrerem qualquer desordem relacionada a ansiedade se comparadas aos
homens (BANDELOW & MICHAELIS, 2015, DSMV; HILL et. al., 2016; MAENG &
MILAD, 2015; PEARLSTEIN, et al.,1997). Esta taxa aumentada de incidéncia nas
mulheres € mantida em todos os transtornos de ansiedade e medo, incluindo
transtorno de ansiedade social, transtorno de ansiedade generalizada e transtorno
de panico (BANDELOW & MICHAELIS). As mulheres sao, ainda, afetadas mais
severamente pelos sintomas dos transtornos de ansiedade, além de terem maior
vulnerabilidade aos transtornos mentais comorbidos (MAENG & MILAD, 2015).

Estudos sugerem que os transtornos de ansiedade, em mulheres, se
iniciam mais comumente durante diferentes fases de sua vida reprodutiva, como a

puberdade, menstruacao, gravidez, pés-parto e menopausa. Estes periodos de risco
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elevado coincidem com tempos de variagdes hormonais drasticas, sugerindo que os
hormoénios do eixo HPG podem exercer influéncias na ocorréncia do transtorno
(BROMBERGER et al., 2013; MAENG & MILAD, 2015).

Os transtornos de ansiedade sdo altamente comorbidos entre si e outros
transtornos mentais (BANDELOW & MICHAELIS, 2015). Um dos achados mais
frequentes e consistentes na literatura € a comorbidade frequente entre transtornos
de ansiedade e depressivos, estimando que 50% dos individuos diagnosticados com
transtornos depressivos também sofrem com transtornos de ansiedade. Pacientes
com doencas comorbidas atendem aos critérios diagnosticos para ambas e os
sintomas sao geralmente mais severos do que em transtornos que ocorrem
sozinhos (MOSCAT, et al., 2016; SMALL, et al., 2016).

Farmacos e psicoterapias tém sido utilizadas como tratamentos efetivos para
transtornos de ansiedade. A terapia cognitivo-comportamental (TCC) é atualmente o
padrdo-ouro dentre as psicoterapias para o tratamento da ansiedade patolégica
(RAVINDRAN & STEIN, 2010).

Com relacdo as farmacoterapias, os benzodiazepinicos foram um pilar do
tratamento do transtorno de ansiedade por muitos anos. O mecanismo de acao
destes farmacos consiste na ligacdo de suas moléculas a um sitio especifico no
receptor GABAA potencializando a ag¢do do neurotransmissor (RAVINDRAN &
STEIN, 2010). Os benzodiazepinicos possuem acao ansiolitica, anticonvulsivante,
relaxante muscular além de acdes sedativas. Sua tolerabilidade e inicio rapido de
efeito contribuiram para o uso continuado desta classe de medicamentos para o
tratamento dos transtornos de ansiedade. (RAVINDRAN & STEIN, 2010).

No entanto, o0 entusiasmo com o0s benzodiazepinicos diminuiu em
consequéncia de varios fatores. Embora estes medicamentos sejam frequentemente
bem tolerados e proporcionam um alivio rapido e eficaz dos sintomas, seus efeitos
adversos, dentre eles excesso de sedacdo, comprometimento cognitivo e falta de
coordenacdo psicomotora, além do seu grande potencial de abuso e dependéncia,
geram relevante preocupacdo nos clinicos (ANDREATINI, 2001; RAVINDRAN &
STEIN, 2010).

Apesar das contraindicacdes, maneira geral, os benzodiazepinicos ainda

representam uma valiosa opgédo de tratamento para a ansiedade, particularmente
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para transtorno de panico, transtorno de ansiedade generalizada e, em alguns
casos, transtorno de ansiedade social. Porém, os transtornos de ansiedade s&o
frequentemente comorbidos com outras doencas psiquiatricas, particularmente
transtornos depressivos. Uma vez que os benzodiazepinicos ndo possuem efeitos
antidepressivos reconhecidos, o uso de um agente antidepressivo convencional
nesses casos € mais apropriado (ANDREATINI, 2001; RAVINDRAN & STEIN,
2010).

Uma estratégia popular para o uso de benzodiazepinicos em transtornos de
ansiedade € o uso de curto prazo durante o inicio do tratamento com um agente
antidepressivo, pois estes podem levar tempo para exibir beneficios terapéuticos.
Uma vez que 0s pacientes estejam estabilizados no tratamento com
antidepressivos, o0s clinicos geralmente interrompem o0 tratamento com
benzodiazepinicos (RAVINDRAN & STEIN, 2010).

Uma classe de antidepressivos utilizada para tratamento do transtorno de
ansiedade é a dos antidepressivos triciclicos (ADT). Varios estudos em modelos
animais apontam que a administracdo crénica de ADT apresentam efeito ansiolitico
comparavel aos benzodiazepinicos. Esta acdo ansiolitica seria decorrente de uma
sub sensibilizacdo dos receptores de serotonina no cortex frontal mediante ao uso
cronico do farmaco (ANDREATINI, 2001). No entanto questiona-se se o0 uso deste
medicamento realmente gera uma reducédo da ansiedade ou se ocorre apenas uma
reducdo dos sintomas depressivos frequentemente associados aos transtornos
ansiosos, embora muitas pesquisas concluam os ADT apresentem, de fato, um
efeito ansiolitico que aparece de maneira gradual, apresentando boa eficacia apos
duas a quatro semanas de tratamento (ANDREATINI, 2001).

Outros antidepressivos amplamente utilizados no tratamento dos transtornos
de ansiedade sdo os da familia dos Inibidores Seletivos da Recaptacdo de
Serotonina cujo mecanismo de acdo consiste na inibicdo da recaptacdo pre-
sinptica da serotonina impedindo a acdo da bomba transportadora (RAVINDRAN &
STEIN, 2010). Os ISRS sao considerados farmacos de primeira linha para todos
transtornos de ansiedade devido aos seus niveis gerais de eficacia, seguranca e
tolerabilidade e, embora cada medicamento da classe possa ter diferentes

indicagbes para os especificos transtornos de ansiedade, os clinicos tendem a tratéa-
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los como tendo igual eficicia para todos as patologias relacionadas (RAVINDRAN &
STEIN, 2010). No entanto, pesar do uso prevalente dos ISRS ainda existe
preocupacdes relativas aos seus efeitos adversos que, frequentemente, incluem
nauseas, tonturas, dores de cabeca, nervosismo, disturbios do sono e sintomas
gastrointestinais que também sdo comumente experimentados como parte dos
transtornos de ansiedade e, portanto, muitas vezes interpretados como um a piora
do quadro (RAVINDRAN & STEIN, 2010).

Ha ainda um grande esforco para delinear as bases neurobiologicas
especificas subjacentes aos diferentes transtornos de ansiedade para que se possa
adequar melhor a escolha dos agentes farmacologicos destinados ao tratamento de
cada transtorno, além de direcionar pesquisas para o desenvolvimento de novos
medicamentos (RAVINDRAN & STEIN, 2010).

1.3.1 Esterdides Sexuais e Transtornos de Ansiedade

Mulheres séo, particularmente, mais susceptiveis a apresentar transtornos de
ansiedade e transtornos depressivos (HILL et. al., 2016; MAENG & MILAD, 2015;
PEARLSTEIN, et al.,1997). Estas duas patologias, além de frequentemente
comorbidas, também estdo associadas a diversas outras condicdes somaticas e
ambas estdo ligadas a alteracbes na expressdo de genes que participam da
plasticidade neuronal (HILL et. al., 2016). Diversos trabalhos trouxeram dados que
apontam, ainda, que estes dois transtornos estdo intimamente associados ao
funcionamento dos eixos hipotalamo-pituitaria-ovario (HPO) e hipotalamo-pituitaria-
adrenal (HPA) cujas atividades resultam no controle da producédo de hormdnios
esteréides (HILL et. al., 2016; PEARLSTEIN, et al.,1997; WIECK, 2009).

Sabe-se que a sensibilidade a recompensa e 0 processamento de
informacgdes emocionais séo influenciados pelo ciclo menstrual (Bayer et al., 2013).
Sabe-se ainda que anticoncepcionais orais contém estrogénios sintéticos e
progestagenos que também influenciam a cognicdo humana. Um melhor
desempenho em memoria virtual, aprendizagem associativa e tarefas de atencéo

espacial foi observado em usuéarias de anticoncepcionais orais. Este mesmo
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medicamento também pode afetar o processamento de emocdes, em especial o
reconhecimento de expressOes faciais e corporais negativas, influenciando,
inclusive, a tomada de decisbes. Estes efeitos dos anticoncepcionais orais e
horménios femininos sdo mediados por receptores de estrogénio e progesterona
abundantemente expressos em diversas estruturas cerebrais, incluindo as &reas
limbicas. Nessas areas, os esterdides sexuais sdo capazes, ainda, de modular a
funcdo dos receptores mineralocorticoides, que fazem a mediacdo da acédo do
cortisol na vigilancia e na atencéao seletiva (HAMSTRA, et al., 2016; 2017).

Alguns estudos sobre transtornos de ansiedade relatam que pacientes com
transtorno de ansiedade generalizada e transtorno de fobia especifica possuem
menores concentracbes de sulfato de pregnenolona (SEMENIUK et al.,, 2001,
HEYDARI & MELLEDO, 2002). Ja no transtorno de panico, a progesterona, o sulfato
de pregnenolona e a 3a, 5 a -tetra-hidroxiprogesterona encontram-se aumentadas
nas mulheres (BRAMBILLA et al.,2003).

Foi demonstrado também que, em pacientes deprimidos, ha uma diminuicao
na concentracdo de alguns neuroesterdides. Sabe-se ainda que um aumento da
concentracdo destes esterbides ocorre em pacientes que fazem uso da Fluoxetina,
um medicamento Inibidor Seletivo de Recaptacdo de Serotonina (ISRS) de acéo
ansiolitica e antidepressiva (UZUNOVA, et al., 2003). Hipotetizou-se, entdo, a
relacdo destas alteracbes nas concentracdes de neuroesterdides com a acao
terapéutica do medicamento. No entanto, esta hip6tese foi desafiada por outros
estudos que demonstraram que terapias antidepressivas nao-farmacoloégicas bem-
sucedidas nao alteram as concentracdes destes hormdnios, sugerindo, portanto,
que a normalizacdo dos niveis de neurosteréides ndo é um pré-requisito para um
resultado terapéutico (PADBERG, et al., 2002; BAGHAI, et al., 2005).

Contudo, outros mecanismos devem ser considerados para se compreender
o papel dos neuroesteroides na fisiopatologia da ansiedade e da depressédo. Pinna e
colaboradores em trabalho publicado em 2006 demonstraram que a administragao
de dose subterapéutica de fluoxetina aumenta seletivamente as concentragbes
cerebrais de 3a, 5 a -tetra-hidroxiprogesterona (THP). A THP é um modulador de
receptores GABA, assim como o alprazolam, um medicamento da classe dos

benzodiazepinicos, que exerce uma acao antidepressiva de fraca a moderada sem
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o envolvimento central do sistema serotoninérgico. Os benzodiazepinicos ja foram
considerados medicamentos de primeira linha no tratamento da ansiedade até
darem lugar aos ISRS. Desta forma, a fluoxetina realiza sua acéo terapéutica ndo sé
através da inibicdo da recaptacédo da serotonina, mas também através de sua acao
indireta sobre sistema GABAérgico que exerce sabidamente uma acao ansiolitica e,
de maneira independente, uma acéo antidepressiva (PINNA, et al., 2006).

1.3.1.1 Estrogenos e Ansiedade

Os estrogénios circulantes modificam bioquimica e estruturalmente diversos
orgaos e tecidos, dentre eles o sistema nervoso central (SHERWIN,1998).

Durante a vida fetal, o estrogénio exerce uma influéncia organizacional
permanente no cérebro e, na fase adulta, € capaz de regular ndo s6 a plasticidade
cerebral, mas também as concentragbes de alguns neurotransmissores
(SHERWIN,1998).

Estudos em modelo animal demonstraram que os efeitos neurobiolégicos do
estrogénio incluem modulacdo dos receptores acido gama-aminobutirico (GABA);
reducado do limiar de convulsao; diminuicdo da funcédo da beta-endorfina; modulacao
dos receptores de progesterona; modificacdo do sono e ritmos circadiano e aumento
na neurotransmissao colinérgica e serotoninérgica (SHERWIN,1998).

As areas limbicas, cuja funcdo estad intimamente ligada ao processamento
emocional, sdo abundantes em receptores de estrogénios e, acredita-se, que a
fisiopatologia da ansiedade envolva a desregulacdo de varios neurotransmissores e
sistemas neuromoduladores tendo em vista que anormalidades nos sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico, colinérgico, dopaminérgico e GABAérgico ja foram
descritas em pacientes que apresentam ansiedade e depresséo (revisado por
PEARLSTEIN, et al.,1997, SHERWIN,1998). Dentre estes efeitos neurobiol6gicos
dos estrogénios, os que dispertam particular interesse envolvem a potencializagédo
dos sistemas colinérgico e serotoninérgico. Com relacdo ao primeiro, 0s estrogénios
aumentam a sintese de acetilcolina elevando os niveis de colina acetiltransferase e
ajudando a manter a densidade de espinhas dendriticas no hipocampo. No que diz

respeito ao segundo, o aumento na transmissdo serotonérgica se da devido a
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amplificacdo da taxa de degradacado da monamina oxidase, enzima que cataboliza a
serotonina, aumentando a biodisponibilidade de triptofano livre, precursor do
neurotransmissor em questéo, por deslocar o triptofano de seus locais de ligacéo a
albumina plasmatica (PEARLSTEIN, et al., 1997, SHERWIN,1998).

A neurotransmissdo de serotonina melhorada com estrogénio poderia
potencialmente diminuir os sintomas de mulheres deprimidas e ansiosas
(PEARLSTEIN, et al.,1997). Alguns estudos constataram que mulheres na
menopausa apresentam uma atividade aumentada da monoamina oxidase em
comparacao as mulheres pré-menopausicas, e esta atividade diminui apos a terapia
com o horménio. Sabe-se ainda que mulheres na menopausa tém niveis mais
baixos de serotonina no sangue do que 0s niveis pré-menstruais e estes niveis
sofrem um aumento apés o tratamento com estrogénio. Por fim, ensaios controlados
com placebo e reposicdo de estrogénios em mulheres na menopausa sem
sintomatologia significativa de ansiedade indicam, ainda, um efeito benéfico dos
estrogénios no senso de bem-estar (JANOWSKY, et al,1996; PEARLSTEIN, et
al.,1997; SCHIMIDT et al., 1991).

1.3.1.2 Progesterona e Ansiedade

Sabe-se ha mais de 50 anos que a progesterona causa sedacao e anestesia
em mamiferos e estes efeitos tém sido associados a interagdo entre este horménio e
seus metabdlitos com o receptor GABA (SHERWIN,1998). A progesterona e seus
metabolitos agem como moduladores alostéricos deste receptor, aumentando sua
afinidade pelo neurotransmissor acido gama-aminobutirico cuja acéo é inibitoria e
desempenha um importante papel regulatério da excitabilidade neuronal
(LONGONE, et al., 2008; SHERWIN,1998).

Como agonista reversivel dose-dependente do receptor GABA,, este
horménio age de maneira semelhante aos benzodiazepinicos, anticonvulsivantes e
anestésicos, potencializando o efeito do GABA ao aumentar a frequéncia e duracao
da abertura do canal de cloreto, levando a uma hiperpolarizacdo neuronal
prolongada. Esta resultante diminuicdo da excitabilidade dos neurdnios explica suas
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acOes ansiolitica, anticonvulsivante e sedativa (PEARLSTEIN, et al.,1997,
SHERWIN,1998).

Estudos mostraram que a progesterona e seus metabdlitos também
interagem com outros neurotransmissores envolvidos na regulacéo das respostas de
ansiedade e depressdo, aumentando, por exemplo, a atividade da monoamina
oxidase podendo levar a diminuigdes nos niveis de serotonina, além de potencializar
a liberacdo de dopamina. Foi mostrado, ainda, que a progesterona inibe receptores
nicotinicos e modula receptores serotoninérgicos bem como a a¢édo dos estrogénios
nesses receptores. A agdo deste hormdnio, no entanto, é variavel de acordo com a
dosagem e diante da presenca ou auséncia de estrogénios (PEARLSTEIN, et
al.,1997; SHERWIN,1998).

1.4 Comportamentos tipo-ansioso em roedores

Uma grande variedade de modelos animais de ansiedade foi desenvolvida
diante da demanda da criacdo de paradigmas sensiveis e especificos para testar
drogas ansioliticas (CRAWLEY, 1985).

A descoberta dos benzodiazepinicos, no inicio dos anos sessenta, e seu
enorme sucesso comercial para o tratamento da ansiedade foi um dos fatores de
incentivo para a criacdo destes modelos e paradigmas. No entanto, naquele
momento, a validade preditiva se baseava principalmente na acdo farmacologica
especifica dos benzodiazepinicos. Isso se tornou evidente no inicio da década de
oitenta, quando os testes existentes ndo se mostraram sensiveis e/ou especificos
para testar ansioliticos ndo benzodiazepinicos como a buspirona, um agonista
parcial do receptor de serotonina 5-HT1A (BELZUNG & GRIEBEL, 2001).

A partir de entéo, testes de conflitos incondicionados foram desenvolvidos.
Mais tarde, quando se evidenciou que a ansiedade ndo € um fenbmeno unitario,
mas multifatorial, e poderia ser dividido de varias formas, incluindo “estado” e
“trago”, ou “normal” e “patoldgica”, surgiu uma segunda dificuldade. Estas diferentes

formas de ansiedade demonstraram particularidades com relacao a sensibilidade ao
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desafio farmacoldgico incentivando a criagdo de novos paradigmas e metodologias
gue as abrangesse (BELZUNG & GRIEBEL, 2001).

Ratos e camundongos sdo particularmente bem adaptados para testes de
ansiedade. A natureza altamente exploratéria de muitas cepas de camundongos
fornece um sistema modelo de exploracdo dos comportamentos inatos destes
animais, uma vez que medicamentos ansioliticos aumentam o0s comportamentos
exploratérios de camundongos (CRAWLEY, 1985).

