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RESUMO

A menopausa é caracterizada pela auséncia de menstruacdo e a principal mudanca fisiologica
que o corpo da mulher sente é a queda do hormdnio estrogénio. Os horménios sexuais femininos
estdo intimamente ligados ao envelhecimento e a progressdo de desordens neuroldgicas, 0
estrogénio no cérebro previne a deterioracdo das habilidades cognitivas, evidenciando assim,
seu papel neuroprotetor. A circuma vem despertando interesse nos Gltimos anos como um
agente terapéutico devido as suas caracteristicas anti inflamatorias. A curcumina, composto
bioativo da circuma, vem se destacando por apresentar um fator neuroprotetor, sendo assim,
um potencial composto que contribui para a melhora das fungdes cerebrais. O trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da curcumina sobre a memoria de reconhecimento de objetos em
ratas ovariectomizadas. Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar na idade adulta. Os animais
foram submetidos ao procedimento cirdrgico para retirada dos ovarios (ovariectomia - OVX)
ou submetidos a simulacdo de retirada do 6rgdo (celiotomia - SHAM). Ap0s a cirurgia 0s
animais foram separados em grupos com 12 animais cada, para o teste comportamental de
reconhecimento de objetos. A partir de 15 dias pds cirurgia as ratas OVX e SHAM curcumina
(OVX-C e SHAM-C) receberam via gavagem a curcumina na dose de 50mg/Kg, ou veiculo
(OVX+V e SHAM+V), outros dois grupos foram os controles hormonais onde um grupo
recebeu por via subcuténea 17p-estradiol (10 pg / kg) (OVX+E) e o0 outro grupo recebeu 6leo
de milho como controle (OVX+OM). A duracdo do tratamento com curcumina foi de dezessete
dias, sendo que no 14° dia foi realizado o teste de campo aberto e no décimo quinto dia o teste
de reconhecimento de objetos foi iniciado em cada grupo. Ao final dos testes foi realizada a
eutanasia dos animais, onde, foram decapitados para retirada do hipocampo, para posterior
analise da expressdo das proteinas BNDF, Sinaptofisina e GFAP por Western Blotting, e
retirados e pesados o0s tecidos adiposos e utero. Como resultado da caracterizacdo do déficit de
memoria, 0 grupo ovariectomizado apresentou aumento do tempo de exploracdo ao objeto
familiar e uma reducgéo do tempo de exploracdo ao objeto novo em 2 e 24h no teste de
reconhecimento de objetos, quando comparado ao grupo Sham. Quanto aos animais que
receberam o tratamento com estradiol e com curcumina, foi notada uma melhora das memorias
de curta e longa duracdo quando comparado ao grupo OVX+veiculo. Em relagcdo ao peso
corporal € possivel notar que os grupos submetidos a ovariectomia apresentaram maior ganho
de peso em relagdo ao grupo sham, e o tratamento com estradiol mostrou-se capaz de reduzir o
peso dos animais, ja a curcumina ndo mostrou resultados quanto a reducdo do peso em animais

OVX+C. O acumulo de gordura ndo foi diferente em ambos 0s grupos, independentemente do



tratamento. Quanto ao Utero, o grupo ovariectomizado apresentou menor peso, sendo a falta do
estrogénio o fator que leva a involucédo deste 6rgdo. Sobre a avaliagdo da expressao de proteinas
BDNF, Sinaptofisina e GFAP ndo foram encontradas diferencas entre os grupos OVX e Sham,
Podemos concluir que o tratamento com curcumina reverteu os déficits de memoria observados

nas tarefas de reconhecimento de objetos nas ratas ovariectomizadas.

Palavras chave: circuma; memoria; menopausa; estrogénio.



ABSTRACT

Menopause is characterized by the absence of menstruation and the main physiological change
that a woman's body experiences is the drop in the hormone estrogen. Female sex hormones are
closely linked to aging and the progression of neurological disorders, estrogen in the brain
prevents the deterioration of cognitive abilities, thus evidencing its neuroprotective role.
Turmeric has aroused interest in recent years as a therapeutic agent due to its anti-inflammatory
properties. Curcumin, a bioactive compound of turmeric, has been highlighted for presenting a
neuroprotective factor, thus, a potential compound that contributes to the improvement of brain
functions. The objective of this work was to evaluate the effect of curcumin on object
recognition memory in ovariectomized rats. Adult female Wistar rats were used. The animals
were submitted to the surgical procedure for removal of the ovaries (ovariectomy - OVX) or
submitted to simulated organ removal (celiotomy - SHAM). After surgery, the animals were
separated into groups of 12 animals each, for the object recognition behavioral test. From 15
days after surgery, OVX and SHAM curcumin rats (OVX-C and SHAM-C) received curcumin
via gavage at a dose of 50mg/Kg, or vehicle (OVX+V and SHAM+V), two other groups were
hormonal controls where one group received 17B-estradiol (10 pg / kg) subcutaneously
(OVX+E) and the other group received corn oil as a control (OVX+OM). The duration of
treatment with curcumin was seventeen days, and on the 14th day the open field test was
performed and on the fifteenth day the object recognition test was started in each group. At the
end of the tests, the animals were euthanized, where they were decapitated to remove the
hippocampus, for later analysis of the expression of BNDF, Synaptophysin and GFAP proteins
by Western Blotting, and the adipose tissues and uterus were removed and weighed. As a result
of the characterization of memory deficit, the ovariectomized group showed an increase in
exploration time for the familiar object and a reduction in exploration time for the new object
at 2 and 24 h in the object recognition test, when compared to the Sham group. As for the
animals that received treatment with estradiol and curcumin, an improvement in short and long-
term memories was noted when compared to the OV X+vehicle group. Regarding body weight,
it is possible to note that the groups submitted to ovariectomy showed greater weight gain
compared to the sham group, and the treatment with estradiol was able to reduce the weight of
the animals, while curcumin did not show results in terms of reduction. of weight in OVX+C
animals. Fat accumulation was not different in both groups, regardless of treatment. As for the
uterus, the ovariectomized group had a lower weight, with the lack of estrogen being the factor

that leads to the involution of this organ. Regarding the evaluation of the expression of BDNF,



Synaptophysin and GFAP proteins, no differences were found between the OVX and Sham
groups. We can conclude that curcumin treatment reversed the memory deficits observed in

object recognition tasks in ovariectomized rats.

Keywords: turmeric; memory; menopause; estrogen.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a expectativa de vida
da mulher brasileira no ano de 2019 era de 80,1 anos de idade (IBGE, 2020). Assim, pode-se
observar que aproximadamente pelo menos um terco da vida a mulher vivera na fase pés
menopausa, 0 que representa um maior tempo sem a protecdo do estrogénio e 0 maior risco
de desenvolver déficits cognitivos (PATRICIO et al., 2020).

O envelhecimento por si s6 é um fator de risco para o desenvolvimento de déficits
cognitivos devido ao estresse oxidativo e inflamagdo que aumentam com a idade e estes
fatores reduzem a qualidade de vida e podem aumentar 0s gastos com tratamentos tanto para
a familia quanto para o sistema de salde publica (SARKER; FRANKS, 2018).

Durante a adolescéncia, os ovarios iniciam a producdo dos hormonios responsaveis pelas
caracteristicas femininas, a partir disso, a mulher passa por vérios ciclos em sua vida
terminando-os com a chegada do climatério e posteriormente da menopausa (SELBAC et al,
2018). Os hormdnios mais relevantes durante toda esta fase sao o estrogénio e a progesterona,
que ficam responsaveis pelas caracteristicas femininas. Com a chegada da menopausa ocorre
a queda na producédo destes hormonios e consequentemente também ocorrem alteragcdes no
corpo da mulher (CURTA et al, 2020).

A Terapia de Reposicdao Hormonal (TRH) vem sendo ha anos como uma das primeiras
alternativas para minimizar os principais sintomas presentes na fase da menopausa, porém a
mesma também pode apresentar alguns efeitos negativos no organismo feminino (JOHNSON
et al. 2019). Com isso surge a necessidade do desenvolvimento de tratamentos alternativos
aos farmacoldgicos e os estudos de nutracéuticos apontam resultados satisfatérios.

A curcuma € uma especiaria muito utilizada na culinaria de varios paises e além de
proporcionar cor e sabor aos alimentos, € rica em antioxidantes e compostos anti-
inflamatorios, conferindo propriedades protetoras para os sistemas cardiovascular e nervoso.
A curcumina, principal composto bioativo da curcuma atua no cérebro reduzindo a inflamagéo
e melhorando as fungdes sinépticas e na plasticidade neuronal, contribuindo assim com a
memoria e outras funcdes cognitivas (KOTHA; LUTHRIA, 2019). Portanto, torna-se
relevante estudar o efeito da curcumina na modulagéo das alteragGes cognitivas induzidas pela

ovariectomia experimental.



16

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MEMORIA E COGNICAO

A cognicdo, faz referéncia a tudo o que esté relacionado com o conhecimento. Adquirir
informacdes por meio da aprendizagem ou experiéncias e processamos através da percep¢ao
dos diferentes sentidos, e que permitem integrar todas essas informacGes para avaliar e
interpretar. A cognicgéo inclui diferentes processos cognitivos, como a aprendizagem, atencéo,
memoria, linguagem, raciocinio, tomada de decisdes, etc, que fazem parte do desenvolvimento
intelectual e experiéncias. O processamento dessas informagdes influencia no comportamento
e nas emocdes e funciona em conjunto para integrar 0s novos conhecimentos e criar uma
interpretacdo do mundo. Os processos cognitivos podem ocorrer de forma natural ou artificial,
consciente ou inconsciente, mas geralmente sdo rapidos e funcionam constantemente
(CROMWELL; PANKSEPP, 2011; SCREENA; ILANKUMARAN, 2018).

A memdria € um dos processos cognitivos, possui complexidade em relacdo a
capacidade de adquirir, reter e recordar informacgdes na qual o cérebro armazena (ARGYROUSI
et al., 2020; SCHIMIDT et al., 2019). As memorias guiam 0s comportamentos do ser humano
de modo continuo e sdo de grande importancia para todos os organismos, incluindo todas as
habilidades mentais e processos relacionados ao conhecimento, como a atencdo, memoria,
raciocinio, compreensdo e producdo linguistica, e o significado de cada lembranca esta
intimamente ligado a capacidade desta de se manter armazenada (KOL et al. 2020; LUINE,
2014).

Uma memoria passa por trés fases distintas para que se ocorra a consolidacdo da mesma.
Na primeira fase, de aquisicdo, as informacgdes sensoriais sdo processadas e codificadas
precocemente no cérebro, a segunda fase, de consolidacdo, representa a capacidade de
transformar uma memoria instavel para uma memoria estavel, ocorrem nesta fase duas etapas
que dizem respeito ao tempo de consolidacdo ou “janela de consolidagdo”, sendo a curto e a
longo prazo, onde a memoria de curto prazo passa a ser intermediaria e posteriormente esta
mesma memoria se consolida como de longo prazo. Ja na fase final, de recuperacdo, é onde a
memoria ja consolidada pode ser acessada e recuperada de seu armazenamento (SHEPPARD
et al. 2018; KOL et al. 2020).

A memoria pode ser classificada por memdria declarativa ou explicita, que consiste na
lembranca consciente e intencional de fatos, experiéncias vividas e conceitos (como

conhecimentos gerais). A memoria ndo declarativa ou implicita se refere a aprendizados
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inconscientes adquiridas, como habilidades motoras, preferéncias/gostos e outras habilidades
como digitar um texto, ligar um aparelho eletrénico, entre outros (SOUZA 2022,
CAMMAROTA et al., 2007).

A memoria declarativa pode ser classificada pelo tempo de armazenamento da mesma,
sendo a memoria de trabalho que é pensada como um processamento da informacéo, sendo o
tempo de duracdo desta apenas alguns segundos e ndo deixando nenhum traco de alteracdes
bioquimicas no cérebro. J& a memoria de curta duracdo tem duracdo de algumas horas (1 a 6
horas aproximadamente) e é dependente de atividade enzimatica em pontos especificos como
0 hipocampo e cortices entorrinal e perirrinal. A memoria de longa duragdo armazena a
informacao por horas, dias e até anos, esta utiliza um maior nimero de areas no cérebro (como
hipocampo, amigdala, cerebelo, entre outros) para o armazenamento (NEVES, 2020; NORRIS,
2017).

O processo de memoria em roedores se difere quanto a subdivisdo da memoria explicita
e implicita, onde ambas se dividem em associativa e ndo associativa. A memdria associativa
ocorre devido ao ambiente ser organizado de forma que possibilite a resposta do animal para
determinado resultado. J& a memoria ndo associativa ocorre por interacdo e resposta de
estimulos. Assim, o teste de reconhecimento de objetos avalia a memoria associativa e o teste
de campo aberto avalia a memoria ndo associativa (figura 1) (NEVES, 2020; QUILLFELDT,
2015).

Figura 1 - Principais tarefas de avaliacdo do aprendizado e memoria em roedores.
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Meméria ‘ |
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| Implicita

|Condicionamento
aosom

‘ ;
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Fonte: NEVES, 2020.

Nota: De forma didatica, a memoria em animais pode ser dividida em memdria explicita e
explicita e ambas podem ocorrer por associacao ou nao.
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Segundo Furini et al., (2020) “nos roedores, a tarefa de reconhecimento de objetos
tornou-se um paradigma amplamente utilizado para avaliar a memoria de reconhecimento,
permitindo a investigacdo de mecanismos relacionados a neurobiologia da memaoria mamifera”.
A estrutura cerebral que foi identificada como mais atuante no processo de consolidacdo e
reconsolidacdo da memoria no teste de reconhecimento de objetos é o hipocampo,
principalmente a area CA1 (FURINI et al,. 2020).

Na memoria de reconhecimento o papel do hipocampo é de contribuir para a memoria
declarativa, ele desempenha uma funcéo importante no processamento das relacGes entre 0s
itens e principalmente em representagdes vinculadas a informag6es contextuais. Os processos
vinculados ao hipocampo associam-se pelo conceito de recolhimento episddico, ja para a
memoria de reconhecimento de objetos individuais € realizada pelo processamento da
familiaridade (BIRD, 2017).

O hipocampo ¢ envolvido na formacdo e consolidacdo de novas memdrias associativas,
onde armazena, recupera e aplica memorias de diferentes padrdes e de forma flexivel a novas
situagBes. O hipocampo atua como uma rede de associa¢fes automaticas, onde permite que
através dos padrdes que ja existem possam completar novas memorias com base nas
representacdes ja armazenadas (YASSA; STARK, 2011).

Nos ultimos anos a plasticidade neuronal em roedores foi bem documentada, enquanto
no cérebro humano permanece em grande parte indireta. A neuroplasticidade implica em
mecanismos distintos, entre eles a formacdo de neurbnios recém-nascidos em areas
proliferativas como o hipocampo e a participagcdo nos mecanismos de formacéo e consolidacédo
da memoria (AMATO; SPERANZA; VOLPICELLI, 2020).

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) esta intimamente relacionado aos
fatores reguladores chave da plasticidade sinaptica e o aprendizado e a memdria dependerem
de processos de sinalizagdo e comunicagdo precisas entre 0s neurdnios, fato este que faz com
que a atencao sobre o BDNF venha aumentando nos ultimos anos. O BDNF é pertencente a
uma familia de proteinas das neurotrofinas, e € 0 que se encontra em maior quantidade no
cérebro adulto, principalmente na regido do hipocampo (SASI et al., 2017; KOWIANSKI et
al., 2018).

Segundo Palazs et al., 2020 ‘As altera¢cdes na regulagdo de fatores neurotroficos

especificos e seus receptores parecem estar envolvidas na neurodegeneracdo. As neurotrofinas
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previnem a morte celular e apoiam a proliferagdo e maturagdo neuronal, aumentando o
crescimento e a funcdo dos neuronios afetados na doencga de Alzheimer e doenga de Parkinson’.
A distribuicdo de BDNF dentro dos neurdnios da regido da banda basal, hipocampo e cértex
frontal sugere que o BDNF pode apresentar um papel proeminente na funcdo cognitiva
(LUINE; FRANKFURT, 2012).

