
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO 

NÚCLEO DE PESQUISAS EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

LABORATÓRIO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito do tratamento crônico com losartana, um bloqueador 

de receptores AT1, sobre o comportamento de ansiedade, 

depressão e memória de ratas de ovariectomizadas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Glenda Siqueira Viggiano Campos 
 

 

 

 

Ouro Preto 

2019  



II 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO 

NÚCLEO DE PESQUISAS EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

LABORATÓRIO DE FISIOLOGIA CARDIOVASCULAR 

 

 

 

Efeito do tratamento crônico com losartana, um bloqueador 

de receptores AT1, sobre o comportamento de ansiedade, 

depressão e memória de ratas de ovariectomizadas 

 

 

 

Glenda Siqueira Viggiano Campos 

 

 
Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Cunha Alvim de Menezes 

Laboratório de Fisiologia Cardiovascular/UFOP 

Orientador estrangeiro: Profa. Dra. Kathryn Sandberg 

Center for the Study of Sex Differences in Health, Aging and Disease – 

 Georgetown University, Washington, DC - EUA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ouro Preto 

2019 

Tese apresentada ao programa de Pós-

Graduação em Ciências Biológicas do 

Núcleo de Pesquisas em Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de 

Ouro Preto, como parte integrante dos 

requisitos para obtenção do título de 

Doutor em Ciências Biológicas, área de 

concentração: Bioquímica Metabólica e 

Fisiológica.  



Catalogação: www.sisbin.ufop.br

C198e Campos, Glenda Siqueira Viggiano .
     Efeito do tratamento crônico com losartana, um bloqueador de receptores
AT1, sobre o comportamento de ansiedade, depressão e memória de ratas de
ovariectomizadas [manuscrito]  /  Glenda Siqueira Viggiano  Campos. - 2019.
     107f.: il.: color; grafs; tabs. 

     Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Cunha Alvim de Menezes.

     Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Ouro Preto. Instituto de
Ciências Exatas e Biológicas. Núcleo de Pesquisas em Ciências Biológicas.
Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas. 
     Área de Concentração: Bioquímica Metabólica e Fisiológica.

     1. Ovariectomia. 2. Memória. 3. Ansiedade. 4. Hipocampo . I. Menezes,
Rodrigo Cunha Alvim de. II. Universidade Federal de Ouro Preto. III. Titulo.

                                                                         CDU: 618.11-089.87



Scanned with CamScanner



V 
 

APOIO FINANCEIRO 

 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Fisiologia Cardiovascular vinculado 

ao Núcleo de Pesquisas em Ciências Biológicas da Universidade de Ouro Preto, com 

auxílio da CAPES, FAPEMIG e UFOP e no Center for the Study of Sex Differences in 

Health, Aging and Disease vinculado ao Departamento de Medicina da Georgetown 

University com o auxílio da CAPES e NIH 1R01HL119. 

  



VI 
 

 

  

À minha mãe, Elvira, por 

acreditar no poder transformador 

da educação. Por lutar por meus 

sonhos junto comigo e vibrar a 

cada pequena vitória. 



VII 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Rodrigo Cunha Alvim de Menezes, os meus mais 

sinceros agradecimentos. Pela oportunidade, paciência, confiança, incentivo e todos os 

ensinamentos. Por ter contribuindo tanto para o meu crescimento científico. 

À Prof. Dra. Kathryn Sandberg, por me receber em seu laboratório e confiar em 

meu trabalho. Por todas as discussões, contribuições e oportunidade de crescimento como 

pesquisadora. A todos os membros do Sandberg’s Lab, pelo acolhimento e ajuda durante 

meu período no laboratório, especialmente à Dra. Hong Ji e Dra. Crystal West.  

À Dra Aline de Souza, gratidão pela amizade desde o LFC, e pela recepção e 

suporte não apenas no Sandberg’s Lab, mas também na minha adaptação à Washington, 

DC. Sem suas contribuições científicas, ajudas práticas e apoio emocional este trabalho 

não teria sido concluído com sucesso.  

Aos amigos do Laboratório de Fisiologia Cardiovascular (integrantes e ex-

integrantes), pelo companheirismo, solidariedade, troca de conhecimentos, e por terem se 

tornado amigos além do LFC. Em especial à Sylvana, fiel companheira de lab e produtiva 

parceria, e Paulo por todas as contribuições para a execução deste trabalho, puxões de 

orelha e amizade. 

Aos funcionários do LFC, Milton de Paula e Marly Lessa, pelos cuidados e 

dedicação tanto aos animais como aos alunos, sempre dispostos a ajudar. 

Ao CCA pelo fornecimento de animais. 

Aos colegas do NUPEB. 

Às amigas, Paula, Ana e Priscila, pela convivência diária, disposição, força e 

apoio emocional, pelos momentos únicos vividos e também pelas discussões científicas 

multidisciplinares e conhecimento compartilhado. 

Aos membros da banca por aceitarem gentilmente o convite e contribuírem para 

a melhoria deste trabalho.  

Esse trabalho jamais seria possível de ser realizado sem a participação de todos 

vocês. 

Muito obrigada a todos!!!   



VIII 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A mente que se abre a uma nova ideia jamais volta ao seu tamanho original” 

(Albert Einstein) 

  



IX 
 

RESUMO 

A privação de hormônios ovarianos está associada a disfunções em mulheres na pós-

menopausa. Estudos em roedores têm revelado que a privação hormonal induz alterações 

no hipocampo e amígdala, e também na atividade do sistema renina angiotensina (SRA). 

A alta expressão de receptores AT1 no hipocampo e na amígdala sugere o envolvimento 

do SRA na modulação de respostas emocionais e cognitivas. De fato, tem-se notado o 

efeito neuroprotetor dos bloqueadores de receptores de AT1 (BRAs), no entanto, até onde 

sabemos, não há estudos avaliando os efeitos dos BRAs sobre as respostas cognitivas e 

emocionais resultantes da depleção de hormônios ovarianos. Assim, o objetivo deste 

trabalho é avaliar o efeito da privação de hormônios ovarianos e do tratamento crônico 

com o BRA losartana sobre o comportamento do tipo ansiedade, depressão e memória de 

ratas ovariectomizadas. Inicialmente avaliamos o efeito do ciclo estral e de 3 semanas de 

ovariectomia (OVX) em ratas Fischer sobre o comportamento do tipo ansiedade e pânico 

avaliados no labirinto em T elevado (LTE), campo aberto (CA) e paradigma claro/escuro 

(PCE). Adiante, ratas Long Evans Sham e OVX foram tratadas com água natural ou 

losartana durante 10 semanas. A partir da quinta semana as ratas foram avaliadas no 

labirinto em cruz elevado (LCE), CA, reconhecimento de novo objeto (RNO), ameaça 

iminente (AI) e preferência por sacarose (PS). O encéfalo foi removido na 10ª semana 

para avaliação da expressão gênica de AT1 no hipocampo. Nossos resultados mostram 

que o ciclo estral não influenciou o comportamento do tipo ansiedade e pânico. Já as ratas 

OVX apresentaram aumento da latência de esquiva inibitória (Esq1: p = 0,038; Esq2: p = 

0,032, teste Mann-Whitney) e redução da fuga no LTE (Fuga 1: p = 0,012, teste t de 

Student), e menor tempo no compartimento claro do PCE (p = 0,0417, teste t de Student), 

que são respostas indicativas de ansiedade. A ovariectomia também induziu 

comportamento do tipo ansiedade no LCE e déficit de memória avaliada no RNO. O 

tratamento com losartana foi capaz de prevenir tais alterações no grupo OVX, exibindo 

respostas semelhantes aos grupos Sham-Veículo e Sham-Losartana (tempo: F (1, 52) = 

7,78; p = 0,007; entradas: F (1, 52) = 5; p = 0,02; IR: F (1, 55) = 4,99; p = 0,03, two-way 

ANOVA). O tratamento aumentou a expressão de RNAm de AT1 no hipocampo (F (1, 23) 

= 4,74; p = 0,04, two-way ANOVA) independente da cirurgia. Concluímos que o 

tratamento com losartana foi capaz de prevenir comportamento do tipo ansiedade e déficit 

de memória de curto prazo induzidos pela privação de hormônios ovarianos em ratas 

ovariectomizadas. 
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ABSTRACT 

The loss of ovarian hormones is associated with the onset dysfunctions in postmenopausal 

women. Studies in rodents has reported that hormonal induces changes the hippocampus 

and amygdala, and also in renin angiotensin system (RAS) activity. The high expression 

of AT1 receptors in the hippocampus and amygdala suggests the involvement of RAS in 

the modulation of emotional and cognitive responses. Indeed, the neuroprotective effect 

of AT1 receptor blockers (ARBs) has been noted, however, in our knowledge, there are 

no studies assessing the effects of BRAs on the cognitive and emotional responses 

resulting from depletion of ovarian hormones. Thus, the aim of this study is to assess the 

effect of losartan chronic treatment on the anxiety-, depression-like behavior and short-

term memory induced by loss of ovarian hormones in ovariectomized rats. Firstly, we 

assessed the effect of estrus cycle phase and 3 weeks of ovariectomy (OVX) on anxiety- 

and panic-like behavior of Fischer rats assessed in the elevated T maze (ETM), open field 

(OF) and dark/light paradigm (DLP). Afterwards, Long Evans rats Sham and OVX were 

treated with water or losartan along 10 weeks. Five weeks after post-surgery, rats were 

assessed in the elevated plus maze (EPM), OF, novel object recognition (NOR), looming 

threat (LT) and sucrose preference (SP) tests. Brain was collected in the 10th week for 

AT1 gene expression the hippocampus. Our results reveals that the cycle did not influence 

anxiety- and panic-like behavior. On the other hand, OVX group showed increased 

inhibitory avoidance latency (Av1: p = 0.038; Av2: p = 0.032, Mann-Whitney test) and 

reduced escape latency in the ETM (Esc1: p = 0.012, Student's t test) and time exploring 

the light compartment of DLP (p = 0.0417, Student's t test), which are indicative 

responses of anxiety. Ovariectomy also induced anxiety-like behavior in EPM and 

declarative memory deficit assessed in NOR. Losartan treatment was able to prevent 

anxiety-like behavior and memory deficit in the OVX group, who exhibited responses 

similar to the Sham-Vehicle and Sham-Losartan groups (time: F (1, 52) = 7.78, p = 0.007; 

entries: F (1, 52) = 5, p = 0.02, IR: F (1, 55) = 4.99, p = 0.03, two-way ANOVA). The treatment 

increased the expression of AT1 mRNA in the hippocampus (F (1, 23) = 4,74; p = 0,04, 

two-way ANOVA) independently of the surgery. We conclude that the losartan chronic 

treatment was able to prevent anxiety-like behavior and short-term memory deficit 

induced by loss of ovarian hormone in ovariectomized rats. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

1.1 Hormônios ovarianos 

Os ovários são considerados a principal fonte de estrogênio e progesterona 

durante a vida reprodutiva das mulheres (Ter Horst, 2010), compreendida entre os 15 a 

49 anos de idade (O.M.S., 2006). A biossíntese dos hormônios ovarianos se inicia a partir 

do colesterol, portanto, pertencem ao grupo dos esteróides, e o último substrato da via é 

o 17β-estradiol (estradiol). Detalhadamente, o colesterol é primeiramente convertido em 

pregnenolona e em seguida em progesterona, que é o composto precursor de testosterona 

e androstenediona, e estas finalmente podem ser aromatizadas em estradiol (Taraborrelli, 

2015) (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Biossíntese dos hormônios ovarianos. A produção do estradiol tem início com a síntese da 

pregnenolona a partir de moléculas circulantes de colesterol, catalisada pela enzima P450scc. A 

pregnenolona é então convertida em progesterona pela 3β-hidroxiesteroide desidrogenase (3βHDS) tanto 

nas células tecais como da granulosa nos ovários. A progesterona produzida é convertida em andrógenos 

(testosterona e androstenediona) pela citocromo P450 17α-hidroxilase e 17βhidoriesteroide desidrogenase 

(17β-HSD) nas células tecais durante a fase folicular. A conversão do estradiol catalisada pela aromatase 

(P450ARO) na granulosa, adaptado de (Cui et al., 2013). 
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Tais hormônios são sintetizados e secretados pelos folículos ovarianos e corpo 

lúteo a partir da ativação do eixo hipotálamo-hipófise-ovariano, e a regulação desse 

processo caracteriza o ciclo menstrual. Fatores hormonais e neuroendócrinos, incluindo 

a concentração dos próprios hormônios ovarianos, modulam positiva e negativamente o 

hipotálamo a secretar o hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), estimulando a 

hipófise a liberar hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH) e 

que por sua vez induzem os folículos ovarianos e o corpo lúteo a produzirem estrogênio 

e progesterona, respectivamente (Gruber et al., 2002; Deroo e Korach, 2006; Ter Horst, 

2010). O ciclo menstrual é composto por quatro fases, sendo a primeira metade do ciclo 

menstrual caracterizada por baixos (fase menstrual) e altos (fase folicular) níveis de 

estrogênio terminando na ovulação, que consiste no pico de FSH e LH. A segunda metade 

é composta pela fase luteal, que apresenta um pico de progesterona, e pela fase pré-

menstrual, com redução nos níveis de estrogênio e progesterona (Draper et al., 2018). 

Os estrogênios são os principais hormônios envolvidos no desenvolvimento e 

regulação da função reprodutora feminina, sendo encontrados naturalmente no plasma 

sob as formas estradiol, estrona e estriol. O estradiol é considerado o mais relevante, 

abundante e potente dentre os estrogênios circulantes, já o estriol e a estrona estão 

presentes em baixos níveis e apresentam menor atividade sobre os receptores estrogênicos 

(RE) (Ter Horst, 2010). Além da função reprodutora, o estrogênio  participa de diversos 

processos funcionalmente independentes no organismo via circulação sanguínea (Tian et 

al., 2013), incluindo nos sistema imunológico, muscular, ósseo, cardiovascular, e ainda 

atuam como neuromoduladores no sistema nervoso central (SNC) (Kuiper et al., 1997; 

Bryant et al., 2012).  

A ação estrogênica é mediada pela ligação do hormônio à receptores expressos 

nesses tecidos, que se apresentam em duas isoformas clássicas denominadas receptores 

de estrógeno do tipo α (REα) e de estrógeno do tipo β (REβ), com afinidade similar do 

estradiol por ambas (Kuiper et al., 1997). Tais isoformas diferem em função e localização. 

O Reα está relacionado principalmente à atividade reprodutora com ampla distribuição 

no útero, ovários, rins e em regiões encefálicas como hipófise e hipotálamo. Já o REβ tem 

sido associado à funções cognitivas e comportamentais, expressos em maior concentração 

nos ovários, útero, pulmão, bexiga, ossos e também no encéfalo, incluindo hipocampo, 

córtex cerebral, amígdala, cerebelo e lócus ceruleus (Krezel et al., 2001; Mitra et al., 

2003; Strauss e Barbieri, 2004; Tomihara et al., 2009; Clark et al., 2012). Atualmente 

sabe-se que o estradiol atua em vários processos anatômicos e neuroquímicos no encéfalo, 
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e por isso tem sido considerado como um importante neuromodulador do sistema nervoso 

central (SNC) (Thakur e Sharma, 2006).  

 

1.2 Menopausa natural e menopausa cirúrgica 

Com o processo de envelhecimento natural, por volta de 45 a 55 

anos de idade, há uma redução gradual no número de folículos ovarianos até chegar ao  

esgotamento fisiológico irreversível destes, caracterizando o fim da vida reprodutora da 

mulher (cessação da ovulação e de ciclos menstruais), sendo este evento denominado 

menopausa (Barrett et al., 2010; Rocca et al., 2012). Em consequência à depleção 

ovariana, há um declínio gradativo na produção dos hormônios, ao passo que a 

concentração de LH e FSH tornam-se elevadas devido à falta de feedback negativo dos 

hormônios ovarianos (Barrett et al., 2010). Por outro lado, a testosterona, ainda que em 

menor escala, continua a ser produzida pelas células estromais dos ovários e aromatizada 

em estradiol nos tecidos periféricos, contribuindo para uma concentração mínima de 

estrogênio circulante (Simpson e Davis, 2001; Rocca et al., 2009). Este perfil é mantido 

durante os anos iniciais da pós-menopausa natural, enquanto que na fase tardia há redução 

de todos estes hormônios (Butler e Santoro, 2011). O hipoestrogenismo decorrente da 

falência ovariana resulta em diversas mudanças fisiológicas em tecidos hormônio-

responsivos, como ossos, músculo, sistema cardiovascular e cérebro (Yanes e Reckelhoff, 

2011; Oyola et al., 2012; Lobo et al., 2014), o que sugere o efeito protetor deste hormônio 

sobre as funções biológicas. 

Contudo, a menopausa também pode ser resultante do procedimento cirúrgico 

de remoção bilateral dos ovários (ooforectomia), geralmente indicada clinicamente 

devido à processos malignos, disfunções ovarianas, ou como medida profilática em casos 

de tumorações benignas uterinas ou pélvicas, ou doenças como endometriose (Bassan, 

1999; Rodriguez e Shoupe, 2015). Só nos Estados Unidos, cerca de 600.000 mulheres 

anualmente são submetidas à cirurgia de ooforectomia bilateral, sendo a maior parte delas 

mulheres em idade reprodutiva que consequentemente passam a experimentar 

precocemente os sintomas decorrentes da menopausa devido à perda do efeito protetor 

do estrogênio (Rocca et al., 2009).  