A maioria dos ensaios de ansiedade adaptados para roedores sdo baseados
em etologia. Essas tarefas levam em consideragdo movimentos inatos e conflitantes
de roedores como a exploracédo de novos espacgos ou a tendéncia destes animais a
preterir areas abertas, expostas e bem iluminadas, onde ficam mais vulneraveis a
ameacas ambientais. Nestas tarefas de conflito entre aproximacdo e esquiva, 0s
camundongos com um fendtipo ansioso tendem a permanecer mais tempo em areas
fechadas ou "seguras" dos aparatos comportamentais em comparacdo com 0S
controles. Os ensaios de conflito entre aproximacéo e esquiva sao eficazes por uma
série de razdes. Além de possuirem um alto grau de validade aparente, uma vez
que a maioria dos transtornos de ansiedade inclui um componente de evitar um
estimulo potencialmente perigoso, esses comportamentos tipo-ansiosos, durante a
tarefa, sdo reduzidos por drogas ansioliticas, e finalmente, ndo € necessario
treinamento para que os animais os realizem (BORSINI, et al. 2002, CALHOON &
TYE, 2015).

No labirinto em cruz elevado, por exemplo, camundongos com fenotipo
ansioso evitam os bracos abertos permanecendo no centro ou, principalmente, nos
bracos fechados (PELLOW et al, 2005). No teste de campo aberto, animais que
exibem comportamentos do tipo-ansioso permanecem na periferia da arena,
proximos as bordas e evitando as areas centrais (HALL & BALLACHEY, 1932),
enquanto que na caixa claro-escuro, o comportamento relacionado a ansiedade é
medido com a laténcia de fugir para a por¢do escura, bem como a propenséo a
permanecer na porcao escura da caixa (LORENZINI, 1984). E importante considerar
que todas estas tarefas sdo sensiveis as alteragcbes na locomocdo do animal,
portanto, o uso de testes de controle para déficits motores faz-se necessario

(CALHOON & TYE, 2015).
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Um problema relativo aos testes baseados na exploracdo, como 0s
mencionados acima, € que ndo se pode distinguir, através deles, um fenétipo de
ansiedade reduzido de um fendtipo exacerbado de exploracdo ou busca por
novidade, ou mesmo de comportamento do tipo-compulsivo. (CRYAN & HOLMES,
2005; CALHOON & TYE, 2015). Um tipo alternativo de tarefa que evita esta
desvantagem sdo as tarefas de esquiva ativa, onde os roedores dirigem suas
energias para minimizar estimulos ameacadores. Nestes ensaios 0s animais
enterram objetos que consideram uma ameaca, como esferas de vidro ou uma
sonda eletrificada depois de terem recebido choques por exemplo. Esse
comportamento é quantificavel e sensivel aos ansioliticos (NJUNG’'E & HANDLEY,
1991; NICOLAS et al., 2006; TREIT, et al. 1981). Os comportamentos tipo-ansiosos
podem ser mensurados, ainda, baseado em interacdes sociais de roedores. Na
tarefa de interacdo social, os contatos sociais entre individuos desconhecidos em
uma arena iluminada sado quantificados; o numero e tempo de interacées sociais €
inversamente proporcional a intensidade do fendtipo ansioso exibido pelo animal
(FILE, 1985; CRAWLEY, 1985).

O ensaio da Neofagia também é utilizado para avaliar o comportamento
semelhante a ansiedade em roedores, uma vez que em um ambiente novo,
camundongos famintos exibem uma laténcia aumentada para alimentacdo e este
comportamento se mostra sensivel aos benzodiazepinicos e aos ISRS (DULAWA et
al., 2004; MERALI & ANISMAN, 2003; CRAWLEY, 1985).

Medidas fisiologicas dos sinais vitais, como as frequéncias cardiaca e
respiratoria, bem como os niveis circulantes de horménios do estresse fornecem um
indicador adicional de fendtipos relacionados com a ansiedade em camundongos,

complementando os ensaios comportamentais (CALHOON & TYE, 2015).
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1.5 Bases Neurais da Ansiedade

A compreensédo das bases neurais da ansiedade foi, por muitos anos,
restrita a informacgfes obtidas através de estudos de lesdes (CALHOON & TYE,
2015). Nas ultimas décadas, no entanto, verificou-se um progresso significativo no
conhecimento das estruturas neurais relacionadas a estados de ansiedade (BRAGA,
et al, 2010).

Para identificar as areas neurais subjacentes a ansiedade, foram
desenvolvidos paradigmas experimentais especificos e, a partir da manipulacéo
experimental, foi possivel identificar as areas e circuitos neurais envolvidos na
manifestacdo desta emocdo (CALHOON & TYE, 2015; DUVAL, et al., 2015;
ADHIKARI, 2014).

Um individuo é capaz de identificar e reagir a uma ameaca recebendo
estimulos ambientais detectados através de seus sistemas sensorias e, em seguida,
interpretando-os como algo potencialmente perigoso. O que permite esta
interpretacdo e a emissdo de uma resposta adequada é a atividade coordenada de
diversas areas, entre elas a amigdala (AMY), o nucleo do leito da estria terminal
(BNST), o hipocampo ventral (vHPC) e o cortex pré-frontal medial (mPFC). Estas
estruturas se interconectam por projecdes reciprocas e iniciam além dos
comportamentos de vigilancia, os comportamentos defensivos através do
recrutamento de nucleos efetores no hipotalamo, ganglios da base e tronco
encefalico (CALHOON & TYE, 2015; DUVAL, et al., 2015).

1.5.1 Regifes de processamento sensorial — Deteccdo dos estimulos

sensoriais

A ansiedade surge do recrutamento de circuitos em reposta a estimulos
ambientais ambiguos e interpretados como ameacadores. Para que essa
interpretacdo ocorra, um organismo deve primeiro detectar que os estimulos existem
através dos seus sistemas sensoriais (CALHOON & TYE, 2015).

45



De acordo com modelos animais e estudos de imagem em humanos, ha uma
série de regibes responsaveis por receber e processar informacdes sensoriais.
Dentre elas o cortex occipital, o giro fusiforme e o tadlamo, ja foram implicados na
neurocircuitaria dos transtornos de ansiedade, com atividade aumentada em
resposta a estimulos ameacadores em pacientes ansiosos se comparados com
pacientes saudaveis do grupo controle (DUVAL, et al., 2015).

O olfato tem uma estreita intimidade com a emocéao. Filogeneticamente, este
sentido € associado a necessidades primitivas relativas a recompensa, ameaca e
homeostase e, ao contrario dos outros sentidos, a neuroanatomia olfativa permite
uma conexdo direta do bulbo olfatério com areas primarias de processamento
emocional, sem a intermediacao talamica (KRUSEMARK, et al., 2013). Estudos em
modelo animal demonstraram que a bulbectomia, a remocao cirdrgica do bulbo
olfatério, ndo sé resulta em anosmia, mas também modifica os padrées de sono,
causa déficit sexual além de resultar em comportamentos do tipo ansioso e
depressivo (GLINKA, et al, 2012).

1.5.2 Regides geradoras de emocOes - Interpretacdo dos estimulos

sensoriais

Uma vez que o0s estimulos sédo detectados, circuitos amplamente
interconectados envolvendo a AMY, o BNST e o VHPC interpretam o significado
desses estimulos e determinam se eles representam um perigo em potencial. Esta
interpretacdo €, em parte, ditada pela experiéncia anterior do individuo e inclui a
atribuicdo de valéncia emocional ao estimulo através de circuitos da amigdala
basolateral (BLA) (CALHOON & TYE, 2015).
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1.5.2.1 Amigdala (AMY)

Estudos em humanos e em modelos animais sugerem que a amigdala tem
um papel importante na ansiedade. Tanto o aumento quanto a reducdo do volume
amigdalar sdo associados a transtornos de ansiedade em humanos. Além disso,
ensaios imunohistoquimicos de marcacdo de Fos mostraram a ativacdo desta
estrutura apOs exposicdo a contextos ansiogénicos e, por fim, a inativacdo
farmacoldgica da amigdala tem acdo ansiolitica em animais expostos ao teste do
labirinto em cruz elevado (ADHIKARI, 2014; TOVOTE, et al., 2015).

A amigdala é o principal local onde os estimulos ambientais sdo imbuidos de
valor emocional e, portanto, € onde sdo primeiramente interpretados como
ameacadores. As sub-regibes da amigdala mais estudadas sdo a amigdala
basolateral (BLA) e a amigdala central (CeA), esta ultima subdividida em lateral
(Cel) e medial (CeM). A amigdala basolateral recebe os estimulos sensoriais do
talamo, bulbo olfatério e cortices sensoriais e, ao processar estas informacoes,
associa os estimulos preditivos neutros com suas possiveis consequéncias
atribuindo-os valéncia positiva ou negativa. Desta forma, pistas ambientais que
predizem ameacas sao reconhecidas como ameacadoras assim como as pistas que
predizem recompensas se tornam, elas préprias, recompensadoras. Em
circunstancias ansiogénicas, a BLA se comunica com a amigdala central (CeA), e
com o BNST, e a atividade de seus neurdnios ndo € exclusivamente moldada pela
entrada de informacédo sensorial. Esta regido também recebe projecées do mPFC e
vHPC além de enviar projecdes reciprocas para ambas as regides (ADHIKARI,
2014; MCDONALD, 1998; JANAK, & TYE, 2015; DUVARCI & PARE, 2014;
NAMBURI, et al., 2015; TYE & DEISSEROTH, 2012, FELIX-ORTIZ, et al., 2013;
HUBNER, et al., 2014).
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1.5.2.1.1 Microcircuito da Amigdala

A amigdala ndo sé participa de macrocircuitos, mas também processa
detalhadamente as informacfes sensoriais em circuitos restritos a propria estrutura
(CALHOON & TYE, 2015).

Como j& mencionado, a AMY é composta de subnlcleos e estes sao
funcionalmente e morfologicamente heterogéneos e possuem interconectividade
complexa. Estima-se que aproximadamente 90% dos neurdnios da BLA sejam
glutamatérgicos, enquanto 95% dos neurbnios da CeA sejam GABAérgicos. A
principal regido de saida da amigdala € a sub-regido de CeA, CeM que, quando
excitada, se comunica com nucleos efetores fazendo a mediacdo de respostas
autonémicas e comportamentais relacionadas ao medo e a ansiedade (TYE, et al.,
2011).

Demonstrou-se que a ativacao optogenética da BLA como um todo aumenta
o fenétipo de ansiedade, enquanto a ativacédo seletiva das projecfes da BLA para a
CeL diminui o fenétipo de ansiedade. Esses resultados fazem sentido anatémico,
uma vez que a Cel inibe a CeM, que por sua vez deixam de enviar inputs para
areas efetoras que gerariam respostas do tipo-ansiosas (TYE et al., 2011). Esses
dados apontam que a classificacdo de uma regido de amigdala como ansiogénica
ou ansiolitica é uma simplificacdo excessiva, uma vez que diferentes células da
mesma regido podem ter diferentes funcbes dependendo dos seus alvos pos-
sinapticos (ADHIKARI, 2014) (Figura 5).
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Microcircuito do nucleo da Amigdala
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Figura 05: Figura esquematica do microcircuito da amigdala envolvido no processamento da ansiedade (Modificado de
CALHOON & TYE, 2015).

1.5.2.2 Nucleo do leito da estria terminal (BNST)

Assim como ocorreu com a amigdala, um grande conjunto de evidéncias
implicou o nucleo do leito da estria terminal na ansiedade. A iniciacdo da resposta
de medo e a sustentacdo da resposta do tipo ansiosa requer o recrutamento do
BNST, que ocorre, em parte, como resultado de eferéncias diretas da BLA, bem
como atraves projecdes vindas do VHPC, mPFC, cortex entorrinal e cortex insular
(ADHIKARI, 2014; CALHOON & TYE, 2015; TOVOTE, et al., 2015).

A redundéancia da funcdo da AMY e do BNST garante, por exemplo, que a
aprendizagem do medo permaneca intacta mesmo em face de dano ou disfungéo de
uma destas estruturas (TOVOTE, et al., 2015).

A literatura sobre a participacdo do BNST na modulacdo da ansiedade em
roedores €, as vezes, contraditéria, ndo deixando claro se a atividade desta

estrutura gera um efeito ansiolitico ou ansiogénico. No entanto, a anatomia do
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ndcleo do leito da estria terminal fornece uma explicacdo potencial para estas
contradigbes, uma vez que este € composto por trés sub-regides que diferem tanto
em anatomia quanto em caracteristicas neuroquimicas, e estas diferencas refletem
em suas funcionalidades. Desta forma, com as diferentes regides do BNST
potencialmente regulando a ansiedade em dire¢cdes opostas, estudos a partir de
lesbes ou uso de farmacos que afetam sub-regides distintas do BNST podem
fornecer resultados conflitantes (ADHIKARI, 2014).

Jennings e colaboradores em trabalho publicado no ano de 2013 mostraram
que a ativacdo dos terminais de axonais dos neurdnios GABAérgicos do nucleo do
leito da estria terminal no hipotdlamo lateral de camundongos aumenta
significativamente a ingestdo de racdo (Jennings et al., 2013a). O mesmo
pesquisador juntamente com colaboradores, em outro trabalho publicado também
em 2013, demonstrou que a taxa de disparo de neurdnios glutamatérgicos do BNST
aumentou quando os ratos foram submetidos a estimulos aversivos, enquanto 0s
neurénios GABAérgicos do BNST apresentaram uma diminui¢cdo da taxa de disparo
nas mesmas condicdes (JENNINGS, et al., 2013b). Estes resultados, em
consonancia com as citadas contradicbes presentes na literatura, sugerem que a
identidade neuroquimica dos neurdnios do nudcleo do leito da estria terminal se
reflete em diferengas funcionais importantes (ADHIKARI, 2014).

Em humanos, estudos de neuroimagem revelaram que, em comparacdo com
individuos controle, pacientes diagnosticados com transtorno de ansiedade
generalizada apresentam hiperativacdo do nucleo do leito da estria terminal quando
participam de uma tarefa ansiogénica (jogo de azar). Além disto, o BNST é
recrutado durante o estado de hipervigilancia em individuos com maior fenétipo de
ansiedade (ADHIKARI, 2014).

1.5.2.2.1 Microcircuito do Nucleo do leito da estria terminal

O nucleo do leito da estria terminal, como ja dito anteriormente, pode ser
dividido em trés sub-regides, o nucleo do leito da estria terminal ventral (vBNST), o

50



ndcleo do leito da estria terminal anterodorsal (adBNST) e o nucleo do leito da estria
terminal (ovBNST) (KIM et al., 2013).

Um estudo recente utilizando optogenética, por Kim e colaboradores e
publicado no ano de 2013, demonstrou que diferentes sub-regides do BNST
regulam diferentes caracteristicas do fenétipo ansioso. A inibicdo do BNST como um
todo desencadeia efeito comportamental ansiolitico, e efeito similar ocorreu através
da inibicdo seletiva do ovBNST. Este estudo atribuiu, ainda, papéis opostos para
ovBNST e adBNST na modulacédo da ansiedade, bem como a segregacéao funcional
de aferéncias do adBNST para o hipotalamo lateral (LH), para a area tegmental
ventral e para o nucleo parabraquial (PB) (KIM et al., 2013). Uma inibic&o local do
adBNST pelo ovBNST, predominantemente GABAérgico, gera um aumento do
fendtipo ansioso. Corroborando com este achado, a inibicdo de terminais axénais de
projecbes da BLA para o adBNST também desencadeou um efeito ansiogénico
fisiolégico e comportamental. Por outro lado, quando estimuladas, estas mesmas

terminagfes conduziam a uma resposta ansiolitica (KIM et al., 2013) (Figura 6).

Microcircuito do Nucleo do Leito da Estria Terminal

BNST

Figura 06: Figura esquematica do microcircuito do nucleo do leito da estria terminal envolvido no processamento da
ansiedade ( Modificado de CALHOON & TYE, 2015).

51



1.5.2.3 Hipocampo Ventral (vHPC)

O hipocampo é uma regido cerebral altamente estruturada com um elaborado
microcircuito. O VHPC participa da interpretagcdo dos sinais sensoriais situando-os
em um contexto através de sua conexao reciproca com a BLA, bem como suas
projecbes eferentes para o mPFC. Esta estrutura serve, ainda, como uma
importante fonte de sincronia entre a amigdala e o mPFC durante situacfes de
ameaca (CALHOON & TYE, 2015).

Estudos em modelo animal demonstraram que interacdes reciprocas entre a
BLA e o hipocampo ventral regulam o aprendizado do medo e os comportamentos
do tipo ansiosos. Demonstraram, ainda, que a estimulagdo das projecdes da BLA
para o VHPC desencadeiam comportamento ansiogénico (CULLINAN, et al., 1993;
DONG, et al., 2001; VAN STRIEN, et al., 2009).

Sabe-se, também, que, as projecdes da BLA para a formacédo hipocampal
através do coértex entorrinal sdo necessarias para a aquisicdo de memorias
contextuais de medo, pois a inibicdo destas proje¢cOes durante a aprendizagem
bloqueia o comportamento de freezing durante a reexposicdo ao contexto (SPARTA,
2014).

Além disso, os terminais glutamatérgicos de fibras projetadas da BLA para
neurdnios piramidais na regiao CA1 do hipocampo ventral controlam, de maneira
bidirecional, comportamentos inatos relacionados a ansiedade nos teste do labirinto
em cruz elevado e do campo aberto. O aumento da atividade dos neurbnios
pertencentes a estas projecbes exacerba o comportamento do tipo ansioso,
enquanto a inibicdo desta via reduz este tipo de comportamento (Degroot, & Treit,
2004; Felix-Ortiz, et al. 2013).

No entanto, estudos através de optogenética demonstraram que a
estimulacdo direta das células granulosas do giro denteado do vHPC gera uma
resposta ansiolitica. Embora essa descoberta pareca entrar em conflito com as
obtidas através da manipulacdo de projecdes da BLA para o VHPC, elas podem

potencialmente ser reconciliadas, uma vez que, estimulando com baixa frequéncia
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0s neurdnios do giro denteado do VHPC, estes inibem neurdnios piramidais de CA3
(KHEIRBEK, et al, 2013; MORI, at al., 2004).

Os efeitos da ativacdo do VHPC em comportamentos relacionados a
ansiedade ocorrem, ainda, parcialmente através das conexdes desta estrutura com
0 septo lateral, que por sua vez esta conectado reciprocamente ao hipotdlamo. A
estimulacdo das projecOes ipsilaterais do VHPC para septo lateral geram um
comportamento ansiogénico. O bloqueio bilateral de atividade em qualquer das
estruturas tem efeito ansiolitico (RISOLD & SWANSON, 1996; RISOLD &
SWANSON, 1997; TRENT & MENARD, 2010).