2.2. MENOPAUSA E DEFICITS COGNITIVOS

A menopausa € caracterizada pela auséncia de menstruacao por um periodo de um ano,
fato este que acontece quando a mulher esta entre 45-55 anos de idade. Vale ressaltar que o
processo de cessacdo da menstruacao é um processo que leva alguns anos, periodo em que se
iniciam as menstruacdes irregulares e outros fatores que caracterizam a fase da peri menopausa
(KUPCEWICZ et al., 2021).

O estrogénio é produzido nos ovarios a partir do colesterol e atua como mediador
quimico em vérias células do corpo, desencadeando respostas fisiologicas e emocionais e
mantendo as fungdes normais do organismo feminino como: ditar caracteristicas sexuais;
desenvolvimento e funcionamento dos 6rgdos reprodutores, manutencdo da gravidez e
regulacdo do ciclo menstrual (SELBAC et al., 2018).

A principal mudanca fisiolégica que o corpo da mulher sente na fase da menopausa é a
gueda do horménio estrogénio e de seus derivados. Esta auséncia pode trazer prejuizos na
qualidade de vida, pois podem estar relacionados com alteracGes de humor e de sono, cansaco
e desanimo, secura vaginal, perda de interesse sexual, ondas de calor e suores noturnos,

osteoporose, distdrbios metabdlicos, distdrbios cognitivos, entre outros (CURTA et al., 2020).

A substituicdo fisioldgica apropriada do estrogénio alivia 0s sintomas da menopausa,
podendo melhorar vérios aspectos na salude da mulher (SULLIVAN, SARREL, NELSON,
2016). A Terapia de Reposicdo Hormonal (TRH) caracteriza-se por substituir os horménios
estrogénio e progesterona para reduzir e/ou melhorar alguns dos principais sintomas da fase de
climatério e dos primeiros anos da menopausa. O principal sintoma que a TRH visa a melhora
sdo os sintomas vasomotores, como as ondas de calor e suores noturnos, porém o mesmo
também auxilia na prevencao da queda da densidade 0ssea e outros fatores (SCHEYER et al.,
2018).
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Os horménios sexuais femininos estdo intimamente ligados ao envelhecimento e a
progressao de desordens neuroldgicas, 0 estrogénio no cérebro previne a deterioracdo das
habilidades cognitivas em mulheres mais velhas, evidenciando assim, seu papel neuroprotetor
(ECHEVERRIA et al, 2021).

Sabe-se que o estrogénio participa no processo de aprendizagem e memoria através dos
receptores encontrados em diversas partes do cérebro, inclusive nas regiées de importancia de
consolidacdo de memorias. Os estrogénios afetam de maneira rapida os potenciais poés-
sinapticos das membranas e sistemas de neurotransmissores, isso faz com que a ativacao e
consolidagdo da memoria seja estabelecida de forma mais rapida e efetiva. (SHEPPARD et al.
2018).

Os receptores de estrogénio estdo presentes em grandes quantidades em algumas
estruturas neurais do cérebro como o hipotadlamo, onde é o centro termorregulador primario e
regulador dos ciclos circadianos, e também em regibes de importancia para o aprendizado e
memoria como o cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala e cortex cingulado posterior, estes
receptores se encontram na membrana plasmatica, ndcleo e mitocondrias das células. O cérebro
tenta compensar a queda do estrogénio, porém em algumas mulheres esta adaptacédo é reduzida
ou inexistente. Com a reducdo do horménio, consequentemente, estima-se que algumas dessas
funcBes sejam prejudicadas e inclusive algumas mulheres ja relataram tal acontecimento, porém
as pesquisas ainda ndo sao conclusivas a respeito e ressalta-se a necessidade de mais estudos
(MORGAN et al., 2018; SCHEYER et al., 2018).

Um grande estudo de coorte de base populacional teve como objetivo associar os fatores
reprodutivos e hormonais e o risco de comprometimento cognitivo em mulheres que passaram
pela fase da menopausa natural, 0 mesmo contou com a participacdo de 8.222 mulheres com
idade entre 45-74 anos, onde responderam um questionario inicial com dados demograficos,
historico de saude e medidas antropométricas, apds isto as participantes receberam trés visitas,
de seis em seis anos, dos pesquisadores para 0 acompanhamento e aplicacao do teste de fungéo
cognitiva (Mini Exame do Estado Mental Modificado de Cingapura). Como conclusfes 0s
autores relacionaram que 0 menor tempo reprodutivo foi um fator de risco para o
desenvolvimento de comprometimento cognitivo a longo prazo e que o uso de contraceptivos
e/ou de terapia de reposi¢do hormonal foi um fator protetor contra o prejuizo cognitivo (SONG
et al., 2020).
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Im e colaboradores (2019) objetivou em seu estudo explorar as diferencas raciais/étnicas
nos sintomas cognitivos das mulheres de meia-idade e determinar os multiplos fatores que
influenciaram os sintomas cognitivos destas. Incluiu-se neste estudo mulheres de idade entre
40-60 anos das diferentes etnias (316 ndo hispanicos [NH] brancos, 255 hispanicos, 250 afro-
americanos do NH e 233 asiaticos do NH) sendo 1.054 participantes no total, este projeto foi
parte de uma pesquisa maior e utilizou somente os dados voltados para a salide, caracteristicas
da menopausa e sobre o Indice de Sintomas Cognitivos para Mulheres de Meia-ldade, do
questionario aplicado nas entrevistadas. Como principais resultados os autores relataram que
existiam diferengas significativas entre as etnias e a gravidade de sintomas cognitivos, as
participantes da etnia asiatica ndo hispanica tiverem um menor score quando relacionadas com
as outras etnias sobre a gravidade de sintomas cognitivos. E as condi¢des sociodemograficas,
de saude e periodo em que passou pela menopausa também influenciaram positivamente o

agravamento dos sintomas cognitivos em todos 0s grupos.

2.3 MODELO DE OVARIECTOMIA EXPERIMENTAL E O DESENVOLVIMENTO DE
DEFICITS COGNITIVOS

Para a mulheres a senescéncia reprodutiva é chamada de menopausa, nos roedores esta
fase € denominada de estropausa, onde os ciclos irregulares se iniciam a partir do nono més até
um ano de idade, ap06s isto as ratas entram em estado de estro permanente (CAROLINO et al.,
2019).

A ovariectomia € uma cirurgia que consiste na retirada dos ovarios para a simulacéo da
falta dos horménios sexuais femininos. O uso desta técnica é vantajoso pois possibilita
resultados semelhantes a menopausa em um menor espago de tempo e 0 uso de roedores como
modelos animais é amplamente utilizado em pesquisas, devido a sua semelhanca das estruturas

anatdmicas com a dos humanos (RAMOS, 2018).

A realizacdo deste modelo de inducdo de menopausa permitiu um maior conhecimento
sobre 0s mecanismos de atuacdo dos hormodnios no organismo e principalmente os efeitos
causados pela falta dos mesmos. A ovariectomia pode ser realizada de trés modelos diferentes:
uma unica incisdo cirdrgica; incisdes dorsolaterais duplas e uma tnica inciséo transversa ventral
na parte media do abdémen (SOUZA et al, 2019).
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Este modelo é o mais bem caracterizado e relatado para experimentacdo dos efeitos do
hipoestrogenismo em ratas da linhagem Wistar em idade adulta. A ovariectomia é o modelo
gue mais se assemelha as caracteristicas da menopausa em mulheres (MEDINA-CONTRERAS
et al., 2020).

Segundo FIORIN (2019), o uso da ovariectomia vem sendo amplamente utilizado para
pesquisas translacionais. Atraves de cirurgia em animais jovens-adultos, saudaveis e em fase
de reproducdo. Apds uma ou duas semanas 0s niveis do hormonio estrogénio se encontram nos

mais baixos niveis, sendo o periodo ideal para se iniciar as intervencdes.

O estudo de Khalegui et al., (2021) visou associar dois modelos diferentes de estresse
em ratas ovariectomizadas e o impacto do estrogénio nos comportamentos cognitivos. Neste
estudo foram utilizadas ratas com 21-22 semanas de vida que foram submetidas a cirurgia
ovariectomia ou a cirurgia controle. Posteriormente foram divididas em grupos experimentais,
onde cinco grupos foram expostos ao estresse fisico, cinco grupos ao estresse psicoldgico e dois
grupos nao foram expostos a nenhum tipo de estresse, (ovx e sham controles). Foram realizados
o0 teste de campo aberto, labirinto em cruz elevado, labirinto aquatico de Morris e teste de
esquiva passiva. Como conclusdo os autores encontraram que a exposi¢do aos diferentes tipos
de estresse contribuiu para o desenvolvimento dos distarbios cognitivos e nas ratas

ovariectomizadas os sintomas foram acentuados quando comparados ao grupo controle.

Outro estudo visou analisar a influéncia do estrogénio na reversdo do déficit cognitivo
em ratos expostos ao etanol. Foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley machos e
fémeas em idade pos-pubere. Os grupos testes receberam uma injecéo intraperitoneal aguda de
etanol ou veiculo e posteriormente receberam 2ug de Benzoato de estradiol (EB) com ou sem
500ug de progesterona em 100ul de 6leo de amendoim, um grupo de machos recebeu o
horménio feminino e um grupo fémeas foi submetido a ovariectomia para controlar flutuacdes
hormonais. Apds isto, 0s animais foram treinados no paradigma do condicionamento do medo
e 24 horas ap0s o treinamento todos os ratos foram testados para o condicionamento do medo
contextual. Como principais resultados foram encontrados que os efeitos do etanol na memoria
contextual do medo sdo especificos do sexo e influenciados pelo horménio estrogénio, a
administracdo de estrogénio exdgeno em ratos machos melhorou a memoria e introduziu a

sensibilidade ao deficit de memdria induzido pelo etanol (SIRCAR, 2018).

Wada e colaboradores (2018) desenvolveram um modelo animal de obesidade pos

menopausa para avaliar comportamentos do tipo ansioso e depressivo. Foram utilizados
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camundongos que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e cirurgia controle, além de,
contar também com o grupo de reposi¢cdo hormonal de estrogénio. Os grupos consumiram
durante o periodo de experimento uma dieta rica em gordura. Ao final, foram realizados 0s
testes de campo aberto, caixa claro-escuro, nado forcado e suspensdo da cauda. Entre os
resultados encontrados, os autores concluiram que o nivel hipotalamico da proteina BDNF
tendeu a reduzir em camundongos ovariectomizados e que consumiam a dieta rica em gordura,

mas o tratamento com estrogénio n&o aumentou.

Um estudo teve como objetivo investigar os efeitos da privacdo de estrogénio na
memoria e na expressdo de proteinas relacionadas a memdria, em diferentes momentos apds a
ovariectomia. O experimento foi realizado com camundongos submetidos a cirurgia para a
retirada dos ovarios ou a cirurgia de simulacéo e apos 2, 4 e 8 semanas 0s camundongos de cada
grupo foram selecionados aleatoriamente para exame comportamental. Os testes
comportamentais realizados foram: reconhecimento de objetos, labirinto aquatico de Morris e
0 teste de evitagdo passiva. Como principais resultados, os autores encontraram que apds oito
semanas da realizacdo da ovariectomia ja é possivel observar alteragdes cognitivas nos animais
e que estas alteracdes sdo devidas a regulacdo negativa da via de sinalizacdo BDNF/TrkB no
estagio inicial pds-ovariectomia (TAO et al., 2020).

2.4 O PAPEL DO ESTROGENIO NA MEMORIA

Segundo Luine e Frankfurt, (2012):

“A cognicdo, ou seja, aprendizado e memoria, sofre mudangas
significativas ao longo da vida em machos e fémeas, sejam eles
humanos, primatas ndo humanos ou roedores. A capacidade de
aprender e lembrar comeca cedo durante o periodo de
desenvolvimento, é moldada por influéncias hormonais durante
a puberdade, atinge seu apice durante a idade adulta e finalmente
declina com a idade avangada.”

Com relagdo ao estado reprodutivo e as flutuagcbes hormonais que ocorrem nas fémeas,
diferentemente dos machos, permite-se que estas sejam um modelo fisiologico para melhor
elucidar os efeitos em relagdo as influéncias hormonais nos processos cognitivos. Um dos
grandes desenvolvimentos na neuroendocrinologia comportamental foi a compreensdo da
participacdo dos hormonios esterdides sexuais que agem de forma rapida na regulacdo de
funcéo celular e comportamento (LUINE; FRANKFURT, 2012; FRICK; KIM, 2018).
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Efeitos sobre algumas fungdes neurais tém sido encontrados apods alteracbes no
estrogénio circulante, principalmente apds a ovariectomia, durante o ciclo menstrual e a
menopausa, e apos a administracdo de hormonios para individuos gonadectizados. O principal
estrogénio ovariano, estradiol (17p-estradiol), esta implicado na regulacdo de longo prazo da
cognicdo, humor e alguns transtornos psiquiatricos, sendo que esses efeitos podem se
manifestar em dias ou meses. Recentemente, os estrogénios tém sido mostrados como afetam
as funcgdes neurais, incluindo aprendizado e memdria, fornecendo suporte para a hipotese de
que eles agem como neuroesteroides (LUINE, SERRANO, FRANKFURT, 2018).

Os efeitos do estrogénio na melhora da memaria e cognicéo sao mediados em algumas
regides do cérebro, porém, as mais estudadas sdo o cortex pré-frontal medial e hipocampo. O
hipocampo é uma area rica em receptores de estrogénio (ER) e, portanto, € uma regido altamente
sensivel as flutuacBes deste hormdnio. Nestas areas os efeitos sdo mediados atraves da ligacdo
aos receptores nucleares classicos que sao encontrados em duas formas: o receptor de
estrogénio alfa (ERa) e o receptor de estrogénio beta (ERB) (LUINE, 2014).

Os hormonios esterdides sexuais podem agir a curto prazo (ou de forma rapida) ou a
longo prazo. Os efeitos a longo prazo, que também sdo chamados de efeitos classicos, estdo
relacionados as caracteristicas femininas e, na idade reprodutiva, aos efeitos ciclicos sobre a
ovulacdo. O mecanismo classico implica em mudangas gendmicas, ou seja, transcricdo
genética, pelo qual o complexo estradiol-ER ¢ translocado para o nlcleo onde ou se liga a
elementos de resposta de estrogénio (ERES) em varias sequéncias de DNA ou co-recruta outros
fatores de transcricdo (FRICK; KIM, 2018; FINNEY et al., 2020).

Ja no que diz respeito aos efeitos a curto prazo, ou ndo classicos, onde envolvem efeitos
rapidos e ndo gendmicos do estradiol que se liga as ERs de membrana, que dardo inicio as
cascatas de sinalizacdo e sistemas de segundo mensageiro. As ac¢Ges rapidas proporcionam ao
estrogénio a capacidade de alterar as a¢cdes geradas pelo aprendizado na excitabilidade neuronal
que levam a consolidacdo da memdria. Esses efeitos rapidos podem ser mediados pelo
estrogénio, sugerindo que o mesmo pode ser produzido dentro do hipocampo e outras regides
cerebrais, onde pode funcionar, de outras formas, como neurotransmissores (FRICK; KIM,
2018; FINNEY et al., 2020).

Anteriormente acreditava-se que o estrogénio era produzido exclusivamente pelos
ovarios, porém, recentemente foi elucidado que o mesmo também pode ser produzido em

algumas regides do cérebro, como: hipotdlamo, amigdala, hipocampo e cértex, que possuem a
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enzima biossintética aromatase, que converte testosterona em estrogénio. A aromatase é
expressa em neurdnios nas regides cerebrais citadas, com localizagdo subcelular observada na
soma celular e neurites, principalmente em terminais pré-sinapticos, levantando a possibilidade
de que o estrogénio derivado do neurdnio possa funcionar como um neuromodulador no cérebro
(LU et al., 2019).