Fisiologicamente, o impacto causado pela menopausa cirúrgica é maior quando 

comparado à menopausa natural, uma vez que a ooforectomia induz a redução repentina 

e abrupta não só de estrogênio e progesterona, mas também de testosterona, resultando 
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em um declínio drástico na produção e biodisponibilidade de estradiol para tecidos 

dependentes, como por exemplo o encéfalo (Davison et al., 2005), elevando ainda mais 

a vulnerabilidade às disfunções decorrentes da privação estrogênica. Como consequência, 

as mulheres submetidas à remoção cirúrgica do ovário vivenciam os sintomas da 

menopausa de forma mais precoce e mais severa do que aquelas que experimentam a 

perda progressiva da função ovariana naturalmente,  incluindo risco aumentado de 

fraturas, doenças cardiovasculares, comprometimento cognitivo e transtornos 

emocionais, contribuindo para piora da qualidade de vida dessas mulheres e aumento da 

mortalidade (Rocca et al., 2006; Rocca et al., 2008; Rivera et al., 2009). 

 

1.2.1 Modelo de ovariectomia 

 

Modelos experimentais que mimetizam os efeitos da menopausa em roedores são 

amplamente utilizados na pesquisa pré-clínica, permitindo investigar os mecanismos 

envolvidos nas alterações fisiológicas decorrentes da privação hormonal e propor novas 

estratégias de tratamento/prevenção das comorbidades associadas. A técnica mais 

comumente empregada e melhor caracterizada na indução da menopausa experimental é 

a ovariectomia, que consiste na remoção bilateral dos ovários mimetizando a 

ooforectomia bilateral realizada em mulheres (Thompson et al., 1995). Apesar de este 

modelo ser largamente utilizado em estudos que abordam a menopausa natural, ele é, na 

verdade, um modelo de menopausa cirúgica, uma vez que a remoção dos ovários de 

fêmeas jovens resulta na interrupção repentina e abrupta da produção de todos os 

hormônios ovarianos, em contraste à perda gradual da função ovariana e redução 

progressiva dos níveis de estrogênios circulantes em animais naturalmente menopáusicos 

(Long et al., 2018).  

 

1.3 Distúrbios emocionais e cognitivos associados a privação de hormônios 

ovarianos 

Dados epidemiológicos revelam que as mulheres são mais propensas a 

manifestar desordens neuropsíquicas, tais como ansiedade, depressão e outras alterações 

cognitivas, sendo a prevalência duas a três vezes maior que nos homens (Kessler et al., 

1993; Weissman e Olfson, 1995). Pesquisas desenvolvidas nas últimas décadas têm 



 

16 
 

atribuído esta diferença sexo-específica à potente ação dos estrogênios no SNC, visto que 

o encéfalo é um dos órgãos mais afetados pela redução nos níveis deste hormônio 

(Mcewen, 2002; Walf e Frye, 2006). 

Estudos pré-clínicos têm sugerido que o estrogênio exerce um efeito 

neuroprotetor no SNC, capaz de promover plasticidade sináptica, induzir sobrevivência 

neuronal e modular marcadores sinápticos que parecem ser relacionados à cognição 

(Mcewen, 2002; Gibbs e Gabor, 2003; Yang et al., 2010). Além disso, trabalhos tem 

mostrado a influência do estrogênio sobre regiões encefálicas importantes para a 

aprendizagem, memória, emoções e o estado afetivo, tais como hipocampo e amígdala 

(Ter Horst, 2010; Dudai e Morris, 2013). O hipocampo é uma estrutura formada pelo giro 

denteado, região CA do hipocampo (subdivida em CA1, CA2 e CA3), e subiculum, 

enquanto a amígdala, ou complexo amigdalóide, é composta por diversos subnúcleos 

interconectados, sendo as regiões central, medial e basolateral as mais claramente 

definidas. Ambas as estruturas estão localizados no lobo temporal medial e são 

considerados como importantes componentes do sistema límbico (Figura 2), estando 

relacionadas à formação da memória, principalmente do tipo declarativa, e também 

participam diretamente da modulação de comportamentos emocionais e motivacionais 

(Izquierdo et al., 1997; Kesner e Martinez, 2007; Koganezawa et al., 2008). 

 

Figura 2. Representação ilustrativa da localização da amígdala e do hipocampo no encéfalo humano e de 

roedores. A) Amígdala e o hipocampo representados no encéfalo humano; B) amígdala e hipocampo 

representados no encéfalo de roedores. 

 

Ensaios imunohistoquímicos apontam uma alta expressão de receptores de 

estrogênio de ambos os tipos (REα e REβ) no hipocampo e na amígdala (Shughrue et al., 

1997; Mitra et al., 2003). De fato, alterações neuroquímicas e estruturais vem sendo 
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observadas nesses núcleos em modelos de ovariectomia, incluindo a redução da 

densidade das espinhas dendríticas no hipocampo. Por outro lado, a administração 

periférica de estradiol nesse modelo aumenta a densidade sináptica e a atividade neuronal 

no hipocampo e na amígdala, e ainda eleva os níveis do fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF, do inglês brain-derived neurotrophic fator), uma neurotrofina que 

modula processos associados à plasticidade e memória (Nishizuka e Arai, 1982; Gould et 

al., 1990; Woolley e Mcewen, 1993; Gibbs, 1999; Greco et al., 2003; Fonseca et al., 

2013).  

Além disso, sabe-se que o estrogênio participa do metabolismo da serotonina 

através da modulação da expressão da enzima triptofano hidroxilase e que neurônios 

serotoninérgicos originados no núcleo dorsal da rafe fazem projeções para o hipocampo, 

hipotálamo, amígdala e córtex pré-frontal, modulando respostas fisiológicas relacionadas 

à memória, humor, cognição, estresse e comportamento afetivo (Mcewen e Alves, 1999; 

Bethea et al., 2002). Um estudo realizado por nosso grupo utilizando um modelo de 

restrição alimentar que induz a redução dos níveis de hormônios ovarianos mostrou que 

a infusão de estradiol no núcleo dorsal da rafe atenuou o comportamento associado à 

ansiedade nessas ratas (Campos et al., 2019), enquanto Amin e cols., 2005 demonstraram 

que reposição de estradiol em ratas ovariectomizadas leva ao aumento da concentração 

de serotonina e seu metabólito 5-HIAA em várias áreas do encéfalo influenciando as 

respostas mediadas pelas regiões supracitadas (Amin et al., 2005).  

Tais achados sustentam a hipótese de que a deficiência estrogênica altera a 

neurotransmissão e função de núcleos reguladores dos processos cognitivos e emocionais, 

tornando as mulheres na pós-menopausa mais susceptíveis a desenvolver disfunções 

como ansiedade, depressão e déficit de memória. Considerando isto, esses distúrbios 

serão abordados com mais detalhes a seguir. 

 

1.3.1 Ansiedade e resposta defensiva  

A ansiedade pode ser considerada como um mecanismo de sobrevivência frente a 

ameaças quando ocorre de forma automática ou como sinal, sendo importante para o bom 

desempenho do indivíduo ao mobilizar sua adaptação ao ambiente no qual está exposto. 

Entretanto, quando manifestada de maneira excessiva, essa se torna patológica e não 

adaptativa, prejudicando a execução de tarefas básicas por envolver alterações 

fisiológicas, comportamentais e cognitivas (Graeff e Brandão, 1999). A ansiedade é 
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caracterizada por presença de preocupação constante, não-específica, muitas vezes 

irracional, ocorrendo em situações geralmente seguras (Paul e Lowry, 2013). Como 

resultado, o indivíduo apresenta comportamento mais cauteloso, aumento de vigilância 

como antecipação à ameaça futura, além de sintomas físicos, tais como tensão muscular, 

agitação, fadiga, irritabilidade, dificuldade de concentração e/ou perturbações do sono 

(A.P.A, 2013).  

Modelos animais de ansiedade são largamente utilizados no estudo da 

neurobiologia desse transtorno, sendo o comportamento dos roedores classificado de 

acordo com o nível de ameaça a qual estão expostos. Assim, quando a ameaça é potencial, 

caracterizada pela incerteza do perigo e associada ao comportamento de ansiedade 

generalizada, o animal apresenta exploração cautelosa em direção à ameaça, como 

avaliação de risco e esquiva. Quando a ameaça é real, porém distal, o animal exibe 

respostas defensivas de fuga ou congelamento (do inglês freezing; permanece imóvel), já 

quando o perigo é proximal, ocorrem tentativas explosivas de fuga ou agressão defensiva 

(estado de luta ou fuga), sendo ambos os comportamentos relacionados com a resposta de 

pânico (Blanchard et al., 1993; Blanchard et al., 2001). Diversas estruturas encefálicas 

participam da circuitaria da ansiedade, destacando-se a amígdala, córtex pré-frontal, 

hipocampo, hipotálamo, núcleo dorsal da rafe e substância cinzenta periaquedutal 

(Graeff, 1981; Taugher et al., 2014). 

Estudos clínicos têm reportado que no período que antecede a menopausa 

(perimenopausa) – quando as concentrações dos hormônios ovarianos começam a decair 

mais intensamente – e adiante (menopausa e pós-menopausa), há um aumento 

significativo na incidência de ansiedade (Bromberger et al., 2001). De maneira 

semelhante, Rocca e cols., 2008 realizaram um estudo de coorte e observaram que 

mulheres em idade fértil submetidas a cirurgia de ooforectomia apresentam risco 

aumentado a longo prazo de desenvolver ansiedade quando comparadas a mulheres da 

mesma idade com os ovários intactos (Rocca et al., 2008), evidenciando o efeito 

neurofisiológico negativo causado pela privação dos hormônios ovarianos.  

Efeitos similares têm sido observados em modelos de ovariectomia em roedores. 

Respostas comportamentais associadas à ansiedade foram detectadas em ratas após 2 a 

10 semanas de ovariectomia, enquanto o tratamento com estradiol sistêmico, iniciado 

logo após o procedimento cirúrgico ou até 4 semanas depois, foi capaz de impedir tal 

resposta (Diaz-Veliz et al., 1991; Lund et al., 2005; Hiroi e Neumaier, 2006; 
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Pandaranandaka et al., 2006; Donner e Handa, 2009; Daendee et al., 2013; Hiroi et al., 

2016).  

Sabendo que o hipocampo e a amígdala são regiões envolvidas na modulação da 

ansiedade, e ainda, que são alvo da ação dos estrogênios, as pesquisadoras Frye e Walf 

decidiram investigar se essas estruturas são recrutadas na modulação da ansiedade 

mediada por estradiol. Assim, elas avaliaram o comportamento de ratas ovariectomizadas 

após a administração de estradiol subcutaneamente, ou diretamente no hipocampo ou na 

amígdala e notaram que o comportamento do tipo ansiedade foi atenuado de forma similar 

por todas as vias de administração, confirmando a participação dessas regiões na 

modulação das respostas de ansiedade mediadas por estrogênio (Frye e Walf, 2004; Walf, 

A. A e Frye, C. A, 2005; Walf e Frye, 2006). 

Por outro lado, resultados controversos têm sido obtidos acerca de alterações no 

comportamento associado à ansiedade dependente da fase do ciclo estral. Enquanto em 

alguns trabalhos foram encontradas diferenças entre as fases de maior e menor 

concentração de estrogênio (Diaz-Veliz et al., 1997; Marcondes et al., 2001), proestro e 

diestro respectivamente, em outros as fêmeas se comportaram de maneira semelhante em 

todos os estágios do ciclo (Nomikos e Spyraki, 1988; Gouveia et al., 2004). 

 

1.3.2 Depressão 

A depressão é considerada como um transtorno psiquiátrico heterogêneo, podendo 

ser causado por fatores biológicos, genéticos ou psicossocias (Kapczinski et al., 2000). O 

distúrbio está associado à alterações psicológicas, comportamentais e fisiológicas 

(A.P.A., 2010), com sintomatologia caracterizada por perturbações no humor, anedonia, 

alterações cognitivas, motoras e das funções neurovegetativas, anorexia, ganho ou perda 

de peso, redução da libido e comprometimento dos ritmos circadianos normais (Hardman 

et al., 2001). As regiões do cérebro envolvidas na neurobiologia da depressão incluem  

hipocampo, amígdala e córtex pré-frontal, que estão relacionadas à resposta exagerada à 

emoções negativas e culpa (Dusi et al., 2015). 

Young e cols., 2000 constataram que os níveis plasmáticos de estradiol são mais 

baixos, em torno de 30%, em mulheres diagnosticadas com depressão (Young et al., 

2000). Em conformidade, estudos longitudinais têm mostrado uma alta incidência de 

sintomas depressivos nas mulheres nos períodos perimenopausa e pós-menopausa (Avis 

e Mckinlay, 1995; Bebbington et al., 1998), sendo estes ainda mais significativos em 
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mulheres submetidas à ooforectomia (Mckinlay et al., 1987; Rocca et al., 2008), 

indicando a participação do estrogênio nesse processo. 

Com efeito, estudos em roedores tem reportado comportamento do tipo depressão 

em ratas ovariectomizadas, embora a resposta parece estar associada ao efeito da cessação 

estrogênica à longo prazo (Lagunas et al., 2010; Gogos et al., 2018). Em contrapartida, 

não só a administração sistêmica de estradiol como também central, especificamente no 

hipocampo e amídala, produziram efeito antidepressivo nesse modelo (Frye e Walf, 2004; 

Walf, A. A e Frye, C. A, 2005; Walf, A. A. e Frye, C. A., 2005; Bastos et al., 2015), 

atestando o efeito neuroprotetor do estrogênio quanto à modulação da depressão por estes 

núcleos.  

 

1.3.3 Déficit de memória 

A memória é definida como o processo de aquisição, formação, conservação e 

evocação de informações, e são moduladas pelas emoções, pelo nível de consciência e 

pelo estado de ânimo no qual a pessoa se encontra no momento, proporcionando 

experiências individualizadas e contribuindo para a personalidade de cada indivíduo 

(Izquierdo, 2002). A aquisição se refere à fase de aprendizagem, enquanto a formação e 

conservação são processos mais complexos que dependem do tipo de memória 

constituída, e por fim a evocação é a lembrança da informação armazenada (Squire et al., 

2004). No que se refere ao tipo de memória, elas podem ser classificadas quanto a duração 

(memória de trabalho, memória de curta duração e memória de longa duração) e ao 

conteúdo (memórias declarativas e memórias não declarativas). A memória de trabalho é 

imediata, a informação é mantida por apenas segundos ou poucos minutos e por isso essa 

memória é considerada como um gerenciador de informações para situações do dia-a-dia. 

Já as memórias de curta e longa duração armazenam a informação por horas e meses (até 

anos), respectivamente. A memória declarativa é caracterizada por recordações de fatos 

e eventos, enquanto a não declarativa está relacionada a habilidades e hábitos (Izquierdo, 

2002; Bayley e Squire, 2003). 

As memórias são formadas nos neurônios através da ativação de mecanismos de 

neurostransmissão complexos, e são armazenadas nessas redes neurais (Izquierdo, 2002). 

Diversas regiões encefálicas participam das diferentes etapas do processo de memória, 

destacando-se o hipocampo, que exerce um papel crucial nesse processo, bem como a 
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amígdala, córtex pré-frontal, córtex entorrinal, córtex perirrinal e cerebelo (Izquierdo et 

al., 1997; Koganezawa et al., 2008). 

Atualmente, estudos clínicos e pré-clínicos têm apontado a importante função 

neuroprotetora dos estrogênios nos mecanismos envolvidos no processo de 

envelhecimento cognitivo e demência, visto que o hipoestrogenismo está associado ao 

aumento do estresse oxidativo, perda sináptica e dendrítica, declínio na função 

neurotransmissora, apoptose e acúmulo de peptídeos β-amilóide (Hogervorst e Bandelow, 

2010; Diaz Brinton, 2012), podendo levar à déficits de memória e cognição. Com efeito, 

piora cognitiva e comprometimento da memória são umas das principais queixas das 

mulheres na pós-menopausa (Sherwin, 1994), o que pode ser confirmado por estudos 

longitudinais que têm relatado um declínio cognitivo e de memória neste grupo (Goveas 

et al., 2014; Pereira et al., 2014; Karlamangla et al., 2017).  

Acosta e cols., 2009, ao comparar o modelo de menopausa natural induzida pelo 

composto 4-Vinylcyclohexene-diepoxide com o de menopausa cirúrgica (ovariectomia) 

relataram diferenças nas funções cerebrais e piora na performance cognitiva das ratas 

ovariectomizadas (Acosta et al., 2009). Esses dados sugerem que o tipo de menopausa 

(natural ou cirúrgica) pode interferir diretamente nos parâmetros avaliados e nas respostas 

observadas. Dessa forma, tais achados reforçam evidências já mencionadas sobre o risco 

aumentado e severidade dos sintomas menopáusicos em mulheres submetidas à 

ooforectomia durante a idade fértil, provavelmente devido a cessação abrupta e repentina 

da síntese endógena de estrogênios.  