1.5.3 Regibes de Regulacédo — Avaliacao da interpretacdo dos estimulos

sensoriais

ApOs a interpretacdo de um estimulo ambiental ambiguo, estruturas
adicionais avaliam se os eventos externos refletem as expectativas geradas a partir
da interpretagdo e se eles vao ao encontro ou contradizem as necessidades do
animal para entdo poder gerar a resposta comportamental apropriada ao modular a
ativacdo de regifes envolvidas na interpretacdo do estimulo, como, por exemplo, a

amigdala.

1.5.3.1 Coértex Pré-Frontal Medial

Para evitar a ativacao de circuitos ansiogénicos, € necessaria uma avaliacao
extra se as interpretacdes de ameacas ambientais sdo precisas e ponderadas
adequadamente, seja a partir de pistas internas (homeostaticas e hormonais) ou
externas (suporte do grupo, perigo percebido). Uma fonte integral de avaliacdo das
interpretacbes de ameacas € o coOrtex pré-frontal medial, que regula respostas

subcorticais diante de estimulos ameacadores fornecendo feedback permissivo ou
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restritivo aos circuitos de interpretacdo para promover ou reprimir a expressao de
comportamentos relacionados a ansiedade (CALHOON & TYE, 2015).

O mPFC contém neurdnios piramidais excitatérios e um grande numero de
interneurdnios inibitério e é organizado em seis camadas em seres humanos,
nomeadas de | a VI e cinco camadas em roedores, nos quais camada IV esta
ausente (MARKRAM, et al., 2004).

Esta estrutura pode ser dividida em sub-regides distintas com base em sua
citoarquitetura. As principais subdivisbes do mPFC em roedores incluem os cortices
pré-limbico (PL) e infra-limbico (IL). Ambos recebem projecbes dos nucleos
talamicos da amigdala basolateral e do hipocampo, e enviam proje¢cdes para BLA
(CALHOON & TYE, 2015; SUZUKI, et al., 2016).

As conexdes reciprocas entre o mPFC e a amigdala foram amplamente
estudadas diante de situagfes ansiogénicas tanto em seres humanos como em
camundongos. A funcdo avaliativa do coértex pré-frontal medial fica evidente, uma
vez que as interacfes desta estrutura com a BLA diferem dependendo do grau de
ameaca ambiental (KIM, at al., 2011; OCHSNER, at al., 2002; GRACE &
ROSENKRANZ, 2002).

Durante o condicionamento auditivo ao medo, a atividade nos neurdnios da
BLA que se projetam para PL aumenta, e as respostas desta mesma regido diante
de pistas de previsdo de choque aumentam apos o aprendizado (SENN, at al., 2014,
BURGOS-ROBLES, et al., 2009).

Em contraste, a extincdo do medo condicionado aumenta a atividade de
neurénios da BLA que se projetam para o a porcao infra-limbica do mPFC. O
aumento da atividade desta regido estd associado a extingdo do medo e sua
estimulacdo elétrica reduz o comportamento de freezing diante do estimulo
condicionado, mesmo em animais que sao resistentes ao treinamento de extingao
(SENN, at al., 2014; MILAD & QUIRK, 2002; MAROUN, et al., 2012).

Em condi¢des naturais, essas duas subdivisdes do mPFC de camundongos
exercem niveis semelhantes de excitacdo exercendo uma inibicdo nos neurénios da
BLA. Ap0s o condicionamento auditivo ao medo, no entanto, as respostas
excitatérias evocadas por terminais sinapticos de neurénios PL na BLA aumentam

como consequéncia do aumento da funcdo de receptores glutamatérgicos AMPA.
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Além disso, a ativacdo direta do BLA por projecdes do PL realiza a mediacdo das
respostas de freezing diante da apresentagédo do estimulo condicionado (CALHOON
& TYE, 2015; SUZUKI, et al., 2016).

Esses achados indicam que as projecdes do PL para BLA facilitam as
respostas diante de estimulos ansiogénicos enquanto as projecées do IL para a BLA
as suprimem (CALHOON & TYE, 2015; SUZUKI, et al., 2016).

1.5.3.2 Area Tegmental Ventral

Os sinais de homeostase energética e motivacdo também definem o grau de
influéncia das interpretacées de ameaca sobre as respostas comportamentais. Dada
a motivacao suficiente para a busca de comida, ou agua, ou para acasalar, o animal
se engajara nesses comportamentos apetitivos mesmo diante de perigos potenciais.
Ou seja, nos casos em que os beneficios esperados superam os custos percebidos,
o0 impacto das interpretacbes da ameaca no comportamento € diminuido. Um
exemplo disso € visto quando terminais sinapticos de LH na area tegmental ventral
(VTA) sao estimulados motivando os camundongos a atravessar um piso eletrificado
para obter sacarose (Nieh, et al., 2015).

A VTA é conhecida por orientar o comportamento motivado. Recentemente
foi mostrado, através de estudos de imagem em humanos que a hiperatividade de
VTA estd associada ao transtorno de ansiedade generalizada (GAD). Em
consonancia com estes achados, Small e colaboradores, em trabalho publicado em
2016, demonstraram que o0 aumento do tbnus colinérgico em VTA gera
comportamentos do tipo ansioso e depressivo no teste do labirinto em cruz elevado
e do nado forgcado, respectivamente. Além disso, verificaram que a ativacao seletiva
de receptores muscarinicos na VTA foi suficiente para desencadear um
comportamento do tipo ansioso. Em contraste, a diminuigdo da atividade colinérgica
na VTA, produz efeitos antidepressivos e ansioliticos (SMALL, 2016).

Kim e colaboradores mostraram que a estimulagao de terminais singpticos do
adBNST para VTA induziu, em camundongos, uma preferéncia pelo ambiente onde

a estimulacdo ocorria em comparacao com um segundo ambiente da arena de teste,
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sem, no entanto, alterar parametros comportamentais de ansiedade, mensuraveis
no teste de preferéncia de ambiente, como a avaliagdo de risco ou parametros
fisiologicos (KIM et al., 2013).

Além disso, o VBNST envia projecdes glutamatérgicas e GABAérgicas para
células ndo dopaminérgicas na VTA. Sabe-se que a estimulacdo destas projecdes
glutamatérgicas gera uma resposta ansiogénica, enquanto a estimulacdo das

projeces GABAérgicas desencadeiam uma resposta ansiolitica (KIM et al., 2013).

1.5.3.3 Area Hipotalamica Lateral

A area hipotalamica lateral medeia uma série de processos cognitivos,
fisiolégicos e comportamentais, como promover o comportamento de alimentacao,
reduzir a percepcao da dor, regular a temperatura corporal, funcdes digestivas,
pressao sanguinea, entre muitos outros (LI, et al.,2014; Flores, et al.,2013).

Sabe-se ainda que esta area recebe projecdes do adBNST mas ndo do
ovBNST e € necessaria para o comportamento normal durante o teste do labirinto
em cruz elevado. Além disso, ja foi mostrado que os neurdnios do adBNST que se
projetam para LH recebem proje¢cSes da BLA. Posto isso, a projecdo do adBNST
para a area hipotalamica lateral (LH) € uma candidata para a mediacdo da
diminuicdo da expressdo comportamental da ansiedade (KIM et al., 2013).

Kim e colaboradores mostraram entdo que a estimulacdo dos terminais
sinapticos de adBNST direcionados ao HL gerou efeitos comportamentais
ansioliticos tanto no teste do labirinto em cruz elevado quando no teste do campo
aberto, sem alterar, no entanto, parametros fisiolégicos como a frequéncia
respiratoria (KIM et al., 2013).

Outro estudo, ja mencionado, desenvolvido por Jennings e colaboradores no
ano de 2013 mostrou que a ativagdo dos terminais axdnais dos neurdnios
GABAérgicos do nucleo do leito da estria terminal no hipotdlamo lateral de
camundongos desencadeou um aumento de ingestdo de racdo. Este efeito

observado pode desempenhar um papel significativo no ganho peso e nas
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anormalidades de alimentacdo observadas em pacientes diagnosticados com
transtornos de ansiedade (Jennings et al., 2013a).

1.5.4 Regibes de iniciacdo da resposta relacionada a ansiedade

Em consequéncia da interpretacdo e avaliacdo da interpretacdo dos
estimulos sensoriais, a resposta adequada a situacdo € iniciada a partir da acéo de
nucleos efetores localizados no hipotalamo e no tronco cerebral (CALHOON & TYE,
2015).

1.5.4.1 Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

O ndcleo paraventricular do hipotalamo (PVN) é formado por uma gama
heterogénea de neurbnios que regulam as atividades motora, comportamental,
autonémica. Estes neurdnios neuroenddcrinos podem ser divididos em dois grupos.
Os primeiros sdo magnocelulares e sao encontrados nos nudcleos PVN e
supradpticos, o segundo € parvicelular e geralmente esta localizado mais
medialmente do que os neurbnios neuroenddcrinos magnocelulares no PVN de
roedores (GRAEFF, 2007).

Tanto o eixo HPA quanto o eixo simpatoadrenal séo ativados pela ansiedade.
Durante a ansiedade aguda, a ativacdo do eixo HPA é adaptativa, uma vez que,
entre outras coisas, 0s corticoides parecem reduzir a percepcdo do medo. Na
ansiedade crénica, no entanto, a ativacao a longo prazo do eixo HPA pode se tornar
prejudicial, uma vez que os corticOides dificultam os mecanismos de resiliéncia no
hipocampo (GRAEFF, et al., 1993).

A ativacao do receptor do fator de liberagdo de corticotropina (CRFR) no
septo lateral aumenta os fendtipos relacionados a ansiedade por meio da ativacao
de neurdnios de projecdes GABAérgicas. A ativacdo desses neurdnios resulta na
inibicdo da area hipotalamica anterior, cuja atividade inibe tanto o nucleo
paraventricular do hipotdlamo quanto a substancia cinzenta periaquedutal. A
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resultante desinibicdo dessas regibes promove aspectos neuroendécrinos e
comportamentais do estado de ansiedade e redobram as a¢gbes complementares de
CeA e BNST ativando o eixo HPA (HENRY, at al., 2006).

1.5.4.2 Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo

O hipotdlamo medial é anatomicamente e funcionalmente subdividido entre
ndcleo hipotalamico dorsomedial (DMH), ndcleo hipotalamico anterior, parte
dorsomedial do hipotdlamo ventromedial e nucleo dorsal pré-mamilar (SEVOZ-
COUCHE, 2013; NASCIMENTO, et al. 2010).

Esta regido participa da regulacdo de diversas fungées comportamentais e
fisiolégicas, como ingestdo de alimentos e metabolismo, reproducdo e
comportamentos defensivos, especialmente envolvidos na integracao de respostas
inatas a ameacas ambientais (SEVOZ-COUCHE, 2013; NASCIMENTO, et al. 2010).

Estudos demonstraram que a estimulacdo elétrica desta regido induz o
comportamento de fuga incondicionada e a excitacdo autonémica, mesma resposta
apresentadas pelos animais diante perigos potenciais (NASCIMENTO, et al. 2010).

O trabalho desenvolvido por Nascimento e colaboradores, em 2010,
demonstrou que a inativacéo temporaria do DMH por injecédo local de muscimol, um
agonista GABAa prejudica seletivamente o comportamento de fuga no teste do
labirinto em T elevado, corroborando com diversos estudos anteriores e afirmando o
DMH como um importante substrato neurobiol6gico envolvido na fisiopatologia da
ansiedade e do transtorno de panico (NASCIMENTO, et al. 2010).

No entanto, a administracéo intra-DMH de muscimol ndo altera as medidas
de esquiva no teste do labirinto em T elevado, uma resposta de ansiedade
condicionada (NASCIMENTO, et al. 2010).
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1.5.4.3 Substancia Cinzenta Periaguedutal

A Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG) é uma estrutura funcionalmente
heterogénea, implicada, entre outros, na modulagdo da dor, na regulacéo
cardiovascular e respiratéria, no controle do medo e da ansiedade. E conhecida,
particularmente, por atuar como um centro de controle dos comportamentos de
medo através da ativacdo das partes rostral e caudal da coluna lateral e a parte
caudal da coluna ventrolateral induzindo luta defensiva, fuga e congelamento,
respectivamente (CARRIVE, 1993; GRAEFF, et al., 1993).

Clinicamente, a disfuncdo da PAG resulta no transtorno do panico (GRAEFF,
et al., 1993).

Estudos realizados tanto em humanos como em modelo animal verificaram
gque a estimulagdo da substancia cinzenta periaquedutal elicia respostas
relacionadas a ansiedade e ao panico, acompanhadas da ativacdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal. Outros estudos demonstraram que a lesées na porgéo
ventrocaudal da PAG diminuiram o fen6tipo ansioso de animais no teste do labirinto

em cruz elevado (GRAEFF, et al., 1993; GRAEFF, 2007).

1.5.4.4 Nucleo Parabraquial

O nucleo parabraquial (PB) desempenha diversas funcdes, dentre elas, a
regulacdo cardiovascular, respiratoria e gastrointestinal, processamento de sinais
hemodinadmicos, controle da liberacdo de horménio e processamento nociceptivo
(YAMAMOTO em al., 2009).

O trabalho realizado por Kim e colaboradores em 2013, prop6s que projecdes
do adBNST para o nudcleo parabraquial poderia mediar a diminuicdo da taxa
respiratéria em situacdes ansioliticas vivenciadas por camundongos, uma vez que

esta estrutura participa da regulacao respiratéria (KIM et al., 2013).
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Foi demonstrado que a estimulacdo do PB pelo adBNST gera uma diminuicéo
da taxa respiratéria, inclusive em situagdes ansiogénicas, sem alterar, no entanto, o
comportamento do tipo ansioso (KIM et al., 2013).

Ao avaliar projecbes do ovBNST para o nucleo parabraquial a situacao
encontrada foi oposta. Ao estimular terminagfes nervosas da porcao oval do nucleo
do leito da estria terminal, predominantemente GABAérgico, para 0 nucleo

parabraquial, observa-se um aumento da taxa respiratéria (KIM et al., 2013).

Em resumo, no macrocircuito formado pelas estruturas descritas acima, as
informacdes sensoriais recebidas do ambiente chegam até a amigdala e, a partir
dela, sdo distribuidas para o BNST, vHPC, mPFC, VTA e para as demais areas
efetoras. Ao caminhar neste sentido as informacdes sao interpretadas. Em seguida
o mPFC e o vHPC retornam estas informacdes para a AMY e para o BNST,
avaliando a interpretacéo inicial desencadeando, a partir desta avaliacdo, a iniciacdo
da resposta adequada ao estimulo sensorial recebido (CALHOON & TYE, 2015;
DUVAL, et al., 2015) (Figura 07).
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Figura 07: Figura esquematica do macrocircuito envolvido no processamento da ansiedade. (Modificado de Calhoon &
Tye, 2015).
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2. Justificativa

Os horménios ovarianos, 17 B-estradiol (E2) e a progesterona, tém efeito
pleiotrépico no cérebro e no corpo (WALF et al.,, 2010). Estudos em animais
revelaram que o estradiol, juntamente com a progesterona, aumenta a neurogénese
no hipocampo de fémeas (BARKER & GALEA, 2008; GALEA, et al., 2013), o que
pode estar relacionado ao efeito antidepressivo dos horménios, uma vez que a
depresséo esta associada com a diminuicdo da proliferacdo celular e neurogénese
no hipocampo (GALEA, et al., 2013, ZHANG, et al., 2016). O estradiol parece ainda
mediar efeitos comportamentais através da estimulacdo indireta da sintese de
serotonina e da regulacdo da expressao dos receptores deste neurotransmissor
(LAGUNAS et al.,2010; PICAZO et al., 2006). Ja a progesterona, agindo através de
seu metabdlito alopregnanolona, induz efeito ansiolitico ao estimular receptores
GABA/benzopiazepinicos (PICAZO et al., 2006).

Clinicamente, a menopausa se inicia com o Ultimo ciclo menstrual e doze
meses apds a Ultima menstruacdo tem inicio o periodo da pdés-menopausa,
caracterizado pela deplecdo dos horménios ovarianos estrégeno e progesterona.
Este momento de transicdo € marcado por alteracBes enddcrinas e metabdlicas,
além de deterioracdo cognitiva e distarbios do humor (CAGNACCI et al., 1999;
GUIMARAES et al., 2015; MALACARA et al., 2004). Estudos clinicos apontaram que
o estado de humor - ansioso e/ou deprimido — de mulheres no periodo pés-
menopausal, avaliado por uma escala psiquiatrica validada, melhora com uma breve
reposicao hormonal (CAGNACCI et al., 1999).

Uma vez que hormonios ovarianos possuem efeito antidepressivo e
ansiolitico e, em consonancia com os dados clinicos apresentados sobre disturbios
de humor no periodo p6s-menopausal, pode-se inferir que uma privacdo hormonal
prolongada representa um fator de risco para o desenvolvimento de desordens
afetivas (LAGUNAS et al.,2010). Considerando o aumento da expectativa de vida da
populacdo, as mulheres enfrentam um periodo mais longo de pds-menopausa
(WALF et al., 2010), e, dentre os disturbios de humor decorrentes, a ansiedade esta

entre os de maior queixa (PICAZO et al.,, 2006). Este estado de humor é
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representado por alta excitagdo e valéncia negativa. Embora individuos saudéaveis
apresentem situacdes esporadicas de ansiedade, sua persisténcia ou
desproporcionalidade podem ser debilitantes, tornando-a patologica (CALHOON &
TYE, 2015; TOVOTE et al., 2015).

Um dos focos de investigacdo do nosso laboratorio é verificar o efeito da
privagcdo de hormoénios ovarianos na modulacdo de processos cognitivos e afetivos.
Foi identificado, em camundongos fémeas apds 12 semanas de ovariectomia, um
pior desempenho na tarefa de memaria de reconhecimento de novo objeto quando
comparado ao grupo controle (FONSECA et al.,, 2013). Em outro estudo foi
verificado, neste mesmo modelo de pés-menopausa, a presenca do comportamento
do tipo-depresséo, associado ao déficit cognitivo (BASTOS et al., 2015).

Com base nos achados da literatura e em continuidade as pesquisas ja
iniciadas pelo nosso grupo, o objetivo deste estudo foi investigar como a privagao
hormonal pode modular transtornos de humor do tipo-ansiedade. Acreditamos que
esta pesquisa, como um passo inicial para compreender as bases neurais da
ansiedade na situacdo especifica de privacdo hormonal, trara contribuicbes ao
embasamento tedrico que possibilitara fundamentar novos estudos e condutas

terapéuticas mais adequadas.