O estrogénio produzido periférico e localmente estdo disponiveis para se ligarem as ERs
do hipocampo. Foi descrito que o ERa ¢ mais abundante do que o ERB no hipocampo de
camundongos ovariectomizados. No tecido esquelético que também é receptivel de estrogénio,
foi demonstrado que a ovariectomia aumenta a ERa, mas ndo a expressdo ER} e mMRNA em
camundongos. Dentro do neurénio, a expressdo ER ¢ difundida em toda somata, citoplasma,
nucleo, dendritos, colunas e sinapse, e representa um papel modulatério local de estradiol na
funcdo neuronal (FINNEY et al., 2020).

Segundo Bian et al., (2014) E validado que a plasticidade sinaptica hipocampal é
necessaria para a retencdo do status normal e fisioldgico das fungdes cognitivas. Estd bem
estabelecido que o estrogénio gonadal media a flutuagao na densidade de sinapse no hipocampo
durante o ciclo reprodutivo. Juntos o estrogénio gonadal e o estrogénio sintetizado hipocampo
sdo indicados para melhorar a plasticidade sinaptica neuronal. No entanto, em contraste com a
acdo lenta do estrogénio gonadal, o estrogénio hipocampal pode contribuir substancialmente
para a funcdo do hipocampo, em particular, para agir local e rapidamente modulando a
plasticidade sinaptica.

O BDNF contribui para a regulacdo da maturacéo e sobrevivéncia neuronal, arborizacao
axonal e dendritica e manutencdo da densidade da coluna vertebral dendritica, ele € conhecido
por desempenhar um papel importante no desenvolvimento, manutencdo e plasticidade do
cérebro, especialmente nessas regides, pode contribuir para a funcéo cognitiva. Acredita-se que
o estradiol regula os niveis de BDNF no cérebro, porém, o mecanismo pelo qual causa essas
alteracbes na morfologia cerebral e na fungdo cognitiva ainda ndo sdo bem assimilados
(LUINE; FRANKFURT, 2012).

O estudo de Zsido, et al (2019) visou avaliar se o tecido adiposo visceral (IVA) modera
a associacao entre a idade e a estrutura da rede cerebral e investigar se o estradiol modera a
associacdo entre o IVA e a estrutura da rede cerebral. O estudo contou com 974 adultos
cognitivamente saudaveis, sendo que destes, 473 eram mulheres e 501 homens, que

participaram de um estudo de coorte maior. Foram realizadas analises de niveis de estradiol de
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soro de sangue em jejum e o volume visceral de tecido adiposo a partir de ressonéancia
magnética. Como principais resultados, os autores encontraram que, o IVVA esteve associado
negativamente ao envelhecimento com a covariancia da rede cerebral para as mulheres e
homens. Quanto ao estradiol, observou-se que o nivel deste esteve associado a redugdo da
associacdo negativa do IVA com a covaridncia de rede em mulheres, sem associagdo
significativa em homens. No subgrupo feminino de meia-idade (35-55 anos), os baixos niveis
de estradiol foram associados a menor covariancia da rede de memdria e pior desempenho de
memoria, relatando assim uma associacdo entre IVA, estradiol e redes cerebrais estruturais

como um mecanismo ao declinio cognitivo das mulheres.

2.5. CURCUMINA E SEUS BENEFICIOS PARA A MEMORIA

Além do envelhecimento, o estado pos-menopausa pode contribuir independentemente
para um aumento na inflamacdo em mulheres mais velhas. A inflamacdo contribui para o
desencadeamento de vérias doencas que afetam idosos, incluindo osteoporose, diabetes
mellitus, doencas cardiovasculares e neurodegeneragéo (SHIEH et al., 2020).

E crescente o nimero de estudos que visam a reducdo dos efeitos inflamatdrios e
oxidativos da neurodegeneracdo, com o propdésito de desacelerar o inicio da deméncia. Em
raz&o disso, compostos anti-inflamatorios e antioxidantes potencialmente acessiveis ao cérebro,
podem fornecer os meios para implementar essa estratégia terapéutica de retardar o
aparecimento de prejuizos da memdria atuando como agentes neuroprotetores (CHO et al.,
2020; DAl et al., 2018; MAZZANTI; GIACOMO, 2016; SERAFINI et al., 2017; XU et al.,
2018).

A neuroprotecdo € um efeito que pode resultar na recuperacdo ou regeneracao do
Sistema Nervoso Central, incluindo células, estruturas e fungdo. Frente a isso, nas ultimas
décadas os suplementos dietéticos, nutracéuticos e alimentos funcionais ganharam importante
popularidade mundial, devido ao aumento do interesse em produtos naturais e seus potenciais
terapéuticos, incluindo o neuroprotetor (KHOTA; LUTHRIA, 2019; SCAPAGNINI et al.,
2011).

Algumas plantas com propriedades antioxidantes e antiinflamatdrias sdo consideradas
nutracéuticas e com isto contribuem em situacfes que caracterizam inflamacéo e estresse

oxidativo como doencas neurodegenerativas e outras condi¢des neurologicas. Dentre estas
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plantas podemos citar: gengibre, cdrcuma, oreganillo, broto de alfafa, entre outras
(ECHEVERRIA et al., 2021). Porém, poucos compostos foram comprovados quanto a sua
eficacia e seguranca para tal aplicacéo clinica (SCAPAGNINI et a.l, 2011).

A propriedade neuroprotetora da Curcuma longa (Cudrcuma) vem sendo amplamente
investigada devido a mesma ser considerada um alimento funcional, ou seja, com propriedades
que vao além do seu valor nutricional (REIS, 2018).

A clrcuma é uma planta originada da India e que atualmente é cultivada em varios
paises, € muito utilizada na culinaria como tempero e como corante natural. Porém nos ultimos
anos a curcuma vem despertando interesse como um agente terapéutico devido as suas
caracteristicas anti inflamatodrias, anti envelhecimento, antidiabético, entre outros. A curcumina
é 0 composto bioativo da circuma mais abundante e responsavel por todas estas caracteristicas
(KOTHA; LUTHRIA, 2019).

Em relacdo aos seus efeitos benéficos para a salide, a curcumina vem se destacando por
modular as vias moleculares que melhoram o metabolismo da glicose e dos lipideos e reduzir a
inflamacao e atuar nas enzimas antioxidantes, atua também inibindo a acumulacao de AP e tau
em modelos animais e aumenta as mitocondrias e a funcao sinaptica. Sabe-se que a resisténcia
a insulina e o diabetes mellitus propiciam um ambiente favoravel a algumas desordens
cognitivas e € neste cenario que a curcumina contribui para a reversao e/ou prevencdo destes
(KIM; CLIFTON, 2018)

Lee e colaborador (2018) em suas pesquisas na literatura encontraram que a curcumina
apresentou caracteristica de reverter as mudancas cognitivas e comportamentais induzidas pelo
estresse em ratos. E em ratas apresentou protecdo quanto a perda 6ssea e a melhora da memoria

espacial que é afetada pelo envelhecimento.

Estudos atuais indicam que o efeito neuroprotetor da curcumina é decorrente da sua
capacidade de regular a resposta imune a infeccdo visando multiplas vias moleculares,
incluindo a proteina ativadora 1 e os fatores NF-kB e Nrf2, que séo respectivamente conduzidos
para inibir a inflamacao e o estresse oxidativo. O Nrf2 é reconhecido como o principal fator
responsivo ao estresse que melhora os efeitos adversos de diferentes estressores como
inflamacdo, estresse oxidativo, proteinas mal dobradas e metabdlitos excessivos (JIANG et al.,
2020; KARIMI et al., 2019; TABRIZI et al., 2019; Xie et al., 2017).

No estudo de BELVIRANLI et al.,, 2013, utilizou-se ratas Wistar idosas com
aproximadamente 20 semanas de vida. Seu objetivo foi analisar os efeitos da curcumina sobre

a memoria espacial. As ratas foram separadas em dois grupos, onde recebiam respectivamente
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por via gavagem a curcumina na dose de 300 mg/kg e o grupo controle que recebia o veiculo
por um periodo de 12 dias. Para analisar os efeitos na memoria espacial foi realizado o teste de
labirinto aquatico de Morris. Os autores concluiram que a suplementacdo com curcumina
melhorou as fungdes cognitivas e a peroxidacdo lipidica do tecido cerebral das ratas quando

comparadas com o grupo que ndo recebeu o composto.

Uma revisdo narrativa de estudos pré-clinicos e clinicos nos altimos 10 anos sobre a
relacdo da curcumina e déficits cognitivos com animais e com humanos, encontrou que, 0S
estudos demonstram resultados consistentes sobre a eficacia do tratamento com a curcumina e
a sua relacdo com os déficits cognitivos, ja estudo clinicos apesar de demonstrarem resultados
promissores ainda necessitam de maiores elucidacdes sobre o tema (SARKER; FRANKS,
2018).

Outro estudo buscou avaliar os efeitos do extrato bruto de cdrcuma sobre a
aprendizagem espacial e memdria. Utilizou-se ratas Wistar ovariectomizadas, onde 0s grupos
que foram submetidos & ovariecotmia foram tratados com o extrato bruto na dose de 250 ou
500 mg/kg de peso corporal via gavagem e o grupo de reposicdo hormonal recebeu 173-
estradiol (10 pg/kg de peso corporal, por via subcutanea) por um periodo de 30 dias, quando
foi realizado o primeiro teste de labirinto aquatico de Morris. Subsequentemente foram
realizados mais dois testes de labirinto aquatico de Morris nos dias 65 e 92 e ap6s 20 dias do
terceiro teste foi realizado o teste de sonda e posteriormente os animais foram eutanasiados.
Como resultados, os autores encontraram que 0s animais tratados com o extrato de circuma e
com a reposicdo hormonal apresentaram protecdo do declinio da fungdo cognitiva quando

comparados com os grupos controle (SU et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Com o processo de transicdo demogréafica vivido nos Gltimos anos em todo mundo e a
expectativa de vida das mulheres ser considerada maior em relacdo aos homens, faz com que
a mulher vivera aproximadamente um terco de sua vida na fase de pds menopausa e sem 0
fator protetor que o0 horménio estrogénio proporciona. Os déficits cognitivos sdo relatados por
muitas mulheres que ja passaram pela menopausa e 0s prejuizos destes a longo prazo sédo
iminentes.

A curcumina vem se destacando em muitos estudos relacionados a fungédo cognitiva e por
apresentar um fator neuroprotetor, sendo assim, um potencial composto bioativo que contribui
para a melhora das funcdes cerebrais e auxilia na prevencao de doencas do sistema neuronal.

Observou-se uma caréncia na literatura cientifica de estudos que relacionam o efeito da
curcumina na modulacgdo de alteragBes cognitivas pos ovariectomia experimental, o que torna

este estudo inédito e de grande relevancia.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como principal objetivo avaliar o efeito da curcumina sobre a

memoria de reconhecimento de objetos em ratas ovariectomizadas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Experimento 1:

a)
b)
c)
d)
e)

Investigar o efeito da ovariectomia sobre a memoria de reconhecimento de objetos;
Investigar o efeito da ovariectomia sobre o ganho de peso;

Investigar o efeito da ovariectomia sobre o acimulo de tecido adiposo;

Investigar o efeito da ovariectomia para a involucédo do Utero;

Investigar o efeito da ovariectomia sobre a expressdo das proteinas BDNF, Sinaptofisina
e GFAP.

Experimento 2:

a)

b)

c)

d)

d)

Avaliar a acdo do estradiol quanto a reversdo do déficit de memoria de reconhecimento
de objetos causado pela ovariectomia;

Avaliar o tratamento com estradiol em relacdo ao ganho de peso causado pela
ovariectomia;

Avaliar o tratamento com estradiol em relacdo ao acumulo de tecido adiposo causado
pela ovariectomia;

Avaliar o tratamento com estradiol em relacdo ao peso do Utero nos animais
ovariectomizados.

Experimento 3:

Avaliar o tratamento com a curcumina quanto a reversdo do déficit de memoria de
reconhecimento de objetos causados pela ovariectomia;

Avaliar o tratamento com curcumina em relacdo ao ganho de peso causado pela
ovariectomia;

Avaliar o tratamento com curcumina em rela¢do ao acumulo de tecido adiposo causado
pela ovariectomia;

Avaliar o tratamento com curcumina em relacdo ao peso do Utero nos animais

ovariectomizados.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ratas adultas (Rattus norvegicus) da raga Wistar, com 9 semanas de
vida aproximadamente (n=12/grupo). Os animais foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas, Minas Gerais - UNIFAL-MG. As ratas foram alojadas no
Biotério Setorial do Laboratorio de Neuroimunomodulacao, situado na Unidade Educacional 11
da UNIFAL-MG, campi de Alfenas. Apds a chegada no biotério, os animais passaram por um
periodo de ambientacdo de sete dias, alocadas em caixas de polipropileno (quatro animais por
caixa), adequadas a sua manutencdo em sala climatizada (21 + 2° C) em fotoperiodo de 12 horas
e receberam racdo comercial (Nuvilab®) e agua ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram submetidos a apreciagio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais ¢ da
UNIFAL-MG.

5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apbs os procedimentos cirurgicos os animais foram divididos de acordo com 0s
objetivos do estudo, sendo um n=12 animais para cada grupo, assim, 0S grupos experimentais

foram:

Experimento 1:

a) Sham-veiculo (SHAM+V): n=12;

b) Ovx-veiculo (OVX+V): n=12;
Experimento 2:

a) Ovx-estradiol (OVX+E): n=12;

b) Ovx- veiculo (OVX+OM): n=12.
Experimento 3:

a) Sham-veiculo (SHAM+V): n=12;

b) Sham-curcumina (SHAM+C): n=12;

c) Ovx-veiculo (OVX+V): n=12;
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d) Ovwx-curcumina (OVX+C): n=12;

Sendo que, todos grupos experimentais foram submetidos as mesmas condi¢bes de
aclimatacédo, tempo de experimento e testes comportamentais, sendo o teste de campo aberto e

de reconhecimento de objetos.

5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais advindos do biotério central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL,
passaram por um periodo de sete dias de ambientagdo ao laboratorio de Neuroimunomodulagéo.
Ap0s a ambientacdo, foram realizados 0s procedimentos cirirgicos para a retirada dos ovarios
e a cirurgia controle. 15 dias ap6s os procedimentos cirurgicos se deu inicio ao tratamento com
a curcumina, ou veiculo e a reposicdo hormonal nos grupos determinados. Os tratamentos
tiveram duragdo de 17 dias, onde no 14° dia se deu inicio aos testes de Campo Aberto e de
Reconhecimento de Objetos. Vale ressaltar que os animais continuaram a receber o tratamento
até o dia da eutanasia. No ultimo dia do teste de Reconhecimento de Objetos, ap6s o animal ser
retirado do aparato, foi realizado a eutanasia do mesmo para a coleta do hipocampo, que foi
armazenado a -80° para posterior analise de expressdo proteica do BDNF, e dissecacdo e
pesagem dos sitios adiposos e Utero.
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Figura 2 - Delineamento experimental.
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Fonte: Autores (2022)

5.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apbs o periodo de ambientacdo, as ratas foram divididas em 2 grupos com animais para

a cirurgia sham e animais para a cirurgia de retirada dos ovarios.

Os animais foram anestesiados com Xilazina® e Ketamina®, em uma dose de 5-10
mg/Kg e 75-90 mg/Kg por via IP, respectivamente, mais Tramadol 12,5 mg/kg diluido em
salina via SC (via subcutanea) e na sequéncia imediatamente apds a cirurgia receberam o
antibidtico Pentabidtico (24.000 UI/Kg) via intramuscular e poés-cirurgia 1x/dia (por 2 dias)

(Guia anestesia e analgesia em animais de laboratério — UNIFESP, 2020).

Sob placa aquecida foi realizada incisdo abdominal, para a remogéao dos ovarios (n=48).
E na outra metade dos animais (n=24) se procedeu a celiotomia (SHAM), sem remocéo

ovariana.