De fato, declínio cognitivo e déficit de memória tem sido reportados em 

avaliações à curto e longo prazo em mulheres ooforectomizadas em idade reprodutiva 

(Kritz-Silverstein e Barrett-Connor, 2002; Rocca et al., 2007; Rocca et al., 2008; Phung 

et al., 2010).  Além disso, alguns estudos mostram uma associação positiva entre 

Alzheimer e menopausa cirúrgica, enquanto o mesmo não foi visto em relação à 

menopausa natural (Nee e Lippa, 1999; Bove et al., 2014). Estudos conduzidos em 

roedores revelam que a remoção cirúrgica dos ovários leva a uma performance piorada 

em testes de memória, além de alterar fatores relacionados à fisiopatologia da doença de 

Alzheimer, tais como aumento do acúmulo de β-amilóide, apoptose e astrogliose no 

hipocampo (Ding et al., 2013; Hu et al., 2016). Em contrapartida, o tratamento sistêmico 

com estradiol, bem como a infusão deste no hipocampo de roedoras ovariectomizadas 

reverte tais alterações e melhora significativamente o desempenho em tarefas de memória 
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(Wallace et al., 2006; Pike et al., 2009; Fonseca et al., 2013; Pereira et al., 2014; Bastos 

et al., 2015; Hu et al., 2016; Djiogue et al., 2018). 

 

1.4 Perturbação do sistema renina angiotensina pela privação de hormônios 

ovarianos 

O sistema renina angiotensina (SRA) é um dos principais mecanismos humorais 

responsáveis pelo controle cardiovascular e equilíbrio hidroeletrolítico, tendo um grande 

impacto sobre a pressão arterial (Hall et al., 1990; Williamson et al., 2017). Sabe-se que 

o SRA é formado por componentes que se contra regulam, e por essa razão é subdividido 

em duas principais vias classicamente rotuladas como eixo hipertensivo – composto por 

angiotensina (Ang) II, enzima conversa de Ang I em Ang II (ECA) e receptor de Ang II 

(AT1) – e eixo anti-hipertensivo (ou hipotensivo) – formado por Ang (1-7), enzima 

conversa de Ang II em Ang II (1-7) (ECA2) e receptor de Ang (1-7) (Mas) (Santos et al., 

2008; Xu et al., 2011; Xue et al., 2013) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Componentes do sistema renina angiotensina (SRA). Esquema das vias conhecidas como 

hipertensiva (ECA, Ang II e AT1) e anti-hipertensiva (ECA2, Ang 1-7 e Mas) e outros substratos 

intermediários (angiotensinogênio, renina e Ang 1-9) que integram o SRA. O angiotensinogênio é 
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convertido em Ang I através da renina. Por sua vez, a Ang I é convertida em Ang II pela ECA ou em Ang 

(1-9) pela ECA2. Tanto a Ang II como a Ang (1-9) podem ser convertidas em Ang (1-7) pela ECA 2 e 

ECA, respectivamente. As principais funções de cada receptor encontram-se descritas abaixo dos mesmos, 

permitindo notar as ações contra regulatórias resultantes da ativação de AT1 por Ang II e Mas por Ang (1-

7). 

 

O desenvolvimento da hipertensão arterial parece sofrer influência da ação dos 

estrogênios sobre os componentes do SRA, uma vez que dados epidemiológicos mostram 

que a hipertensão ocorre mais precocemente em homens do que em mulheres na idade 

adulta, entretanto, este cenário é invertido na senescência, com maior prevalência de 

mulheres hipertensas em relação aos homens em idade correspondente (Roberts e Maurer, 

1977; Burt et al., 1995). Esta diferença entre gêneros tem sido associada ao efeito 

cardioprotetor do estrogênio, confirmando sua forte relação com os componentes 

cardiovasculares. 

De fato, estudos em roedores já confirmaram a relação direta entre o estradiol e o 

SRA. Nesses trabalhos tem-se verificado expressão aumentada de ECA, AT1 e renina em 

ratas ovariectomizadas (Schunkert et al., 1997; Gallagher et al., 1999; Harrison-Bernard 

et al., 2003; Dean et al., 2005; Tazumi et al., 2016), levando ao aumento subsequente de 

Ang II e ativação dos receptores AT1. Em contrapartida, a reposição de estradiol promove 

redução na expressão de ECA, AT1, Ang II e renina, enquanto aumenta os níveis de ECA 

2 e Ang (1-7), prevenindo a elevação da pressão nessas ratas (Schunkert et al., 1997; 

Brosnihan et al., 1999; Gallagher et al., 1999; Harrison-Bernard et al., 2003; Ji et al., 

2008). Adicionalmente, estudos tem mostrado que a ovariectomia também é capaz de 

elevar os níveis de Ang II (Xue et al., 2013), ECA e AT1 no cérebro (Dean et al., 2005), 

enquanto que a infusão intracerebroventricular (i.c.v.) de estradiol aumentou a expressão 

de ECA 2, Ang (1-7) e Mas (Xue et al., 2013), similarmente às respostas obtidas por 

tratamento periférico.  

 

1.5 Efeito neuroprotetor de bloqueadores de receptores AT1 

Sabe-se que os componentes do SRA são produzidos localmente nos SNC, onde 

participam não somente da regulação de respostas autonômicas, como também sensoriais, 

imunes, comportamentais e cognitivas (Saavedra, 1992). De fato, estudos tem mostrado 

uma alta expressão de receptores AT1 em regiões encefálicas envolvidas na modulação 

das respostas de ansiedade, depressão, emoção, estresse, aprendizado e memória, como 
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hipocampo e amígdala (Lenkei et al., 1997). Além disso, dados consistentes têm apontado 

que a maior ativação dos componentes do eixo hipertensivo do SRA (Ang II/ECA/AT1) 

produz efeitos ansiogênicos (Georgiev et al., 1990; Voigt et al., 1999; Braszko et al., 

2003), ao passo que o aumento da atividade do eixo anti-hipertensivo (Ang (1-

7)/ECA2/Mas) previne/reverte o comportamento de ansiedade, sendo considerada, 

portanto, uma via ansiolítica (Bild e Ciobica, 2013; Kangussu et al., 2013; Wang et al., 

2016). Dessa forma, sugere-se que os componentes do SRA também participam da 

neurobiologia das disfunções cognitivas e emocionais, no entanto, o mecanismo 

envolvido nesse processo ainda não está claro. 

Atualmente tem-se reportado o efeito neuroprotetor dos bloqueadores de 

receptores de AT1 (BRAs). Estes fármacos – losartana, telmisartana, candesartana, 

irbesartana, valsartana, olmesartana, eprosartana e azilsartana – foram inicialmente 

desenvolvidos com o propósito de inibir os efeitos patológicos da estimulação exacerbada 

dos receptores AT1 na vasculatura periférica e assim normalizar a pressão arterial elevada 

(Aulakh et al., 2007; Skrbic e Igic, 2009). No entanto, vários estudos têm mostrado o 

perfil pleiotrófico dos BRAs em roedores e humanos, como efeitos ansiolíticos, 

antidepressivos, e redução do declínio cognitivo e da progressão do Alzheimer (Tedesco 

et al., 1999; Saavedra et al., 2006; Mechaeil et al., 2011; Tota et al., 2013; Ongali et al., 

2014).  

A losartana, o BRA mais utilizado no meio clínico, tem demonstrado melhorar as 

funções cognitivas e transtornos emocionais, podendo emergir como uma potencial 

alternativa terapêutica para tais disfunções. Estudos clínicos mostraram que o losartana 

melhora a cognição em pacientes normotensos e hipertensos (Tedesco et al., 1999; 

Mechaeil et al., 2011). Além disso, o losartana administrado periférica e centralmente na 

amígdala ou no ventrículo lateral atenua o comportamento do tipo ansiedade e a disfunção 

cognitiva em animais previamente tratados com Ang II ou submetidos a um protocolo de 

estresse (Braszko et al., 2003; Srinivasan et al., 2003; Llano Lopez et al., 2012; Ranjbar 

et al., 2018). Tais evidências reforçam o envolvimento do SRA na modulação das 

respostas comportamentais e cognitivas, e ainda sugerem que os BRAs deveriam ser 

testados em ensaios clínicos controlados, sob o conceito de reposicionamento de fármaco 

(do inglês, drug repurposing), que é aplicado a medicamentos já bem estabelecidos no 

mercado buscando uma nova indicação terapêutica pela modulação do mesmo alvo 

(Swamidass, 2011). 
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1.6 Losartan: potencial opção terapêutica no tratamento de disfunções 

comportamentais e cognitivas na pós-menopausa 

Apesar dos inúmeros estudos mencionados neste trabalho, bem como muitos 

outros na literatura, elucidarem os efeitos benéficos do tratamento com estradiol sobre 

funções cognitivas, emocionais e cardiovasculares, o tratamento de reposição hormonal 

ainda é controverso no meio clínico, visto que ele também está associado ao risco 

aumentado de câncer de mama, ovário e endométrio, sendo, portanto, ainda muito 

questionado em relação aos seus benefícios globais para a saúde e bem-estar da mulher 

na pós-menopausa (natural ou cirúrgica) (Collaborative Group, 1997; Wannmacher e Jn, 

2004). Além disso, muitos autores acreditam na hipótese da “janela de oportunidade”, 

que afirma que há um período específico após a menopausa (natural ou cirúrgica) em que 

a terapia de reposição hormonal é eficaz, no entanto, ainda não há um consenso na 

literatura sobre o período exato em que essa janela se inicia e por quanto tempo dura, 

porém sabe-se que se o tratamento for iniciado após esse período ele pode ser ineficiente 

ou até mesmo deletério (Maki, 2006; Sherwin, 2009; Whitmer et al., 2011). Por outro 

lado, os medicamentos ansiolíticos e antidepressivos existentes atualmente no mercado 

provocam efeitos colaterais que prejudicam a realização de atividades básicas e a 

qualidade de vida dos pacientes, tais como sonolência, comprometimento da memória, 

dependência química, e alguns indivíduos se tornam resistentes ao tratamento (Brambilla 

et al., 2005; Uzun et al., 2010; Ait-Daoud et al., 2018). Assim, torna-se necessária a 

investigação de novas terapias, mais vantajosas e seguras para o tratamento de tal grupo.  

No entanto, mesmo com a maior prevalência de transtornos emocionais e 

cognitivos em mulheres, bem como a maior relevância destes e de hipertensão em 

mulheres na senescência em comparação aos homens em idade correspondente, a grande 

maioria dos estudos experimentais continuam sendo conduzidos em machos. Inúmeros 

trabalhos já relataram que muitas das diferenças fisiológicas sexo-específicas são 

dependentes do estradiol, e a privação deste acarreta/intensifica muitas disfunções. De 

fato, até onde sabemos, não há estudos avaliando os efeitos dos BRAs sobre as respostas 

cognitivas e emocionais resultantes da depleção abrupta de hormônios ovarianos. Assim, 

uma investigação com enfoque nesta condição seria de grande relevância, uma vez que 

seus resultados poderão contribuir para a sugestão de uma opção terapêutica conjunta 

para diferentes disfunções causadas pela menopausa cirúrgica e natural, no qual o BRA 

poderia simultaneamente atuar no controle da hipertensão e também das disfunções 
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neuropsiquiátricas associadas, incluindo declínio cognitivo e de memória, ansiedade e 

depressão. 

Assim, considerando que a depleção da produção endógena de hormônios 

ovarianos altera a homeostase do SRA, e também está associada ao déficit de cognitivo e 

transtornos emocionais como ansiedade e depressão em mulheres na pós-menopausa; e 

ainda, alterações nos componentes do SRA podem contribuir para o desenvolvimento de 

tais disfunções comportamentais; nós hipotetizamos que a privação de hormônios 

ovarianos induzida por ovariectomia promove alterações no hipocampo e na amígdala, 

que são estruturas encefálicas cruciais envolvidas na modulação dos processos de 

memória e comportamentos emocionais, levando a disfunções como déficit de memória, 

ansiedade e depressão, e que o tratamento com losartana, um bloqueador de receptores 

AT1, é capaz de prevenir o desenvolvimento de tais disfunções neste modelo. 
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CAPÍTULO 1 

 

Neste capítulo abordaremos a influência de diferentes níveis circulantes de 

hormônios ovarianos – durante determinadas fases do ciclo estral e pós-ovariectomia – 

sobre alterações comportamentais associadas à ansiedade.  

Os protocolos experimentais foram realizados no Laboratório de Fisiologia 

Cardiovascular, na Universidade Federal de Ouro Preto. 

 

 

2.OBJETIVO 

 

Avaliar a influência das fases do ciclo estral e da privação de hormônios ovarianos 

induzida por ovariectomia sobre o comportamento do tipo ansiedade em ratas fêmeas. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar as alterações comportamentais associadas à ansiedade em ratas intactas 

submetidas a uma bateria de testes (labirinto em T elevado, campo aberto e paradigma 

claro/escuro) durantes as fases proestro e diestro do ciclo estral; 

 

 Avaliar o efeito da privação hormonal induzida por ovariectomia sobre o 

comportamento do tipo ansiedade avaliado em uma bateria de testes (labirinto em T 

elevado, campo aberto e paradigma claro/escuro). 
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3.MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Modelo animal 

Para os experimentos do capítulo I foram utilizadas ratas adultas da linhagem 

Fischer pesando entre 200 e 240 g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Ciências 

Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP) e conduzidos para o 

Biotério de Experimentação do Laboratório de Fisiologia Cardiovascular, onde 

permaneceram alojados coletivamente em gaiolas de polietileno (dimensões de 41cm x 

34 cm x 17 cm). Após a transferência dos animais para o novo biotério, foi respeitado um 

período de cinco dias para a realização dos procedimentos cirúrgicos. Durante todo o 

período de experimentação os animais foram acondicionados sob temperatura controlada 

(23 ± 1°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso à água e ração. Todos os 

procedimentos realizados foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Ouro Preto, sob o protocolo CEUA/UFOP 

nº2015/17, e de acordo com as diretrizes da Lei 11.794 (Lei Arouca) e do Guia de Uso e 

Cuidado de Animais de Laboratório do National Research Council, EUA. 

 

3.2 Fármacos utilizados nos procedimentos cirúrgicos 

Solução de Cetamina + Xilazina (anestésico): Cetamina (Syntec do Brasil Ltda; 

Rhobifarma Industria Farmacêutica Ltda Hortolândia/São Paulo) e Xilazina (Dopaser - 

Solução Injetável; Laboratórios Caller AS, Barcelona/Espanha). Dose: Cetamina: 80 

mg/kg; Xilazina: 7 mg/kg e volume de 0,1 mL/100 g de peso corporal, administrado por 

via intraperitoneal (i.p). 

Pentabiótico Veterinário (antibiótico): Fort Dodge Animal Health, Hialeah, FL, EUA - 

Dose: 4.800UI de penicilina, 2 mg de estreptomicina e 2 mg de diidroestreptomicina por 

kg de peso. O volume injetado foi 0,1 mL/100 g de peso corporal por via intramuscular 

(i.m). 

Cetoprofeno (Ketoflex 1% p/v; antiinflamatório): Mundo Animal, Pindamonhangaba, SP, 

Brasil - Dose: 0,03 mL/300 g de peso corporal no volume de 0,1 mL/300 g de animal, 

administrado i.m. 
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3.3 Procedimento cirúrgico - Ovariectomia 

As ratas aleatoriamente selecionadas para compor os grupos OVX (ratas 

ovariectomizadas) e Sham (ratas submetidas à intervenção cirúrgica falsa) foram 

anestesiadas com solução de cetamina e xilazina por via i.p (volume de 0,1 mL/100 g de 

peso corporal). Após confirmação da ausência de reflexos interdigital, palpebral e corneal 

e de pinçamento da cauda, deu-se início aos procedimentos cirúrgicos. Tais sinais foram 

monitorados regularmente no decorrer da cirurgia, e quando necessário, a dose anestésica 

foi reforçada. A temperatura corporal das ratas foi mantida por meio do uso de manta 

térmica.  

Animais OVX: os flancos direito e esquerdo foram tricotomizados e assepsiados. 

Com o animal em decúbito lateral fez-se uma pequena incisão (1 a 1,5 cm) através da 

pele e da musculatura lateral do abdome, entre o bordo superior da coxa e a última costela. 

Por meio desta incisão, o ovário foi identificado e exteriorizado, e a tuba uterina e artérias 

ováricas foram clampadas logo abaixo do ovário, a fim de evitar sangramentos. Em 

seguida os ovários foram removidos e as tubas uterinas reposicionadas na cavidade 

abdominal. Finalmente, as camadas muscular, telas subcutâneas e pele foram suturadas 

individualmente. 

Animais Sham: similarmente, realizou-se a incisão da pele e musculatura na 

mesma localização dos OVX, entretanto os ovários foram apenas identificados, 

exteriorizados e logo após reposicionados novamente, sem remoção do mesmo, e por fim 

as camadas de tecido foram suturadas.  

Ao final dos procedimentos os animais receberam injeção de cetoprofeno (volume 

de 0,1 mL/100 g de peso corporal) e uma dose profilática de antibiótico, ambas por i.m, 

para prevenção de inflamações e infecções. A seguir, foram realocados em gaiolas 

individuais mantidas sobre mantas térmicas para minimizar os efeitos hipotérmicos 

causados pelo anestésico. Somente a após a recuperação completa dos efeitos anestésicos 

é que os animais foram alojados coletivamente novamente. Nenhum procedimento 

experimental foi realizado nas duas semanas seguintes, a fim de assegurar a recuperação 

das ratas e garantir a cessação da produção dos hormônios ovarianos. 
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3.4 Avaliação do ciclo estral 

O ciclo estral das ratas intactas e sham foi avaliado durante duas semanas 

antecedentes ao início dos experimentos. Este acompanhamento fez-se necessário para 

garantir que todas as fêmeas utilizadas nesta etapa estavam mantendo o ciclo reprodutivo 

regular durante os dias em que foram submetidas aos testes comportamentais. A fase do 

ciclo foi determinada conforme descrito por Marcondes e colaboradores (Marcondes et 

al., 2002). Os animais foram segurados pelo dorso e com a utilização de uma pipeta, 

inseriu-se a ponteira no orifício vaginal e coletou-se a secreção vaginal com 10µL de PBS. 