63



3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Investigar se e como a privagcdo dos hormdnios ovarianos pode modular

transtornos do tipo-ansiosos.

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o comportamento tipo-ansioso de camundongos fémeas, apos 12

semanas da ovariectomia, utilizando diferentes paradigmas comportamentais;
2. Verificar o efeito de 12 semanas de ovariectomia sobre 0 peso corpoéreo;

3. Testar o efeito do farmaco diazepam sobre o comportamento tipo-ansioso de

fémeas ovariectomizadas por 12 semanas;

4. Avaliar alteracdes comportamentais de camundongos fémeas, submetidas ou
nao a 12 semanas de ovariectomia, durante a exposicado a um evento com alto

potencial ansiogénico, ou seja, 0s bragos abertos do labirinto em cruz elevado;

5. Avaliar o efeito de 12 semanas de ovariectomia no padrédo de ativagcéo
neuronal de areas cerebrais funcionalmente envolvidas nos circuitos
ansiogénicos e ansioliticos, apds exposicdo a um evento com alto potencial

ansiogénico, ou seja, os bragos abertos do labirinto em cruz elevado.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas, entre 8 e 12 semanas de
idade, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os animais foram alocados no biotério setorial do Departamento de Fisiologia
e Biofisica, exclusivo para camundongos, em uma estante ventilada e dentro gaiolas
grandes (0,3 x 0,5 x 0,4 m) com, ho maximo, 12 animais, livre acesso a agua e
ragdo, exceto quando devidamente explicitado. A temperatura ambiente foi mantida
a 22+1°C, com umidade de 40-70% e controle do ciclo claro-escuro de 12/12 horas
(7:00 as 19:00hs).

Todos os experimentos comportamentais foram conduzidos durante a fase
clara do ciclo (entre 08:00hs e 17:00hs).

Todos os experimentos foram devidamente aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UFMG sob o protocolo n°. 392 / 2015.

4.2 Cirurgia - Ovariectomia (OVX) / Sham

Os animais receberam uma injecdo Unica de pentabiotico (160mg/kg) via
intramuscular e, meia hora depois, uma unica injecdo de tramadol (0.05mg/kg) via
intraperitoneal. Em seguida, foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) /xilazina
(15mg/kg) via intraperitoneal e, apos verificada a acdo da anestesia através do
reflexo de retirada de pata, realizou-se a tricotomia e a higienizacdo da regiédo
abdominal lateral com Polivinil Pirrolidona lodo (PVPI). A pele e a musculatura foram
bilateralmente incisadas na regido abaixo da ultima vértebra lombar e, através da

incisdo os ovarios, foram identificados, expostos e removidos no grupo OVX. No
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grupo controle (Sham) foi realizado procedimento similar, no entanto, os ovarios
foram apenas identificados e expostos (Figura 08).

A musculatura e a pele foram posteriormente suturadas e, antes de voltarem
a ser manipulados, os animais tiveram 4 dias para se recuperarem da cirurgia,
sendo sua recuperacdo cuidadosamente acompanhada.

Apés o quarto dia, nos 120 dias seguintes, aproximadamente 3 vezes por
semana, estes animais eram manipulados somente para verificacdo do peso
corporal e limpeza das caixas. A partir do 120° dia deu-se inicio os protocolos

experimentais.

. Locais de incisdo
/ (Incisdo Dorsolateral)

i @-‘--—-

‘ Ovaério

}\ Oviduto

Figura 08: Imagem representativa e figura esquematica da cirurgia de ovariectomia. (Modificado de Sophocleus & Idris,
2014).
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4.3 Avaliacéo do ciclo estral por esfregaco vaginal

Tendo em vista que a fase do ciclo estral pode exercer influéncia sob os
comportamentos avaliados e, considerando que a persisténcia da fase diestro € um
indicativo de eficiéncia da ovariectomia, verificou-se fase do ciclo estral dos animais
através da técnica de esfregaco vaginal.

Durante a semana anterior ao inicio dos experimentos, as fémeas passaram
por um periodo de adaptagdo a manipulacdo. Os animais foram cuidadosamente
contidos ficando sob a grade de sua prépria gaiola, levantou-se a cauda e uma
ponteira contendo 10 pL de solucdo salina estéril foi gentiimente introduzida na
abertura do ducto vaginal, sem que ocorresse penetracdo. O liquido foi, entdo,
depositado e, em seguida, sugado de volta a ponteira obtendo-se um lavado
contendo as células epiteliais da mucosa vaginal que, colocado sobre uma lamina,
foi analisado a fresco no microscépio Optico OLYMPUS CX31® nas objetivas 10x e
20x (Figura 09).

Figura 09 : Imagem representativa de esfregaco vaginal em cada fase do ciclo estral. (Modificado de ZENCLUSSEN, et.
al., 2014).
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4.4 Tarefas comportamentais

As tarefas comportamentais foram realizadas, na ordem aqui descrita, 120
dias apos a cirurgia dos grupos SHAM e OVX no periodo que compreende as 9:00 e
as 15:00 horas.

4.4.1 Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) € baseado no modelo proposto em 1985
por Pellow e colaboradores em ratos e validado para camundongos por Lister em
1990, sendo utilizado para detectar comportamentos do tipo-ansioso.

O aparato consiste em um labirinto de acrilico elevado a 45 cm do solo
formado por quatro bracos, sendo dois abertos opostos entre si (30 x 5 cm) e dois
fechados também opostos entre si (30 X 5 x 15 cm). Os bracgos abertos apresentam
uma barra lateral de 0,25 cm como protecéo, evitando a queda dos animais.

Para a realizacdo do teste, ap6s a limpeza do aparato utilizando-se alcool
70%, os camundongos foram colocados individualmente no centro do LCE, com a
cabeca voltada para um dos bracos abertos e seu comportamento foi avaliado
durante os 5 minutos que permaneceram no aparato. Os parametros
comportamentais avaliados neste teste foram: o tempo de permanéncia dos animais
nos bracos abertos, fechados e no centro do equipamento, a porcentagem de
entradas nos bracos abertos, o tempo de permanéncia nas extremidades dos bracos
abertos, a frequéncia em que os animais efetuam comportamentos de avalicdo de

risco, mergulhos de cabeca, autolimpeza e exploracéo vertical (Figura 10).
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Figura 10: Figura esquematica do teste do labirinto em cruz elevado.

4.4.2 Teste da caixa de atividade locomotora

Este teste foi utilizado para verificar alteracdes na atividade locomotora. A
locomogdo € um parametro importante, tendo em vista que o0s testes
comportamentais envolvidos no presente estudo dependem da integridade da
atividade locomotora dos sujeitos experimentais.

O aparato consiste em uma arena em acrilico transparente de dimensdes
25x25cm acoplada a um sistema automatizado de infravermelho (Actitrak v2.7.13.).
Este sistema permite monitorar a distancia total percorrida na arena, em
centimetros, além da exploracéo vertical (Figura 11).

O animal foi colocado no centro da arena e a explorou livremente por 5
minutos. Antes do inicio de cada teste a caixa foi higienizada com alcool 70%
(Branchi, et al., 2002).
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Figura 11: Figura esquematica do teste de atividade locomotora.

4. 4.3 Teste de ocultar esferas

Este teste, desenvolvido por Treit e colaboradores, em 1981, é utilizado para
detectar comportamentos do tipo-ansioso bem como comportamentos do tipo-
compulsivo.

Os animais foram individualmente colocados em uma caixa de acrilico (37cm
X 21cm x 14cm) contendo 20 esferas de vidro, separadas entre si sobre 5cm de
maravalha, que cobria o fundo da caixa. A duragéo do teste foi de 20 minutos e, ao
final, foi mensurado o niamero de bolinhas com no minimo 2/3 de sua superficie

enterradas (Figura 12).

Figura 12: Figura esquematica do teste de ocultar esferas.
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4.4.4 Teste transicao claro-escuro

Desenvolvido em 1980 por Crawley e Goodwing para avaliar os efeitos
ansioliticos de drogas benzodiazepinicas, 0 modelo da caixa claro/escuro (CCE) - A
x L x C (mm) 300 x 270 x 460 € constituido de dois compartimentos, um escuro (1/3
da caixa) e um iluminado (2/3 da caixa), interligados por uma pequena abertura.
ApoOs a higienizacdo do aparato com &lcool 70%, os animais foram colocados
individualmente no compartimento claro da caixa com a cabeca voltada para a porta
diviséria. Seu comportamento foi observado durante 5 minutos, sendo este tempo
contado a partir da sua primeira entrada com as 4 patas no compartimento escuro.
Foram registrados: a laténcia para deixar o compartimento claro em direcdo ao
escuro, a porcentagem de tempo despendido pelo animal no compartimento claro e

0 numero de transicdes entre os compartimentos (Figura 13).

=
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Figura 13: Figura esquemaética do teste de transic&o claro-escuro

4.4.5 Teste de Neofagia

Este teste tem sido utilizado para verificar o comportamento do tipo-ansioso
de roedores em um ambiente desconhecido. Para tal, os animais avaliados foram
submetidos a um jejum de 18 horas, anterior ao teste. Foi utilizada uma caixa (0,3 X

0,5 x 0,4 m) forrada com maravalha onde, no centro, encontrava-se um circulo de
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papel (10 cm de diametro) e sobre ele uma quantia mensurada de racao padrao
(entre 20 e 25g). O animal foi disposto na lateral da caixa e avaliado por 30 minutos
sob 3 lux. Nesse periodo, o animal passou pelo conflito entre explorar/temer o
ambiente novo ou se alimentar. Foram medidas a quantidade de racao ingerida e a

laténcia para o inicio da alimentacao (Figura 14).

Figura 14: Figura esquematica do teste de neofagia.

4.4.6 Teste do Campo aberto

O teste de campo aberto possibilita a analise da atividade locomotora através
da mensuracdo do numero total de entradas nos quadrantes da arena, bem como
do comportamento do tipo-ansioso pela mensuracdo da permanéncia do animal nos
qguadrantes periféricos comparados aos centrais do campo aberto (PRUT;
BELZUNG, 2003).

O teste é realizado em uma arena de acrilico (50cm x 50cm x 50cm), cujo
fundo € dividido em 25 quadrantes. Apoés a higienizacdo com alcool 70%, os animais
foram individualmente colocados no centro da arena e, durante 20 minutos, a
exploraram livremente. Quantificou-se o nUmero de quadrantes centrais e periféricos
percorridos na arena, o tempo que o animal permaneceu em cada uma das regides
e a frequéncia dos comportamentos de autolimpeza e exploragéao vertical (Figura
15).
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Figura 15: Figura esquemaética do teste do Campo Aberto.

4.4.7 Teste do Labirinto em cruz elevado modificado (LCEm)

O teste do labirinto em cruz elevado modificado é baseado no, j& citado, teste
do labirinto em cruz elevado proposto por Pellow e colaboradores.

O aparato consiste no mesmo labirinto de acrilico anteriormente descrito,
porém, com acesso livre apenas para porcao central e bracos abertos. Desta forma,
impossibilitamos a fuga do animal para o ambiente menos aversivo (bracos
fechados). Com a auséncia de possibilidade de fuga do animal para os bragos
fechados do labirinto, teoricamente, o teste se tornou predominantemente
ansiogénico. Os bracos abertos foram divididos nas por¢des: proximal, intermediaria
e distal em ordem crescente de aversividade, respectivamente, para que
pudéssemos realizar as medidas comportamentais (Figura 16B).

Fez-se a limpeza do aparato utilizando-se alcool 70% inicialmente e entre
cada teste. Para a realizacdo da tarefa os camundongos foram colocados
individualmente no centro do LCEm, com a cabeca voltada para um dos bracos
abertos e seu comportamento foi avaliado durante os 5 minutos que permaneceram
no aparato. Os parametros comportamentais avaliados neste teste foram: o tempo
de permanéncia dos animais no centro do equipamento e em cada por¢cdo dos
bracos abertos, o niumero de entradas em cada por¢cdo dos bracos abertos, a
frequéncia em que os animais efetuaram comportamentos de avalicdo de risco,

mergulhos de cabeca, autolimpeza e congelamento (Figura 16A).
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Figura 16: Figura esquematica do labirinto em cruz elevado modificado como estimulo ansiogénico. A) Aparato sendo
utilizado disponibilizando apenas os bragos abertos. B) Divisdo das por¢6es dos bragos apertos.

4.5 Droga e tratamento farmacologico

Modelos animais de patologias humanas devem satisfazer 3 principais

critérios de validade: Validade aparente: o fendtipo animal deve reproduzir as

condicBes humanas para permitir que fendtipos em animais sejam extrapolados para

condi¢cdes humanas. Validade do constructo: as causas da doenga em humanos

devem ser equivalentes em modelos animais. Validade preditiva: agentes
farmacoldgicos que reduzem a condigéo patoldégica em humanos devem ser efetivos
em animais (Calhoon &Tye, 2015)

Para validacdo preditiva do nosso modelo de aumento de ansiedade na
menopausa, utilizamos o tratamento agudo com diazepam. A droga foi administrada
na dose de 1mg/Kg pela via intra-peritoneal, 30 minutos antes da realizacdo dos
testes comportamentais.

Foi utilizado o teste do labirinto em cruz elevado seguido do teste transi¢cao
claro-escuro e do teste do campo aberto para a avaliacdo do efeito do Diazepam em

nosso modelo.
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4.6 Imunohistoquimica

Para a analise da expressao protéica do gene de expressado imediata (Fos),
os grupos foram eutanasiados 1:30 hora ap6s exposi¢cao ao LCEm.

Os animais foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (15mg/kg)
via intraperitoneal e, apos a certificacdo da anestesia através do reflexo de retirada
de pata, realizou-se manualmente a perfusdo com 15 mL de tampéo fosfato salina
(PBS) 0,01M e 10 mL de paraformaldeido (PFA) a 4% m/v.

Em seguida, foi realizada a disseccao e retirada do cérebro dos animais, que
foram entdo armazenados em PFA 4% por 24 horas a temperatura de 4°C quando
entdo foram transferidos para solucdo de sacarose 30% para desidratacdo até o
momento de serem fatiados com a ajuda de um criostato. Fatias de 40um, contendo
o cortex pré-frontal, a amigdala, os hipocampos ventral e dorsal, o ndcleo leito da
estria terminal, a area tegmental ventral, alguns nudcleos hipotalamicos e a
substancia cinzenta periaquedutal, foram obtidas e armazenadas a -20°C em
solucéo crioprotetora (sacarose 30% m/v, polivinilpirrolidona PVP 1% m/v, PBS 10%
e etileno glicol 30% v/v).

Utilizando-se o método free-floating, as fatias foram lavadas 3 vezes por 5
minutos em 0.01M de tampéo fosfato salina (PBS) e incubadas por 30 minutos em
peréxido de hidrogénio (H.O,) 3%. Apds este procedimento, as fatias foram
novamente lavadas 3 vezes por 5 minutos em PBS/ Triton X-100 0.3% e incubadas
por 1 hora em solucdo de blogueio [normal goat serum (NGS) 3% em PBS/0.3% de
Triton X-100]. O anticorpo primario anti-cFos (1:750 Santa Cruz Biotechnology, sc-
52, anticorpo policlonal purificado de coelho) foi, entdo, adicionado e incubado a 4°C
por aproximadamente 24hs.

Apb6s a incubacdo com o anticorpo primario as fatias foram lavadas 3 vezes
por 5 minutos em PBS e incubadas com anticorpo secundario (1:1000, biotinilado
anti-coelho, anti-IgG, Vector Laboratories) diluido em PBS-T por 3hs em temperatura
ambiente. Em seguida, as fatias foram lavadas 3 vezes por 5 minutos em PBS e
incubadas no complexo avidina-biotina peroxidase (1:250 em PBS, Vector
Laboratories) durante 1:30 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, as fatias

75



foram lavadas 2 vezes por 5 minutos em PBS e 3 vezes por 5 minutos em 175 mM
de tampé&o acetato.

A solucédo corante foi preparada em tampéo acetato e adicionado 0.2mg/ml
de diaminobenzidina (DAB), 25 mg/ml de sulfato de niquel e 0.0025% de H,0, e as
fatias mantidas em imersdo por 10 minutos. Finalmente as fatias foram lavadas 3
vezes com PBS por 5 minutos, colocadas em laminas, secas em temperatura

ambiente e cobertas com laminulas fixadas com Entellan.

4.7 Andlise das Imagens

Para a andlise da expressao de Fos, o numero de neurénios marcados foi
contado. Imagens foram realizadas dos nucleos Basolateral (BLA) e Central (CeA)
no Complexo Amigdaloide (Bregma -1.34mm_-1.70mm), IL e PL do nudcleo pré-
frontal (Bregma 1.98mm_1.70mm), Nucleo do Leito da Estria Terminal (Bregma 0.26
mm_-0.02 mm), Aréas CAl, CA2, CA3 e giro denteado dos Hipocampos Ventral
(Bregma -2.70mm_-3.28mm) e Dorsal (Bregma -1.34mm_ -1.82mm), Area
Tegmental Ventral (Bregma -3.28mm), Nucleo Ventrolateral da Substancia Cinzenta
Periaquedutal (Bregma -4.24 -4.36), Area Hipotalamica Lateral (Bregma -
1.06mm_1.58mm), Nducleos Paraventricular (Bregma -0.94 mm_-1.22 mm) e
Dorsomedial (Bregma -1.46 mm_-1.70 mm) do Hipotalamo.

As imagens foram adquiridas em um microscopio (Axio Imager.M2 - Zeiss
system) com objetivas de 10x, 20x/0.5, 40x/0.75, através do software Carl Zeiss
Axiovision 4.8.

Para cada uma das éareas, foram feitas de trés a cinco imagens de cada
regido de interesse e ao final realizada uma média, para a obtencdo de um valor
Unico para cada regido.

Imagens amplificadas em 20X foram utilizadas para a quantificagdao (Figura
17).
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Figura 17: Escala das imagens para a quantificagdo de células marcadas.

Os arquivos brutos foram reconstruidos e analisados utilizando o software

Image-J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Inicialmente o ruido de fundo foi subtraido, através do mesmo limiar de

filtragem para todas imagens e, entdo, o numero de células IR positivas foi

determinado pelo plugin Analyze particles — Image-J (Figura 18).

Figura 18: Subtragdo do ruido de fundo.
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As imagens foram convertidas para 8-bits, as particulas definidas de pelo
menos 25 a 100 um? e o ndmero total automaticamente quantificado. Os valores de
contraste e brilho foram similarmente ajustados para cada resultado ilustrativo

(Figura 19 e Figura 20).