Em seguida, o musculo e a pele foram suturados com fio de algoddo. Apoés a cirurgia,
todas as ratas receberam 3 ml de solugéo salina via SC para recuperacdo da volemia e foram

expostas a um aquecedor para evitar hipotermia.
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Para minimizar a variabilidade entre diferentes experimentos, o procedimento cirurgico

foi realizado pelo mesmo pesquisador.

Figura 3 — Demonstracao do procedimento cirdrgico de ovariectomia e celiotomia.

Fonte: Autores (2022)

Nota: A figura 3 demonstra os procedimentos da técnica de ovariectomia e celiotomia. O animal foi
inicialmente analgesiado, sedado e fixado em uma cama térmica, utilizada para controlar a sua
temperatura corporal durante o procedimento cirdrgico. Em A, temos o local da realizacéo da incisdo
do dorso do animal para a retirada dos ovarios. Em B temos 0 ovario exposto da cavidade abdominal
e o local onde foi feito um lagco com o fio de sutura nas trompas uterinas para evitar sangramento,
em seguida, com uma tesoura, o ovario foi cortado logo acima do né para a retirada do mesmo. Logo
apos o utero foi realojado na cavidade abdominal e o mdsculo e a pele foram suturados (C). O
procedimento foi realizado no lado direito e esquerdo de todos os animais. Este procedimento se deu
em todos os animais deste experimento, sendo os animais do grupo controle submetidos a cirurgia
de celiotomia, que consiste em todos 0s passos realizados na ovariectomia porém, sem a remogao
dos ovarios.

5.5. TRATAMENTO COM CURCUMINA OU ESTRADIOL

Apds 15 dias do procedimento cirdrgico, se deu o inicio ao tratamento dos animais com
a curcumina. A curcumina apresenta-se na forma de pé (Sigma, Brasil) e foi suspensa em
carboximetilcelulose 0,5% (SORRENTI et al., 2018). Apo6s a diluicdo foi administrado no
animal: curcumina 50mg/Kg, nos grupos OVX+C e SHAM+C ou veiculo OVX+V e SHAM+V
(Iml/Kg), através de gavagem, por um periodo de 17 dias consecutivos, as 07:30h (REIS,
2018).

Os animais do grupo de OVX+E receberam por via subcutanea 17B-estradiol (10 pg / kg de
peso corporal, Sigma, Brasil) que foi suspenso em 6leo de milho e o grupo OVX+OM recebeu

pela mesma via 6leo de milho como controle de reposi¢do hormonal (SZAWKA et al., 2013).
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5.6. TESTE DE CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto é um teste Util para analise da atividade locomotora do animal
(VALLE, 1970). O aparato de campo aberto consiste em uma arena quadrada de acrilico, de

fundo preto com 60 cm de largura e paredes com 20 cm de altura.

O teste foi realizado com as ratas de todos os grupos experimentais. As ratas foram
colocadas no centro da arena e a sua atividade locomotora foi filmada por 10 minutos. Os
parametros avaliados foram a distancia percorrida e o tempo de imobilidade dos animais. Apds
0 teste de cada animal, o aparato foi limpo com alcool 5%. O software Ethovision XT versdo

9.0 foi utilizado para anélise automatica dos parametros.

Figura 4 — Aparato referente ao teste de campo aberto.

Fonte: Autores (2022).

Nota: A figura 4 representa o aparato utilizado no
teste de Campo Aberto.

5.7. TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

No teste de reconhecimento de objetos, ao serem expostos a dois objetos diferentes, um
previamente conhecido e outro desconhecido, os animais foram avaliados quanto ao seu
comportamento exploratorio (DENNINGER; SMITH; KIRBY, 2018).
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Dois dias antes do teste, os animais foram expostos ao aparato por 10 minutos para a
ambientacdo a fim de garantir que estes passem tempo suficiente explorando os objetos e ndo
0 ambiente (ANDERSEN et al., 2004). O aparato constitui-se de uma arena quadrada (60 cm X
60 cm).

No dia do teste, os animais foram colocados em frente a 2 objetos idénticos (A e B) por
10 minutos (treinamento) (fig. 5.B). Para a analise da memoria de curta duracao, 2 horas depois,
um dos objetos de treinamento foi substituido por um novo objeto (C) e os animais foram
expostos novamente por um periodo de 10 minutos e foram filmados para posterior analise (fig.
5.C). 24 horas ap0s a exposi¢do dos animais aos primeiros objetos eles foram novamente
colocados no aparato para a analise de memoria de longa duracdo, onde o objeto (C) foi trocado

por um outro objeto (D) e os animais foram filmados por 10 minutos (fig. 5.D).

Figura 5 — Aparato utilizado para a execugéo do teste de reconhecimento de objetos.

Fonte: Autores (2022)

Nota: A figura 5 apresenta o aparato utilizado no teste de reconhecimento de objetos. Em A, o
aparato montado para a ambientagcdo dos animais para o teste. Em B, temos o aparato com
o0s objetos A e B, ambos em formato de bola, utilizados antes da avaliagdo da memoria de
curta duragdo. Em C, para a avaliacdo de meméria de curta duracéo, temos o aparato com
0s objetos A e C, onde o objeto familiar A em formato de bola e o objeto novo C em formato
de cubo. Em D, temos o0 aparato adaptado para o teste de memoria de longa duragdo, onde
0 objeto familiar A em formato de bola e D o objeto novo em formato de pirdmide.

Todos o0s objetos apresentaram texturas e tamanhos semelhantes, mas formas distintas.
As ratas foram colocadas individualmente na arena e entre o teste de cada animal, os objetos e

a arena foram limpos com alcool 5%. Os parametros avaliados foram: exploracdo (quando o
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animal cheira ou toca o objeto com o nariz) e o tempo gasto pelo animal explorando os dois
objetos (objeto familiar ou novo) e foi realizado o célculo do indice de reconhecimento através

da seguinte equacao.

IR= TEC Para a memoria de curta duragdo
TEA + TEC
IR=  TED Para a memoria de longa duracéo
TEA + TED
Onde:

IR= indice de reconhecimento;
TEA= Tempo de exploracdo ao objeto familiar;
TEC = Tempo de exploracdo ao objeto novo (2 horas);

TED= Tempo de exploracéo ao objeto novo (24 horas);

5.8. MEDIDAS BIOMETRICAS DOS ANIMAIS

O peso corporal foi aferido no dia da cirurgia, 08 dias ap0s a cirurgia e no 15° dia ap0s
a cirurgia e dia de inicio do tratamento, durante o periodo de tratamento o peso foi monitorado
a cada trés dias, para o célculo da dose de curcumina que foi ofertada, utilizando balanca

eletronica digital (Marte, Brasil). Ao todo, foram realizadas 08 aferigdes de peso.

5.9 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao final do teste, os animais foram eutanasiados com Xilazina® e Ketamina®, em uma
dose de 5-10mg/Kg e 75-90mg/Kg, respectivamente, por via IP. Os animais foram
decapitados por guilhotina para proceder as coletas do hipocampo e a dissecagéo do tecido

adiposo e do utero para pesagem e analises subsequentes. O peso do tecido adiposo e do utero
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foram corrigidos para 100g/peso corporal do animal.

5.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA

Ap0s a eutanésia dos animais o hipocampo foi dissecado imediatamente e armazenado
a—80°C para a realizacdo da técnica de Western Blotting para avaliacdo da expressao proteica
de BDNF, Sinaptofisina e GFAP. As amostras foram homogeneizadas em tampdo de lise com
um coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), logo apés, foram
centrifugadas (9200 rpm, 15 minutos, 4°C) e a concentragao de proteinas no sobrenadante foi
quantificada pelo teste de Bradford.

As amostras contendo o tampdo de lise mais Laemmli foram fervidas e submetidas a
analise de Western blotting. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE a 12%
(electroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio) e em seguida
transferidas para membranas de nitrocelulose com um sistema electroforético semi-seco (Bio-
Rad, Hercules, CA).

A membrana foi lavada 3 vezes em PBS contendo 0,05% de Tween 20, bloqueada com
5% de leite desnatado em PBS durante 2 h a temperatura ambiente e depois incubadas
overnight, a4 ° C com anticorpos anti-BDNF (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc., n°sc-
65514), anti-Sinaptofisina (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc., n® sc-17750) e anti-
GFAP (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc., n°® sc-33673). No dia seguinte, apds 3
lavagens em PBS contendo 0,05% de Tween 20, as membranas foram incubadas durante 1 h
a temperatura ambiente com 0s respectivos anticorpos secundarios especificos anti-mouse
para GFAP (1:2000, Abcam, n° colocar) e anti-rabbit para sinaptofisina (1:2000, Abcam, n°
colocar).

Apds o periodo de incubacdo, a membrana foi lavada 3 vezes em PBS 0,1M e aplicou-
se um kit de deteccdo comercial durante aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de deteccao
ECL, Bio-Rad, Hercules, CA). As imagens de analise foram capturadas por analisador de
imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA). Posteriormente, as
membranas passaram pelo processo de stripping seguido do bloqueio em 5% de leite
desnatado em PBS contendo Tween 20 a 0,05% durante 2 horas.

Apos o blogueio, as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1M, seguido por
incubacdo overnight a 4 °C com anticorpo primario anti-actina (1:4000, Abcam, ab-4700).
No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS 0,1 M e incubadas por 1 hora

com anticorpo secundario (1:2000, Abcam, ab-6789). Apoés a incubagéo, as membranas foram
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lavadas 3 vezes em PBS 0,1M e em seguida aplicou-se um Kit de deteccdo comercial durante
aproximadamente 1 a 2 minutos (kit de detec¢do ECL, Bio-Rad, Hercules, CA).

As imagens de andlise foram capturadas por analisador de imagem por
quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-Rad, Hercules, CA) e as intensidades de banda foram
quantificadas utilizando um software especifico da Bio-Rad (Image Lab Software, versao
6.1). A intensidade de cada banda foi expressa em relagdo a da [3-actina e os dados expressos

foram normalizados para o controle.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad versdo 8.0 e
expressos como media + erro padrdo da média (EPM). Foi realizado o teste de normalidade de
Kolmogorov Smirnov. Para comparacao de dois grupos foi aplicado o teste t Student (dados
paramétricos) ou Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). Para comparacao de dois fatores foi
utilizada a analise de variancia (TWO-WAY ANOVA) seguido pelo pds-teste de Bonferroni
(dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn (dados nao

paramétricos). Foi considerado um nivel de significancia de 5% para todas as analises.

5.12 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido & Comissio de Etica para Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal de Alfenas/lUNIFAL e aprovado segundo o nimero 0059/2021 (ANEXO
A). Todos os protocolos que foram adotados estdo conforme o preconizado pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
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6 RESULTADOS

A seguir seréo apresentados o0s resultados obtidos neste estudo.

6.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DO EFEITO DA CIRURGIA OVARIECTOMIA EM
RELACAO A CIRURGIA CELIOTOMIA

Descrevemos a seguir o desempenho comportamental, 0 acompanhamento de ganho de
peso, 0 peso dos tecidos adiposos e do Utero dos animais apds 30 dias da realizacdo da cirurgia

de ovariectomia e celiotomia.

6.1.1 Teste de campo aberto

A figura 6 mostra o desempenho dos animais submetidos ao teste comportamental de
campo aberto. A distancia percorrida foi maior no grupo OVX em relacdo ao grupo Sham (p <
0,05; fig. 6.A). Ja no que se refere ao parametro de tempo de imobilidade ndo houve diferenca

entre 0s grupos.
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Figura 6 - Desempenho dos animais submetidos ao teste comportamental de campo
aberto apos 30 dias da realizagdo da cirurgia de ovariectomia e celiotomia.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 6 temos os animais Sham e OVX apds 30 dias da realizacdo da cirurgia de ovariectomia e
celiotomia respectivamente e submetidos ao teste de campo aberto. Em A temos a distancia percorrida (cm)
e em B, o tempo de imobilidade (s). As barras representam valores medios (+S.E.M.) para 0s grupos
experimentais (n = 12 animais por grupo). Teste T Student. **P < 0,01, em compara¢do com 0 grupo controle.

6.1.2 Teste de reconhecimento de objetos

Na figura 7, podemos observar o desempenho dos animais submetidos ao teste de
Reconhecimento de objetos. Em relacdo ao teste de 2 horas, para avaliacdo da memoria de curta
duracgéo, nota-se que o grupo OV X obteve um tempo de exploracdo ao objeto familiar maior
que o grupo Sham (p < 0,05; fig. 7.B) e em um indice de reconhecimento de objetos menor no
grupo OV X quando comparado ao Sham (p < 0,05, fig. 7.C).

Ja no que se refere ao teste de reconhecimento de objetos de 24 horas os animais
submetidos a cirurgia de ovariectomia apresentaram um tempo de exploragéo ao objeto familiar

maior quando comparado ao grupo Sham (p < 0,05; fig. 7.E).
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Figura 7 — Desempenho dos animais submetidos ao teste de reconhecimento de objetos

de 2 e 24 horas ap6s 30 dias da realizagdo da cirurgia de ovariectomia e

celiotomia.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 7 temos os animais Sham e OVX apds 30 dias da realizagdo da cirurgia de ovariectomia e
celiotomia respectivamente e submetidos ao teste de reconhecimento de objetos de 2 e 24 horas. Em A e D
temos o pardmetro de tempo de exploragcdo ao objeto novo, em B e E temos o pardmetro de tempo de
exploragdo ao objeto familiar e em C e F temos o indice de reconhecimento de objetos. As barras representam
valores médios (xS.E.M.) para o grupo experimental (n = 12 animais por grupo). Teste T Student. **P <
0,01, em comparagdo com o grupo controle.

6.1.3 Acompanhamento do ganho de peso

A sequir, a figura 8 corresponde ao acompanhamento do ganho de peso dos animais
durante o periodo do experimento. Observa-se que a partir do 15° dia apos a realizacdo dos
procedimentos cirurgicos o ganho de peso no grupo OV X é maior em relacdo ao grupo Sham,
e este ganho se mantém até o final do experimento (p < 0,05; fig.8).
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Figura 8 — Acompanhamento do ganho de peso dos animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia e celiotomia durante o periodo do experimento.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 8 temos 0 acompanhamento do peso dos animais Sham e OV X apds a realizagdo da cirurgia de
ovariectomia e celiotomia respectivamente, durante o periodo experimental. Os pontos do grafico
representam os dias que foram aferidos os pesos e representam valores médios (+S.E.M.) para 0s grupos
experimentais (n = 12 animais por grupo). Teste T Student. Os asteriscos denotam os niveis de significancia
quando comparados com o grupo controle: *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.

6.1.4 Peso dos tecidos adiposos

A figura 9 apresenta o peso dos tecidos adiposos que foram dissecados no
momento da eutanasia dos animais. O peso do tecido adiposo subcutaneo do grupo que foi
submetido a ovariectomia foi maior quando comparado ao grupo de recebeu o tratamento com

veiculo (p < 0,05; fig. 9.A). Nao foram observadas diferengas nos pesos dos outros parametros
entre 0S grupos.
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Figura 9 - Peso dos tecidos adiposos que foram dissecados no momento da eutanésia
dos animais que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia

apos 30 dias da realizacdo da cirurgia.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 9 temos o peso dos tecidos adiposos apds 30 dias da realizagdo da cirurgia ovariectomia e
celiotomia. Em A temos o peso do tecido adiposo subcutaneo, em B temos o peso do tecido adiposo
mesentérico, em C temos o peso do tecido adiposo gonadal e em D temos o peso do tecido adiposo
retroperitoneal. As barras representam valores médios (£S.E.M.) para 0s grupos experimentais (n = 12
animais por grupo). Teste T Student. *P < 0,05; em comparag¢do com o grupo controle.

