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RESUMO 

 

O envelhecimento resulta do declive gradativo funcional celular, programado e 

pendente de tempo que todos seres vivos propendem passar. Na perimenopausa, 

uma das fases do envelhecimento reprodutivo, as interações dos neurônios 

produtores do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), gonadotrofinas e 

esteroides gonadais, e a atividade de neurônios de regiões como o locus coeruleus 

(LC) e hipocampo (HP) podem comprometer biomarcadores do estado redox, levando 

a alterações comportamentais e neuroprotetoras. Nossa hipótese é que a terapia 

hormonal com estrogênio (THE) propicia ação estimuladora e consequente 

modulação de biomarcadores do estado redox hipocampal, promovendo a 

manutenção de processos mnemônicos, indução de resposta ansiolítica e melhora da 

marcha no período do envelhecimento. Para testar esta hipótese, analisamos o perfil 

ansiolítico, memória de reconhecimento, deambulação, biomarcadores oxidativos, 

atividade e viabilidade celular do LC e HP de ratas Wistar senescentes. Portanto, 

nosso objetivo foi análise do comportamento cognitivo e funcional de ratas submetidas 

ou não a THE na fase da periestropausa. Quarenta ratas participaram do estudo, 20 

receberam óleo de milho (grupo 21Me/Ve; óleo de milho/0,2mL/sc; 2x/semana) e 20 

foram submetidas a THE (grupo 21Me/E2; 17β-estradiol/15 μg/Kg/sc; 2x/semana) por 

120 dias. Testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado, reconhecimento de 

objetos e deambulação foram realizados imediatamente antes e ao final do período 

de tratamento. Dos encéfalos decapitados os hipocampos isolados foram destinados 

a análises bioquímicas, por sua vez, encéfalos perfundidos foram destinados para 

análises histológicas das regiões CA1, CA3 e GD hipocampais e LC. Animais do 

Grupo 21Me/E2 apresentaram tempo total, frequência de entradas significantemente 

maior nos braços abertos e região central do campo aberto, além de maior locomoção 

do mesmo em relação ao grupo 21Me/Ve, exibindo perfil ansiolítico em geral. No teste 

de reconhecimento de objetos, o grupo 21Me/Ve apresentou diminuição na memória 
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de longo prazo e as ratas do grupo 21Me/E2 mantiveram-se com mesmo índice como 

aos 17 meses de idade além de melhor equilíbrio do estado redox hipocampal. Nossos 

resultados mostraram diminuição no comprimento e maior largura da passada dos 

animais aos 21 meses de idade, que foi revertido para aqueles que receberam THE, 

bem como, atuando sobre prevenção à perda celular neuronal. Este estudo fornece 

evidências da eficácia do THE, mostrando que mudanças significativas ocorrem na 

etologia, biomecânica e bioquímica cerebral de ratas naturalmente envelhecidas 

durante a senescência ovariana. Portanto, nossos resultados sugerem que a 

administração de E2 exógeno é necessária, especialmente no período de intensa 

irregularidade do ciclo, para restabelecer as funções realizadas, bem como possibilitar 

a exploração progressiva da terapia como recurso preventivo para distúrbios 

neuropsicológicos e distúrbios neurodegenerativos.  

 

Palavras-chave: Envelhecimento. Estrogênio. Hipocampo. Locus Coeruleus.  
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ABSTRACT 

 

Aging results from the gradual functional cellular decline, programmed and 

dependent on time that all living beings tend to go through. In perimenopause, one of 

the stages of reproductive aging, the interactions of neurons producing gonadotropin-

releasing hormone (GnRH), gonadotropins and gonadal steroids, and the activity of 

neurons in regions such as the locus coeruleus (LC) and hippocampus (HP) can 

compromise biomarkers of the redox state, leading to behavioral and neuroprotective 

changes. Our hypothesis is that hormone therapy with estrogen (EHT) provides a 

stimulating action and consequent modulation of biomarkers of the hippocampal redox 

state, promoting the maintenance of mnemonic processes, inducing anxiolytic 

response and improving gait in the aging period. To test this hypothesis, we analyzed 

the anxiolytic profile, recognition memory, ambulation, oxidative biomarkers, activity 

and cell viability of LC and HP of senescent Wistar rats. Therefore, we aimed to 

analyze the cognitive and functional behavior of rats submitted or not to EHT in the 

periestropause phase. Forty female rats participated in the study, 20 were treated with 

corn oil (group 21Mo/Veh; corn oil/0.2mL/sc; 2x/week) and 20 were submitted to EHT 

(group 21Mo/E2; 17β-estradiol/15 μg/Kg/sc; 2x/week) for 120 days. Open field, 

elevated plus maze, object recognition, and ambulation tests were performed 

immediately before and at the end of the treatment period. The hippocampus was 

isolated from decapitated brains and destined for biochemical analysis, in turn, 

perfused brains were destined for histological analysis of the hippocampus CA1, CA3 

and GD regions and LC. Animals from the 21Mo/E2 group showed a significantly higher 

total time, frequency of entries into the open arms and central region of the open field, 

in addition to greater locomotion in relation to the 21Me/Ve group, showing an 

anxiolytic profile in general. In the object recognition test, the 21Mo/Veh group showed 

a decrease in long-term memory and the rats in the 21Mo/E2 group maintained the 

same index as at 17 months of age, in addition to a better balance of the hippocampal 
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redox state. Our results showed a decrease in the length and greater width of the 

animals' stride at 21 months of age, which was reversed for those who received EHT, 

as well as acting on the prevention of neuronal cell loss. This study provides evidence 

of the efficacy of EHT, showing that significant changes occur in the ethology, 

biomechanics and brain biochemistry of naturally aged female rats during ovarian 

senescence. Therefore, our results suggest that the administration of exogenous E2 is 

necessary, especially in the cycle's period of intense irregularity, to reestablish the 

normal functions, as well as to allow the progressive exploration of the therapy as a 

preventive resource for neuropsychological disorders and neurodegenerative 

disorders. 