Analyze Particles
Size (micronA2): 25-90 <
[, 2 2 Pixel units
< 1 . Circularity: 0.00-0.80 D
¥ > ('] » | ~
o 2 Shot » } -
= 2 Top0, > \ 0 Show: Masks ]
Display results Exclude on edges
Clear results Include holes
Summarize Record starts
Add to Manager In situ Show
Help Cancel OK

Figura 19: Delimitacdo do tamanho da particula a ser considerada.
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Figura 20: Contagem das particulas.

78



4.8 Delineamento Experimental

No primeiro bloco de experimentos tinhamos como objetivo responder se
animais apdés 12 semanas de ovariectomia apresentam comportamento do tipo-
ansioso comparados aos animais controle.

Para tal, os animais foram divididos em 2 grupos:

Grupo 1 (n=11): OVX

Os animais com 8-12 semanas foram submetidos a cirurgia de ovariectomia.
Ap6s 11 semanas, tiveram seu ciclo estral monitorado diariamente através do
esfregaco vaginal. Ao completar 12 semanas da realizagdo da cirurgia de
ovariectomia, esses animais foram submetidos aos testes comportamentais de
labirinto em cruz elevado, caixa de atividade, enterrar esferas na maravalha,
transicdo claro/escuro, neofagia e campo aberto, respectivamente, para
investigacao de diferentes aspectos do comportamento do tipo-ansioso, cumprindo o
critério da validade aparente. Entre alguns testes e outros foram dadas 24h de
intervalo, onde nenhum teste foi realizado.

Grupo 2 (n=11): SHAM

A Unica diferenca deste grupo é com relagcdo a cirurgia, ou seja, 0S ovarios
foram expostos, mas ndo foram removidos. Todos os demais procedimentos

correram iguais ao grupo 1 (Figura 21).

Experimenton?1

Controle do
—
OVX ciclo estral
12 semanas

Labirinto Caixa de Ocultar Caixa | Neofagia Campo
em cruz atividade esferas Claro-escuro aberto

i

elevado

Figura 21: Esquema do desenho experimental referente ao experimento n°l1.
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No segundo bloco de experimento utilizamos o diazepam a fim de veridicar a
sensibilidade do comportamento do tipo-ansioso a este medicamento em nosso
modelo animal pds-menopausa.

Todos os animais passaram pela cirurgia de ovariectoma como ja descrita
anteriormente e, ap0s12 semanas, esses animais foram submetidos a uma injecéo
i.p. de 1mg/kg de diazepam tendo a salina como veiculo (grupo tratado) ou salina
(grupo controle) e 30 minutos depois foram expostos consecutivamente aos testes
comportamentais de labirinto em cruz elevado, transicdo claro-escuro e campo

aberto (Figura 22).

Experimento n2 2

OVX + Salina [OVX + Diazepam]
|

| 12 semanas I
1mg/kgi.p.

+
30 min

Labirinto

Campo
em cruz aberto

elevado

Caixa
Claro-escuro

No terceiro bloco de experimentos tinhamos como objetivo verificar se o

Figura 22: Esquema do desenho experimental referente ao experimento n°2.

s

padrao de atividade neuronal em areas relacionadas a ansiedade é alterado no
modelo de pds-menopausa, bem como se este modelo apresenta a excitabilidade
basal de areas relacionadas a ansiedade alterada.

Utilizamos como tarefa ansiogénica o teste do labirinto em cruz elevado
modificado como ja descrito acima. Ao analisarmos o comportamento dos animais
levamos em consideracdo: o tempo de permanéncia no centro do equipamento e em
cada porcéo dos bracos abertos, o numero de entradas em cada por¢éo dos bracos
abertos, a frequéncia em que os animais efetuaram comportamentos de avalicdo de
risco, mergulhos de cabeca, autolimpeza e congelamento.

Para tal, os animais foram divididos em 4 grupos:
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Grupo 1 (n=8): OVX + Tarefa

Os animais foram ovarietomizados e, ap0s 12 semanas, foram submetidos a
uma tarefa ansiogénica que consistia em explorar livremente, por 5 minutos, apenas
0s bragos abertos do labirinto em cruz elevado. Uma hora e meia apds o término do
teste estes animais foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina
(15mg/kg) via intraperitoneal e perfundidos, com tampéao fosfato salina (PBS) 0,01M
e paraformaldeido (PFA) a 4%. Os cérebros foram, entdo, removidos e tratados
(como j& descrito) para a analise da expresséao de Fos.

Grupo 2 (n=8): SHAM + Tarefa
A diferenca deste grupo € com relagdo a cirurgia, ou seja, os ovarios foram
expostos, porém, ndo removidos. Todos os demais procedimentos correram iguais

ao grupo 1.

Grupo 3 (n=8): OVX - NAIVE

Os animais foram ovarietomizados, no entanto, passada as 12 semanas, este
grupo nao passou por nenhum teste comportamental. No mesmo dia que os animais
do grupo 1 e 2, estes animais foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e
xilazina (15mg/kg) via intraperitoneal e perfundidos com tampé&o fosfato salina (PBS)
0,01M e paraformaldeido (PFA) a 4%. Os cérebros foram, entdo, removidos e

tratados (como j& descrito) para a analise da expressao de Fos.

Grupo 4 (n=8): SHAM - NAIVE
A diferenca deste grupo € com relagdo a cirurgia, ou seja, 0s ovarios foram
expostos, porem, ndo removidos. Todos os demais procedimentos correram iguais

ao grupo 3 (Figura 23 e Figura 24).
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Experimento n2 3

12 semanas

Controle do
ciclo estral

tarefa
(apenas bragos abertos)

tarefa
(apenas bragos abertos)

1:30 depois
Imunohistoquimica
C-Fos
Figura 23: Esquema do desenho experimental referente ao experimento n°3.
Andlise da expressao de c-Fos
, Basolateral
Amigdala
Central
- - - - anterodorsal
Nucleo do Leito da Estria Terminal ]
oval
Hipocampo Ventral ] Giro Denteado
CAl1l
CA2
[ Hipocampo Dorsal ] CA3
Area Tegmental Ventral
Pré-Limbico
Cortex Pré-Frontal Medial ]
Infra-Limbico
Substancia Cinzenta Periaquedutal ] {Nﬂcleo Ventrolateral

Lateral

Hipotdlamo Ntcleo Paraventricular
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Figura 24: Esquema das areas cerebrais cuja ativagao neural foi avaliada por meio da expresséo de Fos pela técnica
de imunohistoquimica.
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4.9 Analise Estatistica

Os resultados comportamentais e farmacoldgicos foram analisados por teste t
de amostras independentes.

Os dados de Fos foram analisados por ANOVA de duas vias e post-hoc de
Bonferroni, com os fatores sendo cirurgia (sham x OVX) e Tarefa (Naive x tarefa)
(Schulz & Grimes, 2005; Snedecor & Cochran, 1967; Steel &, 1980).
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5. Resultados

5.1 Modelo animal de pés-menopausa apresenta maior ganho
de peso ao longo de 12 semanas de ovariectomia

Ao longo das 12 semanas apoés a cirurgia de ovariectomia verificamos o bem
estar e a resposta metabdlica dos animais através do peso. Sabe-se ha muitos anos
gue hormdnios ovarianos alteram o comportamento alimentar e o ganho de peso
como ja relatado na revisdo publicada por WADE e GRAY no ano de 1979.
Verificando a média do ganho de peso total ao longo deste tempo, de acordo com
as analises realizadas através do teste-t, a média de ganho de peso dos animais
ovariectomizados foi significativamente maior (0,2973 + 0,01372; N=11) se
comparada a média de ganho de peso dos animais do grupo controle (0,2409 +
0,01146; N=10) (t=3,120 df=19; p= 0,0056) (Figura 25).

Média ganho de peso ao longo de 12 semanas
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Figura 25: Efeito de 12 semanas de ovariectomia no ganho de peso dos animais.
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5.2 Modelo animal de pés-menopausa apresenta fenotipo
ansioso.

Na primeira etapa de experimentos tinhamos como objetivo responder,
utilizando diferentes paradigmas comportamentais, se animais ap6s 12 semanas de
ovariectomia apresentam comportamento do tipo-ansioso comparados aos animais
controle.

Os trés testes, cujos resultados serdo apresentados a seguir, foram
escolhidos pois exigem movimentos inatos e conflitantes dos animais, como o
interesse pela exploracdo de novos espacos e a tendéncia de evitar situacdes de

ameaca e vulnerabilidade, como areas abertas e bem iluminadas.

5.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado

No teste do labirinto em cruz elevado, camundongos com fendtipo
ansioso evitam os bracos abertos permanecendo no centro ou, principalmente, nos
bracos fechados. Apresentam ainda, com maior frequéncia, 0 comportamento de
avaliacdo de risco e com menor frequéncia comportamentos como mergulho de
cabeca e visitas a extremidade do braco aberto.

As andlises realizadas através de test-t demonstraram que animais
submetidos a ovarectomia apresentam uma porcentagem menor de entradas nos
bracos abertos do aparato (20,11 + 3,319; N=11) se comparados aos controles
(39,65 + 3,433; N=10) (t(19)=4,087; p=0,0006) (Figura 26A). O grupo OVX explorou
por menos tempo os bracos abertos do labirinto (29,91 = 9,775; N=11) em
comparagao ao grupo SHAM (69,30 + 10,14; N=10) (t(19)==2,795; p=0,0115) (Figura
26B). Além disso, 0s animais ovariectomizados apresentaram uma menor frequéncia
de exploracdo da extremidade dos bracos abertos (0,6364 = 0,2439; N=11) quando
comparados ao grupo controle (2,200 + 0,4422; N=10) (t19-=3,175; p =0,0050)
(Figura 26E). O mesmo ocorre com a frequéncia do comportamento de mergulho de
cabeca, que se apresenta menor no grupo OVX (5,182 = 1,464; N=11) em
comparacao ao grupo SHAM (16,70 = 2,066; N=10) (t=4,616 df=19; p=0,0002)
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(Figura 26F). Ademais, os animais OVX efetuam o comportamento de avaliagéo de
risco com maior frequéncia (20,09 = 1,928; N=11) em relacdo ao grupo controle
(11,90 = 1,650; N=10) (t19==3,196; p=0,0048) (Figura 26D). Estes parametros
indicam um fendtipo ansioso em comparacao aos animais do grupo controle.

Os grupos néao diferiram em relacéo ao tempo de permanéncia na plataforma
central (Figura 26C), na frequéncia dos comportamentos de exploracdo vertical
(Figura 26G) e auto-limpeza (Figura 26H).
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Figura 26: Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fenétipo de ansiedade de acordo com o teste do labirinto em cruz
elevado. A) Porcentagem de entradas nos bragos abertos. B) Tempo (s) de permanéncia nos bragos abertos. (C) Tempo (s)
de permanéncia na plataforma central. D) Frequéncia do comportamento de avaliagdo de risco. E) Frequéncia de exploracédo
da extremidade dos bragos abertos. F) Frequéncia do comportamento do mergulho de cabeca. G) Frequéncia do
comportamento de exploracdo vertical. H) Frequéncia do comportamento de auto-limpeza. (Sham: n= 10; OVX: n= 11). *
(P<0.05), ** (P<0.01) e *** (P<0.001) indicam diferencas entre os grupos.
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5.2.2 Teste da transicao claro-escuro

No teste de transicdo claro-escuro, 0 comportamento relacionado a
ansiedade é medido através laténcia de fugir para a porgdo escura, bem como pela
propensao a permanecer na porgao escura da caixa.

A partir das analises realizadas através do test-t foi possivel constatar que
animais apos 12 semanas da cirurgia de ovariectomia exploram uma porcentagem
de tempo menor o compartimento claro da caixa (12,30 + 1,398; N=8) se
comparados ao grupo controle (19,18 * 2,419; N=9) (t15=2,380; p=0,0310) (Figura
27A), indicando um comportamento tipo-ansioso dos animais ovariectomizados.

Os grupos nao diferiram quanto a laténcia de passagem do compartimento
claro para o compartimento escuro da caixa (Figura 27C) e também nao
apresentaram diferencas em relacdo ao numero de transicdes entre compartimentos
(Figura 27B), indicando equivaléncia na atividade locomotora e motivacdo para

exploracdo entre 0s grupos.
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Figura 27. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fenétipo de ansiedade de acordo com o teste da caixa claro-
escuro. A) Porcentagem de tempo no compartimento claro. B) Nimero total de transicdes entre compartimentos. (C) Tempo
(s) de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro. (Sham: n=9; OVX: n= 8). * (P<0.05) indica diferenca entre os
grupos.
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5.2.3 Teste do campo aberto

No teste de campo aberto, animais que exibem maior comportamento do tipo-
ansioso permanecem na periferia da arena, proximos as bordas, evitando
permanecer ou cruzar pelas areas centrais.

De acordo com as analises realizadas atravées do test-t animais
ovariectomizados por 12 semanas apresentam uma menor quantidade de
cruzamentos na area central do campo aberto (54,90 + 4,854; N=10) se comparados
aos animais controle (37,67 * 4,679; N=9) (t17=2,543 df=17; p=0,0210) (Figura
28A), indicando um aumento no fenotipo ansioso destes animais neste parametro,
ao compararmos com o grupo SHAM. Os grupos nao diferiram quanto ao tempo de
permanéncia na area central, (Figura 28B); porcentagem de preferéncia pela area
central (Figura 28C); frequéncia do comportamento de exploracao vertical (Figura
28E), frequéncia do comportamento de auto-limpeza (Figura 28F) e quantidade total
de cruzamentos (Figura 28D), este ultimo, indicando equivaléncia na atividade

locomotora e motivagao para exploragéo entre 0s grupos.
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Figura 28. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fenétipo de ansiedade de acordo com o teste do campo aberto. A)
Cruzamentos na area central. B) Tempo (s) de permanéncia na area central. (C) Porcentagem de preferéncia pela area central.
D) Cruzamentos totais. E) Frequéncia do comportamento de exploracéo vertical. F) Frequéncia do comportamento de auto-
limpeza. (Sham: n= 10; OVX: n= 8-11). * (P<0.05) indica diferenca entre os grupos.
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5.2.4 Teste da caixa de atividade locomotora

Todas as tarefas até entdo apresentadas sdo sensiveis as alteracbes na
locomogé&o do animal. Logo, expusemos 0s animais a caixa de atividade locomotora
para a verificagdo da integridade deste parametro.

Segundo as analises realizadas através do teste-t ndo houve diferencas entre
0S grupos nos parametros, distancia total percorrida (Figura 29A), porcentagem de
preferéncia pela area central (Figura 29B) e frequéncia do comportamento de
exploragéo vertical (Figura 29C), mensurados na caixa de atividade locomotora,

indicando que a ndo haver prejuizo na atividade locomotora dos animais.
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Figura 29: Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fenétipo de ansiedade de acordo com o teste da caixa de
atividade locomotora. A) Distancia total percorrida na arena (mm) B) Porcentagem de preferéncia pela area central da arena.
(C) Frequéncia do comportamento de exploracéo vertical. (Sham: n= 9; OVX: n= 8). N&o foram observadas diferencas entre
0S grupos.
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5.2.5 Modelo animal de pos-menopausa apresenta fenotipo

compulsivo.

Um tipo alternativo de tarefa que ndo depende do comportamento
exploratorio do animal sdo as tarefas de esquiva ativa, onde os roedores dirigem
suas energias para minimizar estimulos ameacadores. Nestes ensaios 0s animais
enterram objetos que consideram uma ameaca e este comportamento €
quantificavel e sensivel aos ansioliticos (NJUNG’E & HANDLEY, 1991; NICOLAS et
al., 2006; TREIT, et al. 1981).

De acordo com as analises realizadas atraveés test-t, animais
ovariectomizados enterraram um maior numero de esferas (16,30 = 0,8825; N=10)
se comparados aos animais controle (11,90 + 1,402; N=10) (t1s=2,656; p=0,0161)

(Figura 30) indicando, nestes animais, um maior fenétipo ansioso e compulsivo.

20+

*
—_1
N
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10+

N° de esferas enterradas

Sham OVX

Figura 30. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fenétipo de ansiedade e compulsédo de acordo com o teste de
enterrar esferas na maravalha. (Sham: n= 10; OVX: n= 10). * (P<0.05) indica diferenca entre 0s grupos.
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5.2.6 Modelo animal de pds-menopausa se comporta como 0S

animais controle no teste de neofagia

O ensaio da neofagia adiciona outro componente para a avaliacdo da
ansiedade em roedores. Ao serem expostos a um ambiente novo, os camundongos
estdo privados de alimento, gerando o estado interno adicional de fome. Animais
com maior fenotipo ansioso exibem uma laténcia aumentada para alimentacdo e
menor ingesta de alimentos, sendo, este comportamento, sensivel aos
benzodiazepinicos e aos inibidores seletivos de recaptacao de serotonina (DULAWA
et al., 2004; MERALI & ANISMAN, 2003; CRAWLEY, 1985).

As analises realizadas através do test-t ndo demonstraram diferencas entre
0S grupos nos parametros de laténcia para inicio da ingestdo (Figura 31A) e
guantidade de alimento ingerido (Figura 31B), indicando que a ovariectomia nao

altera os parametros avaliados.
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Figura 31. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fenotipo de ansiedade de acordo com o teste da neofagia. A)
Tempo (s) de laténcia para inicio da alimentagdo. B) Quantidade de alimento ingerido. (Sham: n= 9; OVX: n= 9). Ndo foram
observadas diferencgas entre os grupos.
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5.2.7 Resumo dos resultados dos testes comportamentais do
primeiro bloco de experimentos.

Fenotipo de ansiedade do

Teste grupo OVX em relagéo ao Sham

Labirinto em cruz elevado +
Caixa claro-escuro +
Campo aberto +
Ocultar esferas +
Neofagia -

Tabela 04: Resumo dos resultados dos testes comportamentais do primeiro bloco de experimentos.

5.3 O fendtipo ansioso de fémeas ovariectomizadas por 12
semanas é sensivel ao Diazepam

Uma vez demonstrado o fenétipo ansioso no nosso modelo de pos-
menopausa, nesta segunda etapa de experimentos testamos o efeito do farmaco
diazepam sobre o comportamento tipo-ansioso de fémeas ovariectomizadas por 12
semanas. Nosso objetivo foi a validacdo preditiva do nosso modelo, onde agentes
farmacoldgicos que reduzem a condigéo patolégica em humanos devem ser efetivos
em animais. Além disso, na tentativa de abordar diferentes aspectos do
comportamento ansioso e mimetizar, pelo menos uma pequena parte, da
complexidade do quadro em humanos, testamos o efeito do diazempam em 3

paradigmas diferentes.