A secreção retirada foi colocada em uma lâmina higienizada e em seguida visualizada no 

microscópio na lente objetiva de 40x. As fases do ciclo são determinadas de acordo com 

tipo celular predominante. Nesse sentido, a predominância de células epiteliais é 

correspondente a fase proestro, células corniformes correspondem a fase estro, a presença 

majoritária de leucócitos indica a fase diestro, e quando os três tipos celulares aparecem 

em quantidade proporcional denomina-se metaestro.  

Definimos proestro e metaestro/diestro como as fases de interesse neste capítulo, 

visto que são os períodos de maior e menor concentração de estrogênio no decorrer do 

ciclo, respectivamente (Butcher et al., 1974). No entanto, devido aos resultados 

encontrados no Experimento 1, decidimos por utilizar no Experimento 2 apenas ratas 

Sham no metaestro/diestro. Assim, os animais foram submetidos aos testes 

comportamentais durante as fases específicas do ciclo de acordo com o protocolo 

experimental. 

 

3.5 Aparatos utilizados para testes comportamentais 

3.5.1 Labirinto em T elevado 

O labirinto em T elevado (LTE) é um aparato que avalia dois comportamentos 

defensivos distintos: 1) esquiva inibitória, caracterizada pela reação de exploração 

cautelosa frente à ameaça potencial e associada à respostas de ansiedade generalizada; 2) 

fuga, considerada como a reação defensiva do animal frente ao perigo proximal e 

relacionada ao comportamento de pânico (Blanchard et al., 1986; Brandao et al., 2008). 

Tais testes são baseados no medo inato que os ratos apresentam de altura e espaços abertos 

(Montgomery, 1955), provavelmente por não conseguirem realizar tigmotaxia com suas 
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vibrissas (Treit et al., 1993) quando estão explorando a parte aberta do labirinto. A 

capacidade de diferenciar estes dois tipos de ansiedade em um mesmo equipamento, 

utilizando o mesmo animal, em uma mesma sessão experimental, é considerado o 

diferencial desta versão do labirinto para testes de ansiedade (Zangrossi e Graeff, 2014). 

O LTE é composto por três braços de dimensões iguais (50 cm x 12 cm), sendo 

um dos braços fechado por paredes de 40 cm de altura e outros dois abertos e 

perpendiculares a este. Para evitar quedas, os braços abertos são cercados por bordas de 

acrílico transparente de 1 cm. O LTE possui uma base medindo 50 cm de altura, para que 

o mesmo fique elevado em relação ao solo (Figura 4A).  

O teste é composto por duas etapas. Na primeira é avaliado o comportamento de 

esquiva inibitória do animal em três exposições consecutivas ao braço fechado do LTE 

(basal, esquiva 1 e esquiva 2), no qual o animal é colocado na extremidade distal desse 

braço e afere-se o tempo de latência para sair dele. O aumento do tempo de latência da 

esquiva inibitória está relacionado ao comportamento do tipo ansiedade. Na segunda 

etapa do teste o animal é posicionado na extremidade distal de um dos braços abertos e o 

tempo de latência para sair desse braço é contabilizado em três exposições consecutivas 

(fuga 1, fuga 2 e fuga 3). Esta resposta é definida como fuga, e a redução da latência de 

fuga é associada ao comportamento do tipo pânico. As exposições de ambas as etapas 

tiveram tempo máximo de 300 segundos com intervalo de 30 segundos entre cada uma. 

                       

3.5.2 Campo aberto 

O campo aberto (CA) é um aparato que permite a avaliação tanto da atividade 

locomotora espontânea, como de respostas associadas à ansiedade, devido ao medo 

natural dos roedores de espaços abertos e com dimensões maiores que o ambiente ao qual 

estão familiarizados (Prut e Belzung, 2003). Por esse motivo, a porção central da arena 

torna-se um local aversivo para esses animais. Adicionalmente, a avaliação da atividade 

locomotora é essencial após a realização de testes no LTE, para garantir que a latência 

aumentada ou diminuída nas repostas de esquiva inibitória e fuga são, de fato, por 

alterações comportamentais e não por algum comprometimento locomotor provocado 

pelo tratamento experimental (Zangrossi e Graeff, 2014). Assim, nesta etapa utilizamos 

uma arena quadrada de acrílico medindo 60 cm x 60 x 40 cm com a base subdivida em 

16 quadrantes (Figura 4B). A atividade locomotora foi mensurada através da 

contabilização do número total de quadrados atravessados por cada rata, enquanto o 
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comportamento do tipo ansiedade foi relacionado à redução no número de entradas e o 

tempo gasto na parte central da arena durante os 5 minutos de teste. 

 

3.5.3 Paradigma claro/escuro 

O teste do paradigma claro/escuro (PCE) baseia-se no comportamento inato de 

aversão dos roedores a áreas iluminadas, e no conflito natural decorrente da exposição a 

um ambiente não-familiar. Tal conflito ocorre principalmente pela tendência natural dos 

roedores à exploração de ambientes novos em contraste à tendência inicial de evitar locais 

desconhecidos (neofobia). A atividade exploratória desses animais na PCE reflete um 

efeito combinado dessas duas tendências. Além disso, o aumento nas transições entre 

ambos os lados, sem um aumento espontâneo da atividade locomotora por meio de 

drogas, sugere um índice da atividade ansiolítica (Bourin e Hascoet, 2003).  

O aparato utilizado é composto por dois compartimentos de acrílico, um feito com 

material transparente (claro) e outro feito com material preto e opaco (escuro). Os dois 

compartimentos são conectados por uma abertura de 11 cm, permitindo que os animais 

transitem de um lado para outro da caixa (Figura 4C). O teste foi iniciado no 

compartimento claro e os animais tiveram 300s para explorar todo o ambiente. O número 

de vezes que o animal atravessou de um compartimento ao outro e o tempo que 

permaneceu em cada um deles foi registrado, sendo o comportamento do tipo ansiedade 

associado a menor exploração da parte clara do aparato. 

 

 

Figura 4. Representação ilustrativa dos aparatos utilizados para a avaliação comportamental. A) Labirinto 

em T elevado utilizado para avaliação dos comportamentos de esquiva inibitória e fuga; B) Campo aberto 

utilizado para avaliação de respostas de ansiedade e atividade locomotora; C) Paradigma claro/escuro 

utilizado na avaliação de comportamento do tipo ansiedade. 
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3.6 Delineamento experimental 

Foram utilizados 31 animais, sendo estes divididos aleatoriamente em grupos 

Intacta-Proestro, Intacta-Diestro, Sham-Diestro e OVX. O ciclo estral dos dois primeiros 

grupos citados foi acompanhado durante duas semanas consecutivas e ao final deste 

tempo as ratas foram expostas à bateria de testes comportamentais que serão elucidados 

mais adiante. Já as ratas dos dois últimos grupos foram submetidas ao protocolo cirúrgico 

correspondente (Sham ou ovariectomia, respectivamente) e após 3 semanas foram 

avaliadas nos testes comportamentais. Assim como realizado com as ratas intactas, o ciclo 

do grupo Sham também foi acompanhado durante as duas semanas antecessoras aos 

testes. Para estes grupos, só foram consideradas adequadas para o estudo as ratas que 

apresentavam ciclo estral regular no período acompanhado. 

 

3.6.1 Protocolos experimentais 

 

Experimento 1 - Avaliação comportamental de ratas intactas durante as fases proestro e 

diestro do ciclo estral:  

O ciclo estral das ratas foi acompanhado durante 2 semanas consecutivas. Ao final 

deste período, a bateria de testes comportamentais foi realizada quando estas ratas 

estavam nas fases proestro ou diestro (lembrando que consideramos diestro as ratas nas 

fases metaestro e diestro, por ambas corresponderem a fase não ovulatória – menor 

concentração de estradiol – do ciclo) (Figura 5A). 

 

Experimento 2 - Avaliação comportamental de ratas OVX e Sham durante as fases diestro 

do ciclo estral:  

Devido aos resultados obtidos no experimento anterior, em que não houve 

diferença comportamental dependentes da fase do ciclo em nenhum dos testes aplicados, 

optamos por utilizar apenas ratas Sham no metaestro/diestro neste experimento, por 

compreender 2 dias de ciclo não ovulatório, ao invés de optar por conduzir os testes 

durante o proestro, visto que o pico de estrogênio é observado em apenas 1 dia do ciclo.  

Assim, as ratas foram submetidas ao procedimento cirúrgico (Sham) ou ovariectomia 

(OVX) e após 3 semanas o desempenho das mesmas foi avaliado nos testes 



 

34 
 

comportamentais. Nas duas últimas semanas do período pós-cirúrgico, o ciclo estral das 

Sham foi acompanhado e os testes comportamentais foram realizado nos dias em que as 

ratas estavam na fase diestro (Figura 5B). 

 

Figura 5. Esquema temporal dos protocolos experimental realizado destacando os procedimentos 

utilizados neste capítulo. A) O ciclo estral de ratas intactas foi acompanhado por 2 semanas. Ao final da 

segunda semana foram realizados os testes comportamentais; B) As ratas foram submetidas a cirurgia OVX 

ou cirurgia simulada (Sham) e após 3 semanas pós-cirurgia foram realizados os testes comportamentais. O 

ciclo estral das ratas Sham foi acompanhado durante as 2 semanas prévias a condução dos testes. 

 

3.6.2 Protocolo comportamental 

Os animais foram previamente habituados ao experimentador por 5 minutos 

durante quatro dias consecutivos antes do início dos procedimentos experimentais (Figura 

6). Como os testes comportamentais são extremamente sensíveis e exigem rigoroso 

controle do ambiente, torna-se necessário habituar o animal ao experimentador para que 
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o contato entre eles durante os testes não interfira na resposta comportamental exibida 

pelo animal, o que alteraria os resultados. 

 

 

Figura 6. Representação da forma adequada de manuseio dos animais durante o período de habituação ao 

experimentador. A) ilustra como o animal deve ser segurado para que o mesmo não morda ou escape do 

experimentador durante a habituação e também durante a condução dos testes; B) ilustra como o animal 

deve ser acalmado para que o mesmo não entenda a manipulação como um risco. 

 

No quarto dia de habituação ao experimentador, os animais foram pré-expostos a 

um dos braços abertos do LTE por 30 minutos. Para isso, uma barreira foi colocada no 

final da parte proximal do braço aberto, antes da plataforma central, isolando este braço 

e impedindo que a rata tivesse acesso ao restante do labirinto. Segundo a literatura, este 

procedimento foi adicionado ao protocolo do LTE pois este passo permite que os animais 

explorem o braço aberto previamente a condução do teste, o que melhora a resposta de 

fuga, evitando que o animal explore esta parte do aparato no momento do teste (Teixeira 

et al., 2000; Zangrossi e Graeff, 2014).   

No dia seguinte realizou-se os testes comportamentais, que foram conduzidos de 

forma consecutiva com intervalo de 30 segundos entre cada teste, conforme já descrito 

na literatura (Casarotto et al., 2012; Strauss et al., 2013; Vicente e Zangrossi, 2014). 

Dessa forma, o animal foi inicialmente exposto aos testes de esquiva inibitória e fuga no 

LTE. Após intervalo de 30 segundos, o mesmo animal foi avaliado no CA, e passados 

mais 30 segundos de intervalo, o animal foi submetido ao teste no CCE (Figura 5). 

Noventa minutos após o término do último teste os animais foram eutanasiados por 

perfusão transcardíaca, e os encéfalos foram coletados e armazenados para análises 

posteriores. Os testes foram realizados sob 300 lux de iluminação e os aparatos foram 
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higienizados com álcool 20% após a exposição de cada animal à sessão experimental, 

conforme Campos e cols., 2019. 

 

3.7 Análise estatística 

Os resultados obtidos neste capítulo foram analisados estatisticamente através da 

comparação entre duas médias utilizando o teste t de Student para dados paramétricos e 

Mann-Whitney para dados não paramétricos. As exposições ao LTE foram analisadas por 

one-way ANOVA de medidas repetidas, seguidas por t de Student, ou Mann-Whitney 

quando adequado, para avaliações entregrupos por exposição. Consideramos o nível de 

significância de 0,05 e todos os valores foram expressos com média ± erro padrão da 

média (EPM). 
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4.RESULTADOS 

 

4.1 Influência do ciclo estral sobre respostas comportamentais associadas à 

ansiedade de ratas intactas avaliadas nas fases proestro e diestro 

Com o intuito de verificar a influência das flutuações de estrogênio no decorrer 

do ciclo estral sobre as respostas do tipo ansiedade e do tipo pânico, avaliamos o 

comportamento de ratas intactas no labirinto em T elevado, campo aberto e paradigma 

claro/escuro durante duas diferentes fases do ciclo, compreendidas em períodos de maior 

(proestro) e menor (diestro) concentração do hormônio.  

Nesse sentido, a performance apresentada no LTE pelas ratas de ambos os grupos 

estudados mostrou não haver diferença quanto ao tempo de latência para deixar o braço 

fechado no teste de esquiva inibitória em análises intragrupo (Proestro: F (1,01, 6,07) = 4,98; 

p = 0,067. Diestro: F (1, 3) = 4,76; p = 0,117. One-way ANOVA) e entregrupos, (Basal: 

12s ± 6,19 vs 7s ± 0,71, p > 0,05, teste t de Student; Esq1: 17,29s ± 4,43 vs 7.5s ± 1,5, p 

> 0,05, teste Mann-Whitney; Esq2: 129,6s ± 52,31 vs 170,8s ± 75,05, p > 0,05, teste 

Mann-Whitney) (Figura 7A). O mesmo padrão pôde ser observado em relação ao teste de 

fuga no mesmo aparato, no qual não foi encontrada diferença significativa nos tempos de 

saída do braço aberto dentro do mesmo grupo (Proestro: F (1,26, 8,82) = 1,99; p = 0,195. 

Diestro: F (1,15, 3,46) = 0,383; p = 0,603. One-way ANOVA), bem como entre os grupos em 

cada exposição (Fuga 1: 17,13s ± 2,35 vs 18,5s ± 5,07, p > 0,05, teste t de Student; Fuga 

2: 20,63s ± 7,37 vs 25,5s ± 3,6, p > 0,05, teste Mann-Whitney; Fuga 3: 35,13s ± 13,14 vs 

30s ± 15,04, p > 0,05, teste Mann-Whitney) (Figura 7B). Tais resultados indicam que 

variação de níveis de estrogênio durante o ciclo estral não interfere no comportamento do 

tipo ansiedade e pânico em ratas intactas. 
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Figura 7. Avaliação do comportamento do tipo ansiedade e do tipo pânico em ratas intactas submetidas à 

testes no labirinto em T elevado em diferentes fases do ciclo estral (proestro e diestro). A) Tempo de latência 

(s) da esquiva inibitória em três exposições ao braço fechado do LTE (Basal, Esq 1 e Esq 2); B) Tempo de 

latência (s) de fuga em três exposições ao braço aberto do LTE (Fuga 1, 2 e 3). Valores expressos em média 

± EPM. Os dados foram analisados usando os testes one-way ANOVA, t de student e Mann-Whitney, nível 

de significância p<0,05. P: proestro (n = 8); D: diestro (n = 4). 

 

Adicionalmente, as ratas dos grupos Proestro e Diestro apresentaram atividade 

locomotora semelhante (59,6 quadrados ± 6,01 vs 51,75 quadrados ± 16,35, p > 0,05, 

teste t de Student) (Figura 8A). Além disso, não foi observado significância no número 

de quadrados centrais percorridos pelos os grupos no teste do CA (7,43 quadrados. ± 1,8 
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vs 5 quad. ± 1,58, p > 0,05, teste t de Student) (Figura 8B), sugerindo não haver influência 

da fase do ciclo estral sobre as respostas associadas à ansiedade. 

 

 

Figura 8. Avaliação comportamental de ratas intactas submetidas ao teste do campo aberto em diferentes 

fases do ciclo estral (proestro e diestro). A) Número de quadrados totais percorridos; B) Número de 

quadrados centrais percorridos. Valores expressos em média ± EPM. Os dados foram analisados usando 

teste t de Student, nível de significância p<0,05. P: proestro (n = 8); D: diestro (n = 4). 

 

Também não foram identificadas diferenças significativas no comportamento 

exibido no PCE entre as ratas nas fases proestro e diestro, uma vez que elas apresentaram 

frequência de entradas (3 entradas ± 0,44 vs 3,75 ± 1,31 entradas, p > 0,05, teste t de 

Student) (Figura 9A) e tempo de exploração semelhantes no compartimento claro do 

aparato (34,86s ± 13,38 vs 45,5 ± 23,31, p > 0,05, teste t de Student) (Figura 9B), 

reforçando os resultados anteriores que sugerem, conjuntamente, que o ciclo estral não 

afeta o comportamento associado à ansiedade. 
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Figura 9. Avaliação do comportamento do tipo ansiedade em ratas intactas submetidas ao teste do 

paradigma claro/escuro em diferentes fases do ciclo estral (proestro e diestro). A) Número de entradas no 

compartimento claro do PCE; B) Tempo de exploração do compartimento claro do PCE. Valores expressos 

em média ± EPM. Os dados foram analisados usando teste t de Student, nível de significância p<0,05. P: 

proestro (n = 8); D: diestro (n = 4). 