 

Keywords: Aging. Estrogen. Hippocampus. Locus Coeruleus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Perfil da população idosa 

Em todo o mundo, os países estão tendo aumento proporcional no número de 

idosos na população, estimando-se que mais da metade dos recém-nascidos de hoje 

completarão 65 anos, vivendo aproximadas duas décadas acima daqueles nascidos 

na metade do século passado (PIVETTA; ZORZETTO, 2018). Podendo as pessoas 

viverem esses anos de vida em ambiente favorável e com boa saúde, sua capacidade 

de fazer as coisas que valorizam será muito próxima à de pessoa mais jovem. No 

entanto, se esses anos extras forem dominados por declínios na capacidade física e 

mental, as implicações para os idosos e para a sociedade serão mais negativas. 

Segundo a Organização das Nações Unidas (ONU), a população idosa corresponde 

a 12% da mundial, tendo previsão de duplicar esse quantitativo até 2050 e triplicar em 

2100 (TAVARES et al., 2017). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (IBGE), através da Pesquisa Nacional por Amostra de Domicílios (PNAD), 

em 2021 a população idosa superou a marca de 31,2 milhões no Brasil, destes, as 

mulheres são maioria com 17,4 milhões (55,8%) enquanto que os homens são 13,8 

milhões (44,2%), não havendo diferença significante na tendência desse padrão em 

10 anos (IBGE; PNAD, 2022). Esse incremento de pessoas idosas traz consequências 

socioeconômicas e a incapacidade funcional é problema frequente entre esta 

população e afeta as atividades diárias comprometendo sua qualidade de vida, com 

impacto negativo a sua família e ao sistema de saúde.  

 

1.2 Neuroendocrinologia e o envelhecimento feminino 

O envelhecimento é o processo natural programado pelo qual todos os 

organismos vivos tendem a passar, ou seja, é um dos estágios do período da vida. 

Este período é denominado senescência quando caracterizado por alterações 

fisiológicas conforme previsto pelo seu código genético, ou senilidade, quando 

afecções não previstas afetam e debilitam o indivíduo idoso (MORAES et al., 2020). 

O sistema reprodutor feminino é um dos primeiros a envelhecer, tendo 

comprometimento de suas funções iniciadas muito antes de outros órgãos, onde esse 

longo processo caracteriza-se pela passagem paulatinamente de ciclos reprodutivos 

regulares, para irregulares, seguidos pela aciclicidade e por fim, cessando a fertilidade 
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(CAMAIONI et al., 2022). Estão disponíveis relatos importantes referentes as ações 

estrogênicas nos ajustes de vários processos fisiológicos, tanto em tecidos 

reprodutivos quanto não-reprodutivos, como também sua atuação na mediação da 

sinalização intracelular por meio da ligação aos seus receptores ERα e ERβ (SINGH; 

PARAMANIK, 2022). A integridade do eixo reprodutivo (hipotálamo hipofisário gonadal 

– HHG) em fêmeas de roedores e nas mulheres resulta da ritmicidade do ciclo durante 

o período reprodutivo, conforme mostra a Figura 1. 

 

Perfil hormonal nas fases do ciclo estral de fêmeas de ratos e do ciclo menstrual de 

mulheres 

 

FIGURA 1 - Perfil do hormônio luteinizante (LH), folículo estimulante (FSH), estrogênio e progesterona 

nas fases do ciclo estral de fêmeas de ratos e do ciclo menstrual de mulheres. Fonte: Modificado de 

Staley e Scharfman (2005). 

  

O ciclo estral da rata, com duração aproximada de cinco dias, subdivide-se em 

fases específicas: metaestro (6 a 8h) e diestro (55 a 57h), caracterizados como 

período de secreção, com significante concentração plasmáticas de progesterona 

(P4), presença de leucócitos e células nucleadas detectadas no esfregaço vaginal. Já 

as fases de proestro (12 a 14h) e estro (24 a 27h) caracterizam-se como o período de 

proliferação, com significante concentração plasmática de estradiol (E2) e ocorrência 

da concentração plasmática máxima (pico pré-ovulatório) do hormônio luteinizante 

(LH) - etapa fértil do animal. Nestas fases há grande quantidade de células nucleadas 

no proestro e cornificadas no estro. As sincronizações destas fases são reguladas e 

moduladas determinando período reprodutivo (WESTWOOD, 2008). 
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É importante ressaltar que alterações na função ovariana com redução na 

quantidade de folículos ovarianos, declínio na secreção de estrogênio e progesterona 

contribuem para a manifestação de alterações relacionadas ao envelhecimento tanto 

à nível corporal quanto cerebral (ZÁRATE; STEVNSNER; GREDILLA, 2017; 

CHAKRABORTY; GORE, 2004). A irregularidade do ciclo é indicador confiável de 

fecundidade irregular e senescência reprodutiva iminente, caracterizando o período 

de periestropausa (roedores) ou perimenopausa (humanos) (FINCH, 2014; BRINTON, 

2012). De acordo com Clemens e Bennet (1977) a interrupção na ritmicidade do ciclo 

estral de ratas aparenta ter origem hipotalâmica já que a ciclicidade pode reaparecer 

quando seus ovários são transplantados para outros animais com ciclo estral regular. 