94



5.3.1 Teste do labirinto em cruz elevado

As andlises realizadas através do test-t demonstraram que animais
ovariectomizados por 12 semanas tratados com 1mg/Kg de Diazepam apresentam
uma porcentagem maior de entradas nos bragos abertos do aparato (37,08 = 3,014,
N=9) se comparados aos controles (19,31 * 3,717; N=8) (tu15=3,748; p=0,0019)
(Figura 32A). Além disso, o0 grupo ovariectomizado tratado explorou por mais tempo
os bracos abertos do labirinto (63,44 + 9,068; N=9) em comparacdo ao grupo
ovariectomizado controle (27,25 * 6,943; N=8) (t15=3,107; p=0,0072) (Figura 32B).

Observou-se, ainda, uma maior frequéncia de exploracdo na extremidade
dos bracos abertos pelos animais tratados quando comparados aos animais controle
(0,7500 * 0,2500; N=8) (t(15=2,860; p=0,0119) (Figura 32D).

Um aumento na frequéncia do comportamento de mergulho de cabeca
também foi observado na comparacdo do grupo tradado (9,222 + 0,8296; N=9) com
o grupo controle (3,375 + 0,8004; N=8) (t15=5,042; p=0,0001) (Figura 32F).

Ademais, os animais tratados (54,67 + 4,640; N=9) apresentaram um menor
tempo de permanéncia na plataforma central do aparato se comparados aos
animais controle (74,38 £ 8,128; N=8) (t15=2,168; p=0,0467) (Figura 32C).

Verificou-se também, uma menor frequéncia do comportamento de avaliacdo
de risco pelo grupo tratado (8,778 + 1,090; N=9) ao compara-lo ao grupo controle
(17,25 £ 2,194; N=8) (t15=3,584; p=0,0027) (Figura 32E) além de uma menor
frequéncia do comportamento de auto-limpeza dos animais tratados (2,444 =+
0,3768; N=9) em comparacdo aos controles (5,000 *+ 0,5669; N=8) (t5=3,834,
p=0,0016) (Figura 32H). No entanto, os grupos nao diferiram em relacdo ao
comportamento de exploracgéo vertical (Figura 32G) e total de entradas (Figura 32 I).
Em conjunto, todos os parametros comportamentais analisados indicam que o
diazepam foi ansiolitico no modelo animal de p6s-menopausa, na auséncia de efeito

sedativo.
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Figura 32: Efeito do Diazepam no fenétipo de ansiedade em animais com 12 semanas de ovariectomia de acordo com
o teste do labirinto em cruz elevado. A) Porcentagem de entradas nos bragos abertos. B) Tempo (s) de permanéncia nos
bragos abertos. (C) Tempo (s) de permanéncia na plataforma central. D) Frequéncia do comportamento de avaliag&o de risco.
E) Frequéncia de explorac@o da extremidade dos bragos abertos. F) Frequéncia do comportamento do mergulho de cabeca.
G) Frequéncia do comportamento de exploragdo vertical. H) Frequéncia do comportamento de auto-limpeza. I) Total de
entradas. (Sham: n=8; OVX: n= 9). * (P<0.05), ** (P<0.01) e *** (P<0.001) indicam diferencas entre 0s grupos.

5.3.2 Teste da caixa claro-escuro

A partir das analises realizadas através do test t foi possivel constatar que
animais tratados com 1mg/Kg de diazepam apds 12 semanas de ovariectomia
(40,77 + 7,623; N=8) exploram uma porcentagem de tempo maior 0 compartimento
claro da caixa se comparados ao grupo controle (21,85 + 3,268; N=8) (t(14)=2,281,
p=0,0387) (Figura 33A), apontando para um menor fendétipo ansioso dos animais
tratados em relacédo aos animais do grupo controle.

Os grupos nao diferiram quanto a laténcia de passagem do compartimento
claro para o compartimento escuro da caixa (Figura 33B). N&o foi, ainda, observada
diferenca entre os grupos quanto ao numero de transi¢cdes entre compartimentos

(Figura 33C), sugerindo a auséncia de efeito sedativo da droga.
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Figura 33. Efeito do Diazepam no fenétipo de ansiedade em animais com 12 semanas de ovariectomia de acordo com
o teste da caixa claro-escuro. A) Porcentagem de tempo no compartimento claro. B) Tempo(s) de laténcia para a primeira
entrada no compartimento escuro. C) Namero total de transicées entre compartimentos. (Sham: n= 8; OVX: n= 8). * (P<0.05)
indica diferenga entre os grupos.

5.3.3 Teste do campo aberto

De maneira inesperada, as analises realizadas através do test-t mostraram
gue animais tratados com 1mg/Kg de Diazepam apés 12 semanas de ovariectomia
(8,294 £ 1,269; N=9) apresentaram uma menor preferéncia pela area central do
campo aberto se comparados aos animais controle (13,83 * 1,640; N=8) (t(15=2,703;
p=0,0164) (Figura 34A). Os animais tratados (24,67 + 6,205; N=9) apresentaram
ainda, um menor tempo de exploracdo da &rea central em relagdo aos animais
controle (65,75 + 17,00; N=8) (t15=2,379; p=0,0311) (Figura 34B). Estes resultados
indicam um efeito ansiogénico do diazepam no modelo de pés-menopausa, opondo-
se aos nossos resultados prévios de labirinto em cruz elevado e teste do claro-
escuro.

Este efeito ansiogénico ndo pode ser atribuido ao efeito sedativo do
diazepam, j4 que os grupos nao diferiram quanto a quantidade de cruzamentos na

area central (Figura 34C); frequéncia de comportamento de exploragdo vertical
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(Figura 34E) e de auto-limpeza (Figura 34F). Também n&o foram observadas
diferengas entre os grupos em relagdo ao numero de cruzamentos totais (Figura

34D), indicando equivaléncia na atividade locomotora e motivacao para exploracao.
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Figura 34. Efeito do Diazepam no fenétipo de ansiedade em animais com 12 semanas de ovariectomia de acordo com
o teste do campo aberto. A) Preferéncia pela area central. B) Tempo (s) de permanéncia na area central. (C) Cruzamentos
na area central. D) Cruzamentos totais. E) Frequéncia do comportamento de exploragdo vertical. F) Frequéncia do
comportamento de auto-limpeza. (Sham: n= 8; OVX: n=9). * (P<0.05) indica diferenca entre os grupos.
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5.3.4 Resumo dos resultados dos testes comportamentais do segundo
bloco de experimentos.

Fenoétipo de ansiedade do
grupo OVX diazepam

Teste - .
em relagao ao OVX salina

Labirinto em cruz elevado —
Caixa claro-escuro

Campo aberto +

Tabela 05: Resumo dos resultados dos testes comportamentais do segundo bloco de experimentos.

5.4 Animais ovariectomizados por 12 semanas respondem
diferentemente a um evento potencialmente ansiogénico e
sem escapatoria.

5.4.1 Teste do labitinto em cruz elevado modificado

Uma vez demonstrado o fenotipo ansioso e validado nosso modelo de
ansiedade na pés-menopausa, nesta terceira etapa de experimentos expusemos 0s
animais do grupo OVX e controle a um evento com alto potencial ansiogénico. Além
disso, avaliamos o padrdo de expressao de Fos, um marcador de ativagéo neural,
em areas cerebrais envolvidas em ambos circuitos ansioliticos e ansiogénicos. A
escolha de um labirinto em cruz elevado modificado foi motivada pelo fato de
excluirmos a fuga para os bracgos fechados, que naturalmente ocorre, e limitarmos a
analise de Fos em resposta a exposi¢cdo somente dos bracos abertos.

Com relacdo ao numero de entradas (Figura 35C) as analises da ANOVA de

duas vias nao detectaram uma interacdo entre a cirurgia de ovariectomia e a tarefa
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ansiogénica (F»27=0,8964; p=0,4198), mas observamos um efeito principal da tarefa
(F127=14,85; p=0,0007) e da ovariectomia (F,27=15,03; p<0,0001). De acordo com o
post hoc de Bonferroni, ndo houve diferenca entre os grupos para as areas
intermediaria e proximal. Uma diferenca significativa foi observada apenas para a
porcao distal (p=0,0394).

Para o tempo de permanéncia nas diferentes por¢cbes do braco aberto do
labirinto em cruz elevado (Figura 35D), as analises da ANOVA de duas vias
detectaram uma interacdo entre a cirurgia de ovariectomia e a tarefa ansiogénica
(F336=10,91; p>0,0001), além do efeito principal da ovariectomia (Fsz3=28,44;
p>0,0001). Entretanto, ndo observamos efeito principal da tarefa (Fi3s=0,0001108;
p=0,9917). De acordo com o post hoc de Bonferroni, ndo houve diferenca entre os
grupos para as areas intermediaria e proximal. Uma diferenca significativa foi

observada apenas para as porc¢oes central (p<0,001) e distal (p<0,01).
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Figura 35: Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fenétipo de ansiedade de acordo exploragdo do aparato em tarefa
aversiva. (A) Figura representativa das por¢des dos bragos abertos do LCE. (B) Figura representativa do tempo de
permanéncia em cada porgdo dos bragos abertos do LCE. (C) Nimero de entradas em cada porcéo dos bracos abertos do
labirinto. (D) Tempo de permanéncia em cada por¢éo dos bragos abertos do aparato. (Sham: n=6; OVX: n=5). ** (P<0.01) e ***
(P<0.001) indicam diferengas entre 0s grupos.
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De acordo com as andlises realizadas através do test t, animais apos 12
semanas de ovariectomia (17.6 = 1.327, n=5) apresentaram o comportamento de
avaliacdo de risco com maior frequéncia se comparados ao grupo controle (11.5 £
1.335, n=6) (t9=3.209, p=0,0107) (Figura 36A). O comportamento de mergulho de
cabeca foi menos frequente no grupo OVX (9.6 £ 1.435, n=5) em comparacéo ao
grupo controle (19 = 1.483, n=6) (t=4.498 df=9; p= 0,0015) (Figura 36B). A
frequéncia do comportamento de auto-limpeza também se mostrou aumentada no
grupo ovariectomizado (5 £+ 0.3162, n=5) ao compara-los ao grupo SHAM (1.833 %
0.7032, n=6) (t=3.824 df=9, p=0,0041) (Figura 36C). O mesmo ocorreu com a
frequéncia do comportamento de congelamento que se apresenta maior no grupo
OVX (10.2 + 0.8602, n=5) em comparacao ao grupo controle (3.167 + 0.4773, n=6)
(t=7.492 df=9; p<0.0001) (Figura 36D). Estes parametros indicam que os animais
apos 12 semanas de ovariectomia apresentam um maior fenétipo ansioso se

comparados aos animais do grupo controle.
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Figura 36: Efeito de 12 semanas de ovariectomia no fené6tipo de ansiedade de medidos através de comportamentos
etolégicos em tarefa aversiva. (A) Frequéncia do comportamento de avaliagdo de Risco. (B) Frequéncia do comportamento
de mergulho de cabeca. (C) Frequéncia do comportamento de auto-limpeza. (D) Frequéncia do comportamento de
congelamento. * (P<0.05), ** (P<0.01) e *** (P<0.001) indicam diferencas entre os grupos.
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5.4.2 Resumo dos resultados do teste comportamental do terceiro bloco
de experimentos.

Teste do labirinto em cruz Grupo OVX em Fenotipo de
elevado modificado relagaoao Sham ansiedade

N° entradas na porgao
proximal

N° entradas na porgao
proximal

N° entradas na porcao
distal l +

Tempo na porg¢ao proximal — —

Tempo na por¢éao
intermediaria

Tempo na porc¢ao distal l
Tempo na porc¢ao central

Avaliagcaoderisco

Mergulhos de cabega

— +«— —>

Congelamento

Auto-limpeza T +

Tabela 06: Resumo dos resultados do teste comportamental do terceiro bloco de experimentos.
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5.5 Expressao de Fos nas areas cerebrais relacionadas a
ansiedade

Apo6s a exposicéo dos grupos OVX e Sham a tarefa ansiogénica avaliamos o
efeito de 12 semanas de ovariectomia no padrdo de ativacdo neuronal de areas
cerebrais funcionalmente envolvidas nos circuitos ansiogénicos e ansioliticos. Para
avaliar um possivel efeito da OVX na excitabilidade basal, também avaliamos o
padrdo de ativacdo neuronal nos grupos denominados naive, que nao participaram
de nenhuma tarefa, permanecendo em suas respectivas gaiolas.

A ansiedade decorre da interpretacdo de estimulos ambientais ambiguos
como ameacadores. Para tal, faz-se necessario detectar informacdes sensoriais e
interpretar seu significado de forma a determinar se representam um perigo em
potencial. A amigdala, o Nucleo do leito da estria terminal e o Hipocampo,
compondo um circuito amplamente interconectado, sdo responséaveis pela primeira

interpretacdo e atribuicdo de valéncia destes estimulos.

5.5.1 Regides de Interpretacdo dos estimulos sensoriais

5.5.1.1 Amigdala

5.5.1.1.1 Amigdala Basolateral

Doze semanas de ovariectomia levam a uma diminuicdo na ativacdo basal dos

neurdnios da amigdala basolateral, que néo se altera durante tarefa ansiogénica.
As andlises da ANOVA de duas vias detectaram uma interacdo entre a tarefa

ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16 =8,489; p=0,0102) e o efeito principal
da tarefa (F1,16=6,243; p=0,0237), mas n&o da ovariectomia (F1 16=2,571; p=0,1284).
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De acordo com o post hoc de Bonferroni, péde-se observar uma reducao na
ativacdo basal da amigdala basolateral dos animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia em relagcdo aos animais do grupo controle (p=0,0466). Observou-se
ainda uma reducdo desta ativacdo quando animais do grupo Sham foram
submetidos a tarefa ansiogénica (p=0,0057). Ndo houve alteracdo na ativacdo da
BLA dos animais do grupo OVX submetidos a tarefa (Figura 37).
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Figura 37. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios da amigdala basolateral. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-
naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagdo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) e ** (P<0.01) indicam diferengas entre os grupos.
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5.5.1.1.2 Amigdala Central

Doze semanas de ovariectomia levam a um aumento na ativacdo basal dos

neurénios da amigdala central, que néo se altera durante tarefa ansiogénica.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=3,178; p=0,0936) no entanto,
detectaram um efeito principal da tarefa (F116=5,564; p=0,0314) e da ovariectomia
(F1,16=13,34; p=0,0021).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, p6de-se observar um aumento na
ativacdo basal da amigdala central dos animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia em relagdo aos animais do grupo controle (p=0,0126). Observou-se
ainda um aumento desta ativacdo quando animais do grupo Sham foram
submetidos a tarefa ansiogénica (p= 0,0421). Nao houve alteracdo na ativacdo da

CEA dos animais do grupo OVX submetidos a tarefa (Figura 38).
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Figura 38. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios da amigdala central. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-naive;
OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagéo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e tarefa (B);
OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferen¢a entre os grupos.
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5.5.1.2 Nudcleo do Leito da Estria Terminal

5.5.1.2.1 Porcéo Oval do Nucleo do Leito da Estria Terminal

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacdo basal e a ativacao
durante tarefa ansiogénica dos neurénios da por¢céo oval do nucleo do leito da
estria terminal, no entanto, a tarefa reduz a ativacdo destes neurdnios no

grupo Sham.

As andlises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,15=2.233; p=0.1558), ou um efeito
principal da ovariectomia (F1,15=16.64; p=0.8991) mas detectaram um efeito principal
da tarefa (F1,15=16.8; p=0.0009).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, pdde-se observar uma diminuigéo
na ativacado na porcdo oval do nucleo leito da estria terminal (ovBNST) durante a
tarefa dos animais do grupo sham em relagdo aos animais naive deste mesmo
grupo (p= 0,0065).

N&o houve alteracdo na ativacdo do BNST dos animais do grupo OVX (Figura
39).
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Figura 39. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios da porgdo oval do nucleo leito da estria terminal. Quantificagdo de células Fos positivas nos grupos Sham-
naive; Sham-tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcacdo de Fos nos diferentes grupos
analisados: sham naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenga entre os grupos.

5.5.1.2.2 Porcdo Anterodorsal do Nucleo do Leito da Estria Terminal

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacdo basal ou durante a
tarefa dos neurdbnios da porcdo anterodorsal do nucleo do leito da estria
terminal dos grupos SHAM e OVX.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=0.7005; p=0.4149), ou efeito
principal da tarefa (F116=0.00605; p=0.9390) e da ovariectomia (F116=0.6798;
p=0.4218).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, ndo houve alteracéo na ativacao da
porgdo anterodorsal do nucleo do leito da estria terminal (adBNST) dos animais dos

grupos Sham e OVX baive ou submetidos a tarefa (Figura 40).
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Figura 40. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios do nicleo leito da estria terminal. Quantificagédo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa;
OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcacéo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferencga entre os grupos.

5.5.1.3 Hipocampo Ventral

5.5.1.3.1 Giro Denteado

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacdo basal e a ativacao
durante tarefa ansiogénica dos neurdénios do giro denteado do hipocampo

ventral, no entanto, a tarefa reduz a ativacdo destes neurénios no grupo Sham.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F116=1,234; p=0,2830), no entanto
detectaram um efeito principal da tarefa (Fi16=15,12; p=0,0013), mas nao da
ovariectomia (F;16=0,3085; p=0,5863).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, pdde-se observar, durante a tarefa
ansiogénica, uma reducdo na ativacdo dos neurbnios do giro denteado do

hipocampo ventral dos animais do grupo Sham (p= 0,0109). Nao foram observadas
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diferencas entre a ativacéo basal entre o grupo ovariectomizado e o grupo controle,
bem como diferenga na ativagéo basal e durante a tarefa do grupo OVX (Figura 41).
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Figura 41. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e ap6s tarefa ansiogénica dos
neurdnios do giro denteado do hipocampo ventral. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-
tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagdo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham
naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenga entre os grupos.