 

4.2 Efeito da depleção de hormônios ovarianos induzida por ovariectomia sobre 

respostas comportamentais associadas à ansiedade avaliada em diferentes tipos de 

testes na 3ª semana pós-ovariectomia 

A partir dos resultados obtidos no experimento anterior, optamos por avaliar o 

comportamento das ratas Sham apenas no Diestro (compreendido aqui neste trabalho 

pelas fases metaestro e diestro, que são os períodos do ciclo de menor concentração de 

estrogênio), uma vez que não encontramos diferença nas respostas comportamentais entre 

os grupos proestro e diestro em ratas intactas.  

Assim, após análise estatística, notamos que as ratas OVX exibem comportamento 

do tipo ansiedade no teste de esquiva inibitória no LTE na terceira semana pós-

ovariectomia quando comparadas às ratas Sham, visto que as OVX apresentaram maior 

tempo de latência para sair do braço fechado nas esquivas 1 e 2 (Basal: 8,75s ± 1,7 vs 

19,56s ± 4,08, p > 0,05, teste t de Student; Esq1: 7,25s ± 2,02 vs 83,11s ± 41,37, p = 

0,038, teste Mann-Whitney; Esq2: 9s ± 2,04 vs 104,6s ± 39,52, p = 0,032, teste Mann-

Whitney) (Figura 10A). Por outro lado, foi observado que as ratas OVX apresentaram 

menor no tempo de latência para deixar o braço aberto na primeira exposição ao teste de 
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fuga em comparação com o grupo Sham, indicando que a resposta de fuga também foi 

afetada pela privação de hormônios ovarianos (Fuga 1: 27,75s ± 6,84 vs 13,22s ± 1,5, p 

= 0,012, teste t de Student; Fuga 2: 24,25s ± 14,7 vs 12,11s ± 1,92, p > 0,05, teste Mann-

Whitney; Fuga 3: 21,25s ± 4,71 vs 20,22 ± 5,93, p > 0,05, teste Mann-Whitney) (Figura 

10B). O teste one-way ANOVA mostrou não haver diferença entre as exposições dentro 

de cada grupo tanto na avaliação de esquiva inibitória (Sham: F (1,871, 5,614) = 0,4175; 

p = 0,6654. OVX: F (1,992, 15,94) = 2,253; p = 13,76), como no teste de fuga (Sham: F 

(1,097, 3,29) = 0,2998; p = 0,6391. OVX: F (1,155, 9,239) = 2,39; p = 0,1549). 
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Figura 10. Efeito da ovariectomia sobre o comportamento do tipo ansiedade avaliado no labirinto em T 

elevado na 3ª semana pós-ovariectomia. A) Tempo de latência (s) da esquiva inibitória em três exposições 

ao braço fechado do LTE (Basal, Esq 1 e Esq 2); B) Tempo de latência (s) de fuga em três exposições ao 

braço aberto do LTE (Fuga 1, 2 e 3). Valores expressos em média ± EPM. Valores expressos em média ± 

EPM. *Diferença significativa entre os grupos na mesma tentativa, nível de significância p<0,05. Os dados 

foram analisados usando os testes one-way ANOVA, t de Student e Mann-Whitney. Sham (n = 4); OVX 

(n = 7). 

 

A privação de hormônios ovarianos não afetou a atividade locomotora das ratas 

OVX, sendo que estas apresentaram locomoção semelhante ao grupo Sham (72 quadrados 

± 16,65 vs 57,67 quadrados ± 7,54, p > 0,05, teste t de Student) (Figura 11A). Além disso, 

as ratas de ambos os grupos exibiram comportamento similar no que se refere à 

exploração da porção central do CA, não havendo diferença significativa no número de 

quadrados centrais atravessados pelos grupos em questão (6,75 quadrados ± 3,33 vs 7,33 

quadrados ± 1,84, p > 0,05, teste t de Student) (Figura 11B).  

 

 

Figura 11. Efeito da ovariectomia sobre a atividade locomotora e o comportamento do tipo ansiedade 

avaliados no campo aberto na 3ª semana pós-ovariectomia. A) Número de quadrados totais percorridos; B) 

Número de quadrados centrais percorridos. Valores expressos em média ± EPM. *Diferença significativa 

entre os grupos, nível de significância p<0,05. Os dados foram analisados usando teste t de Student. Sham 

(n = 4); OVX (n = 7). 
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Em relação à exposição ao PCE, não houve diferença no número de entradas no 

compartimento claro do paradigma entre os grupos Sham e OVX (6 entradas ± 1,22 vs 

3,22 entradas ± 0,66, p > 0,05, teste Mann-Whitney) (Figura 12A). No entanto, as ratas 

OVX na 3ª semana pós-ovariectomia exploraram por menos tempo a parte clara do 

aparato, o que é um indicativo de comportamento do tipo ansiedade (91,4s ± 39,61 vs 

24,44s ± 5,16, p = 0,0417, teste t de Student) (Figura 12B).  

 

  

Figura 12. Efeito da ovariectomia sobre o comportamento do tipo ansiedade avaliado no paradigma 

claro/escuro na 3ª semana pós-ovariectomia. A) Número de entradas no compartimento claro do PCE; B) 

Tempo de exploração do compartimento claro do PCE. Valores expressos em média ± EPM do número de 

quadrados atravessados. *Diferença significativa entre os grupos, nível de significância p<0,05. Os dados 

foram analisados usando os testes Mann-Whitney e t de Student. Sham (n = 4); OVX (n = 7). 

 

A avaliação conjunta destes resultados sugere que a privação de hormônios 

ovarianos, entre eles o estrogênio, por 3 semanas está relacionada ao aumento de respostas 

defensivas, como aquelas relacionadas a ansiedade e fuga/pânico.   
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CAPÍTULO 2 

 

Neste capítulo abordaremos o efeito da privação de hormônios ovarianos e do 

tratamento crônico com losartana sobre comportamentos do tipo ansiedade, depressão e 

memória de curto prazo em ratas ovariectomizadas. 

Os protocolos experimentais foram realizados no Center for the Study of Sex 

Differences in Health, Aging and Disease na Georgetown University - EUA. 

 

 

5.OBJETIVO 

 

Avaliar o perfil de comportamento associado à ansiedade, depressão e memória 

de curto prazo em ratas ovariectomizadas, bem como o efeito do bloqueio dos receptores 

AT1 por meio do tratamento crônico com losartana sobre estas respostas no modelo de 

ovariectomia. 

 

 

5.1 Objetivos específicos 

 

 Caracterizar o modelo de ovariectomia quanto a variáveis fisiológicas, incluindo peso 

corporal e ingestão alimentar na primeira e na décima semana pós-ovariectomia, e peso 

uterino e tecido adiposo parametrial, retroperitoneal e inguinal na décima semana de 

pós-ovariectomia;  

 

 Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores AT1, por meio do tratamento crônico com 

losartana, sobre o peso corporal e ingestão alimentar na primeira e na décima semana 

pós-ovariectomia, e peso uterino e tecido adiposo parametrial, retroperitoneal e 

inguinal na décima semana de pós-ovariectomia;  

 

 Avaliar a eficiência da dose de losartana administrada através da mensuração da 

pressão arterial média na décima semana pós-ovariectomia; 
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 Avaliar o efeito da ovariectomia e do bloqueio dos receptores AT1 por meio do 

tratamento crônico com losartana em ratas ovariectomizadas sobre o comportamento 

do tipo ansiedade e resposta defensiva mensurado por diferentes tipos de testes; 

 

 Avaliar o efeito da ovariectomia e do bloqueio dos receptores AT1 por meio do 

tratamento crônico com losartana em ratas ovariectomizadas sobre a memória 

declarativa de curto prazo; 

 

 Avaliar o efeito da ovariectomia e do bloqueio dos receptores AT1 por meio do 

tratamento crônico com losartana em ratas ovariectomizadas sobre o comportamento 

do tipo depressivo; 

 

 Avaliar a expressão gênica de receptores AT1 na região hipocampal CA1 de ratas 

ovariectomizadas submetidas ao não ao tratamento crônico com losartana. 
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6.MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Modelo animal 

Para os experimentos do capítulo II foram utilizadas ratas da linhagem Long 

Evans comprados da Harlan/Envigo (Indianápolis, EUA) com três meses de idade. Os 

animais foram alojados em pares na Division of Comparative Medicine (DCM) da 

Georgetown University, sob temperatura controlada (23 ± 1°C) e ciclo claro/escuro de 12 

horas, com livre acesso à água e ração, durante todo o período de experimentação. Após 

o recebimento dos animais, foi respeitado um período de cinco dias para a realização dos 

procedimentos cirúrgicos. Todos os procedimentos realizados foram previamente 

aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC), sob protocolo nº 

2017-0068, e de acordo com o NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 

 

6.2 Acompanhamento do peso corporal e ingestão alimentar 

O peso dos animais foi mensurado individualmente uma vez por semana, 

iniciando a pesagem no dia em que foi realizado o procedimento cirúrgico e finalizando 

no dia da eutanásia, contabilizando dez semanas de acompanhamento. De maneira 

similar, a ingestão alimentar foi avaliada durante este mesmo período de tempo, no 

entanto, foi mensurada duas vezes na semana sendo os valores obtidos referentes ao 

consumo total da dupla de ratas por gaiola. Desse modo, os valores individuais de 

consumo dos animais foram determinados pela média de consumo da gaiola e estimados 

individualmente pela ingestão a cada 100g de peso corporal. 

 

6.3 Fármacos e soluções 

Isoflurano (anestésico): Isoflurane USP; Piramal Healthcare, Medak, Andhra Pradesh, 

India. Dose: 3% para indução e 2,5% para manutenção, administrado por via inalatória. 

Carprofeno (analgésico): Rimadyl; Zoetis, Parsippany, NJ. Dose: 5 mg/kg de peso 

corporal; administrado por via subcutânea (s.c). 



 

47 
 

Losartana: Sigma, St. Louis, MO, EUA. Dose: 10 mg/kg/dia, concentração: 0,1 g/L 

dissolvidos na água de beber.  

 

6.4 Procedimento cirúrgico - Ovariectomia 

As ratas foram divididas aleatoriamente em grupo OVX e Sham e anestesiadas 

com isoflurano (3% para indução e 2,5% para manutenção, por via inalatória). Os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados como descrito no item 3.3 do Capítulo I. 

Ao final da cirurgia os animais receberam injeção de carprofeno (na dose de 5 

mg/kg de peso corporal; por via s.c) e foram monitorados pelas próximas 72h, para 

verificação de sinais relacionados à dor, inflamação e infecção. A temperatura corporal 

foi mantida por meio de uma placa aquecedora durante a cirurgia e por uma manta térmica 

até a cessação dos efeitos da anestesia. 

Nenhum procedimento experimental foi realizado nas quatro semanas seguintes, 

a fim de assegurar a recuperação das ratas, e garantir não só a depleção dos hormônios 

ovarianos, como os efeitos do tratamento com losartana. 

 

6.5 Testes comportamentais 

6.5.1 Labirinto em cruz elevado 

O labirinto em cruz elevado (LCE) está entre os testes mais empregados na 

investigação de modelos de ansiedade. O teste é baseado no mesmo princípio do LTE – 

explora o medo inato que os roedores apresentam de espaços abertos e altos. No entanto, 

o teste no LCE avalia mais especificamente o conflito gerado entre a tendência natural de 

roedores em explorar ambientes novos e a aversão que eles exprimem de lugares altos e 

abertos (Pellow et al., 1985; Kumar et al., 2013).  

O aparato utilizado é constituído por quatro braços, sendo dois abertos e dois 

outros envoltos por paredes laterais (50 cm x 10 cm x 40 cm; Bioseb In Vivo Research 

Instruments) formando uma cruz, e elevado 50 cm do chão (Figura 13A). O teste foi 

conduzido como descrito por Pellow e cols., 1985, no qual os animais foram expostos ao 

LCE por 5 minutos para livre exploração. Nesse contexto, o comportamento do tipo 

ansiedade foi detectado a partir da exploração reduzida nos braços abertos, mensurada 

através da porcentagem de número de entradas e tempo gasto explorando estes braços; e 
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a distância total percorrida durante o teste foi utilizada como indicativo de atividade 

locomotora.  

 

6.5.2 Campo aberto 

Embora as dimensões da arena utilizada nesta etapa (90 cm x 90 cm x 40 cm) 

(Figura 13B) seja um pouco diferente daquela empregada no capítulo I (60 cm x 60 cm x 

40 cm), o teste do CA foi executado no presente capítulo com a mesma finalidade 

empregada no capítulo anterior, isto é, com o propósito de avaliar a atividade locomotora 

e respostas associadas à ansiedade quanto à exploração da porção central da arena.  

Assim, os animais foram mantidos durante 5 minutos na arena, sob iluminação de 

115 lux. A distância total percorrida por cada rata, assim como o número de entradas e o 

tempo gasto na porção central do aparato foram mensurados com o auxílio do software 

EthoVision XT (Noldus Information Technology).  

 

6.5.3 Reconhecimento de novo objeto 

O teste de reconhecimento de novo objeto (RNO) baseia-se no comportamento 

inato exibido por roedores em explorar ambientes e contextos novos, nesse sentido, a 

exploração preferencial de um objeto novo em relação a outro previamente conhecido 

indica que o animal lembrou do evento, fornecendo uma medida de memória de 

reconhecimento (Ennaceur e Delacour, 1988). Por ser um paradigma de memória que 

avalia um comportamento espontâneo do animal, o RNO é considerado um teste não 

invasivo, que não requer exposição a estímulos aversivos, como restrição hídrica ou 

alimentar, nem sessões de treinamento prévio por longos períodos, permitindo a obtenção 

de informação rápida e apresentando-se como um bom paradigma para avaliação de 

memória declarativa de curto prazo (Ennaceur e Delacour, 1988; Dere et al., 2007). 

O protocolo de RNO utilizado neste trabalho consistiu em três fases: habituação, 

treino e teste. Todas as etapas foram realizadas na mesma arena em que o teste de CA foi 

conduzido. A fase de habituação consiste na exposição dos animais à arena vazia para 

livre exploração e teve duração de 10 minutos por 3 dias consecutivos. As fases de treino 

e teste ocorreram no dia seguinte à ultima habituação. No treino, foram colocados dois 

objetos idênticos dentro da arena e os animais puderam explorar o contexto por 10 
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minutos. Após 60 minutos de intervalo, os animais foram expostos novamente ao 

contexto por 5 minutos, porém um dos objetos foi substituído por um no novo 

(desconhecido), constituindo a fase teste (Figura 13C). O tempo de exploração de cada 

objeto durante as fases treino e teste foram aferidos e o resultado do teste de RNO foi 

obtido através da seguinte fórmula: Tempo de exploração do objeto novo/ Tempo total de 

exploração dos dois objetos. Valores acima de 0,5 indicam a preferência pelo novo objeto. 

Consideramos como comportamento exploratório quando o animal tocava o objeto com 

as patas, vibrissas ou focinho. 

 

6.5.4 Ameaça iminente 

Roedores apresentam uma característica inata em detectar possíveis condições 

ameaçadoras a partir de estímulos visuais (Wei et al., 2015). Baseado nisso, o teste de 

ameaça iminente (AI) avalia a reação defensiva gerada em resposta à um estímulo 

considerado potencialmente perigoso. No caso dos roedores esse estímulo pode ser 

induzido por uma sombra crescente acima do animal, simulando um objeto ou predador 

se aproximando, provocando resposta de congelamento (freezing) ou tentativas de fuga 

(pulos, flight) (Yilmaz e Meister, 2013; Aguilar et al., 2018).  

O aparato utilizado é formado por uma câmara cilíndrica transparente (43.5 cm × 

18.5 cm) acoplada a uma tela de computador posicionada acima da mesma. O teste 

começa com a tela complemente cinza (23 lux), e após 120 segundos desta condição basal 

o estímulo de ameaça iminente é iniciado, que consiste em um ponto preto gerado na tela 

cinza que expande e retrai por 15 vezes durante 22 segundos, seguido pela fase pós-

estímulo em que a tela volta a ser totalmente cinza pelos 60 segundos finais do testes 

(Figura 13D), como previamente descrito por Aguilar e cols., 2018 (Aguilar et al., 2018). 

O tempo em congelamento e o número de pulos em cada fase do teste foram contados 

manualmente. Consideramos que os animais apresentavam resposta de congelamento 

quando manifestavam comportamentos como ausência total de movimento do corpo, 

atitude atenta, cabeça erguida, costas arqueadas, retração das orelhas, olhos abertos e 

piloereção.  
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6.5.5 Preferência por sacarose 

A perda da capacidade de sentir prazer, denominada anedonia, é uma 

característica do comportamento depressivo que pode ser facilmente avaliada em 

roedores através do teste de preferência por sacarose (PS) (Gogos et al., 2018). O 

protocolo utilizado neste trabalho foi realizado de acordo com Aguilar e cols., 2018, que 

consiste na livre oferta de duas soluções (água natural e sacarose 1%), por 2 horas durante 

5 dias. Para isso, os animais foram remanejados para gaiolas individuais contendo duas 

garrafas posicionadas de forma aleatória, uma com água e a outra com a solução de 

sacarose (200 mL cada), e findada as 2 horas de teste os animais retornaram às gaiolas 

originais. No último dia de teste os animais foram submetidos a 2 horas de restrição 

hídrica previamente à execução do teste de PS (Figura 13E). A preferência por sacarose 

foi mensurada de acordo com a seguinte equação: consumo total de sacarose (ml) / 

consumo total de sacarose (ml) + consumo total de água (ml). O consumo reduzido de 

sacarose é um indicativo de anedonia em roedoes. 