O menor conteúdo do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no período de 

irregularidade no ciclo estral foi inicialmente relacionado com possível redução no 

número dos neurônios produtores de GnRH (RUBIN; LEE; KING, 1994), entretanto, 

estudos relatam que a quantidade de neurônios GnRH e do neurohormônio no 

hipotálamo não se altera no início da senescência reprodutiva, mas que o déficit nesse 

processo ocorre pelas vias aferentes responsáveis pela regulação, síntese e secreção 

de GnRH (WIERMAN; KISELJAK-VASSILIADES; TOBET, 2011; YIN; GORE, 2006). 

Notadamente, ciclos regulares a irregulares e acíclicos caracterizam a senescência 

reprodutiva (BRINTON, 2012; FINCH et al., 1984), período importante para medidas 

preventivas e promoção da saúde (FALCONI, 2017), pois sabe-se que na transição 

da perimenopausa para a pós-menopausa doenças ameaçam a integridade do 

organismo feminino, por exemplo, osteoporose e sarcopenia (HAO et al., 2022; 

GRECO et al., 2019), doenças cardiovasculares (SERVIENTE et al., 2016) e 

neurodegenerativas, como Doença de Alzheimer (DA) (SCHEYER et al., 2018; WNUK 

et al., 2023). 

Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa (Biologia do Envelhecimento 

– Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq)) 

analisaram as alterações envolvidas no eixo HHG e evidenciaram que, no período da 

periestropausa de ratas Wistar, o conteúdo de GnRH, noradrenalina (NA) e a 

concentração plasmática de LH está reduzido e invariável nos horários analisados (10, 

14 e 18 h), quando comparado com o diestro em animais adultos. Também foi 

verificado maior atividade dos neurônios noradrenérgicos da área pré-óptica (APO) e 

locus coeruleus (LC) bem como concentrações plasmáticas variáveis de E2 e P4 nos 

animais mais velhos (NICOLA et al., 2016; FERREIRA et al., 2015). Ressaltamos 
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então a importância do sincronismo e sistematização dos neurotransmissores para a 

liberação de GnRH e ritmicidade do ciclo estral (MAGGI et al., 2016; BRONZI et al., 

2015). LC é a matriz fundamental de NA para o cérebro, cujo feixe noradrenérgico 

segue para locais do sistema nervoso central (SNC) onde há síntese de GnRH e 

participa na sistematização das funções reprodutivas (MERCAN; HENEKA, 2022; 

STOPA et al., 2021). Entre os neurotransmissores, a NA executa função significativa 

no eixo HHG de várias espécies (HERBISON, 1997), atuando na antecipação e 

ampliação do pico e secreção de LH, contudo, sua atuação diminui com o 

envelhecimento (MATHER, 2021; NICOLA et al., 2016; FERREIRA et al., 2015). 

Ademais, estudos evidenciaram ERα e ERβ em neurônios noradrenérgicos, sugerindo 

que NA é sensível às diferentes concentrações dos esteroides ovarianos plasmáticos 

(BRISKI; ALI; NAPIT, 2020; PEREIRA et al., 2010; HOSNY; JENNES, 1998). 

Em 2003, Martins-Afférri e colaboradores realizaram estudo e verificaram 

redução nos níveis de NA, tanto no hipotálamo quanto na APO, reprimindo o pico pré-

ovulatório de LH após as lesões no LC, evidenciando a cooperação dos neurônios 

noradrenérgicos do LC no acionamento dos neurônios GnRH durante o período 

reprodutivo. Nosso grupo analisou atividade de neurônios na APO e LC de ratas 

cíclicas e ratas com irregularidade (periestropausa) no ciclo estral, em diestro. Os 

resultados mostraram nível mais alto de atividade dos neurônios na APO e NA no LC 

em ratas com ciclo estral irregular (Figura 2), menor capacidade de síntese e 

armazenamento de neurotransmissores e GnRH. Esses resultados sugerem 

comprometimento da sinalização necessária para a ocorrência de secreção máxima 

de LH e ovulação subsequente, caracterizando o processo de senescência 

reprodutiva em fêmeas de roedores (NICOLA et al., 2016). 

 

Neuromarcação de FRA/TH-ir no LC em ratas cíclicas e acíclicas 

                    (A)                                                  (B) 
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                     (C) 

                      

 

 
 

FIGURA 2 – Fotomicrografias de neurônios marcados de antígeno relacionado ao fos e tirosina 

hidroxilase imunorreativos (FRA/TH-ir) no LC de ratas cíclicas (a) e com irregularidade no ciclo estral 

(b) na fase do diestro. * indica neurônios com dupla marcação (TH no citoplasma; FRA no núcleo) e as 

setas indicam marcação para FRA. O gráfico (c) representa a atividade neuronal no LC verificada nas 

ratas cíclicas e com irregularidade estral. #p < 0,05 vs ratas cíclicas no mesmo intervalo de tempo. 

(Modificado de Nicola et al., 2016). 

 

Portanto, a importância da atividade das células neuronais do LC está bem 

caracterizada para manutenção da ritmicidade do eixo HHG bem como a atuação 

moduladora do estrogênio. Entretanto, precisa ser compreendido também como a 

reorganização das atividades neurais mediante a menor concentração plasmática do 

hormônio esteroidal ocorre, bem como, se há alterações no sistema antioxidante e 

estas alterações comprometem as atuações neurais na região do hipocampo (HP). 

Relatos evidenciam que LC é um dos primeiros núcleos a apresentar redução 

no número de células neurais em pacientes com DA (JAMES et al., 2020). Entretanto, 

os mecanismos envolvidos na neurodegeneração do LC ainda não estão esclarecidos, 

porém, o desequilíbrio entre a formação de radicais livres e os mecanismos de defesa 

antioxidante pode resultar em lesão oxidativa nas células neurais do LC (EVANS; 

DEFENSOR; SHAMLOO, 2022; WANG et al., 2020; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1984) e exercer atuação importante para os danos neurodegenerativos.  