6.1.5 Peso do utero

A seguir, a figura 10 apresenta o peso do Utero dos animais. Observa-se que 0 peso do
utero dos animais do grupo OV X foi menor quando comparado ao grupo Sham (p < 0,05; fig
10.A).
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Figura 10 - Peso do utero que foi dissecado no momento da eutanasia dos animais que
foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia ap6s 30 dias da

realizacéo da cirurgia.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 10 temos o peso do Utero dos animais apds 30 dias da realizagdo da cirurgia de ovariectomia e
celiotomia. As barras representam valores médios (£S.E.M.) para o grupo experimental (n = 12 animais por
grupo). Teste T Student. *** P < 0,001, em comparagéo com o0 grupo controle.

6.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO TRATAMENTO COM ESTRADIOL EM RATAS
OVARIECTOMIZADAS

Descrevemos a seguir o desempenho comportamental, 0 acompanhamento de ganho de
peso, 0 peso dos tecidos adiposos e do Utero dos animais submetidos a cirurgia de ovariectomia

e ao tratamento com estradiol ou veiculo, por 17 dias.

6.2.1 Teste de campo aberto

A seqguir, a figura 11 apresenta o desenvolvimento comportamental no teste de campo
aberto dos animais. Quanto ao parametro de distancia percorrida, observou-se que os animais
gue receberam o tratamento com estradiol apresentaram uma menor distancia percorrida

guando comparados aos animais que receberam o veiculo (p < 0,005; fig. 11.A).
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J& em relagdo ao pardmetro de tempo de imobilidade os animais que receberam o
tratamento com estradiol apresentaram um tempo maior imdveis quando comparados com 0
seu controle (p < 0,005; fig. 11.B).

Figura 11 - Desenvolvimento comportamental no teste de campo aberto em animais
submetidos a cirurgia de ovariectomia e ao tratamento de reposigéo

hormonal e veiculo, por 14 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 11 temos os animais ovariectomizados que foram tratados com reposi¢do hormonal e veiculo e
submetidos ao teste de campo aberto. Em A temos a distancia percorrida (cm) e em B, o tempo de imobilidade
(s) As barras representam valores médios (£S.E.M.) para 0s grupos experimentais (n = 12 animais por grupo).
Teste T Student. **P < 0,01; ***P < 0,001, em comparagdo com 0 grupo controle.

6.2.2 Teste de reconhecimento de objetos

A figura 12 apresenta o desenvolvimento comportamental dos animais no teste de
reconhecimento de objetos. Quanto ao teste de reconhecimento de objetos de 2 horas, observou-
se que 0 grupo que recebeu o tratamento com estradiol obteve um tempo de exploracdo ao
objeto novo maior (p < 0,005; fig. 12.A), refletindo em um indice de reconhecimento de objetos

maior quando comparado com o grupo controle (p < 0,005; fig. 12.C).

Os animais submetidos ao tratamento de reposicdo hormonal com estradiol

apresentaram um menor tempo de exploragdo ao objeto familiar (p < 0,005; fig. 12.E) e um
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indice de reconhecimento de objetos maior quando comparado com 0 grupo que recebeu o
tratamento com veiculo (p <0,005; fig. 12.F) no teste de reconhecimento de objetos de 24 horas.

Figura 12 - Desenvolvimento comportamental no teste de reconhecimento de objetos
em animais submetidos a cirurgia de ovariectomia e ao tratamento de

reposi¢do hormonal e veiculo, por 17 dias.

Veiculo g 504 B 2 1€
S 200- A Estradiol ®, S '
2 T C IS z
g _ i S O 40 3 & 087
O N 150+ %g 2o
% o o £ 30 c O 0.69
> o =
v 5 3 K] oL
g C 100 ~ o 207 o '8 0.4+
0 o o = a T 5 n
o o 50 aglo o o2
a © £ o
g 2 o—T —T1 — T 00—
2 (T E———— OVX OVX = OVX OVX
OVX  OVX
Q Q o E
IS D ] = -
o 1507 o 509 F = 1.0
13 18; E *%
= —_ —
5 S J 40+ 5508
o O =
= o 1004 =3 < 0 gad
o S Q-E 30 % c o 0.6
x ) x o =
G 8 SE 55
o9 S = 20+ = 9 049
%8 7 o T o
—_ %) -
= 2% - 5 802
Q. o o _g
% o—F7 S o e 00/
= OVX  OvX 2 OVX  OVX OVX  OVX

Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 12 temos o0s animais ovariectomizados que foram tratados com reposicao hormonal e veiculo e
submetidos ao teste de reconhecimento de objetos de 2 e 24 horas. Em A e D temos o pardmetro de tempo
de exploracéo ao objeto novo, em B e E temos o pard@metro de tempo de exploracdo ao objeto familiar e em
C e F temos o indice de reconhecimento de objetos. As barras representam valores médios (+S.E.M.) para o
grupo experimental (n = 12 animais por grupo). Teste T Student. *P < 0,05; **P < 0,01, em compara¢do com
0 grupo controle.
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6.2.3 Acompanhamento do ganho de peso

A seguir, a figura 13 corresponde ao acompanhamento do ganho de peso dos animais.
Ao longo do experimento, observou-se que apds 15 dias da realizacdo da cirurgia ovariectomia
0 ganho de peso dos animais dos dois grupos estava semelhante, ap0s o inicio do tratamento
com estradiol, a partir do 21° dia, nota-se uma redugéo do peso corporal dos animais que

receberam a reposi¢do hormonal acentuando-se até o final do experimento (p < 0,05; fig. 13).

Figura 13 - Acompanhamento do ganho de peso dos animais submetidos a cirurgia de

ovariectomia e ao tratamento de reposicdo hormonal e veiculo, por 17 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 13 temos 0 acompanhamento do peso dos animais 0s animais ovariectomizados que foram tratados
com reposicao hormonal e veiculo durante o periodo experimental. Os pontos do gréafico representam os dias
gue foram aferidos os pesos e representam valores médios (£S.E.M.) para 0s grupos experimentais (n = 12

animais por grupo). Teste T Student. Os asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparados
com o grupo controle: **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P<0,0001.

6.2.4 Peso dos tecidos adiposos

A figura 14 apresenta o peso dos tecidos adiposos dos animais. O peso do tecido adiposo

gonadal do grupo que recebeu o tratamento com estradiol foi menor quando comparado ao
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grupo de recebeu o tratamento com veiculo (p < 0,005; fig. 14.C). Néo foram observadas
diferencas nos pesos dos outros parametros entre 0s grupos.

Figura 14 - Peso dos tecidos adiposos que foram dissecados no momento da eutanasia
dos animais que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e ao

tratamento de reposi¢do hormonal e veiculo, por 17 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 14 temos o peso dos tecidos adiposos dos animais ovariectomizados que foram tratados com
reposi¢do hormonal e veiculo. Em A temos o peso do tecido adiposo subcutaneo, em B temos o peso do
tecido adiposo mesentérico, em C temos 0 peso do tecido adiposo gonadal e em D temos o peso do tecido
adiposo retroperitoneal. As barras representam valores médios (+S.E.M.) para 0s grupos experimentais (n =
12 animais por grupo). Teste T Student.**P < 0,01, em comparagao com o grupo controle.
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6.2.5 Peso do Utero

A seguir, a figura 15 apresenta o peso do Utero dos animais. O grupo que recebeu o
tratamento de reposicdo hormonal com estradiol apresentou o peso do GUtero maior quando

comparado ao grupo que recebeu o tratamento com veiculo (p < 0,0001; fig. 15).

Figura 15 - Peso do utero que foi dissecado no momento da eutanasia dos animais que
foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e ao tratamento de reposi¢édo

hormonal e veiculo, por 17 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 15 temos o peso do Utero dos animais ovariectomizados que foram tratados com reposicdo
hormonal e veiculo. As barras representam valores médios (+S.E.M.) para o grupo experimental (n = 12
animais por grupo). Teste T Student. ****P < 0,0001, em comparag¢do com o0 grupo controle.

6.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM
CURCUMINA EM RATAS OVARIECTOMIZADAS

Descrevemos a seguir o desempenho comportamental, 0 acompanhamento de ganho de
peso, 0 peso dos tecidos adiposos e do Utero dos animais apds 30 dias da realizacdo da cirurgia

de ovariectomia e celiotomia apés o tratamento com curcumina (50mg/Kg) por 17 dias.
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6.3.1 Teste de campo aberto

A sequir, a figura 16 apresenta o desenvolvimento comportamental no teste de campo
aberto dos animais. No que tange sobre o parametro de tempo de imobilidade, o grupo que
OVX + veiculo obteve um menor tempo quando comparado ao grupo de cirurgia controle e que

também recebeu veiculo durante o tempo de tratamento (Sham + veiculo) (p < 0,05; fig. 16.B).
No parametro de distancia percorrida ndo houve diferenca entre os grupos testados.

Figura 16 - Desenvolvimento comportamental no teste de campo aberto dos animais
submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia apds o tratamento com

curcumina por 14 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 16 temos os animais submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia apds o tratamento com
curcumina ou veiculo e submetidos ao teste de campo aberto. Em A temos a distancia percorrida (cm) e em
B, o tempo de imobilidade (s). As barras representam valores médios (+S.E.M.) para o grupo experimental
(n = 12 animais por grupo). Teste ANOVA Two-Way seguido do pés-teste Bonferroni. *P < 0,05, em
comparagao com o grupo controle.

6.3.2 Teste de reconhecimento de objetos

Na figura 17 observa-se o desempenho comportamental no teste de reconhecimento de
objetos dos animais. Em ambos os testes (2 e 24 horas), o grupo submetido a ovariectomia e ao

tratamento com curcumina (OVX+C) apresentou maior tempo de exploragdo ao objeto novo
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quando comparado ao grupo OVX +V (p < 0,05; fig. 17.A) e no parametro de tempo de
exploracdo ao objeto familiar o grupo OVX + veiculo obteve um maior tempo em comparagao
ao grupo controle (SHAM+V) (p < 0,01; fig. 17.B).

No parémetro de indice de reconhecimento de objetos do teste de 2 horas, o grupo OVX
+ curcumina foi maior quando comparado com o grupo OVX + veiculo (p < 0,05; fig.17.C) e
um menor indice de reconhecimento quando comparado o grupo OVX + veiculo com o grupo
Sham + veiculo (p < 0,05; fig. 17.C). J& no teste de reconhecimento de objetos de 24 horas 0
indice de reconhecimento de objetos foi maior no grupo OVX + curcumina em comparagao ao
grupo OV X+ veiculo (p < 0,05; fig. 17.F).

Figura 17 — Desempenho comportamental no teste de reconhecimento de objetos dos
animais submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia e aos

tratamentos com curcumina por 17 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 17 temos 0s animais submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia ap6s o tratamento com
curcumina ou veiculo e submetidos ao teste de reconhecimento de objetos de 2 e 24 horas. Em A e D temos
0 parametro de tempo de exploragéo ao objeto novo, em B e E temos o pardmetro de tempo de exploracdo ao
objeto familiar e em C e F temos o indice de reconhecimento de objetos. As barras representam valores
médios (£S.E.M.) para o grupo experimental (n = 12 animais por grupo). Teste ANOVA Two-Way seguido
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do pos-teste Bonferroni. *P < 0,05, em comparacdo com o grupo controle. # P<0,05; ## P<0,01 em
comparacao ao grupo OV X+veiculo.

6.3.3 Controle de ganho de peso

A seguir, a figura 18 mostra 0 acompanhamento do ganho de peso dos animais. Foram
observados que nos primeiros 15 dias de experimento os animais submetidos a cirurgia de
ovariectomia apresentaram um ganho de peso maior em relacdo aos animais controle. Apos
iniciar o tratamento com a curcumina e com o veiculo o ganho de peso do grupo OV X + veiculo

foi maior em comparacgdo ao grupo Sham + veiculo ao longo do periodo experimental (p < 0,05;
fig. 18).

Figura 18 — Acompanhamento do ganho de peso dos animais submetidos a cirurgia de

ovariectomia e celiotomia e ao tratamento com curcumina por 17 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 18 temos o acompanhamento do peso dos os animais submetidos a cirurgia de ovariectomia e
celiotomia ap6s o tratamento com curcumina ou veiculo, durante o periodo experimental. Os pontos do
grafico representam os dias que foram aferidos 0s pesos e representam valores médios (+S.E.M.) para os
grupos experimentais (n = 12 animais por grupo). Teste ANOVA Two-Way seguido do pOs-teste
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Bonferroni. Os asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparados com o grupo controle: *p
< 0,05; **p < 0,01.

6.3.4 Peso dos tecidos adiposos

A figura 19 apresenta o peso dos tecidos adiposos dos animais. N&o foram observadas
diferencas entre os grupos OV X e Sham nestes parametros.

Figura 19 - Peso dos tecidos adiposos que foram dissecados no momento da eutanasia
dos animais que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia

apds o tratamento com curcumina por 14 dias.

Veiculo

Curcumina 06— B

0.8
0.4+
0.6
0.4
0.2
0.2

Peso do tecido adiposo
mesentérico (g/100g de p.c.)

0.0

0.0

Peso do tecido adiposo
subcuténeo (g/100g de p.c.)

1 1
Sham Ovx Sham Ovx

0.8 0.8

0.6 0.6
0.4+ 0.4

0.2

Peso do tecido adiposo
retroperitoneal (g/100g de p.c.)

Peso do tecido adiposo
gonadal (g/100g de p.c.)

0.0

T T
Sham Ovx Sham Ovx

Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 19 temos o peso dos tecidos adiposos dos animais submetidos a cirurgia de ovariectomia e
celiotomia apds o tratamento com curcumina ou veiculo. Em A temos o peso do tecido adiposo subcutaneo,
em B temos o peso do tecido adiposo mesentérico, em C temos o0 peso do tecido adiposo gonadal e em D
temos o peso do tecido adiposo retroperitoneal. As barras representam valores médios (+S.E.M.) para o grupo
experimental (n = 12 animais por grupo). Teste ANOVA Two-Way seguido do pos-teste Bonferroni.
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6.3.5 Peso do Utero

Podemos observar na figura 20 o peso do Utero dos animais. O grupo que foi submetido
a cirurgia de ovariectomia e recebeu o veiculo apresentou um peso menor do Utero quando
comparado ao grupo submetido a cirurgia celiotomia que recebeu o veiculo. Quanto ao
tratamento com curcumina, 0 grupo ovariectomizado apresentou um peso menor quando

comparado ao grupo controle.

Figura 20- Peso do utero que foi dissecado no momento da eutandsia dos animais que
foram submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia apds o tratamento

com curcumina por 17 dias.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 20 temos o peso do Utero dos animais submetidos a cirurgia de ovariectomia e celiotomia ap6s o
tratamento com curcumina ou veiculo. As barras representam valores médios (£S.E.M.) para o grupo
experimental (n = 12 animais por grupo). Teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste Bonferroni. **P
< 0,01, em comparacdo com o grupo controle.

6.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS BDNF, SINAPTOFISINA E GFAP
NO HIPOCAMPO POR WESTERN BLOTTING EM RATAS OVARIECTOMIZADAS

Podemos observar na figura 21 a avaliagdo da expressdo das proteinas BDNF,
Sinaptofisina e GFAP pela técnica de western blotting no hipocampo das ratas submetidas a
cirurgia de ovariectomia e cirurgia controle. Nao foram observadas diferengas entre os grupos

OVX e Sham nestes parametros.
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Figura 21- Efeito da cirurgia de ovariectomia sobre a expressdo das proteinas BDNF,
Sinaptofisina e GFAP apds 30 dias da realizacéo da cirurgia.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Na figura 21 temos a avaliagdo da expressdo das proteinas BDNF, sinaptofisina e GFAP no hipocampo por
western blotting em ratas ovariectomizadas. Em A temos a expressdo de BDNF/Actina%. Em B temos a
expressao de Sinaptofisina/Actina %. E em C temos a expressao de GFAP/Actina %. As barras representam
valores médios (£S.E.M.) para o grupo experimental (n = 12 animais por grupo). Teste T Student.
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7 DISCUSSAO

A seguir serdo discutidos os resultados encontrados em nosso estudo.