 

 

Figura 13. Representação ilustrativa dos aparatos utilizados para a avaliação comportamental e cognitiva. 

A) Labirinto em cruz elevado utilizado para avaliação do comportamento do tipo ansiedade e atividade 

locomotora; B) Campo aberto utilizado para avaliação de respostas de ansiedade e atividade locomotora; 

C) Reconhecimento de novo objeto utilizado na avaliação de memória declarativa de curto prazo; D) 

Ameaça iminente utilizado para avaliações defensivas de congelamento e fuga; E) Preferência por sacarose 

utilizado na avaliação do comportamento do tipo anedonia. 
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6.6 Avaliação do ciclo estral 

O ciclo estral das ratas foi verificado logo após a finalização de cada sessão 

experimental, sendo a fase do ciclo determinada conforme descrito por Marcondes e 

colaboradores (Marcondes et al., 2002). O procedimento foi realizado como descrito no 

item 3.4. Apenas as ratas que se encontravam no estro foram incluídas nas análises dos 

testes relacionados à ansiedade (LCE, CA e AI). 

 

6.7 Avaliação da pressão arterial média 

A pressão arterial foi mensurada com o intuito de confirmar a eficiência da dose 

de losartana utilizada nos grupos tratados. Dessa forma, a pressão arterial foi medida de 

forma aguda imediatamente antes do início dos procedimentos terminais.  

Assim, os animais foram anestesiados com isoflurano (3% para indução e 2,5% 

para manutenção, por via inalatória) e posicionados em uma placa aquecedora para 

manutenção da temperatura corporal ideal. Foi realizada uma pequena incisão na região 

inguinal, os vasos femorais foram identificados e separados do nervo femoral. Um cateter 

de polietileno foi inserido na artéria femoral até alcançar a aorta abdominal. Os valores 

da pressão arterial foram coletados a cada minuto durante 40 minutos consecutivos com 

o auxílio de um analisador de pressão arterial (Digi-Med, Louisville, KY).  A partir dos 

valores obtidos, calculou-se a pressão arterial média (PAM) de cada animal. Em seguida, 

as ratas foram eutanasiadas para coleta de tecidos.  

 

6.8 Coleta de tecidos e cérebro 

Após o procedimento de eutanásia, o encéfalo foi removido e mantido em gelo 

seco por alguns minutos para o processo de congelamento rápido, sendo, logo em seguida, 

armazenado em freezer a -80°C para análises posteriores.  

Já o útero e os tecidos adiposos parametrial, retroperitoneal e inguinal foram 

coletados para pesagem. Os valores aferidos foram calculados para comparação do peso 

do tecido relativo à 100g de peso corporal do animal. 
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6.9 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) 

Os cérebros previamente armazenados a -80°C foram seccionados em um 

criostato (Leica CM 1850, Alemanha) em cortes coronais com espessura de 300 µm. Os 

cortes foram posicionados em lâminas de histologia mantidas constantemente em contato 

com gelo seco para manutenção da temperatura.  Com um auxílio de um punch, um 

instrumento cirúrgico de corte com a borda de 1,5 mm de diâmetro, coletamos a região 

CA1 do hipocampo, que foram armazenadas em temperatura de -80°C até a realização 

dos ensaios. Posteriormente as amostras foram homogeneizados em tubos de 2mL 

contendo microesferas de cerâmica (MP biomedicals). A extração dos RNAs totais da 

região CA1 foi realizada utilizando o kit de isolamento de RNA RNAqueous™-Micro 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). A primeira cadeia de cDNA foi preparada a 

partir de 500 ng de RNA total utilizando o kit iScript cDNA (BioRad, Hercules, CA). O 

RNA total foi acrescido a um mix contendo transcriptase reversa RNase H +, vírus da 

leucemia murina de Moloney (MMLV), oligo (dT) e hexâmetros randômicos. A 

quantificação de RNAm específicos foi realizada através da reação de PCR em tempo 

real utilizando o sistema de detecção de sequência Step One Plus ABI (Applied 

Biosystems Inc., Foster City, CA). Os reagentes utilizados na reação PCR consistiram em 

água RNase-free, TaqMan Fast Advance Master Mix (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA) e 300nM do primer e 10µM probe, a seguir: Primer - Forward rAT1R-

CR-330F: 5’-CAACCTCTACGCCAGTGTGTTC-3’; Reverse rAT1R-CR-470R: 5’-

CCAGCCATCAGCCAGATGA-3’; Probe: rAT1a CR-382T; Fam-

CTGGCCATCGTCCACCCAATGAAGT-Tamra e amostras de cDNA. Reações de PCR 

sem transcriptase reversa e sem modelo foram incluías para controlar a contaminação por 

DNA genômico. Utilizou-se a curva padrão com o DNA do plasmídeo rATlraR para 

determinar o número de cópias de DNA nas amostras do CA1 hipocampal. Os dados 

foram expressos em números de cópias de DNA x 106 e normalizados para µg de RNA 

total em cada amostra. 
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6.10 Delineamento experimental 

6.10.1 Protocolo de tratamento 

Logo após a finalização dos procedimentos cirúrgicos, deu-se início ao protocolo 

de tratamento, que se estendeu até o dia da eutanásia, totalizando dez semanas de 

tratamento. Assim, as ratas OVX e Sham foram divididas de forma aleatória entre grupo 

Veículo, que recebeu água de beber natural, e grupo Losartana, que recebeu uma solução 

contendo água natural e losartana na concentração de 0,1 g/L, conforme descrito 

previamente (Ji et al., 2007). A solução foi recalculada e preparada a cada 3-4 dias, 

baseada na seguinte fórmula: peso corporal (g)/ (ingestão hídrica diária média x 100) 

(Silva et al., 2016), com o propósito de garantir a ingestão da dose de 10 mg/kg/dia de 

losartana para todos os animais.  

 

6.10.2 Protocolo experimental 

 

O protocolo experimental foi iniciado 5 semanas após a realização dos 

procedimentos cirúrgicos. As ratas foram habituadas ao experimentador por 5 minutos 

durante 5 dias consecutivos na semana anterior ao início do primeiro teste 

comportamental. Nos dias da execução dos testes, os animais foram transportados para a 

sala experimental com 60 minutos de antecedência. O protocolo experimental teve 

duração de 5 semanas e foi composto por 5 testes comportamentais, conduzidos na 

seguinte ordem: labirinto em cruz elevado, campo aberto, reconhecimento de novo objeto, 

ameaça iminente e preferência por sacarose. Foi estabelecido um intervalo de no mínimo 

2 dias entre os testes, a fim de reduzir interferências causadas por estresse de um teste 

para outro. Na décima semana de pós-cirúrgico foi executado o protocolo para aferição 

da pressão arterial e logo em seguida as ratas foram eutanasiadas para remoção do útero, 

tecidos adiposos e encéfalo. Este último foi armazenado e posteriormente foram 

realizados os ensaios moleculares (Figura 14). 
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Figura 14. Esquema temporal do protocolo experimental realizado destacando os procedimentos utilizados 

neste capítulo. Os animais foram submetidos a cirurgia OVX ou cirurgia simulada (Sham) e tratados com 

veículo (água natural) ou losartana por 10 semanas. Após 5 semanas, o protocolo comportamental foi 

iniciado, com duração de 5 semanas. Na décima semana, a pressão arterial média foi aferida e em seguida 

os animais foram eutanasiados para coleta de tecidos e cérebro. Os cérebros foram armazenados para 

análises moleculares posteriores. 

 

Os testes no labirinto em cruz elevado, campo aberto e reconhecimento de novo 

objeto foram realizados sob 115 lux de iluminação e analisados com o auxílio do software 

EthoVision XT (Noldus Information Technology). O teste de ameaça iminente foi 

executado sob 23 lux (como foi detalhado no tópico 6.6 Ameaça iminente), já o teste 

preferência por sacarose foi conduzido mesma sala em que eram alojados no Division of 

Comparative Medicine da Georgetown University, durante o ciclo claro. Os aparatos 

foram higienizados com álcool 70% após a exposição de cada animal durante as sessões 

de teste. 

 

6.11 Análise estatística 

Os dados obtidos neste capítulo foram analisados por two-way ANOVA, seguido 

pelo pós-teste de Tukey. Considerou-se a cirurgia (Sham ou OVX) como fator 

independente e o tratamento (veículo ou losartana) como fator dependente. O nível de 

significância adotado foi menor que 0,05 e todos os valores para testes foram expressos 

com média ± EPM. 
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7.RESULTADOS 

 

7.1 Caracterização do modelo de ovariectomia tratado com veículo ou losartana 

durante 10 semanas 

A fim de caracterizar o modelo de estudo e verificar o efeito de 10 semanas de 

privação de hormônios ovarianos sobre algumas variáveis fisiológicas, bem como se o 

tratamento com losartana durante o mesmo período de tempo previne tais alterações neste 

modelo, avaliamos a composição corporal, peso uterino, ingestão alimentar, e pressão 

arterial dos grupos Sham e OVX tratados com veículo (água natural) ou losartana (10 

mg/kg/dia) (Tabela 1). 

Todos os animais utilizados neste capítulo foram recebidos com 12 semanas de 

idade e peso similar. No entanto, após 10 semanas pós-ovariectomia estes animais 

ganharam cerca de 70g de peso corporal, enquanto o grupo Sham ganhou 

aproximadamente 30g, independente de terem recebido tratamento com losartana ou não. 

O mesmo padrão foi notado em relação aos tecidos adiposos retroperitoneal e inguinal, 

em que as ratas OVX tratadas com veículo ou losartana exibiram maior acúmulo destes 

tecidos em relação as ratas Sham de ambos os grupos de tratamento. Interessantemente, 

as ratas Sham e OVX tratadas com losartana apresentaram consumo alimentar aumentado 

na primeira semana pós-cirurgia em relação aos grupos veículo correspondentes, 

entretanto ao final das 10 semanas o grupo OVX-Losartana estava ingerindo uma 

quantidade significativamente menor de ração quando comparado ao Sham-Losartana. 

Os grupos Sham- e OVX-Veículo apresentaram pressão arterial média 

semelhantes ao final das 10 semanas pós-cirurgia, ao passo que o tratamento com 10 

mg/kg/dia de losartana durante o mesmo tempo foi capaz de reduzir este parâmetro tanto 

em Sham como em OVX, indicando a eficácia da dose administrada. Além disso, a 

redução do peso uterino nas ratas ovariectomizadas confirma a depleção de hormônios 

ovarianos nestas fêmeas, uma vez que o peso uterino é um método empregado como 

indicador da concentração de hormônios ovarianos. 
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Variáveis 

fisiológicas 

analisadas 

Veículo Losartana 

Sham OVX Sham OVX 

Peso corporal  

(inicial) 

258,8g ± 19.07 265,1g ± 17,95 252,0g ± 9,04 264,0g ± 6,66 

Peso corporal  

(final) 

289,6g ± 24,8 338,3g ± 28,45a 280,0g ±11.28 327,7g ± 14,99b 

Ingestão alimentar 

(inicial) 

40,0g ± 3,68 41,0g ± 2,5 44,5g ± 3,12c 45,4g ± 4,57d 

Ingestão 

alimentar (final) 

39,1g ± 2,73 34,4g ± 2,09 43,8g ± 5,53 33,66g ± 1,94b 

Peso uterino 

 

0,15g ± 0,04 0,03g ± 0,006a 0,14g ± 0,3 0,03g ± 0,004b 

Tecido adiposo 

parametrial 

1,33g ± 0,23 1,25g ± 0,32 1,41g ± 0.35 1,4g ± 0,31 

Tecido adiposo 

retroperitoneal  

0,8g ± 0,25 1,08g ± 0,31a 0,83g ± 0,21 1,17g ± 0,28b 

Tecido adiposo 

inguinal 

1,12g ± 0,24 1,58g ± 0,48a 1,37g ± 0,2 1,9g ± 0,49a 

Pressão arterial  

Média 

102,7g ± 10,18 98,13g ± 4,89 90,18g ± 5,74c 88,27g ± 3,76d 

Tabela 1. Caracterização do modelo de ovariectomia tratado com veículo (água) ou losartana (10 

mg/kg/dia) por 10 semanas quanto à composição corporal, consumo alimentar e hídrico, peso uterino e 

pressão arterial média. Os valores de ingestão alimentar, peso uterino, e tecidos adiposos estão apresentados 

em médias relativas à 100 g de peso corporal dos animais. Valores expressos em média ± EPM.  Os dados 

foram analisados usando two-way ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey; nível de significância p < 0.05. 

a: Sham-Veículo vs OVX-Veículo; b: Sham- Losartana vs OVX-Losartana; c: Sham-Veículo vs Sham-

Losartana; d: OVX-Veículo vs OVX-Los. 

 

7.2 Efeito da privação de hormônios ovarianos induzida por ovariectomia e do 

tratamento com losartana em ratas ovariectomizadas sobre o comportamento do 

tipo ansiedade e atividade locomotora 

Com o intuito de avaliar o comportamento do tipo ansiedade, a atividade 

locomotora e a resposta defensiva, as ratas em estudo foram submetidas aos testes no 

LCE e CA, nas semanas 5 e 6 de pós-cirúrgico, respectivamente. 
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O protocolo experimental foi iniciado pelo teste no LCE, realizado na 5ª semana 

pós-ovariectomia. Neste teste o grupo OVX-Veículo exibiu uma menor exploração dos 

braços abertos em comparação ao grupo Sham-Veículo, enquanto o tratamento com 

losartana durante as 5 semanas foi capaz de prevenir tal redução nos dois parâmetros 

avaliados: porcentagem de tempo (F (1, 52) = 7,78; p = 0,007, two-way ANOVA) (Figura 

14A) e porcentagem de entradas (F (1, 52) = 5; p = 0,02, two-way ANOVA) (Figura 15B) 

no braço aberto do aparato. O teste estatístico ANOVA de duas vias mostrou haver 

interação entre os fatores cirurgia e tratamento na porcentagem de entradas (F (1, 52) = 5,8; 

p = 0,02), mas não em relação ao tempo em que os animais permaneceram nos braços 

abertos (F (1, 52) = 3,18; p > 0,05), como também não houve interferência da cirurgia sobre 

ambos os parâmetros avaliados (entradas: F (1, 52) = 2,88, p > 0,05; tempo: F (1, 52) = 1,59; 

p > 0,05). O pós-teste de Tukey revelou diferença significativa entre os grupos Sham-

Veículo e OVX-Veículo, e entre OVX-Veículo e OVX-Losartana nas porcentagens de 

tempo (p = 0,049; p = 0,011) e entradas (p = 0,035; p = 0,012), ao passo que não foram 

observadas diferenças na exploração de ambos os parâmetros entre Sham-Veículo e 

OVX-Losartana (tempo: p > 0,05; entradas: p > 0,05), o que indica que o tratamento com 

losartana preveniu o comportamento do tipo ansiedade exibido por ratas após 5 semanas 

de ovariectomia. A Figura 15C mostra que a distância percorrida pelos grupos foi 

estatisticamente semelhante, portanto os procedimentos prévios (cirurgia e/ou 

tratamento) animais não induziram alterações locomotoras que pudessem interferir na 

resposta exibida no LCE.  
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Figura 15. Efeito da ovariectomia e do tratamento com losartana (10 mg/kg/dia) em ratas ovariectomizadas 

sobre o comportamento de tipo ansiedade avaliado no labirinto em cruz elevado na 5ª semana pós-

ovariectomia. A) Porcentagem de tempo explorando os braços abertos em relação ao tempo de exploração 

total em todos os braços do LCE (braços abertos + fechados); B) Porcentagem de entradas nos braços 

abertos em relação ao total de entradas em todos os braços do LCE (braços abertos + fechados); C) 

Distância total percorrida (cm) durante o teste. Valores expressos em média ± EPM.  Os dados foram 

analisados usando two-way ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey; *nível de significância p < 0.05. 

Sham-Veículo (n = 17); OVX-Veículo (n = 17); Sham-Losartana (n = 12); OVX-Losartana (n = 12). 

 

Na 6ª semana pós-ovariectomia as ratas foram avaliadas no teste do CA, no qual 

não foram detectados efeitos no tratamento, cirurgia, bem como na interação entre esses 

dois fatores em nenhum dos parâmetros avaliados, isto é, tempo explorando a parte central 

da arena (Tratamento: F (1, 40) = 3,47; p > 0,05. Cirurgia: F (1, 40) = 0,44; p > 0,05. Interação: 

F (1, 40) = 1,71; p > 0.05; two-way ANOVA) (Figura 16A), número de entradas na porção 

central (Tratamento: F (1, 54) = 0,06; p > 0.05. Cirurgia: F (1, 54) = 0,26; p > 0,05. Interação: 

F (1, 54) = 0,45; p > 0.05; two-way ANOVA) (Figura 16B) e distância percorrida total 
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durante os 5 minutos de teste (Tratamento F (1, 40) = 0,56; p > 0,05. Cirurgia: F (1, 40) = 

0,19; p > 0,05. Interação: F (1, 40) = 0,63; p > 0.05; two-way ANOVA) (Figura 16C). Estes 

resultados indicam que a atividade locomotora mensurada através da distância percorrida 

e a resposta relacionada à ansiedade avaliada pela exploração central do CA não foram 

afetadas pela ovariectomia e tratamento com losartana.  
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Figura 16. Efeito da ovariectomia e do tratamento com losartana (10 mg/kg/dia) em ratas ovariectomizadas 

sobre o comportamento de tipo ansiedade e atividade locomotora avaliados no campo aberto na 6ª semana 

pós-ovariectomia. A) Tempo gasto explorando a porção central da arena do CA; B) Frequência de entradas 

na parte central da arena do CA; C) Distância total percorrida (cm) durante o teste. Valores expressos em 

média ± EPM.  Os dados foram analisados usando two-way ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey; nível 

de significância p < 0.05. Sham-Veículo (n = 17); OVX-Veículo (n = 17); Sham-Losartana (n = 12); OVX-

Losartana (n = 12). 