 

1.3 Envelhecimento feminino e funções cognitivas 

No período da perimenopausa, aparecem sintomas além daqueles associados 

à reprodução, como sintomas neurológicos, entre os quais alterações hipotalâmicas 

ás funções executivas são indicativas de interrupção em vários sistemas regulados 

por estrogênio (MISHRA et al., 2022). Mudanças psicológicas significantes também 

podem ocorrer além dos sintomas somáticos, seja na perimenopausa ou pós-
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menopausa, cujos riscos para depressão e ansiedade sejam mais incidentes na 

perimenopausa (HERSON; KULKARNI, 2022). Entre as terapias utilizadas na clínica 

médica no período do climatério e com propriedades para amenizar os efeitos 

advindos com a formação de radicais livres, destacamos a terapia hormonal com 

estrogênio (THE), que desde a década de 60 é assunto de grandes discussões e 

estudos. Pesquisas mais atuais, realizados em animais, evidenciaram que essa 

terapia pode prevenir doença coronariana (MA et al., 2022), evitar diminuição de 

massa óssea (XU et al., 2020) e também prevenir a demência (KOEBELE et al., 2020), 

bem como, estudos mostram os mesmos benefícios nas mulheres (HENES; 

HUEBNER, 2020). Em relação a estrutura neuronal, foi demonstrado diminuição 

acentuada no número de neurônios positivos para ERα e ERβ no HP de organismo 

com menor concentração plasmática de estrogênio (BEAN; LANOV; FOSTER, 2014). 

Estes autores detectaram declínio de 56% de ERα e 41% de ERβ em neurônios na 

área CA1 hipocampal no período da senescência. Portanto, está evidenciado que as 

células do HP apresentam receptores para estrogênio e são suscetíveis a modulações 

desencadeadas pelas flutuações dos níveis de estrogênio na senescência 

reprodutiva, regulando a expressão de proteínas pré e pós-sinápticas hipocampais em 

roedores, implicando diretamente na cognição (VIEIRA et al., 2023).  

Importante relacionar a atuação do HP na aprendizagem espacial e memória. 

O reconhecimento envolve informações que possuem componentes espaciais ou 

associativos, ou seja, a capacidade de familiarizar e lembrar determinado estímulo 

visual que ocorre em uma determinada posição espacial (BROWN; AGGLETON, 

2001). Dentre as alterações ocorridas neste processo, a comumente observada é a 

alteração nas propriedades de plasticidade sináptica em diferentes circuitos sinápticos 

dentro do HP (SHETTY; SAJIKUMAR, 2017). HP atua também na regulação das 

emoções, medo, estresse e ansiedade, funções que podem ser alteradas durante o 

processo de envelhecimento (BARTSCH et al., 2015; ANAND; DHIKA, 2012). Por sua 

vez, transtornos como ansiedade acometem duas vezes mais o público feminino, 

sugerindo que as flutuações dos hormônios ovarianos contribuem sobre a ansiedade 

em mulheres (PESTANA; KERSHAW; GRAHAM, 2023). Pesquisas já 

correlacionaram que o comportamento ansioso aumenta nas fases onde há baixa 

concentração de E2 e P4 do ciclo estral de ratas (metaestro e diestro) quando 

comparado as fases de altas concentrações de E2 e P4 (proestro) (PESTANA et al., 

2022; LOVICK; ZANGROSSI-Jr, 2021). 
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Estudo realizado pela autora deste projeto analisou a quantidade de deposição 

de lipofuscina (cuja deposição na região perinuclear do citoplasma celular pode ser 

marcador do envelhecimento) na área de CA3 hipocampal de ratas com 6, 18 e 30 

meses após cortes histológicos e coloração Oil Red (Figura 3 A à D), tendo como 

resultado, aumento significante de lipofuscina em ratas com 30 meses quando 

comparado às ratas de 6 meses (Figura 3D), possivelmente devido à irregularidades 

ocorridas no período do envelhecimento. Esses resultados evidenciam que quanto 

maior a concentração de lipofuscina presente, mais velha a célula é, colaborando 

também com aumento das espécies reativas de oxigênio (EROs) e possível 

ocorrência de doenças neurodegenerativas (OTT et al., 2007). 

 

Deposição de lipofuscina no hipocampo de ratas cíclicas e acíclicas 

                                                 (A)  

 

(B)                                            (C)                                            (D) 

 

FIGURA 3 – Cortes histológicos (12 µm) realizados em criostato do hemisfério esquerdo, seguindo o 

decorrer da extensão hipocampal (B) ratas de 6 meses, (C) ratas de 18 meses e (D) ratas de 30 meses 

submetidas à coloração de oil red para demarcação de lipofuscina. O gráfico (A) representa a 

porcentagem média de deposição de lipofuscina conforme a área de CA3 analisada em ratas cíclicas, 

periestropausadas e acíclicas. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 

(Autor: Thainá D. Esperança; IC/2019). 
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1.4 Hipocampo, locus coeruleus e envelhecimento 