5.5.1.3.2 CAl

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacado basal e a ativagao

durante tarefa ansiogénica dos neurdnios de CA1 do hipocampo ventral.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interagéo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=0.8567; p=0.3684), no entanto
detectaram um efeito principal da ovariectomia (F1 16= 4.733; p=0.0449), mas nao da
tarefa (F1,16=3.87; p=0.0667).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, ndo houve diferencas entre grupos

na ativagédo basal e durante a tarefa (Figura 42).
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Figura 42. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios de CAl do hipocampo ventral. A) Quantificacéo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa;
OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagéo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (B) e
tarefa (C); OVX naive (D) e tarefa (E).

5.5.1.3.3 CA2

Doze semanas de ovariectomia levam a uma diminui¢cdo na ativagéo basal dos
neurénios de CA2 do hipocampo ventral, que nao se altera durante tarefa

ansiogénica.

As analises da ANOVA de duas vias detectaram uma interacdo entre a tarefa
ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=10.89; p=0.0045), um efeito principal
da cirurgia (F116=24.58; p=0.0001), mas néo da tarefa (F1,16=1.058; p=0.3190).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, péde-se observar uma reducéo na
ativacdo da ativacao basal dos neurdnios de CA2 do hipocampo ventral dos animais
do grupo OVX se comparado ao grupo controle (p= 0,0003). N&ao foram observadas
diferencas entre a ativacdo durante a tarefa entre grupos, bem como diferenca na
ativacdo basal e durante a tarefa nos grupos OVX e Sham (Figura 43).
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Figura 43. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurénios de CA2 do hipocampo ventral. Quantificagdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa;
OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagdo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D). *** (P<0.001) indica diferenga entre os grupos.

5.5.1.3.4 CA3

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacdo basal e a ativacao

durante tarefa ansiogénica dos neurdnios de CA3 do hipocampo ventral.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interagcdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=1.091; p=0.3119), ou um efeito
principal da ovariectomia (F1,16=1.091; p=0.3119) e tarefa (F1,16=0.02862; p=0.8678).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, ndo houve diferencas entre grupos

na ativagdo basal e durante a tarefa (Figura 44).
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Figura 44. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurénios de CA3 do hipocampo ventral. Quantificagdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa;
OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagéo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).

5.5.1.4 Hipocampo Dorsal

5.5.1.4.1 Giro Denteado

Doze semanas de ovariectomia néao alteram a ativacéo basal e a ativacao
durante tarefa ansiogénica dos neurdnios do giro denteado do hipocampo
dorsal, no entanto a tarefa aumenta a ativagcdo destes neurbnios no grupo
Sham.

As analises da ANOVA de duas vias nao detectaram uma interacao entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F116=0,09708; p=0,7594), no
entanto detectaram um efeito principal da tarefa (F116=17,53; p=0,0007), mas nao
da ovariectomia (F1,16=0,2778; p=0,6053).
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De acordo com o post hoc de Bonferroni, péde-se observar, durante a tarefa
ansiogénica, um aumento na ativacdo dos neurbnios do giro denteado do
hipocampo dorsal dos animais do grupo Sham (p= 0,0241). Nao foram observadas
diferencas entre a ativacéo basal entre o grupo ovariectomizado e o grupo controle,

bem como diferenca na ativacdo basal e durante a tarefa do grupo OVX (Figura 45).
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Figura 45. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios do giro denteado do hipocampo dorsal. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-
tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagdo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham
naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferen¢a entre os grupos.
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5.5.1.4.2 CAl

Doze semanas de ovariectomia levam a uma diminui¢&do na ativacédo basal dos
neurénios de CAl do hipocampo dorsal, que ndo se altera durante tarefa

ansiogénica.

As analises da ANOVA de duas vias detectaram uma interacdo entre a tarefa
ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=11.66; p=0.0035), mas ndo um efeito
principal da cirurgia (F1,16=1.127; p=0.3041) e da tarefa (F1,16=0.7007; p=0.4149).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, péde-se observar uma reducédo na
ativacdo da ativacdo basal dos neurdnios de CA2 do hipocampo ventral dos animais
do grupo OVX se comparado ao grupo controle (p= 0,0493). Nao foram observadas
diferencas entre a ativagao durante a tarefa entre grupos, bem como diferenga na

ativacdo basal e durante a tarefa nos grupos OVX e Sham (Figura 46).
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Figura 46. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e ap6s tarefa ansiogénica dos
neurdnios CA1 do hipocampo dorsal. Quantificagéo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-
naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcacéo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenga entre os grupos.
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5.5.1.4.3 CA2

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacdo basal e a ativacao

durante tarefa ansiogénica dos neurdnios de CA2 do hipocampo dorsal.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=1.783; p=0.2004), ou um efeito
principal da ovariectomia (F1,16=3.159; p=0.0945) e tarefa (F116=0.02863; p=0.8678).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, ndo houve diferencas entre grupos

na ativagédo basal e durante a tarefa (Figura 47).
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Figura 47. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagcio basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios CA2 do hipocampo dorsal. Quantificagdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-
naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagdo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).
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5.5.1.4.4 CA3

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacao basal e a ativacao

durante tarefa ansiogénica dos neurdnios de CA3 do hipocampo dorsal.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F116=0.05785; p=0.8130), ou um
efeito principal da ovariectomia (F116=2.887; p=0.1087) e tarefa (F116=0.16;
p=0.6944). De acordo com o post hoc de Bonferroni, ndo houve diferencas entre

grupos na ativacao basal e durante a tarefa (Figura 48).
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Figura 48. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e ap6s tarefa ansiogénica dos
neurdnios CA3 do hipocampo dorsal. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-
naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagdo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).

118



5.5.2 Regibes de avaliacdo da interpretacdo dos estimulos

sensoriais

ApOs a interpretacdo do estimulo sensorial estruturas adicionais avaliam se
0S eventos externos refletem as expectativas, vdo ao encontro ou contradizem as
necessidades do animal para entdo poder gerar a resposta comportamental

apropriada ao modular a resposta de regides envolvidas na interpretagéo.

5.5.2.1 Cortex Pré-Frontal Medial

5.5.2.1.1 Pré-Limbico

Doze semanas de ovariectomia levam a um aumento na ativacdo basal dos
neurénios da porcdo pré-limbica do cortex pré-frontal medial, que ndo se

altera durante tarefa ansiogénica.

As analises da ANOVA de duas vias detectaram uma interacao entre a tarefa
ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F116=7,665; p=0,.0137), no entanto ndo
detectaram um efeito principal da tarefa (F116=2,202; p=0,1573) ou da ovariectomia
(F1,16=2,908; p=0,1075).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, p6de-se observar um aumento na
ativacdo basal da porcao pré-limbica do cortex pré-frontal dos animais submetidos a
cirurgia de ovariectomia em relagcdo aos animais do grupo controle (p=0,0495).
Observou-se ainda um aumento desta ativacdo quando animais do grupo Sham
foram submetidos a tarefa ansiogénica (p= 0,0354). N&o houve alteragcdo na
ativacdo do PFC-PL dos animais do grupo OVX submetidos a tarefa (Figura 49).
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Figura 49. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e ap6s tarefa ansiogénica dos
neurdnios da porcédo pré limbica do cortex pré-frontal medial. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham-
naive; Sham-tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcacdo de Fos nos diferentes grupos
analisados: sham naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenga entre os grupos.

5.5.2.1.2 Infra-Limbico

Doze semanas de ovariectomia levam a uma maior diminui¢cdo na ativagdo dos
neurdnios da porcdo infra-limbica do cortex pré-frontal medial durante tarefa

ansiogénica.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F116=0,5897; p=0,4537), no entanto
detectaram um efeito principal da ovariectomia (F116=11,07; p=0,0043), mas néo da
tarefa (F1,16=2,571; p=0,1284).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, pdde-se observar, durante a tarefa
ansiogénica, uma reducdo na ativacao da porc¢éao infra-limbica do cortex pré-frontal
dos animais do grupo OVX em comparacdo com o grupo Sham (p=0,0452). Nao
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foram observadas diferencas entre o padréo de ativagao basal e padrao de ativacao
durante a tarefa da porcao infra-limbica do cértex pré-frontal dos animais Sham e
OVX (Figura 50).
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Figura 50. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacao basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios da porcao infra-limbica do cortex pré-frontal medial. A) Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos
Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcacéo de Fos nos diferentes grupos
analisados: sham naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenga entre os grupos.

5.5.2.2 Area Tegmental Ventral

Doze semanas de ovariectomia ndo alteram a ativacao basal e a ativacao
durante tarefa ansiogénica dos neurdnios da area tegmental ventral, no

entanto a tarefareduz a ativagcdo destes neurdénios no grupo Sham.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=2,677; p=0,1213), no entanto
detectaram um efeito principal da tarefa (F;16=10,89; p=0,0045), mas nao da
ovariectomia (F116=1,787; p=0,1999).
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De acordo com o post hoc de Bonferroni, pdde-se observar, durante a tarefa
ansiogénica, uma diminuicdo na ativacdo dos neurbnios da area tegmental ventral
dos animais do grupo Sham (p= 0,0121). Nao foram observadas diferencas entre a
ativacdo basal entre o grupo ovariectomizado e o grupo controle, bem como

diferenca na ativagao basal e durante a tarefa do grupo OVX (Figura 51).
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Figura 51. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios da area tegmental ventral. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-
naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagéo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenca entre os grupos.
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5.5.2.3 Area Hipotalamica Lateral

Doze semanas de ovariectomia levam a um aumento na ativacdo basal dos
neurénios da area hipotalamica lateral e a tarefa ansiogénica provoca uma

reducdo na ativacao destes neurdnios em ambos 0S grupos.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacao entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F116=3.187; p= P=0.0932), no
entanto detectaram um efeito principal da tarefa (F;16=37.58; p<0.0001), e da
ovariectomia (F116=7.475; p=0.0147). De acordo com o post hoc de Bonferroni,
pbde-se observar, um aumento da ativacdo basal dos neurbnios da &rea
hipotalamica lateral do grupo OVX se comparado ao grupo controle (p=0,0464).
Observou-se ainda uma diminui¢cdo na ativacdo destes neurbnios durante a tarefa
ansiogénica no grupo Sham (p=0,0306) e no grupo OVX (p=0,0004). N&o foi
observada diferenca no padrdo de ativacdo neuronal durante a tarefa entre os

grupos (Figura 52).
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Figura 52. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagcdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios da area hipotalamica lateral. Quantificacdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-
naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcacéo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham naive (A) e
tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenca entre os grupos e *** (P<0.001) indica diferenca entre os
grupos.
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5.5.3 Regides de iniciagao da resposta relacionada a ansiedade

Em consequéncia da interpretacdo e modulacdo decorrente da avaliagdo da
interpretacdo dos estimulos sensoriais, a resposta adequada a situagao € iniciada a

partir da acdo de ndcleos efetores dentre outros, os apresentados abaixo.

5.5.3.1 Nucleo Ventrolateral da Substancia Cinzenta Periaquedutal

Doze semanas de ovariectomia levam a um aumento na ativacdo dos
neurénios do nucleo ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal

durante a tarefa ansiogénica.

As analises da ANOVA de duas vias detectaram uma interacdo entre a tarefa
ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (Fi16=5.132; p=0.0377), e um efeito
principal da tarefa (F116=10.79; p=0.0047), mas ndo da ovariectomia (Fi 16=2.889;
p=0.1086).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, pdde-se observar, durante a tarefa
ansiogénica, um aumento da ativacdo dos neurbnios do nucleo ventrolateral da
substancia cinzenta periaquedutal do grupo OVX em ralacdo a ativacdo basal
(p=0,0107). Nao foram observadas diferencas no padrao de ativacdo neuronal entre
0S grupos ou na ativacao basal e durante a tarefa no grupo Sham (Figura 53).
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Figura 53. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e ap6s tarefa ansiogénica dos
neurdnios do nicleo ventrolateral da subastancia cinzenta periaquedutal. Quantificagcdo de células Fos positivas nos
grupos Sham- naive; Sham-tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagao de Fos nos diferentes
grupos analisados: sham naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) indica diferenca entre os grupos.

5.5.3.2 Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo

Doze semanas de ovariectomia levam a uma maior ativagcdo dos neurdnios do

nucleo dorsomedial do hipotalamo durante tarefa ansiogénica.

As analises da ANOVA de duas vias ndo detectaram uma interacdo entre a
tarefa ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F116=1.459; p=0.2447), mas
detectaram um efeito principal da tarefa (F116=33.53; p<0.0001) e da ovariectomia
(F1,16=9.141; p=0.0081).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, péde-se observar, durante a tarefa
ansiogénica, um maior aumento da ativagdo dos neurbnios nucleo dorsomedial do
hipotalamo do grupo OVX em ralacdao ao grupo controle (p=0,0366). Observou-se
ainda um aumento na ativacao destes neur6nios, durante a tarefa em relacdo a
ativacédo basal, no grupo OVX (p=0,0014) e no grupo Sham (p=0,0211). N&o foram
observadas diferencas no padrdao de ativagdo neuronal basal entre os grupos
(Figura 54).
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Figura 54. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativagdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios do nucleo dorsomedial do hipotdlamo. Quantificagdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive; Sham-
tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcagdo de Fos nos diferentes grupos analisados: sham
naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) e ** (P<0.01) indicam diferencgas entre os grupos.

5.5.3.3 Ndcleo Paraventricular do Hipotalamo

Doze semanas de ovariectomia levam a um aumento na ativacdo basal dos

neurénios do nucleo paraventricular do hipotalamo.

As andlises da ANOVA de duas vias detectaram uma interacao entre a tarefa
ansiogénica e a cirurgia de ovariectomia (F1,16=8.668; p=0.0095), um efeito principal
da tarefa (F1,16=39.25; p<0.0001) mas n&o da ovariectomia (F1 16=4.238; p=0.0562).

De acordo com o post hoc de Bonferroni, p6de-se observar, um aumento
basal na ativagdo dos neurbnios da area hipotalamica lateral do grupo OVX em
comparagao ao grupo controle (p=0,0234). Observou-se ainda, durante a tarefa, um
aumento na ativacdo destes neurdnios no grupo Sham (p<0.0001), o que néo
ocorreu no grupo OVX. Também néo foi observada diferenca na ativacdo neuronal

durante a tarefa entre grupos (Figura 55).
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Figura 55. Efeito de 12 semanas de ovariectomia no perfil de ativacdo basal (naive) e apds tarefa ansiogénica dos
neurdnios do nlcleo paraventricular do hipotdlamo. Quantificagdo de células Fos positivas nos grupos Sham- naive;
Sham-tarefa; OVX-naive; OVX- tarefa (n= 4-6). Imagens ilustrativas da marcacdo de Fos nos diferentes grupos analisados:
sham naive (A) e tarefa (B); OVX naive (C) e tarefa (D).* (P<0.05) e **** (P <0.0001) indicam diferengas entre os grupos.

5.5.4 Resumo dos resultados da expressédo de Fos

Sham ovX Naive Tarefa
Naive Tarefa Naive Tarefa Sham oVX Sham  OVX
BLA 1 i = = 1 = =
CeA 1 5 1 = — I 1 = =
ovBNST 1 1 5 = = = = = =
adBNST = = = — = = = =
PL 3 L} = = I 1 = =
I = = = = = = 1 2
dHPC - DG 3 1 = = = = = =
dHPC — CA1 = = = = 1 3 = =
dHPC-CA 2 = = = - = H = =
dHPC - CA3 - = = — = — = =
vHPC - DG 1 4 = = = = = =
vHPC - CA1 - - = ] —_ - - =
VHPC—CA 2 = = = = 1 Il = =
vHPC - CA3 - - - = - — — -
VTA 1 3 = = = = = =
DMH il 1 3 1 = = = =
PVN 4 1 ] = = 3 1 4 1
LH 1 4 1 3 2 1 = =
PAG = = 3 1 = = = =

Tabela 07: Resumo dos resultados da expresséo de Fos.
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6. Discussao

Nossos resultados demonstram que 12 semanas de ovariectomia
desencadeiam um fendtipo ansioso em camundongos C57BL/6, sem comprometer a
atividade locomotora e exploratoria.

Estes resultados corroboram estudos prévios usando ratas ovariectomizadas
(WENDY et al., 2004; WALF et al., 2009; CHAVES et al., 2009), ratas em transicao
para a senescéncia reprodutiva (WALF, et al., 2009b) e camundongos fémeas com
24 meses de idade (WALF & FRYE, 2010). Também foi observado que fémeas OVX
apresentam comportamento ansioso/compulsivo no teste de enterrar esferas, o que
se assemelha ao observado em ratas na fase diestro (LLANEZA & FRYE, 2009).

Ao contrario dos resultados obtidos a partir da analise dos demais testes, ndo
encontramos alteracdo no fenétipo de ansiedade entre os grupos Sham e OVX, no
teste da neofagia. Como ja mencionado anteriormente, este € um teste utilizado
para avaliar o comportamento tipo ansioso em roedores partindo da premissa que,
em um ambiente novo, camundongos exibem uma laténcia aumentada para
alimentacdo, mesmo estando famintos. Interessantemente, além de nao diferirem do
grupo controle no teste de neofagia, as fémeas modelo de pds-menopausa
ganharam mais peso durante as 3 semanas de OVX (Figura 25).

De fato, sabe-se ha muitos anos que horménios ovarianos alteram o
comportamento alimentar. WADE e GRAY em uma revisdo publicada em 1979
apresentaram uma tabela demonstrando os efeitos da auséncia e da presenca do
estradiol e da progesterona no comportamento alimentar, peso corporal e
adiposidade. Os autores relataram que a ovariectomia, assim como o tratamento
com os hormdnios estradiol e progesterona, seja periférico ou diretamente nos
nacleos hipotalamicos dorsomedial e paraventricular, exerce um efeito de aumento
de ingesta alimentar, peso corporal e adiposidade, embora o tratamento apenas

com estradiol diminua a ingesta alimentar, peso corporal e adiposidade.
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Manipulagdo Hormonal Ingesta alimentar Peso Corporal e Adiposidade

Ovariectomia T T

Estradiol l l

Progesterona Sem efeito Sem efeito

Estradiol + Progesterona T T

Tabela 08: Efeitos dos hormdnios ovarianos na ingesta alimentar e adiposidade. (Modificado de Wade& Gray, 1979).

Observamos também, nos animais OVX, uma atividade basal aumentada
dos nucleos PVN e LH do hipotalamo, regifes responsaveis pela modulacdo do
comportamento alimentar. A administracdo de peptideos orexigenos no PVN
estimula o comportamento de ingesta (STANLEY & LEIBOWITZ, 1985; KIM et al.,
2000). Ja os neurbnios da area hipotalamica lateral contém neuropeptideos
orexigenos dentre eles o hormdnio de concentrador de melanina (MCH) e orexinas
(BROBERGERE et al., 1998). Daging Qu e colaboradores, em trabalho publicado
no ano 1996, verificaram que a injecdo de MCH no ventriculo cerebral lateral de
ratos aumenta a ingestdo de alimentos, enquanto o0 jejum aumenta a expressao do
MRNA de MCH.