 

7.3 Efeito da privação de hormônios ovarianos induzida por ovariectomia e do 

tratamento com losartana em ratas ovariectomizadas sobre a memória de 

reconhecimento de objetos de curto prazo 

A memória de curto prazo foi avaliada por meio do teste de reconhecimento de novo 

objeto conduzido após 6 semanas de pós-cirúrgico/tratamento. Para verificar se as 
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intervenções previamente realizadas ao teste (cirurgia e/ou tratamento) alteraram a 

capacidade exploratória das fêmeas, comparamos o tempo total de exploração durante as 

fases de treino e teste no RNO (Figura 17A). O teste estatístico two-way ANOVA mostrou 

não haver diferença nos tempos de exploração de cada objeto entre os grupos avaliados 

durante o treino em relação aos fatores cirurgia (F (1, 54) = 0,14; p > 0,05), tratamento (F 

(1, 54) = 1,99; p > 0,05) e na interação entre eles (F (1, 54) = 0,06; p > 0,05), ao passo que a 

sessão teste sofreu efeito do tratamento (F (1, 55) = 4,51; p = 0,038), mas não da cirurgia 

(F (1, 55) = 2,27; p > 0,05) e da interação entre estes fatores (F (1, 55) = 1,36; p > 0,05). No 

entanto, o pós-teste de Tukey não detectou diferenças significantes entre os grupos. 

A memória das ratas ovariectomizadas tratadas ou não com losartana foi avaliada 

pelo Índice de Reconhecimento (IR) obtido através do desempenho de cada grupo na 

sessão teste do RNO. Os IRs foram analisados por two-way ANOVA, que revelou efeitos 

da cirurgia (F (1, 55) = 4,13; p = 0,047) e do tratamento (F (1, 55) = 4,99; p = 0,03), mas 

não da interação de ambos (F (1, 55) = 3,53; p > 0,05). Apenas as ratas OVX-Veículo 

exibiram IR menor que 0,5, que é um indicativo de comprometimento da memória (Figura 

17B). Associadamente, o pós-teste de Tukey mostrou que o IR destas ratas é diferente 

daquele apresentado pelas Sham-Veículo (p = 0,017) e a também das OVX tratadas com 

losartana (p = 0,025). Em contraste, as OVX-Losartana apresentarem IR semelhante ao 

das Sham-Veículo (p > 0,05), sugerindo que o tratamento impediu o déficit de memória 

as OVX. 
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Figura 17. Efeito da ovariectomia e do tratamento com losartana (10 mg/kg/dia) em ratas ovariectomizadas 

sobre a memória declarativa de curto prazo avaliada no teste de reconhecimento de novo objeto realizado 

na 6ª semana pós-ovariectomia. A) Porcentagem de tempo de exploração de cada objeto durante as fases 

treino e teste; B) Índice de Reconhecimento do novo obejto expresso pelo tempo de exploração do novo 

objeto dividido pela soma do tempo explorando o objeto conhecido e o novo. Valores expressos em média 

± EPM.  Os dados foram analisados usando two-way ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey; *nível de 

significância p < 0.05. Sham-Veículo (n = 17); OVX-Veículo (n = 18); Sham-Losartana (n = 12); OVX-

Losartana (n = 12). 
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7.4 Efeito da privação de hormônios ovarianos induzida por ovariectomia e do 

tratamento com losartana em ratas ovariectomizadas sobre o comportamento de 

resposta defensiva 

Com o propósito de investigar a resposta defensiva, como congelamento e 

tentativas de fuga, expomos as ratas ao teste de ameaça iminente na 8ª semana pós-

cirurgia. Nossos resultados apontam que somente o tratamento teve efeito sobre a resposta 

de congelamento na fase pós-estímulo (Tratamento: F (1, 37) = 5,24; p = 0,023. Cirurgia: F 

(1, 37) = 0,26; p > 0,05. Interação: F (1, 37) = 0,34; p > 0,05; two-way ANOVA), entretanto 

o pós-teste de Tukey não identificou nenhuma diferença entre os grupos (Figura 18A). 

Além disso, não houve interferência de nenhum dos fatores – cirurgia, tratamento, e a 

interação entre ambos – sobre a resposta de congelamento nas fases basal (Cirurgia: F (1, 

37) = 2,33; p > 0,05; Tratamento: F (1, 37) = 0,3; p > 0,05. Interação: F (1, 37) = 0,13; p > 0,05; 

two-way ANOVA) e estímulo (Cirurgia: F (1, 37) = 0,003; p > 0,05. Tratamento: F (1, 37) = 

1,32; p > 0,05. Interação: F (1, 37) = 0,08; p > 0,05; two-way ANOVA), bem como sobre 

as tentativas de fuga (manifestadas por pulos) em relação aos mesmos fatores avaliados 

(Basal – Cirurgia: F (1, 37) = 0,004; p > 0,05; Tratamento: F (1, 37) = 0,02; p > 0,05. Interação: 

F (1, 37) = 0,33; p > 0,05. Estímulo – Cirurgia: F (1, 37) = 1,65; p > 0,05; Tratamento: F (1, 37) 

= 1,65; p > 0,05. Interação: F (1, 37) = 1,65; p > 0,05. Pós-estímulo – Cirurgia: F (1, 37) = 

0,07; p > 0,05; Tratamento: F (1, 37) = 1,05; p > 0,05. Interação: F (1, 37) = 0,66; p > 0,05; 

two-way ANOVA) (Figura 18B). 
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Figura 18. Efeito da ovariectomia e do tratamento com losartana (10 mg/kg/dia) em ratas ovariectomizadas 

sobre a reposta defensiva avaliada no teste de ameaça iminente realizado na 8ª semana pós-ovariectomia. 

A) Tempo em congelamento (freezing) durante as fases basal (duração de 120s), estímulo (duração de 22s) 

e pós-estímulo (duração de 60s); B) Número de pulos (tentativas de fuga, flight) durante as fases basal, 

estímulo e pós-estímulo. Valores expressos em média ± EPM.  Os dados foram analisados usando two-way 

ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey; nível de significância p < 0.05. Sham-Veículo (n = 10); OVX-

Veículo (n = 8); Sham-Losartana (n = 12); OVX-Losartana (n = 11). 

 

7.5 Efeito da privação de hormônios ovarianos induzida por ovariectomia e do 

tratamento com losartana em ratas ovariectomizadas sobre o comportamento do 

tipo depressão 

Por fim, as ratas foram submetidas ao teste de preferência por sacarose na 9ª 

semana de pós-cirúrgico. A razão de preferência por sacarose obtida no teste sugere que 
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o comportamento do tipo anedonia não foi afetado pela ovariectomia (F (1, 39) = 1,43; p > 

0,05; two-way ANOVA), nem pelo tratamento com losartana (F (1, 39) = 0,0003; p > 0,05; 

two-way ANOVA), como também não foi pela interação entre ambos os fatores (F (1, 39) 

= 0,003; p > 0,05; two-way ANOVA) (Figura 19A). Adicionalmente, não foram 

encontradas diferenças significativas no volume de sacarose consumido (Cirurgia: F (1, 38) 

= 0,007; p > 0,05. Tratamento: F (1, 38) = 0,007; p > 0,05. Interação: F (1, 38) = 0,68; p > 

0,05; two-way ANOVA) (Figura 19B), porém o tratamento interferiu no volume de água 

ingerido (Tratamento: F (1, 39) = 7,406; p = 0,01; two-way ANOVA), o que não foi 

detectado pelo pós-teste de Tukey, como também não foi afetado pela ovariectomia 

(Cirurgia: F (1, 39) = 0,012; p > 0,05; two-way ANOVA) ou pela interação desses fatores 

(Interação: F (1, 39) = 0,12; p > 0,05; two-way ANOVA) (Figura 19C). Estes resultados 

indicam que nenhum dos grupos experimentais exibem comportamento do tipo 

depressivo. 
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Figura 19. Efeito da ovariectomia e do tratamento com losartana (10 mg/kg/dia) em ratas ovariectomizadas 

sobre o comportamento de tipo depressão avaliado pelo teste de preferência por sacarose realizado na 9ª 

semana pós-ovariectomia. A) Razão da preferência por sacarose considerando o total de consumo dos 5 

dias de teste; B) Volume total de solução de sacarose consumida durante os 5 dias de teste; C) Volume total 

de água natural consumida durante os 5 dias de teste. Valores expressos em média ± EPM.  Os dados foram 

analisados usando two-way ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey; nível de significância p < 0.05. Sham-

Veículo (n = 10); OVX-Veículo (n = 10); Sham-Losartana (n = 11); OVX-Losartana (n = 12). 

 

7.5 Expressão gênica de receptores AT1 na região hipocampal CA1 de ratas 

ovariectomizadas submetidas ou não ao tratamento crônico com losartana 

O tratamento com losartana aumentou a expressão de RNAm dos receptores AT1 

na área CA1 do hipocampo (F (1, 23) = 4,74; p = 0,04, two-way ANOVA) independente da 

cirurgia. No entanto, ovariectomia não teve efeito sobre a expressão gênica destes 

receptores na região avaliada (F (1, 23) = 1,72; p > 0,05, two-way ANOVA), assim como 
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também não houve efeito da interação entre os fatores cirurgia e tratamento (F (1, 23) = 0,1; 

p > 0,05, two-way ANOVA) (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Efeito da ovariectomia e do tratamento com losartana (10 mg/kg/dia) na expressão dos RNAm 

dos receptores AT1 na região hipocampal CA1 de ratas Sham e OVX avaliadas na 10ª semana pós-cirurgia. 

Valores expressos em média ± EPM. Os dados foram analisados usando two-way ANOVA, seguido de 

pós-teste de Tukey; *nível de significância p < 0.05. Sham-Veículo (n = 6); OVX-Veículo (n = 7); Sham-

Losartana (n = 7); OVX-Losartana (n = 7). 
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8.DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho nós investigamos o efeito da privação de hormônios ovarianos 

sobre a memória e comportamentos associados à ansiedade, depressão e respostas 

defensivas em ratas ovariectomizadas, bem como o envolvimento do SRA nesse 

processo, mais especificamente, o bloqueio dos receptores AT1 por meio do tratamento 

crônico com losartana na neurobiologia destas disfunções. Assim, notamos 

primeiramente que as flutuações hormonais durante o ciclo estral de ratas jovens intactas 

não influenciou o comportamento do tipo ansiedade e pânico. A partir disso, avaliamos o 

efeito de 3 a 9 semanas de pós-ovariectomia sobre diferentes respostas comportamentais 

avaliadas. Nossos resultados mostram que as ratas ovariectomizadas exibiram 

comportamento do tipo ansiedade, do tipo pânico e déficit de memória declarativa de 

curto prazo, mas não apresentaram comportamento associado à depressão e resposta 

defensiva exacerbada. Interessantemente, e no nosso conhecimento pela primeira vez 

reportado, o tratamento crônico com losartana, um bloqueador de receptores AT1, foi 

eficiente em prevenir tais alterações induzidas pela ovariectomia. No entanto, a 

ovariectomia não afetou a expressão gênica de receptores AT1 na região CA1 hipocampal, 

uma importante estrutura moduladora dos processos cognitivos e emocionais. 

Estudos epidemiológicos apontam que alterações de humor e sintomas de 

ansiedade em mulheres podem ocorrer durante o ciclo menstrual, sendo mais comumente 

manifestados no período que antecede a menstruação, o qual é caracterizado por baixos 

níveis de estrogênio (Toufexis et al., 2006; Ter Horst, 2010). Em roedores tais achados 

são ainda inconsistentes. Enquanto alguns pesquisadores relatam aumento do 

comportamento do tipo ansiedade avaliado no LCE durante as fases metaestro e diestro 

(Diaz-Veliz et al., 1997; Frye et al., 2000; Marcondes et al., 2001; Sayin et al., 2014), 

outros encontraram respostas contrárias em testes realizados no mesmo aparato 

(Sadeghipour et al., 2007; Nin et al., 2012), e alguns outros ainda afirmam não haver 

diferenças dependentes da fase do ciclo estral (Nomikos e Spyraki, 1988; Fernandez-

Guasti et al., 1999; Soares-Rachetti Vde et al., 2016). Sabendo disso, nós optamos por 

avaliar, antes de mais nada, o comportamento associado à ansiedade de ratas intactas que 

apresentavam ciclo estral regular, a fim de verificar a influência de diferentes níveis 

circulantes de estrogênio – aqui avaliados durante as fases proestro e diestro, que, segundo 

Butcher e cols., 1974, são as fases de pico e menor concentração de estrogênio, 
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respectivamente – avaliada em diferentes testes de ansiedade. Nossos resultados indicam 

que o ciclo estral não influenciou o comportamento das ratas expostas a nenhum dos testes 

propostos, ou seja, os grupos Proestro e Diestro exibiram comportamento semelhante em 

relação à esquiva inibitória e fuga avaliados no LTE, número de quadrados totais e 

centrais percorridos no CA, e exploração do compartimento claro do PCE, corroborando 

os estudos em que não foi observado efeito do ciclo estral sobre as respostas de ansiedade 

(Nomikos e Spyraki, 1988; Fernandez-Guasti et al., 1999; Soares-Rachetti Vde et al., 

2016).  

Em contrapartida, notamos aumento da latência de esquiva inibitória e redução da 

latência de fuga no LTE, bem como redução do tempo gasto no componente aversivo do 

PCE já na terceira semana de ovariectomia. Este padrão de resposta foi constatado 

também nas ratas expostas ao LCE 5 semanas após a ovariectomia, as quais exibiram 

redução na exploração dos braços abertos do aparato. Em conformidade, outros autores 

já relataram respostas semelhantes na tarefa de fuga no LTE, e no perfil de exploração do 

LCE e PCE após 4 semanas de ovariectomia (Pandaranandaka et al., 2009; Fedotova et 

al., 2017). Recentemente, Gogos e cols., 2018 mostraram que já na segunda semana pós-

ovariectomia há quantidades indetectáveis de estradiol circulante e uma redução 

considerável nos níveis séricos de progesterona e testosterona. Nesse sentido, tais dados 

associados aos nossos indicam que alterações comportamentais do tipo ansiedade podem 

ser manifestadas em poucas semanas de privação hormonal. Diante disso, acreditamos 

que a depleção repentina e abrupta de hormônios esteróides leva a alterações 

comportamentais mais evidentes, ao passo que, as flutuações hormonais durante o ciclo 

estral, que são fisiológicas e menos intensas, induzem respostas mais brandas, 

justificando, em partes, a inconsistência acerca da influência do ciclo estral sobre as 

respostas de ansiedade. 

Por outro lado, assim como foi visto em nossos modelos com 3 e 6 semanas pós-

ovariectomia, outros grupos de pesquisadores também não identificaram diferenças 

significativas entre animais Sham e OVX no teste do CA (Pandaranandaka et al., 2009; 

Fedotova et al., 2017; Gogos et al., 2018). Entretanto, Wada e cols., 2018 mostraram 

redução da exploração central do CA por ratas após 8 semanas de ovariectomia, nos 

permitindo presumir que o teste do CA possivelmente é menos eficiente em detectar 

variações comportamentais relacionadas à ansiedade decorrentes de curto prazo de 

depleção hormonal.  
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A resposta defensiva tem sido associada a uma variação do comportamento do 

tipo ansiedade exibido pelo roedor quando este se encontra em uma condição considerada 

potencialmente ameaçadora. Assim, nossos resultados revelam que a privação de 

hormônios ovarianos por 8 semanas não exacerbou a resposta defensiva dessas ratas 

frente à uma ameaça iminente, visto que os grupos Sham e OVX responderam ao teste de 

forma similar. Analogamente, Aguilar e cols., 2018 mostraram que ratas Sprague-Dawley 

intactas submetidas ao mesmo protocolo experimental apresentam um perfil de respostas 

de congelamento semelhante àquele exibido pelas ratas Long Evans do presente estudo 

comparando as três fases do teste, o que reforça que o comportamento não foi afetado 

pelo declínio hormonal. Entretanto, devido ao fato de termos observado menor tempo de 

latência de fuga no LTE em ratas Fischer na terceira semana pós-ovariectomia, 

esperávamos encontrar uma resposta defensiva aumentada também nas ratas Long Evans 

na oitava semana pós ovariectomia. Esta discrepância entre os dados pode estar 

relacionada a diferenças entre as linhagens e/ou ao tempo de ovariectomia. 

Embora haja uma vasta quantidade de trabalhos avaliando o efeito neuroprotetor 

do estradiol, por meio de protocolos de reposição hormonal, sobre a função cognitiva, 

aprendizado e memória em modelos de ovariectomia, poucos estudos vêm sendo 

realizados com foco no real efeito da privação hormonal sobre a memória desses animais, 

avaliada através da comparação direta entre fêmeas intactas e ovariectomizadas. Por essa 

razão, são ainda pouco consistentes os dados encontrados na literatura no que se refere 

aos efeitos causados por curtos e longos períodos de depleção hormonal sobre o processo 

de memória. Neste trabalho nós verificamos que 6 semanas de privação hormonal foi 

capaz de induzir déficit de memória declarativa de curto prazo, avaliada através da tarefa 

de RNO, isto é, o grupo OVX demonstrou não ter reconhecido durante a sessão teste o 

objeto previamente apresentado na sessão treino, ao passo que o grupo Sham o 

reconheceu. Nossos resultados corroboram dados reportados por Wallace e cols., 2006 e 

Gogos e cols., 2018 mostrando já haver comprometimento da memória de 

reconhecimento em ratas com tempo de privação hormonal inferior a 6 semanas, enquanto 

Fonseca e cols., 2013 e Bastos e cols., 2015 notaram déficit de memória de 

reconhecimento apenas após 12 semanas de ovariectomia. 