Senescência feminina associa-se ao declínio progressivo na concentração 

plasmática de estrogênio, afetando inúmeros tecidos e produzindo variedade de sinais 

e sintomas, como doenças cardíacas coronárias, fraturas de quadril, além de maior 

risco de comprometimento cognitivo, depressão e ansiedade (YU et al., 2022; ATSMA 

et al., 2006; ROCCA et al., 2006). O desenvolvimento de certas doenças 

neuropsiquiátricas, como transtornos de ansiedade e depressão, pode ser causado 

por comprometimento na neurogênese adulta. É importante ressaltar que o 

comprometimento da neurogênese hipocampal pode contribuir para os déficits 

cognitivos observados na depressão (AIMONE et al., 2014) e ansiedade, bem como, 

déficits na neurotransmissão implicam-se na contribuição etiológica da ansiedade 

patológica e em diversos transtornos do humor (EARNHEART et al., 2007), sendo 

estes, fatores associados considerados contribuintes na etiologia da DA (GAO et al., 

2013; BURTON et al., 2012). O HP é estrutura cerebral onde foram evidenciadas 

formas de plasticidade sináptica, incluindo a potenciação de longa duração (PLD) que 

ocorre na consolidação de memórias (IZQUIERDO et al., 2006) no circuito 

hipocampal: CA1 – Subículo – Córtex Entorrinal – Giro Denteado (GD) – CA3 – CA1, 

cujas projeções neuronais noradrenérgicas do LC também contribuem para formação 

e consolidação da memória. Em consequência, situações de degeneração 

progressiva dos neurônios noradrenérgicos e inervações do LC podem afetar os 

processos cognitivos, correlacionando-se à incidência na DA (JAMES et al., 2020). 

Além disso, a distribuição da inervação noradrenérgica oriunda do tronco encefálico e 

a disponibilidade do neurotransmissor, determinam a atuação deste neuromediador 

no sistema (MADSION; NICOLL, 1986). Portanto, o sistema de projeção eferente do 

LC-noradrenérgico provê NA para o SNC e está envolvido nos comportamentos do 

sono/vigília, atenção e memória durante tarefas cognitivas e resposta ao estresse 

(SARA, 2009; BERRIDGE; WATERHOUSE, 2003), logo, alterações na 

neurotransmissão noradrenérgica do LC pode favorecer déficits de memória e 

comportamento cognitivo (ROSENZWEIG; BARNES, 2003). 

 

1.5 Estado redox e envelhecimento 

Devido a natureza multifatorial do período de transição que ocorre na 

perimenopausa, pequenos distúrbios, de origem endógena ou exógena, no processo 
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de reestruturação podem induzir diretamente vulnerabilidades ou desmascará-las 

(BRINTON et al., 2015). Dessa forma, as alterações na secreção de estrogênio 

contribuem para oscilação do sistema antioxidante e instalação de doenças durante o 

envelhecimento, pois o estrogênio é antioxidante natural com efeitos diretos e 

indiretos, enzimáticos ou não, na redução de EROs (BOURGONJE et al., 2020). O E2 

possui um anel fenol-hidroxila, sendo este quem doa hidrogênio, permitindo que o E2 

exclua as principais fontes de produção de EROs, como NADPH oxidase, LDL oxidada 

e peróxido de hidrogênio (H2O2), afim de aumentar defesas antioxidantes 

mitocondriais e intracelulares (MOREAU et al., 2020). A produção de oxidante pelas 

mitocôndrias é menor nas mulheres devido à ação de estrogênios que regulam 

positivamente a expressão de enzimas antioxidantes, pois ele reduz produção de 

peróxido e dano oxidativo ao DNA mitocondrial, como em mitocôndrias cerebrais 

sinápticas e não sinápticas, podendo acarretar no desequilíbrio desse sistema levando 

ao estresse oxidativo (EO) (NILSEN, 2008). Este aumento de EO está envolvido na 

patogênese de variadas doenças neurodegenerativas, como a DA, onde há 

comprometimento da sinaptogênese em regiões corticais e hipocampais, e está 

correlacionado com perda cognitiva e neurodegeneração (KIM et al., 2015; McEWEN 

et al., 2012). Os genes nucleares das enzimas antioxidantes são direcionados às 

mitocôndrias, ou seja, além da estrutura química fenólica, a ação antioxidante dos 

estrogênios in vivo se deve à interação do receptor nas células que ativa as proteínas 

quinases ativadas por mitógenos (MAPK) e o fator nuclear kappa B (NFκB), levando 

a regulação positiva da expressão gênica de SOD e GPx (VINÃ et al., 2006; BORRÁS 

et al., 2005). 

Devido às importantes ações do esteroide gonadal na manutenção das funções 

fisiológicas e as alterações no organismo feminino após a diminuição da concentração 

plasmática de E2, no presente estudo propusemos analisar a atividade neuronal no 

HP e LC após terapia hormonal de longa duração com estrogênio, bem como seus 

efeitos no perfil ansiolítico, deambulação, memória de reconhecimento e estado redox 

hipocampal no período da periestropausa de ratas Wistar. Nossa hipótese central é 

que a THE propicia ação estimuladora e consequente modulação de biomarcadores 

do estado redox hipocampal, promovendo a manutenção de processos mnemônicos, 

indução de resposta ansiolítica e melhora da marcha no envelhecimento de ratas 

senescentes. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Investigar as funções cognitivas, aspectos emocionais e o estado redox do HP 

de ratas na periestropausa bem como avaliar os efeitos da terapia hormonal com 

estrogênio como estratégia para minimizar os déficits na senescência biológica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

A partir da caracterização de modelo para estudo fisiológico do envelhecimento 

serão realizadas: 

 Avaliação comportamental (ansiedade) das ratas no período da periestropausa 

e os possíveis efeitos da THE; 

 Avaliar memória de reconhecimento das ratas no período da periestropausa e 

os possíveis efeitos da THE; 

 Avaliação funcional da marcha das ratas no período da periestropausa e os 

possíveis efeitos da THE; 

 Avaliar a THE no período da periestropausa sobre possível modulação no 

sistema antioxidante; 