7.1 AVALIACAO DO EFEITO DA CIRURGIA OVARIECTOMIA EM RELACAO A
CIRURGIA CELIOTOMIA

Com o0 aumento da expectativa de vida, as mulheres passam um terco da vida sob a fase
de p6s menopausa. A menopausa € caracterizada por uma alteracdo do estado hormonal e pela
reducdo da qualidade de vida devido ao aparecimento de sintomas desconfortaveis.
Compreender a fisiopatologia da menopausa e desenvolver novas estratégias para melhorar o
tratamento dos sintomas associados € um assunto importante e muito discutido na pratica clinica
(ZHANG et al., 2016).

Os horménios ovarianos estéo relacionados com a cognicao e especialmente as funcdes
de aprendizagem e memoria, tanto em humanos quanto em roedores. A reducdo do estrogénio
ap0Os a menopausa natural ou a cirurgia de ovariectomia tem apresentado um papel importante
no desenvolvimento do comprometimento da memoria (MOIETY et al., 2015; DJIOGUE et
al., 2018; KHALEGUI et al., 2021).

Devido aos estudos com humanos serem pouco viaveis, o0 modelo experimental animal
vem sendo usado em diversos testes devido as suas caracteristicas genéticas, bioldgicas e
comportamentais para assemelhar a eventos que ocorrem no ser humano. E dificil ter um
modelo experimental ideal, porém, o modelo de rato tem sido usado para melhor elucidar os
conhecimentos sobre funcdo hormonal, envelhecimento ovariano e mudancas relacionadas a
transicdo da menopausa em mulheres. (MOIETY et al., 2015; CAROLINO et al., 2019;
DJIOGUE et al., 2018).

Para avaliar a memadria e cognigdo em roedores existem diversos testes que permitem
identificar alteracGes quanto ao estado comportamental. Em nosso estudo optamos pelo teste
de reconhecimento de objetos, visto que é descrito como metodologia simples e eficaz para
estudar o desempenho cognitivo em animais. Também foram realizadas avaliacOes
comportamentais no teste de campo aberto, para verificar possiveis alteracfes motoras que

podem comprometer o desempenho cognitivo dos animais (MANFREDINI et al., 2019).
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O teste de campo aberto é preditivo para avaliar a atividade locomotora dos animais, a
locomoc&o é avaliada através da distancia percorrida e tempo de imobilidade. No nosso estudo
ele foi utilizado com o intuito de observar o impacto da cirurgia de ovariectomia e o0 estado de
hipoestrogenismo sobre a locomocdo das ratas. Nossos achados revelaram que as ratas
submetidas a cirurgia de retirada dos ovérios apresentaram maior distancia percorrida em
relagcdo ao grupo controle, estes resultados sugerem que a cirurgia ndo afeta a locomogéo dos
animais e também néo interfere no comportamento exploratorio no teste de reconhecimento de

objetos.

Os resultados do estudo de Malekabadi et al., (2015) mostraram que apds 4 semanas da
realizacdo da ovariectomia 0os comportamentos exploratorios no teste de campo aberto foram
diminuidos em ratos OV X em compara¢do com o grupo Sham. Resultados semelhantes foram
encontrados por Khalegui et al., (2021) onde, utilizaram Ratos wistar fémeas adultas com idade
entre 21 e 22 semanas, e apds 15 dias da realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, encontraram

reducdo na distancia total movida pelo grupo OVX em relagédo ao grupo sham.

J& o estudo de Hajali et al., (2012), avaliou a capacidade locomotora dos animais apos
2 meses da realizacdo da cirurgia para retirada dos ovarios, e ndo foram encontradas diferencgas
na distancia percorrida dos animais OVX em relacdo aos animais do grupo Sham. Estes
resultados divergentes, podem ser, em parte, explicados pelas diferencas metodoldgicas de cada
estudo como, por exemplo, o tempo ap6s os procedimentos cirdrgicos e idade dos animais ao

final do experimento.

Para avaliar a memoria testamos a capacidade do animal de memorizar diferentes
objetos em curto e longo prazo, através do teste de reconhecimento de objetos. O teste de
reconhecimento de objetos é considerado um teste rapido e eficiente para experimentos com
roedores, principalmente quando se almeja elucidar sobre aprendizado e as fases da memoria.
A maior vantagem deste teste € que 0 mesmo se baseia no instinto natural dos roedores em
explorar a novidade, sendo assim, o teste ndo requer muitos dias de treinamento e ndo gera
maior estresse, COmo é 0 caso de outros testes com esse mesmo intuito (LUEPTOW; 2017).

Observamos em nosso estudo que em ambos o0s testes de reconhecimento de objetos, de
2 e 24 horas, os animais ovariectomizados apresentaram maior tempo de exploragéo ao objeto
familiar em relacdo ao grupo de cirurgia controle. Estes resultados sugerem um declinio nas

memorias de curta e longa duracdo em animais ovariectomizados.
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Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Zheng et al., (2021), onde, 0s
ratos do grupo OVX apresentaram uma capacidade significativamente reduzida de explorar
novos objetos e uma diminuicdo da preferéncia por novos objetos em compara¢do com o grupo
controle. Coletivamente, esses achados indicaram que o OV X pode reduzir a capacidade dos
animais de reconhecer e lembrar dos objetos familiares.

Chulikhit et al., (2021) observou no teste de reconhecimento de objetos, que o grupo de
cirurgia controle passou um tempo significativamente mais longo explorando o objeto novo do
que o familiar, enquanto os ratos OV X tratados pelo veiculo ndo conseguiram discriminar esses
dois objetos, indicando o prejuizo induzido pelo OV X da meméria de trabalho ndo espacial.

O hipocampo exerce um papel crucial na formagdo de novas memorias e em sua
subsequente reativacdo, esta regido possui uma capacidade limitada de adquirir informacdes de
forma répida e automética, sem manté-las por muito tempo. Contudo, a informacéo
originalmente disponivel torna-se permanente para outras estruturas cerebrais como o cortex,
independentemente da atividade hipocampal (CINELLI JR et al., 2020; SEONG et al., 2016;
VALERO et al., 2014).

Estudos revelam que o hipocampo € intimamente regulado por estrogénios
especialmente 17p-estradiol de forma especifica do sexo, o estrogénio vem da circulacéo
(sintetizado nos érgdos sexuais) e/ou da sintese local, incluindo a sintese de novo estrogénio do
colesterol e/ou diretamente da conversao de testosterona, sendo que, ambos precisam da enzima
catalisadora, aromatase. Estd bem estabelecido nas Gltimas décadas que o estrogénio gonadal
media a flutuacdo na densidade de sinapse hipocampal durante o ciclo estrous no rato adulto.
Sabe-se que para a sintese de estradiol no hipocampo € mediado por um sistema neuronal
contendo P450scc para sintese pregnenolone, implicando que o horménio é sintetizado por
P45037s e enzima aromatase localizada em neurdnios do hipocampo. No entanto, em contraste
com a lenta acdo do estrogénio gonadal, o estrogénio hipocampal pode contribuir
substancialmente para a fungdo do mesmo, principalmente, para agir no local e de forma rapida
modulando a plasticidade sinaptica hipocampal. O estrogénio sintetizado no hipocampo, além
do gonadal, é essencial para a plasticidade sinaptica, desenvolvimento cerebral, crescimento do
axonio e neuroprotecdo (BIAN et al., 2014; LAN et al., 2021; Engler-Chiurazzi et al., 2016).

Os mecanismos da regulacdo do estrogénio sobre plasticidade sindptica hipocampal

incluem via gendmica cronica classica e via ndo genémica rapida. Os receptores de estrogénio
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de membrana nuclear ou plasmatica, estdo envolvidos nessas duas vias de sinalizacdo (BIAN
etal., 2014).

Nos ultimos anos cresceram as evidéncias que sugerem que os hormdénios gonadais
atuam como neurosterodides que sdo produzidos no cérebro e, assim, modificam rapidamente a
cognicao e outras funcgBes neurais. Consequentemente, a reducdo dos niveis de estrogénio pela
menopausa ou ovariectomia pode ndo s6 aumentar a incidéncia de patologias inflamatorias,

mas também diminuir a neurogénese e a plasticidade neuronal (CHULIKHIT et al., 2021).

A queda de estrogénio em mulheres na pds-menopausa esta associada ao aumento dos
niveis de estresse oxidativo e apoptose, e aumenta o risco de certas doengas, incluindo processos
degenerativos no sistema nervoso central. Foi relatado que o estresse oxidativo aumenta no
cérebro de ratos fémeas apds a ovariectomia e que o E2 protege o hipocampo, cortex cerebral
e hipotalamo do estresse oxidativo mitocondrial (Yazgan; Naziroglu, 2017).

Os hormonios sexuais influenciam em varios aspectos do organismo. O ganho de peso
induzido pela ovariectomia tem sido atribuido a alteracbes metabdlicas como resultado da
gueda do estrogénio, o que leva ao aumento da sintese de gordura e deposi¢do nos adipocitos.
Quando as células adiposas atingem sua capacidade de armazenamento de gordura, estas se
mobilizam para serem depositadas no tecido adiposo visceral. Isso é frequentemente associado
a fatores de risco cardiovasculares. (ZHANG et al., 2016; LIZCANO; GUZMAN, 2012).

Em relacdo ao ganho de peso, em nosso estudo podemos observar antes dos
procedimentos cirurgicos os animais de ambos 0s grupos apresentavam pesos semelhantes e
que apds a cirurgia de ovariectomia, e consequentemente, a queda dos niveis do horménio
estrogénio, levaram ao aumento do ganho de peso dos animais ao longo do periodo de
experimento, mostrando assim, a influéncia da auséncia do estrogénio no controle do peso
corporal.

Os dados de Zhang et al., (2016) mostram um aumento significativo no peso corporal
de ratas ovariectomizadas em comparagdo com a cirurgia controle, e também mostram que
embora o consumo alimentar tenha sido comparavel ao longo do estudo, 0 aumento da gordura
corporal deveu-se ao aumento da lipogénese ou a diminuicéo da lipdlise ou ambos. Afirmando
estes dados, Chiang et al., (2016) também demonstraram um aumento do ganho de peso nos
animais submetidos a cirurgia de retirada dos ovarios em compara¢cdo com 0 grupo controle

durante seu experimento.
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No estudo de Chao et al., (2017), que também utilizaram este modelo de indugéo de
menopausa, foi possivel observar que no inicio os pesos nao se diferiam, ap6s 2 semanas de
experimento ja era possivel notar uma tendéncia do maior ganho de peso no grupo
ovariectomizado e que recebia o tratamento controle, apds 12 semanas 0 aumento do peso
corporal em ratos OV X foi mais expressivo do que em ratos de controle.

Em estudo recente, os autores encontraram resultados semelhantes quanto ao
acompanhamento de peso de ratas submetidas a retirada dos ovarios. O estudo foi mais longo
que 0 nosso trabalho, porém através da linha de tempo de acompanhamento foi possivel
visualizar diferenca significativa a partir do 33° dia e a continuidade desta tendéncia até o final
do experimento (BURCH et al., 2021).

Particularmente, a obesidade relacionada a menopausa € considerada um importante
problema de salde, que afeta negativamente a qualidade de vida das mulheres. Uma ligacéao
entre inflamacdo associada a obesidade foi recentemente proposta, onde o excesso de peso
corporal e o aumento da adiposidade resultam em hipertrofia, lise e necrose do tecido adiposo
levando ao recrutamento de macréfagos e a secrecao de fatores pro-inflamatérios, o aumento
de algumas citocinas como TNF-alfa e proteina C-reativa (CRP) parecia ser parcialmente
dependente do indice de massa corporal (IMC). Além disso, fatores de risco importantes para
doencas cardiovasculares associadas a obesidade, incluindo dislipidemia e desequilibrio
leptina/adiponectina, tém sido relatados em mulheres obesas pds-menopausa e animais
ovariectomizados. No excesso de peso, a resisténcia a leptina tem sido associada ao
comprometimento da satde mental. Essas observacdes destacaram a importancia da inflamacéo
para a obesidade associada a menopausa (BANIN et al., 2021; CHAO et al., 2017).

No que tange sobre acimulo de tecido adiposo, podemos observar em nosso estudo que
nos sitios adiposos analisados, houve diferenca apenas no tecido adiposo subcutaneo. O estudo
de Banin e colaboradores (2021) encontraram que, ap6s 2 meses da realizacdo dos
procedimentos cirdrgicos (ovariectomia e celiotomia) o peso no tecido adiposo retroperitoneal
e subcutaneo foi maior no grupo dos animais ovariectomizados em relagao aos animais controle,
nos demais tecidos ndo houve diferenca.

O estudo de Shen et al., (2019), analisou os tecidos adiposos ap6s 9 semanas da
realizacdo da ovariectomia e da cirurgia controle. Os resultados apresentaram aumento na
massa total de blocos de gordura visceral do grupo OVX quando comparados com 0 grupo
Sham. A massa total de gordura visceral foi composta por massa de almofada de gordura

perirenal, retroperitoneal e mesentérica.
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Ja o estudo de Yeh et al. (2021), onde apds 8 semanas de experimento, foram analisados
0s pesos dos tecidos adiposos retroperitoneal, gonadal e perirenal dos animais ovariectomizados
e aos submetidos a cirurgia controle, onde ndo foram encontradas diferencas entre 0s pesos
nestes grupos.

O utero é um dos principais tecidos alvo de estrogénios enddgenos e exdgenos. Em
roedores € bem elucidado pela literatura que quando os animais sdo submetidos a cirurgia de
retirada dos ovarios tende-se a involucdo do Utero. Isto ocorre devido a falta do horménio
gonadal que regula todo o ciclo reprodutivo e € um pardmetro que confirma a realizacdo da
cirurgia de forma correta (ZHOU et al., 2016; YEH et al., 2021). Nossos resultados permitem
observar que o grupo submetido a ovariectomia sobre este efeito da queda do hormonio
estrogénio apresentou um peso do utero significativamente menor quando comparado com 0s
animais submetidos a celiotomia.

Zhang et al., (2016) encontraram resultados semelhantes em seu estudo, onde
demonstraram que ratos ovariectomizados apresentaram uma reducdo no peso uterino e
espessura endometrial comparado com ratos controle. A reducdo da espessura endometrial foi
causada pela falta de estrogénio secretado pelos ovarios. Corroborando também com estes
resultados, os estudos de Renczés et al., (2020) e Banin et al. (2021), mostraram a reducdo
significativa do peso do Utero das ratas ovariectomizadas quando comparadas com 0s animais
submetidos a cirurgia controle.

Em suma, os dados apresentados nesta primeira parte do nosso estudo, obtidos a partir
de ratas ovariectomizadas, mostraram uma maior distancia percorrida no teste de campo aberto,
aumento do tempo de exploracdo ao objeto familiar, reducéo do tempo de exploracéo ao objeto
novo, em 2 e 24h, no teste de reconhecimento de objetos. Em relag¢éo ao peso corporal, notou-
se 0 aumento nos animais ovariectomizados em relacdo ao grupo controle, e quanto ao acimulo
de tecido adiposo ndo houve diferenca entre os pesos. O fato de o0 peso do utero ter apresentado
reducdo nos sugere o sucesso da cirurgia, mostrando que os niveis dos hormonios estavam

baixos.
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7.2 AVALIACAO DO TRATAMENTO COM ESTRADIOL EM RATAS
OVARIECTOMIZADAS

Encontramos na literatura que ap6s 15 dias da realizacéo da cirurgia de ovariectomia o0s
niveis de estradiol circulantes ja se encontram baixos, e ja € possivel observar prejuizos na
memoria dos animais, assim, definimos o décimo quinto dia para iniciar o tratamento de
reposi¢cdo hormonal com estradiol e o periodo de 14 dias de tratamento para o inicio dos testes
comportamentais (FIORINI, 2019; KHALEGUI et al., 2021; ABD-RABO et al., 2018).