Considerando que a (1) OVX exacerbou a atividade de areas pertencentes
aos circuitos neurais indutores de comportamentos de ingesta, (2) a OVX aumentou
0 peso corporal das fémeas e (3) ndo observamos fenétipo de ansiedade induzido
pela OVX no teste de neofagia, que requer uma privacéo de alimentos por 18 horas,
propomos que o0 circuito da fome possui maior relevancia na hierarquia
comportamental se comparado ao da ansiedade e, por isso, o efeito da OVX sobre a
ansiedade foi suprimido em favor do comportamento alimentar.

Para verificacdo da sensibilidade da ansiedade provocada pela auséncia
cronica de hormonios ovarianos a medicamentos ansioliticos, utilizamos o
tratamento agudo com diazepam, uma vez que, em humanos, 0os benzodiazepinicos
sdo ansioliticos classicos e clinicamente efetivos, independente da origem do

quadro de ansiedade (BODNOFF, et al., 1989, RICKELS et al., 1993). A droga, no
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grupo tratado, ou a salina (veiculo), no grupo controle, foi administrada na dose de
1mg/Kg via intra-peritoneal, 30 minutos antes dos testes comportamentais. Os testes
realizados, labirinto em cruz elevado, transi¢cdo claro-escuro e campo aberto, foram
escolhidos a partir de sua relevancia nos experimentos anteriores, nos quais vimos
aumento do fendtipo ansioso nos animais ovariectomizados. Utilizamos os
parametros total de entradas / numero de transi¢bes / cruzamentos totais, que 0s
testes nos forneceram, como medida de atividade locomotora, tendo em vista que
esta € fundamental para a interpretacdo dos mesmos e o diazepam pode exercer
efeito sedativo. No entanto ndo verificamos tal efeito no comportamento de
exploracdo dos animais dos grupos Sham e OVX, garantindo a validade dos nossos
resultados.

O teste do labirinto em cruz elevado e o teste transicdo claro escuro
demonstraram um efeito ansiolitico do diazepam. Este resultado corrobora os
achados de diversos outros pesquisadores que utilizaram a mesma dose, porém, em
camundongos machos (COLE e RODGERS, 1995; PULTRINI et al., 2006; PENG et
al., 2000; YADAVE et al., 2008).

No entanto, nos surpreendemos com o resultado obtido a partir do teste do
campo aberto, onde o grupo tratado apresentou um fenétipo ansioso se comparado
ao grupo salina. Entretanto, Laetitia Prut e Catherine Belzung, em uma ampla
revisdo de literatura publicada em 2003, intitulada “The open field as a paradigm to
measure the effects of drugs on anxiety-like behaviors: a review”, afirmam que,
embora os benzodiazepinicos classicos sejam amplamente utilizados no tratamento
clinico da ansiedade, sua administracdo aguda induz efeitos ansioliticos, indicados
por um aumento da porcentagem de entradas dos animais tratados na parte central
do campo aberto em 56% dos estudos. No entanto, em 31% dos estudos, essa
droga nao apresenta efeito e em 13% dos estudos apresenta efeito ansiogénico.

Sendo assim, € possivel que essa resposta diferenciada das fémeas OVX ao
dizazepam seja caracteristica deste modelo. Futuros experimentos testando o
dizepam em fémeas sham e machos, concomitantemente, podem nos auxiliar a
desvendar a razéo pela qual o modelo OVX responde diferentemente a esta droga.
Podemos ainda, futuramente, investigar o efeito de outros benzodiazepinicos neste

modelo.
130



Ao avaliarmos a expressao de Fos nos animais Sham e OVX do grupo naive
verificamos a ativacdo neural basal das estruturas relacionadas a ansiedade.

Nossos resultados demonstram que os animais OVX naive em relacdo aos
Sham naive apresentam menor ativacdo da amigdala basolateral, da regido CA1 do
hipocampo dorsal e CA2 do hipocampo ventral, além de apresentarem maior
ativacdo da amigdala central, da regido pré-limbica do coértex pré-frontal medial, do
ndcleo paraventricular do hipotdlamo e da é&rea hipotalamica lateral, diferencas

ilustradas na figura 56.

Ativacao basal do cérebro OVX em relagao ao Sham
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Figura 56: Figura esqueméatica demonstrativa das diferencas do padréo de ativagao de areas cerebrais relacionadas a
ansiedade do grupo OVX em relagdo ao Sham em condigao basal.

Levando em consideracdo que a atividade das estruturas cerebrais diferiu
entre grupos mesmo na auséncia de qualquer estimulo novo e/ou ansiogénico,

estes resultados sugerem que a auséncia dos hormdnios ovarianos, caracteristica
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da pés-menopausa, desencadeia modificacbes nestas estruturas alterando sua
excitabilidade neuronal basal.

Sabe-se que esteréides ovarianos influenciam a excitabilidade neural
modulando a atividade dos receptores de neurotransmissores e dos canais ibnicos
(MELLON, 1994; KAWATA, 1995; LAMBERT et al., 1995, RUPPRECHT &
HOLSBOER, 1999). Existem iniUmeros estudos sobre as a¢fes do estradiol no SNC
e a maioria dos dados dizem da capacidade do estradiol em aumentar a
excitabilidade neuronal ao aumentar a transmissdo glutamatérgica e diminuir a
inibicdo GABAérgica (SCHARFMAN & MACLUSKY, 2006). O estradiol eleva o
namero e a densidade das espinhas dendriticas além de alterar a formas destas
estruturas, efeitos que elevam a transmissao sinaptica glutamatérgica (MACLUSKY
at al., 2005; POZZO-MILLER et al., 1999; LI, et al., 2004). Além disso, o estradiol é
capaz de aumentar as acfes do glutamato em seus receptores ionotrépicos, NMDA
(RUDICK & WOOLLEY, 2000; ZAMANI, et al., 1999) e inibir as transmissdes
GABAérgicas diminuindo os efeitos do neurotransmissor GABA nos receptores
GABA, efeito verificado nas células piramidais de CAl1 do hipocampo de ratos
(RUDICK & WOOLLEY, 2000; SEGAL & MURPHY, 2001). Por outro lado, os
receptores de estradiol ERa €& expresso em subconjuntos de neurbnios
GABAérgicos (HART, et al., 2001). Este horm6nio € capaz de aumentar os niveis da
enzima sintética para o acido y-aminobutirico, acido glutamico descarboxilase
(GAD), aumentando, desta forma os niveis de GABA no SNC (RUDICK &
WOOLLEY, 2000; WEILAND, 1992). Desta forma, a relacdo do estradiol com a
excitabilidade pode n&o ser unidirectional, sua acdo no aumento da excitabilidade
neural é clara, mas o inverso também pode ocorrer (RHODES et al., 2004).

Com relagd@o a progesterona, uma seérie de estudos in vitro mostrou que seu
metabalito, a alopregnanolona, melhora as acées do GABA nos receptores GABAa
(MAJEWSKA, et al., 2005; BELELLI & LAMBERT, 2005). A expressao de receptores
GABA\ sensiveis a alopregnanolona é generalizada e robusta em muitas condigdes,
dentre elas, cultura celulares e de tecidos e fatias de cérebro. No entanto, é
importante ressaltar que outras progestinas, como a propria progesterona e a
dihidroprogesterona, podem ter acdes relevantes na diminuicdo da excitabilidade

neuronal no hipocampo, independente da formagdo de alopregnanolona
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(EDWARDS et al., 2001). Brown e colaboradores, em 1987, demonstraram que 0s
efeitos das progestinas podem ser potencializados na presenca do estradiol uma
vez que este hormoénio induz a sintese dos receptores de progestinas (BROWN at
al., 1987). Por outro lado, as progestinas agem através de receptores nucleares
inibindo as fungdes dos receptores de estrogénios (LEAVITT, et al., 1987). Desta
forma, a progesterona excerce dois efeitos, via seus proprios receptores de forma
dependente dos niveis de estradiol e agindo nos receptores GABAA apos ser
convertida em alopregnanolona (SCHARFMAN & MACLUSKY, 2006).

Coerente com estes resultados, podemos sugerir que a inibicdo basal da
excitabilidade neural encontrada nas fémeas OVX deve-se a regulagéo para baixo
do sistema glutamatérgico em resposta a auséncia de estradiol. Em contrapartida,
nas areas hiperativadas, podemos sugerir uma regulacdo para cima do sistema
GABAérgico, devido a auséncia do mesmo horménio nas fémas OVX. Logo, seria
muito interessante, em experimentos futuros, quantificar os niveis de GABA nas
areas onde a excitabilidade basal foi aumentada pela OVX. De fato, a densidade de
neurbnios glutamatérgicos € alta na BLA, ao passo que na CeA, ha uma
preponderancia de neurdnios GABAérgico (TYE, 2011). Experimentos futuros
poderdo nos indicar a identidade dos neurbnios positivos para Fos, ja que este
marcador nao é especifico para neurdnios GABAErgicos ou glutamatérgicos.

Jennings e colaboradores, em trabalho publicado em 2013, demonstraram,
em camundongos, que o aumento da ativacdo da area hipotalamica lateral leva a
um aumento do comportamento de ingesta, 0 que nos leva a crer que a maior
ativacdo basal desta estrutura, detectada nos animais ovariectomizados ao
compara-los aos controle, possa justificar o maior aumento de peso ao longo das 12
semanas observados neste grupo experimental.

Suzuki e colaboradores, em 2016, demonstraram um aumento na ativacdo de
neurdnios da porgao pré-limbica do coértex pré-frontal medial que se projetam para a
amigdala durante a tarefa de condicionamento ao medo. Posto isto, esta area
parece facilitar a resposta diante de estimulos ansiogénicos. Acreditamos que a
maior ativacdo basal desta estrutura nos animais OVX, em relacdo aos controle,

seja um facilitador de seu maior fenétipo ansioso.
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Tovote e colaboradores, no ano de 2015, afirmou que, projecdes da CeA para
a PAG, quando ativadas desinibem nucleos da substancia cinzenta periaquedutal
levando a comportamentos de fuga e freezing. A maior ativacdo basal da CeA nos
animais ovariectomizados quando comparados aos controles, pode estar
favorecendo a via de desinibicdo da susbstancia cinzenta periaquedutal,

responsavel por responstas ansiogénicas.

Para a mensuracao da expressao de Fos induzida por evento ansiogénico,
utiizamos o teste do labirinto em cruz elevado modificado. Como ja dito
anteriormente, o aparato consiste em mesmo labirinto de acrilico, porém, com
acesso livre apenas para porcdo central e bracos abertos. Esta modificacdo foi
necessdaria para impossibilitarmos a fuga do animal para os bracos fechados, um
ambiente menos aversivo, tornando o teste predominantemente ansiogénico.

As analises comportamentais foram realizadas a partir da divisdo dos bracos
abertos em porcBes: proximal, intermediaria e distal em ordem crescente de
aversividade. Verificamos que 0s animais ovariectomizados exploram menos e por
um tempo menor as regides intermediaria e distal e passam mais tempo no centro
do aparato quando comparados ao grupo Sham, além de exibirem outros
comportamentos do tipo-ansiosos correntemente analisados no EPM tradicional,
como comportamento de avaliagdo de risco aumentado e comportamento de
mergulhos de cabeca diminuido, indo ao encontro dos nossos resultados anteriores.

Ao verificamos a ativagdo neural das estruturas relacionadas a ansiedade
durante uma situagdo ansiogénica, observamos que os animais OVX tarefa em
relacdo ao grupo Sham tarefa apresentam menor ativacdo da porcao infra-limbica
do cértex pré-frontal medial e uma maior ativacdo do nucleo dorsomedial do

hipotalamo, diferencas ilustradas na figura 57.
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Ativacao do cérebro OVX em relagdo ao Sham durante
tarefa ansiogénica

A Semelhancas

T A Aumento

A Diminuicéo

VHPC /

° A dHPC
C DG
CA1
: CA2 A \
VTA

CA3

PVN

ovBNSTq>
adBNST

Figura 57: Figura esquemética demonstrativa das diferencas do padréo de ativagao de areas cerebrais relacionadas a

ansiedade no grupo OVX em relagdo ao Sham e OVX em condicdo ansiogénica.

Nascimento e colaboradores, em 2010, demonstraram que lesdes no nucleo
dorsomedial do hipotalamo diminuem o0 comportamento de esquiva em
camundongos. Por outro lado, uma maior ativagcdao desta regido aumenta o
comportamendo de esquiva dos animais. Esta observagdo corrobora com os
abservados neste trabalho, uma vez que o grupo ovx, se comparados aos controles,
apresentam uma maior ativacdo do DHM e apresentaram um maior comportamento
de esquiva no teste do labirinto em cruz elevado modificado ao permaneceram um
maior tempo na por¢ao central em relagdo ao grupo sham.

Suzuki e colaboradores, no ano de 2016, demonstraram a ocorréncia de
maior ativagéo de neurdnios da porgéo infra-limbica do cortex pré-frontal medial que

se projetam para a amigdala durante tarefas de extincdo do medo condicionado.
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Desta forma, uma maior atividade desta regido parece suprimir respostas diante de
estimulos ansiogénicos. Acreditamos que a menor ativacao desta regido observada
no grupo ovariectomizado, quando comparados ao grupo controle, ndo esteja sendo
suficiente para modular/suprimir as respostas tipo-ansiosas destes animais diante de
uma situagao ansiogénica.

Observamos um menor namero de diferencas encontradas entre 0s grupos
Sham e OVX durante a tarefa ansiogénica quando comparados ao numero de
diferencas encontradas entre grupos em situacao basal, como ilustrado na figura 58.
Este fato nos demonstrou que o padrdo de ativagdo do cérebro dos animais OVX
naive se encontra mais distante do padrédo de ativacdo do cérebro Sham Naive se
compararmos com o0s padrbes de ativacdo entre os grupos durante a tarefa e,
possivelmente, o cérebro dos animais Sham e o cérebro dos animais OVX buscam

se ajustar de maneira semelhante as situacdes que geram ansiedade.

Ativacao de areas cerebrais relacionadas a ansiedade no grupo
OVX em relacdo ao Sham condicao basal e ansiogénica

Naive X Tarefa

OVX em relacéo ao Sham OVX em relacdo ao Sham

A Semelhancas
A Aumento

A Diminuigcdo

Figura 58: Figura esquematica demonstrativa das diferencas do padrao de ativacdo de areas cerebrais relacionadas a

ansiedade no grupo OVX em relagdo ao Sham condi¢éo basal e ansiogénica.
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Uma observacédo que merece destaque € o significativo aumento de ativacéo
do ndcleo ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal no grupo OVX durante
a tarefa ansiogénica. Como ja abordado no presente trabalho esta regido faz parte
das regides de iniciacdo da resposta relacionada a ansiedade, conhecida,
particularmente, por atuar como um centro de controle dos comportamentos de
medo. Graeff e colaboradores, em estudo publicado no ano de 2005, demonstraram
que a estimulagdo da substancia cinzenta periaquedutal elicia respostas
relacionadas a ansiedade e ao panico. O que justifica o fenotipo ansioso observados
no grupo OVX quando comparados com o grupo Sham.

Desta forma, a maior ativacdo da PAG pode justificar o comportamento do
tipo ansioso dos animais do grupo OVX quando comparados ao grupo Sham. Este
aumento ativacdo da PAG no grupo OVX tarefa, por sua vez poderia ser explicado
pela auséncia da modulacéo (diminuicdo da atividade) da BLA durante a tarefa, que
ocorre no grupo Sham quando comparados ao grupo OVX. De acorco com Tye,
2011, a CeA predominantemente GABAérgica (~ 95% dos neurbnios) recebe
projecBes excitatérias da BLA e, portanto, a ativacdo da CeA que, por sua vez, envia
projecOes para PAG poderia agir de forma a inibir neurénios que agem na inibicéo
desta estrutura.

E interessante observar, ainda, que, a0 compararmos 0s grupos Sham e
OVX, a variacdo de ativacdo neuronal das areas relacionadas a ansiedade diante
das situacdes naive e tarefa no grupo Sham séo consideravelmente maiores quando
comparadas ao grupo OVX. Olhando cuidadosamente os graficos verificamos que 0
padrao de ativacédo basal da maioria das estruturas do grupo OVX se aproxima ao
padrdo de ativacdo durante tarefa ansiogénica. O que nos leva a crer que a
ansiedade basal desses animais deva estar elevada embora ndo a tenhamos
medido. Assim, por ja estarem possivelmente ansiosos em situacdo basal, a
ativacdo durante a tarefa em que emitem comportamento do tipo-ansioso nao se
altera com a mesma frequéncia e amplitude com que ocorre no grupo Sham.

E digno de nota que o método da imunohistoquimica para a analise da
expressao de Fos, utilizado neste trabalho para verificarmos a ativacdo neuronal,

embora bastante util, ndo é temporalmente preciso. Desta forma, o padrdo de
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ativacdo que observamos no grupo tarefa ndo €, necessariamente, correspondente
somente ao comportamento tipo-ansioso, mas ao resultado de toda modulagédo que
ocorre entre estruturas desse complexo circuito para se adaptar a tarefa

ansiogénica.
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7. Conclusao

O presente estudo revelou que o modelo de OVX é apropriado para o estudo
da ansiedade induzida pela p6és-menopausa tendo em vista que satisfez (1) o critério
da validade aparente, onde o fenétipo animal deve reproduzir as condigcdes
humanas; (2) o critério da validade preditiva, o qual postula que agentes
farmacoldgicos que reduzem a condicdo patolégica em humanos, devem ser
efetivos em animais e (3) a validade de construtucto, sengundo a qual as causas da
doenca em humanos devem ser equivalentes em modelos animais, uma vez que
camundongos fémeas ovariectomizadas e mulheres na menopausa apresentam
severa queda nos niveis de horménios ovarianos e, portanto, possuem a mesma
base neurobiol6gica para a manifestacdo da ansiedade.

Além disso, avangamos um passo importante na busca pelas bases neurais
da ansiedade induzida pela menopausa, ja que observamos um padrao de ativacao
de areas ansiogénicas e ansioliticas diferente em fémeas OVX, em comparagao

com fémeas Sham.
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