 Avaliar a THE no período da periestropausa na viabilidade neuronal no HP e 

LC. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais  

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os Princípios 

de Cuidados com Animais de Laboratório e pelas diretrizes do Comitê Institucional 

Local de Uso de Cuidados com Animais para garantir que o sofrimento e número de 

animais fosse reduzido ao mínimo (processo 0850-2021). Ratas Wistar (n = 40), 

hígidas, multíparas e com irregularidade do ciclo estral, foram mantidas em ambiente 

controlado (22°C ± 2°C; ciclo de luz 12/12 h invertido; umidade 55% ± 10%) com 

acesso à água e ração ad libitum (Neovia Nutrição e Saúde Animal LTDA, Paulínia, 

SP – Brasil). Apenas animais (17 meses) com ciclo estral irregular, em diestro 

persistente (NICOLA et al., 2016; FERREIRA et al., 2015) foram distribuídos 

aleatoriamente em grupos (n = 20/grupo): 21Me/Ve (veículo/óleo de milho) e 21Me/E2 

(estradiol) (Figura 4). 

 

3.2 Delineamento experimental 

Neste estudo investigamos os efeitos da THE realizada no período da 

periestropausa de ratas Wistar.  No 17º mês das ratas, foi realizado análise da 

citologia vaginal (LONG e EVANS, 1922) para inclusão dos animais que apresentaram 

ciclo estral irregular, caracterizando o período da periestropausa.  Em seguida, as 

ratas inclusas no estudo foram submetidas aos testes funcionais iniciais (campo 

aberto, labirinto em cruz elevado, reconhecimento de objetos e deambulação). Após 

os testes, foi realizado a distribuição dos animais nos grupos experimentais e a 

realização das terapias no período compreendido entre o 18º e 21º mês dos animais. 

Os animais do grupo 21Me/Ve receberam injeções do veículo (óleo de milho) e os 

animais do grupo 21Me/E2 receberam 17β-estradiol. Ao final das terapias, todos os 

animais foram submetidos aos testes funcionais finais e eutanasiados 24 horas após 

o último teste, conforme apresentado na figura 4.  
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Delineamento experimental esquemático 

 

FIGURA 4 – Delineamento experimental esquemático. Ratas Wistar (17 meses) foram submetidas à 

análise da citologia vaginal, por duas semanas. Em seguida, as ratas com ciclo estral irregular 

realizaram os testes funcionais iniciais (campo aberto, labirinto em cruz elevado, reconhecimento de 

objetos e deambulação). No período do 18º ao 21º mês, os animais do grupo 21Me/Ve receberam 

veículo (óleo de milho) e do grupo 21Me/E2 receberam 17β-estradiol (E2). Ao final das terapias todos 

os animais realizaram os testes funcionais finais e foram eutanasiados 24 horas após o último teste. 

Material biológico foi coletado e armazenado para as análises bioquímicas e histológicas. Linha 

tracejada: preta = sem tratamento; roxa = Ve; azul = E2. 

 

3.3 Tratamentos  

Após testes funcionais e cognitivos iniciais, os animais com 18 meses 

receberam a terapia com veículo ou estradiol (adaptado de MAROSI et al., 2012). Os 

animais receberam 2 injeções de óleo de milho (Mazola®, Mairinque, SP – Brasil; 0,2 

mL/rata/sc; grupo 21Me/Ve) ou de 17β-estradiol (Sigma®; 15 μg/kg/sc; grupo 

21Me/E2) por    semana durante 120 dias.  

 

3.4 Testes Funcionais e Cognitivos 

Todos os testes foram realizados no período da manhã, na fase escura do ciclo 

de luz invertido, pois este é o período em que os animais apresentam maior atividade 

motora. Os testes foram realizados em sala livre de ruídos, com temperatura e 

umidade controladas (22 ± 2°C, 55 ± 10%), e iluminada por lâmpadas light emitting 

diode (LED) vermelha (ambiente com brilho abaixo de 1 LUX). A ordem dos testes foi 

sempre a mesma (reconhecimento de objetos novos, campo aberto, labirinto em cruz 
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elevado e deambulação). Partindo da premissa de que o teste de reconhecimento de 

objetos perdurou cinco dias devido aos intervalos, os demais testes foram alocados 

nas vagas do cronograma, sempre seguindo a ordem indicada inicialmente. As 

filmagens foram realizadas com câmeras instaladas sobre os aparatos, possibilitando 

captura total das imagens e registro dos animais nos diferentes testes realizados. 

Cada aparato foi limpo com solução de etanol após cada teste realizado com o animal. 

Os resultados de campo aberto, labirinto em cruz elevado e reconhecimento de 

objetos foram analisados pelo software EthoWatcher® (CRISPIM-JUNIOR et al., 

2012; Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis/SC, Brasil). O resultado 

do teste de deambulação foi mensurado com auxílio de paquímetro. Os aparatos 

utilizados nos testes de campo aberto, labirinto em cruz e deambulação foram 

confeccionados com material fibra de média densidade (MDF) revestido com fórmica 

preta, enquanto para reconhecimento do objeto novo foi utilizada caixa organizadora 

de polipropileno preta (capacidade: 60 litros; dimensão: 59 cm x 38,5 cm x 35 cm; C-

L-A, respectivamente). Todos os dados foram obtidos antes (17 meses de idade) e ao 

final do período experimental (21 meses de idade). 