Em nosso estudo objetivamos analisar os efeitos da administracdo diaria de estradiol na
reversdo dos déficits de memoria nas ratas ovariectomizadas. A terapia de reposicdo hormonal
(TRH) é utilizada por algumas mulheres na pds-menopausa principalmente para reducdo dos
sintomas caracteristicos desta fase (CHULIKHIT et al., 2021; MORRONE et al., 2016).

Sobre o teste de campo aberto observamos em nosso estudo que 0s animais que
receberam estradiol diariamente apresentaram menor distancia percorrida e, consequentemente,
um maior tempo de imobilidade. Resultados estes que ndo interferem nos dados obtidos no teste

de reconhecimento de objetos, pois ndo mostram uma reducgdo na exploracdo do animal.

Semelhante ao nosso estudo quanto ao tempo apos a cirurgia de ovariectomia, Khalegui
et al., (2021) avaliaram a exposicdo a agentes estressores fisicos e psicoldgicos em animais
ovariectomizados, e encontrou que, a exposicdo ao estradiol aumentou a atividade locomotora
em ambos 0s grupos OV X expostos a estressores quando comparados a atividade nos grupos

OV X expostos ao estresse e tratados com veiculo.

No teste de reconhecimento de objetos notamos que na memdria de curta duracao (teste
de 2 horas) as ratas que receberam o tratamento com estradiol exploraram um maior tempo o
objeto novo em relacdo ao grupo que recebeu o veiculo. J& no teste para avaliar a memoria de
longa duracdo (24 horas), 0 grupo que recebeu a reposi¢do hormonal obteve um menor tempo
de exploracédo ao objeto familiar. Mostrando assim que, o tratamento com estradiol foi capaz

de reverter o déficit de memoria gerado pela ovariectomia.

Corroborando com estes resultados, um estudo descobriu que os ratos OV X tratados
com estradiol passaram mais tempo explorando o objeto novo do que os ratos do grupo sham e

0 grupo tratado com veiculo. Os autores sugeriram que o efeito estrogénio na memoria nao é
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simplesmente uma consequéncia de restaurar temporariamente os niveis deste hormonio, mas
que o estrogénio esta agindo como um melhorador cognitivo, uma vez que permite que uma
memoria, que normalmente ndo persiste, persista por mais tempo (PEREIRA et al., 2014).
Fonseca et al., (2013) tiveram como objetivo investigar quais sdo as mudancas plasticas
desencadeadas pelo tratamento de reposi¢do hormonal, uma vez instalado o déficit de memoria
induzido pelo OV X. Apesar de neste estudo o tempo de tratamento com estradiol ser maior (12
semanas) foi encontrado o déficit de memoria nos animais através do teste de reconhecimento

de objetos, e 0 mesmo foi resgatado apds 5 semanas de tratamento com estradiol.

O estradiol tem sido demonstrado como um fator que aumenta a plasticidade sinaptica
e consequentemente afetando o aprendizado e a memoria. A potencializacdo a longo prazo
aumenta ap0s o tratamento com estradiol, bem como a densidade de colunas dendriticas.
Curiosamente, os efeitos do estradiol sobre a plasticidade sinaptica ocorrem rapidamente, o que
sugere a ativacdo de receptores associados & membrana. De fato, varias evidéncias apoiam a
presenca de ERa ¢ ER na membrana, além de sua localizagao classica no nucleo. A rotulagem
ERa foi detectada em ax6nios e espinhas dendriticas bem como associada a pequenas vesiculas

de varizes axonais gabaérgicas na regido CA1 do hipocampo (PEREIRA et al., 2014).

Os estrogénios desempenham papéis importantes em varias regides cerebrais envolvidas
no aprendizado e na memoria, como hipocampo e cortex frontal. O horménio ovariano, fator
neuroprotetor natural, tem efeitos neuroreguladores e neuroprotetores. Sugere-se que 0
estrogénio pode afetar a sintese de neurotransmissor, regulacdo de BDNF, crescimento de
neurdnios, formacdo de sinapse, densidade da coluna neuronal e condu¢do neural, regula o
crescimento de astrocitos e células microgliais, promove a formacdo de fibras nervosas e
suprime apoptose neuronal. Ao mesmo tempo, 0s receptores de estrogénio sdo distribuidos em
numerosas regides cerebrais, fazendo com que o hormdnio atravesse a barreira cerebral para
agir em multiplos sistemas de neurotransmissores associados ao seu receptor, como resultado,
regula a estrutura e funcdo do sistema nervoso central (SNC), modula reagdes emocionais e
funcdo cognitiva, e exibe o efeito neuroprotetor. Consequentemente, a terapia de substituicdo
de estrogénio tem um efeito terapéutico definido, mas estd associado a inUmeras contra
indicacOes de aplicagdo hormonal de longo prazo e potencial carcinogenicidade (GE et al.,
2020; MOHAMMADI; ZARE, 2020).

O estradiol atua em varias vias metabdlicas com o perfil de regular positivamente fatores

anti obesogénicos e melhorar o perfil metabdlico saudavel. O maior ganho de peso é um efeito
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da queda do hormonio estrogénio no organismo feminino e reflete no acimulo de gordura nos
tecidos adiposos. (MEDINA et al., 2020).

Um conjunto de evidéncias demonstram que a sinalizacdo estrogénica pode ter um papel
importante no desenvolvimento da obesidade em mulheres na menopausa, com isto as mulheres
tém trés vezes mais chances de desenvolver anormalidades de obesidade e sindrome metabdlica
do que as mulheres na pre-menopausa. Uma reducéo significativa do estrogénio e progesterona
resulta do esgotamento folicular, produzindo muitos padrées androgénicos de distribuicdo de
gordura, ou seja, um aumento na adiposidade central ou abdominal. A ovariectomia pode
induzir ganho de peso e deposicao de gordura em roedores, enquanto o tratamento estradiol ou
antioxidante pode restaurar essas alteraces. Além disso, a terapia de reposicdo hormonal a
base de estrogénio/progesterona em mulheres na menopausa tem sido demonstrada para reduzir
o tecido adiposo visceral, a glicemia de jejum e os niveis de insulina. (LIZCANO et al., 2014;
CHAO et al., 2017).

Em relacéo ao ganho de peso corporal, é possivel observar em nosso estudo o ganho de
peso semelhante em ambos 0s grupos nos primeiros 15 dias pos cirdrgico, e que apos o inicio
do tratamento com estradiol os animais deste grupo apresentaram reducdo do peso em
compara¢do com 0s animais tratados com o veiculo. Sobre o peso dos tecidos adiposos
avaliados, encontramos, a reducdo do peso do tecido adiposo gonadal nas ratas submetidas ao
tratamento com estradiol, em relacdo aos outros sitios adiposos, ndo encontramos diferenca nos

PESOs.

Russel et al., (2017) observaram em seu trabalho que o tratamento diario com estradiol
levou a uma reducdo do ganho de peso das ratas ovariectomizadas, sendo mais acentuada no

final do experimento. Resultados estes que se assemelham aos encontrados no nosso estudo.

Segundo Hamm et al., (2019) “A menopausa ¢ frequentemente marcada por um
aumento do peso corporal, sem mudanga na dieta ou habitos de exercicio”. Embora nao tenha
alcancado significancia estatistica em seu estudo Hamm e sua equipe (2019), mostraram que
em relacdo ao grupo SHAM, houve uma tendéncia para o0 aumento do peso corporal no grupo
OVX, e houve um aumento do peso do tecido adiposo visceral neste grupo. No entanto, a
suplementacdo com estradiol, apresentou uma reducdo do ganho de peso durante o periodo
experimental e também demonstrou protecdo contra o acimulo de tecido adiposo visceral

nesses animais.
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Em outro estudo os grupos OV X apresentaram aumentos significativos na massa total
de blocos de gordura visceral (sendo a massa total de gordura visceral composta por tecido
adiposo perirenal, retroperitoneal e mesentérico) quando comparados com o grupo Sham e este
aumento da massa de blocos de gordura foi reduzido em OV X + estradiol em comparacdo com
0s grupos OV X+ veiculo (SHEN et al., 2019).

Quanto ao peso do utero, podemos observar nos nossos resultados um expressivo
aumento deste parametro nas ratas que receberam o horménio estradiol diariamente. Resultado
este que se assemelha com os achados de Renczeés et al., (2020), que demonstraram em seu
estudo que as ratas ovariectomizadas e submetidas ao tratamento com estradiol apresentaram
maior peso uterino quando comparadas com os animais submetidos a celiotomia e com o grupo

OVX que ndo recebeu a reposicao hormonal.

Segundo Kundu et al., (2018), o aumento do peso uterino detectado é sugestivo de
atividade estrogénica, especialmente atividade do receptor ERa, onde, 0 mesmo em seu estudo,
também encontrou um expressivo aumento no peso do Utero das ratas ovariectomizadas e

tratadas com estradiol.

Morrone et al., (2016,b) observaram em seu trabalho que os animais Sham apresentaram
diferentes morfologias uterina de acordo com a fase do ciclo estral. Dos animais que fizeram
parte de seu estudo, dois ratos do grupo sham, apresentaram proestrus caracteristico (alto teor
de fluido e tecido grosso), enquanto outros exibiram morfologias de outras fases do ciclo, estrus
ou diestrus. A fase Proestro é considerada um periodo de preparacdo, caracterizado pelo
crescimento de novos foliculos ovarianos e apresenta altos niveis de estradiol e células vaginais
grandes e nucleadas. Sendo assim, devido a reposicdo didria de estradiol nas ratas
ovariectomizadas, o estimulo hormonal é constante e com isto justifica-se o tamanho uterino

aumentado encontrado nas ratas deste grupo (GAN et al., 2019).

Em outro estudo, os animais que foram submetidos a cirurgia de ovariectomia foram
tratados com estradiol por um periodo de 14 dias, como resultados também encontraram um
maior peso do Gtero no grupo que recebia a reposicdo hormonal quando comparado com 0s
controles (RUSSELL et al., 2017).

Em resumo, os dados apresentados nesta parte do nosso estudo, obtidos a partir de ratas
ovariectomizadas e submetidas ao tratamento com o hormonio estradiol, mostraram uma
reducdo da locomogéo/exploracdo e um maior do tempo de imobilidade no teste de campo

aberto. No teste para avaliar a memoria de reconhecimento de objetos notou-se um aumento do
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tempo de exploracdo ao objeto novo no teste de 2 horas e reducdo do tempo de exploracdo ao
objeto familiar em 24 horas. Em relacéo ao peso corporal, notou-se que o estradiol reduziu o
peso dos animais OV X+estradiol ao longo do experimento, e quanto ao acumulo de tecido
adiposo houve diferenca apenas no peso do tecido adiposo gonadal que foi menor no grupo
tratado com estradiol. O peso do Gtero apresentou aumento devido a a¢do do estradiol nos

receptores presentes no mesmo.

7.3 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM CURCUMINA EM RATAS
OVARIECTOMIZADAS

Como ja citado, definimos através de estudos, o décimo quinto dia ap0s 0s
procedimentos cirdrgicos para iniciar o tratamento com a curcumina sobre as alteracdes
cognitivas e neurodegenerativas induzidas pela ovariectomia (FIORINI, 2019). Selecionamos
a partir de um estudo prévio de nosso laboratério a dose de 50mg/Kg para ser administrada por
gavagem nos animais por um periodo de 17 dias (REIS, 2018).

Existe um grande numero de trabalhos cientificos sobre o papel neuroprotetor da
curcumina e que demonstram esta acdo sobre os déficits cognitivos em diversos modelos
experimentais. Entretanto, trabalhos que abordam conjuntamente o tratamento com curcumina,
déficits cognitivos e ovariectomia sdo escassos. (AKINYEMI et al., 2018; BAGHBADERANI
etal., 2021; SCAPAGNINI et al., 2011; KHAN et al., 2019).

Sobre o teste de campo aberto foi possivel observar que os animais submetidos a cirurgia
de ovariectomia e tratados com veiculo obtiveram um menor tempo de imobilidade quando
comparados com os valores apresentados pelo seu grupo controle (Sham + veiculo), este
resultado ndo refletiu na distancia percorrida dos animais deste grupo e respectivamente nao
apresenta influéncia negativa no tempo de exploragéo no teste de reconhecimento de objetos.

Em estudo recente de Saied et al., (2020) no teste de campo aberto, a ovariectomia
reduziu a frequéncia total de ambulacdo em comparagdo com o grupo Sham. No entanto, o
tratamento com a curcumina melhorou a ambulacdo em ratos ovariectomizados.

Em nosso trabalho, no teste de reconhecimento de objetos, os animais submetidos a
cirurgia de ovariectomia e tratados com curcumina apresentaram em ambos os testes de 2 e 24
horas um maior tempo de exploracdo ao objeto novo em relagédo aos animais que foram tratados
com veiculo (OVX+ veiculo). Estes resultados permitiram-nos compreender que a curcumina

foi capaz de melhorar os parametros apresentados no teste. Notou-se uma lacuna na literatura
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relacionando os efeitos da ovariectomia na memoria de reconhecimento de objetos e o
tratamento com curcumina.

O estudo de Belviranli et al., (2013) teve como objetivo investigar os efeitos da
suplementacdo de curcumina no comprometimento cognitivo avaliado pelo labirinto de agua
morris (MWM) em ratas. A curcumina ou veiculo foi administrada uma vez por dia por um
periodo de 12 dias. Durante o treinamento do teste, a suplementacdo de curcumina reduziu a
laténcia para chegar a plataforma e a distancia total percorrida e durante o teste da sonda, 0s
animais tratados com curcumina aumentaram o numero de cruzamentos de plataforma em
relacdo aos animais controle.

O trabalho de Dolatabatie et al., (2019) utilizou ratos machos para avaliar o tratamento
com curcumina sobre a memdria de ratos com isquemia cerebral global. O estudo revelou que
a curcumina poderia melhorar o déficit neuroldgico e o prejuizo de memoria no teste de
reconhecimento de objetos e protegeu a distribuicdo normal de neurénios na regido hipocampal
de CA1 apés a inducgdo da isquemia de forma dependente do tempo.

Ja Bassani et al. (2017) levantou a hipdtese em seu estudo que o tratamento da
curcumina seria capaz de preservar a cognicdo aumentando a neurogénese e reduzindo a
neuroinflamacdo no modelo de deméncia do tipo alzheimer induzida por uma injecdo
intracerebroventricular de estreptozotocina (ICV-STZ) em ratos Wistar. Os animais foram
expostos ao ICV-STZ e a tratamentos de veiculo e curcumina (25, 50 e 10 mg/kg) que foram
administrados por 30 dias. O tratamento de curcumina nas doses de 50 e 100 mg/kg impediu 0s
déficits na memoria de reconhecimento de objetos dos animais tratados em relacdo aos animais
que receberam o veiculo.

Existem algumas hipdteses que explicam a melhora da fungdo cognitiva com o uso da
curcumina. As acdes antioxidante, anti inflamatdria e anti apdptica sdo uma delas, devido a
modulacdo de processos bioquimicos envolvidos no déficit cognitivo como: a morte de
neurdnios induzida pelo estresse oxidativo, inflamagéo e disfuncdo mitocondrial (HE et al.,
2015; TSAl et al., 2021).

Sabe-se que a quantidade de éxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS)
produzidas ajudam na defesa contra patdgenos invasores, portanto, é critica para a resposta
inflamatdria e para o sistema imune inato. Porém, concentracdes altas destes componentes
podem levar a efeitos toxicos e deletérios. As atividades dessas moléculas oxidantes sdo
altamente dependentes da concentracéo e por isso, a regulacéo da producdo é fundamental para
manter as funcbes fisiologicas adequadas e para controlar os seus efeitos deletérios
(ABRAHAMS et al., 2019; CINELLI et al., 2020; LEO; CAMPQS, 2019).
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Estudos in vitro mostraram que a curcumina protege o cérebro da peroxidacéo lipidica
e previne o dano oxidativo do DNA pela regulagéo de radicais hidroxila (HO), NO e ROS. Esse
composto também foi descrito como um potente ativador da enzima glutationa S-transferase e
um indutor efetivo do aumento do conteudo de GSH em células cerebrais (BANERJEE, 2016;
ISHRAT et al., 2009; MAZZANTI; GIACOMO, 2016; NISHINAKA et al., 2007).