O comportamento do tipo depressão também tem sido fortemente associado à 

depleção endógena de hormônios ovarianos, principalmente após períodos de privação 

hormonal prolongada (Lagunas et al., 2010; Gogos et al., 2018; Wada et al., 2018). Nesse 

contexto, ratas com 9 semanas pós-ovariectomia foram submetidas ao teste de PS. Nossos 
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resultados mostraram que as ratas OVX não apresentaram déficit anedônico em 

comparação as ratas Sham, indicando que o declínio hormonal não promoveu respostas 

do tipo depressivas nesses animais. É interessante notar que em outros trabalhos também 

não foram encontradas diferenças significativas entre grupos Sham e OVX em privação 

hormonal de curto e longo prazo no teste de PS, no entanto, quando os mesmos animais 

foram avaliados em modelos de desespero comportamental, como nado forçado e teste de 

suspensão pela cauda, evidenciou-se a resposta associada à depressão em roedoras 

ovariectomizadas (Bastos et al., 2015; Gogos et al., 2018). Diante disso, a preferência por 

sacarose pode não ser considerada uma ferramenta adequada para avaliar as respostas 

depressivas no modelo de ovariectomia. 

Sabe-se que a privação de hormônios ovarianos causa uma perturbação no SRA, 

estando associada à produção aumentada de Ang II e maior expressão de receptores AT1 

não só em tecidos periféricos, mas também no SNC, elevando o risco de desenvolvimento 

de hipertensão em mulheres pós-menopáusicas (Schunkert et al., 1997; Dean et al., 2005; 

Rivera et al., 2009). Além disso, o aumento nos níveis circulantes de Ang II e a alteração 

da responsividade dos receptores AT1 vem sendo relacionados à sintomas depressivos, 

estresse e Alzheimer (Baghai et al., 2002; Johnson e Grippo, 2006; Frasure-Smith et al., 

2009; Saavedra, 2016). Nesse sentido, bloqueadores de receptores AT1 amplamente 

utilizados no tratamento de hipertensão têm sido investigados também quanto a seu fator 

neuroprotetor. No entanto, no nosso conhecimento, não há estudos avaliando o efeito de 

BRAs sobre distúrbios emocionais e cognitivos em fêmeas/mulheres, muito menos 

quando essas disfunções são resultantes da privação hormonal. Assim, considerando que 

a privação de hormônios ovarianos induz déficit de memória e aumento da ansiedade, 

como mostrado por nossos resultados, e que níveis elevados de Ang II e sensibilidade 

aumentada de receptores AT1 também estão associados a doenças neuropsiquiátricas e 

cognitivas, nós avaliamos se o BRA losartana exerce efeito neuroprotetor também em 

fêmeas ovariectomizadas. 

Efetivamente, nossos resultados mostram que a administração crônica de doses 

baixas de losartana (10 mg/kg/dia) iniciada logo em seguida à remoção dos ovários foi 

capaz de prevenir as alterações comportamentais e cognitivas induzidas pela privação dos 

hormônios ovarianos. Como o tratamento foi realizado por via oral, as alterações no SNC 

provavelmente ocorreram devido a capacidade do fármaco em atravessar a barreira 

hematoencefálica permitindo sua atuação central (Li et al., 1993).  É importante notar que 

a losartana não afetou o comportamento do grupo Sham em nenhum dos testes aplicados, 
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assim como também não alterou o comportamento do grupo OVX avaliados nos testes do 

CA, AI e PS, associados à ansiedade, resposta defensiva e depressão, respectivamente, 

que se mantiveram semelhantes aos animais Sham-Veículo e Sham-Losartana. De certa 

forma este era um resultado esperado e que pode ser considerado positivo, uma vez que 

é um indicador de que a losartana não induz disfunções comportamentais nos animais 

controle (Sham), assim como também não promove alterações no comportamento das 

ratas com privação hormonal que não manifestaram comportamento anômalo quando 

tratadas com veículo.  

Após 5 semanas de ovariectomia concomitantemente ao tratamento com 

losartana, o grupo OVX apresentou aumento da exploração dos braços abertos do LCE 

exibindo comportamento similar nesta tarefa não só ao do grupo Sham tratado com 

losartana, como também ao do grupo Sham-Veículo, o que sugere que o comportamento 

do tipo ansiedade em ratas OVX foi evitado pelo bloqueio dos receptores AT1. Respostas 

semelhantes já foram observadas em machos após a administração sistêmica dos BRAs 

losartana ou candesartana, sendo estas respostas comparadas ao efeito ansiolítico obtido 

por benzodiazepínicos (Kaiser et al., 1992; Srinivasan et al., 2003; Saavedra et al., 2006; 

Ranjbar et al., 2018). Além disso, a administração de losartana diretamente na amígdala 

ou no ventrículo lateral também atenuou o comportamento do tipo ansiedade em machos 

(Braszko et al., 2003; Llano Lopez et al., 2012), assim como a microinjeção de losartana 

no hipotálamo dorsomedial causou efeito panicolítico em modelo de pânico induzido por 

lactato (Shekhar et al., 2006), sugerindo que os receptores AT1 modulam as respostas de 

ansiedade mediadas pela amígdala e de pânico mediadas pelo hipotálamo dorsomedial.  

Analogamente, a performance das ratas OVX no teste de RNO foi 

significativamente melhorada pelo bloqueio dos receptores AT1, sendo semelhante a 

performance realizada pelo grupo Sham-Losartana e também pelo grupo Sham-Veículo, 

o que nos permite sugerir que o losartana foi eficiente em prevenir o déficit de memória 

declarativa de curto prazo exibido por ratas na sexta semana de privação de hormônios 

ovarianos. Nossos dados corroboram estudos realizados em machos, que avaliaram não 

só o efeito dos BRAs losartana e telmisartana administrados perifericamente (Wincewicz 

e Braszko, 2014; Wincewicz e Braszko, 2015; Wincewicz et al., 2016; Aghaei et al., 

2017), como também a administração de losartana e candesartana centralmente no 

ventrículo lateral (Bild et al., 2013; Tota et al., 2013). Em todos estes trabalhos notou-se 

a eficiência dos BRAs em melhorar a memória de reconhecimento, memória espacial e 

memória de trabalho de ratos submetidos a protocolos de estresse ou previamente tratados 
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com Ang II. Adicionalmente, Ongali e cols., 2014 mostraram que o tratamento crônico 

com losartana protegeu a função cognitiva em modelo de Alzheimer em que 

camundongos transgênicos superexpressam a proteína precursora de amilóide humana.  

Estudos tem apontado que a ação neuroprotetora dos BRAs é observada 

independentemente do efeito do medicamento sobre a pressão arterial do indivíduo, uma 

vez que a administração de doses baixas de BRAs, que normalmente não são suficientes 

para reduzir a pressão arterial sistêmica, tem produzido resultados benéficos em modelos 

de ansiedade e declínio cognitivo (Wang et al., 2007; Danielyan et al., 2010; Ongali et 

al., 2014; Villapol e Saavedra, 2015). Embora nós tenhamos estabelecido uma dose baixa 

para o tratamento com losartana no presente trabalho, a dose adotada foi capaz de reduzir 

a PAM tanto no grupo OVX como no grupo Sham tratados com losartana. Diferentemente 

do que ocorre em machos, foi observado em estudo prévio em ratas normotensas que o 

tratamento com losartana reduz PAM em fêmeas (Berg, 2016). Além disso, a aferição da 

PAM foi realizada em procedimento terminal, sob influência do anestésico isoflurano, o 

que pode ter contribuído para a queda da pressão em decorrência ao efeito combinado das 

duas substâncias, uma vez que as duas apresentam efeitos hipotensores (Aulakh et al., 

2007; Skrbic e Igic, 2009; Nolan, 2012).  

A fim de avaliar se o tratamento crônico com losartana influencia variáveis 

fisiológicas classicamente alteradas na ovariectomia, nós avaliamos o ganho de peso e a 

ingestão alimentar durante as 10 semanas de privação hormonal, assim como mensuramos 

o acúmulo de tecido adiposo na décima semana pós-cirurgia. Assim, verificamos que as 

ratas OVX ganharam significativamente mais peso corporal do que as ratas Sham, 

independentemente do tratamento submetido, o que na literatura tem sido relacionado ao 

menor gasto energético devido à hipoatividade e maior ingestão alimentar apresentados 

por ratas ovariectomizadas, incluindo um estudo realizado em ratas Long Evans (Richard 

et al., 1987; Witte et al., 2010). Entretanto, nossos resultados se contrapõem a estes 

achados, visto que o grupo Sham-Losartana apresentou aumento da ingestão alimentar 

nas últimas semanas pós-cirurgia em relação ao grupo OVX-Losartana, sugerindo que o 

losartana pode estar associado ao aumento do apetite em ratas com níveis normais de 

hormônios ovarianos, porém o consumo aumentado não foi acompanhado por um 

aumento do peso corporal. Além disso, as ratas OVX exibiram maior acúmulo dos tecidos 

adiposos parametrial e inguinal, fator que também não foi alterado pelo tratamento com 

losartana. Este resultado apresenta conformidade com dados clínicos e pré-clínicos que 

mostram que o declínio da produção endógena de estrogênio induz modificações na 
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distribuição de gordura, com maior acúmulo na região visceral (Ferrara et al., 2002; Dos 

Reis et al., 2003). Diante disso, nós acreditamos que o aumento do peso corporal e do 

tecido adiposo visceral não acompanhado por aumento da ingestão alimentar em ratas 

OVX pode estar relacionado a alterações metabólicas induzidas pela depleção 

estrogênica, uma vez que este hormônio participa da regulação de vias metabólicas 

(Jackson et al., 2013; Velarde, 2013), e tais modificações não foram influenciadas pelo 

tratamento com losartana. A cessação da atividade ovariana resulta em atrofia uterina e 

considerável redução do peso deste órgão, sendo, portanto, um resultado esperado e que 

confirma o sucesso da privação dos hormônios ovarianos no nosso modelo. 

Ademais, a atividade locomotora não foi afetada pela ovariectomia ou pelo 

tratamento com losartana. Tal dado nos sugere que as respostas obtidas nos testes 

conduzidos neste trabalho foram, portanto, resultantes de alterações à nível central 

induzidas pela privação de hormônios ovarianos e prevenidas pela ação da losartana, e 

não promovidas pela hiper ou hipoatividade decorrentes da cirurgia ou do tratamento.  

Sabe-se que o hipocampo, estrutura encefálica crucial na modulação e integração 

de respostas emocionais, de aprendizado e de memória, expressa quantidades 

consideráveis tanto de receptores AT1 como de REs (Lenkei et al., 1997; Shughrue et al., 

1997), e por esse motivo é uma região vulnerável à variações dos níveis de estrogênio e 

Ang II circulantes. De fato, a privação de hormônios ovarianos está associada à redução 

de espinhas dendríticas nos neurônios das regiões CA1 e CA3 do hipocampo (Gould et 

al., 1990; Wallace et al., 2006; Mendell et al., 2017), enquanto o tratamento com estradiol 

eleva a densidade sináptica no hipocampo (Woolley e Mcewen, 1992). Além disso, tem 

sido reportado que a privação estrogênica induz aumento sistêmico e central dos 

componentes Ang II, ECA e AT1 em roedoras ovariectomizadas (Schunkert et al., 1997; 

Gallagher et al., 1999; Harrison-Bernard et al., 2003; Dean et al., 2005; Tazumi et al., 

2016), e que receptores AT1 estão envolvidos no bloqueio da potenciação de longa 

duração e da função colinérgica no hipocampo (Barnes et al., 1990). Por outro lado, (Sohn 

et al., 2013) mostraram que os BRAs induzem aumento da sinalização sináptica 

hipocampal, aumentando a plasticidade neuronal nesta região, o que pode estar 

relacionado a melhora cognitiva e da memória promovida por essas drogas. 

Diante disso, nós avaliamos se a ovariectomia e o tratamento crônico com losartan 

alteraram a expressão gênica de receptores AT1 na região hipocampal CA1 após 10 

semanas de privação de hormônios ovarianos e bloqueio dos receptores AT1 em ratas 

ovariectomizadas. Nossos resultados mostram que a ovariectomia não afetou a expressão 
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gênica de receptores AT1, enquanto que o tratamento com losartan elevou os níveis de 

RNAm de tal receptor, fato observado tanto no grupo Sham como no OVX tratados. Esta 

resposta é um indicativo do eficiente bloqueio central dos receptores AT1 por este 

fármaco, uma vez que a redução da ativação de receptores pode resultar em uma 

upregulation deste receptor como uma resposta compensatória a atividade reduzida do 

mesmo na célula (Martyn et al., 1992).  

Embora a ovariectomia não tenha elevado os níveis de RNAm de receptores AT1, 

nós acreditamos que as respostas do tipo ansiedade e déficit de memória apresentados 

pelo grupo OVX não tratado podem ser resultantes de um aumento nos níveis circulantes 

de Ang II induzido pela privação de hormônios ovarianos e não de receptores AT1. O 

bloqueio dos receptores AT1 impede a ação deste peptídeo no hipocampo das ratas 

prevenindo as alterações comportamentais e cognitivas manifestadas neste modelo. Em 

um estudo ainda não publicado realizado por nosso grupo não foi possível detectar a 

concentração de Ang II no hipotálamo inteiro de ratas devido ao tamanho da amostra ser 

considerado pequeno, mesmo quando avaliada pelo método de Figerprint® 

(espectrometria de massa), uma técnica de alta sensibilidade. Nesse contexto, tal hipótese 

não pôde ser confirmada, visto que o volume da região CA1 é muito menor que do 

hipotálamo total, o que inviabiliza a detecção de Ang II na nossa amostra.  

Além disso, sabendo que nem todo RNAm é traduzido em proteína funcional, a 

avaliação da expressão de receptores AT1  é fundamental, bem como a localização dos 

mesmos por meio de técnicas como autorradiografia de receptor, não só na área 

hipocampal CA1, como também nas demais regiões do hipocampo e em estruturas 

encefálicas como amígdala e córtex pré-frontal, que também podem estar envolvidas na 

modulação dos processos de memória e respostas de ansiedade induzidas pela privação 

de hormônios ovarianos. Uma outra hipótese seria que o bloqueio de receptores AT1 pela 

da losartana pode estar ativando outras vias do SRA, como maior responsividade dos 

receptores AT2 ou conversão aumentada de Ang II em Ang 1-7 e consequente ativação 

de receptores Mas. 

Considerando os pontos abordados acima, nós acreditamos que a privação de 

hormônios ovarianos modifica a responsividade dos receptores do SRA e REs no 

hipocampo e em outras estruturas como amígdala e córtex pré-frontal, levando a 

alterações morfológicas e neuroquímicas nessas estruturas, o que induz aumento das 

respostas de ansiedade e comprometimento da memória. Em contrapartida, o mecanismo 
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de ação da losartana impede que tais alterações ocorram nessas estruturas encefálicas 

prevenindo o desenvolvimento destas disfunções neuropsiquiátricas e cognitivas. 

Como mencionado anteriormente, o efeito neuroprotetor do estradiol sobre as 

funções cognitivas e emocionais vem sendo extensivamente descrito na literatura. No 

entanto, a aplicação clínica da terapia de reposição hormonal em mulheres na pós-

menopausa ainda é controversa, uma vez que esse tratamento tem se mostrado eficaz 

apenas quando iniciado durante a “janela de oportunidade”, em que não se sabe ainda por 

quanto tempo ela dura e quando exatamente ela começa no caso da menopausa natural, e 

além disso estudos tem reportado que quando iniciada tardiamente, a reposição de 

estrogênio pode ser ineficiente ou maléfica. Diante disso, tem-se buscado alternativas 

terapêuticas mais eficientes para o tratamento dessas condições. No presente trabalho, nós 

mostramos o efeito neuroprotetor do tratamento oral preventivo com losartana sobre o 

déficit de memória e comportamento do tipo ansiedade em ratas ovariectomizadas. 

Considerando isto, a losartana poderia ser considerada como uma opção em potencial no 

tratamento de ansiedade e déficits de memória decorrentes da privação de hormônios 

ovarianos em mulheres pós-menopáusicas, uma vez que este medicamento é bem tolerado 

por pacientes hipertensivos, apresentando poucos e brandos efeitos colaterais, e que pode 

ser empregado como terapia simultânea para hipertensão e distúrbios neuropsquiátricos, 

o que trará benefícios clínicos e econômicos para estas mulheres, melhorando a qualidade 

de vida das mesmas. 
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9.CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho concluímos que privação de 

hormônios ovarianos induz comportamento do tipo ansiedade e déficit de memória 

declarativa de curto prazo em ratas ovariectomizadas, e que o tratamento crônico com 

losartana previne que tais alterações ocorram, provavelmente devido a uma modificação 

na responsividade dos receptores do SRA em estruturas encefálicas que participam da 

modulação destas respostas.  
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