 

3.4.1 Teste de campo aberto 

As atividades locomotora e exploratória dos animais foram avaliadas pelo teste 

de campo aberto em condições similares as que os animais encontraram em seu 

habitat no biotério (FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000; CRUSIO, SCHWEGLER, 

ABEELEN, 1989). O aparelho consiste em caixa de MDF com fórmica preta cercada 

por paredes pretas (40 cm de A), com base de 100 cm x 100 cm, dividida por linhas 

brancas em 25 quadrados de 20 cm x 20 cm (Figura 5). Em seguida, os animais, 

individualmente, foram colocados na caixa e os seguintes comportamentos foram 

registrados por 5 min: variáveis temporais - tempo gasto na periferia (adjacente às 

paredes), tempo gasto na região central (além das paredes), frequência de entrada 

no centro, índice de tigmotaxia, que se refere a propensão do animal em deambular 

pelos cantos da arena (calculado pela porcentagem da permanência do animal nos 

quadrantes laterais em razão do tempo total do teste) e número de quadrantes 

percorridos na periferia e centro do aparato; variáveis etológicas – frequência de 

exploração vertical (quando o animal fica apoiado somente nas patas traseiras e se 

eleva para explorar o ambiente) e de autolimpeza (ato de limpar qualquer parte da 

superfície corporal com a língua, dentes e/ou patas dianteiras). 
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Aparato utilizado para teste de campo aberto 

 

FIGURA 5 – Aparato utilizado para teste de campo aberto. Fonte: Laboratório de Fisiologia Endócrina 

e Envelhecimento, UNESP. 

 

3.4.2 Teste de labirinto em cruz elevada 

O labirinto em cruz elevada é modelo bastante usado para avaliar o 

comportamento do tipo ansioso em ratos, baseando-se em respostas incondicionadas 

frente a ambientes que podem apresentar perigo em potencial (RODGERS; DALVI, 

1997; MONTGOMERY, 1955). Este teste foi realizado no aparato (Figura 6) feito em 

MDF revestido com fórmica preta e com quatro braços com as mesmas dimensões de 

(50 cm x 10 cm) dispostos na forma de cruz. Os braços partem do quadrado central 

(10 cm x 10 cm) e são elevados à 50 cm acima do chão. Dois braços opostos são 

abertos (sem nenhuma proteção), enquanto os outros dois são braços fechados por 

paredes de MDF de 40 cm de altura. Cada animal foi gentilmente colocado no 

quadrado central podendo explorar livremente o labirinto por 5 min, sendo os 

comportamentos registrados: variáveis temporais – tempo de permanência nos braços 

abertos (BA), nos braços fechados (BF) e a frequência de entradas nos BA; variáveis 

etológicas - frequência de exploração vertical, autolimpeza e imersão da cabeça 

(ocorre quando o animal está no BA, com a cabeça posicionada fora e abaixo do nível 

do BA). 
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Aparato utilizado para teste de labirinto em cruz elevado 

 

FIGURA 6 – Aparato utilizado para teste de labirinto em cruz. Fonte: Laboratório de Fisiologia Endócrina 

e Envelhecimento, UNESP. 

 

3.4.3 Teste de reconhecimento de objetos  

O teste de reconhecimento de objetos é aplicado afim de avaliar a retenção de 

memória de trabalho de curto e longo prazo (MCP e MLP, respectivamente) (BOTTON 

et al., 2010; GASKIN et al., 2010; ENNACEUR; DECALOUR, 1988). O teste consistiu 

em 3 sessões de ambientação, seguidas de mais 3 sessões do teste propriamente 

dito. Para a ambientação, os animais foram expostos à arena (caixa de polipropileno) 

sem a presença de objetos, em sessões de 15 minutos cada, com intervalo de 24 

horas entre as sessões (Figura 7A). Vinte e quatro horas após a última exposição de 

ambientação, os animais foram expostos novamente à arena para a sessão de treino, 

com a inserção dos objetos. Para o teste em geral, os objetos selecionados eram de 

tamanho adequado, inodoros, com diferentes texturas e cores e não eram móveis. Os 

objetos utilizados neste estudo foram 2 tampas de tubo de falcon amarelo e material 

plástico (objetos A); 1 mini copo de alumínio rosa (objeto B); e 1 mini pote de porcelana 

branca (objeto C), todos fixados com fita adesiva e dispostos paralelamente entre si 

de acordo com seu uso. No treino, foram inseridos os dois objetos idênticos (ficando 

A+A) e permitiu-se a exploração destes por 15 min (Figura 7B). Após 3h do treino, os 

animais foram novamente expostos à arena (Teste 1 – para avaliar MCP) desta vez, 

com um objeto A sendo mantido enquanto o outro foi substituído pelo objeto B (ficando 

A+B) para a exploração destes por 15 min (Figura 7C). Por fim, 24h após o treino, os 
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animais foram expostos à arena para o teste 2 (avaliação do MLP), que consistiu na 

substituição do objeto B por um novo objeto C (A+C), permitindo que fossem 

explorados por 5 min (Figura 7D). A exploração foi considerada o ato de cheirar e/ou 

tocar objetos com o nariz e/ou patas dianteiras. Medimos o tempo total de exploração 

do objeto A durante o treino. Nos testes 1 e 2, o índice de reconhecimento foi analisado 

calculando-se o tempo gasto explorando os novos objetos B ou C dividido pelo tempo 

total de exploração dos objetos. Após cada animal, os objetos foram limpos com etanol 

70% para garantir a ausência de pistas olfativas.  