A curcumina contém altos niveis de compostos antioxidantes, incluindo ligagdes de
duplo carbono, anéis fenil e grupo B-diceto. Estudos em ratos mostraram que a propriedade
lipossoluvel da curcumina possibilita a protecdo da membrana celular, uma vez que ela é capaz
de neutralizar HO, ON, ROS e peroxido de hidrogénio e induzir o aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como SOD, CAT, quiona redutase induzida e glutationa S-transferase
(KARIMI et al., 2019; NIMSE; PAL, 2015; PARK et al., 2020).

Outro importante fator patologico na neurodegeneracao é representado pela inflamacao
cerebral. Mediadores inflamat6rios como citocinas e quimiocinas liberadas por células ativadas
(microglia, astrdcitos, macrofagos e linfécitos) contribuem para o aumento do estresse
oxidativo e consequentemente ao dano neuronal. Estudos relatam que a curcumina regula as
respostas inflamatdrias suprimindo a atividade dos fatores de transcricdo como NFkB e a AP-
1. Além disso, a curcumina bloqueia a inducdo do 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e inibe
a lipoxigenase e a ciclooxigenase-2 (COX-2) (BENGMARK et al., 2006; HE et al., 2015;
MAZZANTI; GIACOMO, 2016; SANDUR et al., 2007).

Boozari et al (2019) elucidaram o papel anti-inflamatdrio deste composto, evidenciando
o seu efeito modulador sobre o receptor TLR4. Sabe-se que a ativacdo deste receptor culmina
em uma série de eventos de sinalizacdo intracelular, os quais induzem a ativacao de NF-kB com
consequente producdo de citocinas pré-inflamatorias, ROS e NO.

Em modelos de roedores submetidos a ovariectomia, o ganho de peso e o excesso de
tecido adiposo visceral sdo mudancas fenotipicas bem descritas causadas por este modelo.
Como ja citado, a obesidade e 0 aumento da ingestdo alimentar sdo fendmenos comuns em
mulheres na menopausa, levando ao ganho de peso, reducdo gradual da massa corporal magra
e acumulo progressivo de gordura em diferentes regides do corpo. A gordura abdominal induz
0 estresse oxidativo, que por sua vez, tem se mostrado causado por inflamag&o sistémica crénica
de baixo nivel. (MORRONE et al., 2016b)

No que se refere ao acompanhamento de ganho de peso, nosso estudo demonstrou que
0s animais submetidos a ovariectomia apresentaram maior ganho de peso a partir da segunda

semana de experimento comparado com os animais do grupo controle, ndo foram observadas
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diferengas no ganho de peso nos grupos tratados com curcumina. Quanto ao peso dos tecidos
adiposos ndo foram encontradas diferencas entre os grupos analisados em nosso estudo.

No estudo de Zhang et al., (2017), em comparacao com os ratos SHAM, a ovariectomia
levou a um maior ganho de peso corporal. No entanto, a curcumina teve um efeito preventivo
no ganho de peso corporal, com isso, concluiram que a curcumina ndo tinha acdo semelhante
ao estrogénio, mas poderia ser um potencial agente de perda de peso para mulheres na
menopausa.

O estudo Sunmim et al., (2016) utilizou a curcumina adicionada a dieta dos animais (a
ingestdo de curcumina, foi de aproximadamente 55-57 mg/dia) e encontrou que os ratos OVX
apresentaram pesos corporais mais altos do que os ratos Sham na quarta e sétima semana. O
consumo de curcumina ndo alterou o aumento do peso corporal em ratos OV X+curcumina. Os
pesos da almofada de gordura gonadal e retroperitoneal foram, ao contrario do peso corporal,
reduzidos no grupo que recebeu a curcumina. Os ratos OV X apresentaram menor peso uterino
em comparagdo com 0s animais controle, e o tratamento com a curcumina néo alterou este
parametro.

Em outro estudo o ganho de peso corporal foi avaliado por um periodo de tratamento de
30 dias com curcumina. Independentemente da suplementagdo com curcumina, o ganho de peso
foi significativamente maior em todos os grupos OVX quando comparado com o controle. O
tecido adiposo mesentérico também foi removido e ponderado. Os animais OV X tratados com
veiculos apresentaram maior relacdo tecido adiposo mesentérico/peso corporal quando
comparados com ratos controle e a suplementacdo com curcumina reduziu o peso deste sitio
adiposo. Também coletaram, pesaram e analisaram a morfologia uterina no final dos
tratamentos. O Utero de ratos ovariectomizados foi encontrado altamente atrofiado,
confirmando a auséncia de horménios ovarianos ao longo deste periodo. Todos os ratos OVX,
inclusive os animais tratados com curcumina, apresentaram uma reducdo significativa no peso
do tecido uterino quando comparados a grupos falsos (MORRONE et al., 2016,b).

No parametro sobre o peso do Utero, podemos observar em nosso estudo, que o
tratamento com a curcumina ndo o influenciou, confirmando a involugdo do mesmo sobre o
efeito da reducdo do horménio estrogénio nos animais ovariectomizados, quando comparados
com seu respectivo controle.

Resultados semelhantes a estes foram encontrados por Zhang et al., (2017) onde,
analisaram a influéncia do tratamento com curcumina em animais ovariectomizados e

encontraram uma reducdo do peso do Utero dos animais que receberam ou ndo o tratamento
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com a curcumina, 0s autores sugeriram gque a curcumina ndo atuou como um fitoestrégeno e
sim como um composto bioativo agindo por outras vias.

Podemos notar a escassez de estudos que visam mostrar os efeitos da ovariectomia e o
tratamento com curcumina no déficit de memoria de ratas, com isto a dificuldade de melhor
elucidar os nossos resultados. O modelo de ovariectomia em ratas nos permite aprofundar nos
efeitos causados pela queda do estrogénio no organismo e, assim, poder extrapolar estes
resultados de modo translacional. Sabemos o papel da curcumina na modulacdo das respostas
anti inflamatoria, antioxidante e anti apoptdtica e sugerimos uma investigacdo mais
aprofundada sobre o potencial e a seguranca deste composto bioativo para tratar mulheres na
fase de menopausa com o objetivo de amenizar os processos relacionados ao envelhecimento

frequentemente acelerados pelo estado da menopausa.

7.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS BDNF, SINAPTOFISINA E GFAP
DO HIPOCAMPO DAS RATAS SUBMETIDAS A OVARIECTOMIA E CELIOTOMIA

Sobre a analise da expressao de BDNF no hipocampo néo foi encontrada diferenca entre
0 grupo ovariectomizado e o grupo controle. O BDNF é uma neurotrofina muito estudada,
principalmente quando se almeja elucidar sobre desordens cognitivas. De acordo com a
literatura, a queda de estrogénio provocada pela ovariectomia induz a reducéo da expresséo de
BDNF nestes animais, sugerindo assim, a alta participacdo do estrogénio na modulacdo desta
proteina (TAO et al., 2020; HABIBI et al., 2017).

O estudo de HAJAL I et al., (2021) teve como objetivo investigar 0s prejuizos cognitivos
da privacdo de sono em ratas ovariectomizadas e a expressdéo de BDNF nestes grupos
experimentais. Os animais foram submetidos ao teste de labirinto aquatico de Morris apds 48 e
72 horas de privacdo de sono respectivamente, ao final do experimento os animais foram
eutanasiados e o hipocampo utilizado para quantificacdo de BDNF. Segundo os autores, no
teste comportamental, os animais Sham e ovx apresentaram déficit de memoria quando foram
privados de sono, ja no teste de imunoblot ndo encontraram nenhum efeito significativo na
expressdo de BDNF no hipocampo, sugerindo que, independentemente do estado reprodutivo,
a expressdo BDNF ndo foi afetada pela privagéo do sono.

Quanto os resultados obtidos na analise da expressdo de Sinaptofisina no hipocampo
ndo encontramos diferenca entre o grupo OV X e o grupo Sham. A Sinaptofisina é uma proteina
encontrada no terminal nervoso dos neurbnios que é preenchido com pequenas vesiculas

sinapticas, organelas especializadas envolvidas no armazenamento e liberagdo de
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neurotransmissores. A sua expressao esta associada a densidade sinaptica, com isto € possivel
observar que uma reducdo nos niveis desta proteina esta associada a processos como danos
neuronais no sistema nervoso central (THIEL, 1993; SOUZA, 2021).

AGGARWAL et al., 2020 teve como objetivo avaliar o papel da quercetina como um
potencial agente neuroprotetor na prevencao do declinio cognitivo através da remodelacdo da
cromatina em animais OVX. Foram utilizados camundongos que foram submetidos a
ovariectomia e posteriormente aos testes de labirinto aquatico de Morris, reconhecimento de
objetos e labirinto elevado, apés os testes, o cortex pré frontal e hipocampo foram armazenados
para analise de Imunoblotting. Quanto a expressdo das proteinas analisadas observou-se uma
reducéo da expressdo de sinaptofisina, PSD-95 e BDNF nos animais ovx quando comparados
com o grupo Sham. Concluiram que a administracdo da quercetina previne o declinio cognitivo
restaurando o equilibrio HAT/HDAC através da ativacdo do ERK no cortex e no hipocampo
dos camundongos OV X, atuando assim como um potencial neuroprotetor, prevenindo déficits
cognitivos em mulheres pds-menopausa.

Acerca da analise da expressao de GFAP no hipocampo nao foi observada diferenca
entre os grupos OV X e Sham. Os efeitos neuroprotetores de estrogénio veem sendo relatados
em Vvarios sistemas de células neuronais através de mecanismos genémicos e ndo genémicos.
Estudos em modelos animais mostraram uma influéncia positiva dos estrogénios na
neurodegeneracdo relacionada aos seus efeitos anti-inflamatdrios e anti-apoptéticos. Os efeitos
sobre a reatividade glial podem ser particularmente relevantes, uma vez que a ativacdo celular
glial pode contribuir substancialmente para a progressao dos danos neuronais (SIANI et al.,
2017).

Os astrdcitos estdo envolvidos na reparacdo e protecdo do sistema nervoso, formando
tecido cicatricial glial sobre partes danificadas deste sistema. Essa funcéo € a razdo pela qual a
astrogliose acompanha infecgdes e lesbes cerebrais para tentar manter a integridade e proteger
0s neurdnios sobreviventes. Desta forma, o aumento da imunorreatividade do GFAP, que é uma
proteina de filamento intermediario expressa em astrocitos, é vista como um indice de dano
cerebral (CAETANO, 2018).

O trabalho de SIANI et al., (2017) utilizou camundongos ovariectomizados e tratados
com 17p-estradiol ou placebo para investigar os efeitos do estrogénio no grau de ativacdo da
glia e polarizagdo de microglia durante o processo neurodegenerativo. A ativagdo de astrocito
foi maior em camundongos OVX em relagdo aos outros grupos experimentais, com maior

expressdo GFAP, corpos celulares rounder com espessamento e reducdes de projecOes. Os
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resultados suportam os efeitos protetores dos estrogénios contra a degeneragdo nigrostriatal,
sugerindo que tais efeitos podem ser mediados por uma interagcdo com a microglia.

Deste modo, levando-se em consideracdo os resultados encontrados no teste de
reconhecimento de objetos, esperdvamos que 0s animais do grupo OV X apresentassem uma
reducdo da expressdo de BDNF, Sinaptofisina e aumento do GFAP no hipocampo.

Evidéncias recentes demonstram que algumas regides do cérebro, incluindo o
hipocampo, sdo capazes de produzir estrogénio e ou armazena-lo por um determinado periodo
apos a realizacdo da ovariectomia, fato este que sugere que estes neuroesteroides contribuem
para a plasticidade neuronal. (HOJO; KAWATO 2018; FESTER; RUNE 2021; HAJALI et al.,
2021). O hipocampo feminino é capaz de sintetizar estradiol a partir colesterol e através da
enzima aromatase, e como moduladores lentos/genémicos, podemos destacar o &acido cis-
retindico e o horménio liberador de gonadotropina (GnRH). A liberacéo pulsatil do GhnRH do
hipotalamo controla a secrecdo do hormoénio estimulante folicular (FSH) e hormonio
luteinizador (LH) na hipofise, que, por sua vez, regulam a sintese hormonal esteroide nas
gbnadas. Isso permitiu testar se 0 GNRH controla a sintese estradiol também diretamente no
hipocampo, local onde os receptores de GnRH sdo abundantemente expressos (HOJO;
KAWATO 2018; FESTER; RUNE 2021).

FESTER e RUNE (2021) concluiram em sua revisdo que “O estradiol gonadal muito
provavelmente exerce um efeito através da regulagdo da liberacdo do GnRH do hipotalamo,
que por sua vez regula a sintese estradiol hipocampal, mas estradiol de origem gonadal e
presente no soro é improvavel que tenha qualquer efeito direto no hipocampo”.

Uma questdo a ser levantada sobre o0 nosso estudo é a de que nédo foi avaliada em qual
fase do ciclo estral estavam as ratas do grupo Sham no momento da eutanasia, fato este que
pode geral uma notavel variacdo da secrecdo de estrogénio em cada uma destas fases. Portanto,
ndo se pode descartar que a suscetibilidade das ratas sobre a plasticidade cognitiva possa ser
variada em diferentes fases do ciclo estrous (HOJO; KAWATO 2018; HAJALI et al., 2021).

Outro fator importante a ser considerado é o tempo de experimento, onde, 32 dias ap0s
a realizacdo da ovariectomia seria insuficiente pra uma reducao destas proteinas no hipocampo,
sugerindo assim que, um maior tempo de experimento poderia ser necessario para essas
alteracdes conforme encontrado em outros trabalhos (TAO et al., 2020; EL-FATAH et al.,
2021). No entanto, o principal objetivo do presente estudo foi avaliar se 0s hormonios sexuais

femininos tém potenciais efeitos protetores contra os déficits de memoria.
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Diante da analise dos nossos resultados, mais estudos sdo necessarios para melhor
elucidar os fatores responsaveis pelos déficits de memdria encontrados nos animais

ovariectomizados e como a curcumina pode ter contribuido para a melhora do mesmo.
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8 CONCLUSAO

Podemos concluir ao longo deste projeto que a cirurgia de ovariectomia em ratas adultas
€ um meétodo capaz de simular a queda do horménio estrogénio semelhante ao que acontece no
organismo da mulher na fase da menopausa, a redugdo na producdo deste hormoénio nos
permitiu observar o declinio nas memarias de curta e longa duragdo, o aumento do ganho de
peso e a involucdo uterina em animais ovariectomizados. O tratamento com a reposi¢do de
estradiol permitiu consolidar a hipotese de que o hormonio é capaz de reverter estes deficits de
memoria nas ratas submetidas a cirurgia de retirada dos ovérios e que também se mostrou
efetivo na prevencéo do ganho de peso.

Os dados deste estudo também demonstram que o tratamento oral com curcumina,
atenuou os déficits de memdria observados nas tarefas de reconhecimento de objetos nos
animais ovariectomizados, porém, este composto ndo interferiu nos parametros de ganho de
peso e involugdo uterina, sendo assim, ndo atuou como um fitoestrégeno e sim como um

composto bioativo agindo por outras vias e mostrando-se como um composto neuroprotetor.
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ANEXO A — Aprovacéo do projeto pela Comissio de Etica para Uso de Animais (CEUA)

MINISTERIO DA EDUCAGAO
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG

E Lei n? 11.154, de 29 de julho de 2005 E

Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Efeito da curcumina sobre os
défictis cognitivos de ratas ovariectomizadas e sobre a expressao de NRF2 e

BDNF, registrada com o n2 0059/2021, sob a responsabilidade de Alexandre Giusti Paiva, que envolve a
producdo, manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
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