 

Teste de reconhecimento de objetos 

 

 

FIGURA 7 – Teste de reconhecimento de objetos. (A) três sessões de ambientação subsequentes após 

24 horas cada; (B) treino realizado 24 horas após última ambientação com objetos A+A; (C) teste 1 

realizado 3 horas após treino com objetos A+B; (D) teste 2 realizado 24 horas após teste 1 com objetos 

A+C. Fonte: Laboratório de Fisiologia Endócrina e Envelhecimento, UNESP. 
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3.4.4 Teste de deambulação 

O teste de deambulação fornece informações sobre medidas do comprimento 

da passada e largura da base, fornecendo informações sobre a marcha do animal e 

reflete o estado funcional (BYTYÇI; HENEIN, 2021). Neste teste, cada animal foi 

posicionado no início do aparato que consiste em caixa retangular de MDF (45 cm de 

comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de altura; sem teto e forrada com papel branco) 

onde caminharam por três tentativas (Figura 8A). Em seguida, suas patas traseiras 

foram colocadas em contato com tinta preta atóxica (guache) e as patas dianteiras 

com tinta marrom (mesmas especificações), onde novamente caminharam pelo 

aparelho, agora marcando suas pegadas (Figura 8B). Em seguida, foram medidos a 

largura e o comprimento da passada com auxílio de paquímetro. 

 

Teste de deambulação 

 

FIGURA 8 – Teste de deambulação. (A) aparato utilizado para realização do teste; (B) tira de papel 

sobre o qual os animais caminharam com as patas pintadas para as marcações das passada. Fonte: 

Laboratório de Fisiologia Endócrina e Envelhecimento, UNESP. 

 

3.5 Coleta e armazenamento de amostras de tecido  

Os animais foram submetidos à dois modos de eutanásia, decapitação e 

perfusão transcardíaca, todos realizados no período da manhã (8h às 11h – ciclo 

escuro) para minimizar os efeitos do ritmo circadiano. 

 

A B 
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B – Hemisférios  A – Encéfalo  C – Hipocampo  

3.6 Eutanásia por decapitação  

Os encéfalos foram removidos rapidamente e ficaram por, aproximadamente, 

1 minuto sobre superfície metálica resfriada em gelo (Figura 9A), a fim de evitar a 

degradação de proteínas. Em seguida, os encéfalos foram seccionados sagitalmente 

(Figura 9B) e os hipocampos foram dissecados (Figura 9C), submersos em tampão 

fosfato (50 mmol/L pH 7,4) para remover o excesso de sangue superficial e 

armazenados a -80ºC para posteriores análises do estado redox hipocampal. 

 

Material biológico coletado 

 

 

FIGURA 9 – Fotos tiradas no momento da coleta do material biológico. (A) encéfalo; (B) corte sagital 

do encéfalo, separando os hemisférios D e E; (C) HP dissecado. Fonte: Laboratório de Fisiologia 

Endócrina e Envelhecimento, UNESP. 

 

3.6.1 Preparação do homogenato  

No dia da análise bioquímica, os hipocampos isolados foram descongelados 

em gelo e lavadas em solução salina gelada (NaCl 0,9%, m/v). O homogeneizador 

Potter- Elvehjem (modelo MA 099; Marconi, Piracicaba, SP – Brasil) foi utilizado para 

preparar homogenatos dos hipocampos 10% em tampão fosfato de potássio 50 

mmol/L (pH 7,4) contendo 0,2% (v/v) de Triton X-100, ácido 

dietilenotriaminopentaacético (DTPA) 10 mmol/L e fluoreto de fenilmetanossulfonilo 2 

mmol/L (PMSF). Os homogenatos foram centrifugados (Eppendorf R 5810; 

Eppendorf, Hamburgo – Alemanha) a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C. O 

sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado a -80°C por menos de 2 semanas 

até as análises de estado redox – proteína total (PT), proteína carbonilada (PC), 
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espécies reativas de ácido tiobarbitúrico (TBARs), capacidade antioxidante total não 

enzimática (TAC) por redução de ferro (FRAP), superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx); os sobrenadantes utilizados para a 

determinação total de glutationa reduzida (GSH) foram preparados em 5% (m/v) de 

ácido tricloroacético (TCA) contendo 2 mmol/L de ácido dietilenotriaminopentaacético 

(EDTA), centrifugados a 4.000 rpm por 10 min a 4°C. Para conteúdo de proteínas, 

amostra de albumina de soro bovino (BSA) (1 mg/mL) foi utilizada como padrão 

(HARTREE, 1972; LOWRY et al., 1951), onde as absorbâncias foram lidas em 660 

nm e os resultados expressos em µg/µL. 

 

3.6.2 Análise do estado redox hipocampal 

3.6.2.1 Determinação do dano oxidativo proteico e lipídico  

A concentração de PC foi quantificada (450 nm) pelo método alcalino 2,4- 

dinitrofenilhidrazina (DNPH) (MESQUITA et al., 2014). O conteúdo de carbonil foi 

calculado, usando o coeficiente de extinção molar (ε450 = 22.308 M-1 cm-1). A 

peroxidação lipídica foi avaliada por meio da concentração de TBARs (532 nm) 

(BUEGE; AUST, 1978). A quantidade de aldeídos formados foi calculada pelo 

coeficiente de extinção molar (ε532 = 1,56 × 105 M-1 cm-1). 

 

3.6.2.2 Determinação da defesa antioxidante não-enzimática  

A TAC foi determinada espectrofotometricamente (593 nm) por meio da 

capacidade de redução férrica do plasma (FRAP), conforme descrito anteriormente 

por Benzie e Strain (1996). Os resultados foram calculados utilizando curva padrão 

com diferentes concentrações de soluções de FeSO4. A concentração de GSH foi 

medida usando 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) de acordo com o método 

espectrofotométrico descrito por Beutler e colaboradores (1963). A quantidade de 

GSH foi determinada pelo coeficiente de extinção molar conhecido de GSH (1,36 × 

104 M−1 cm−1). Subsequentemente, a mistura foi agitada em vórtex e a absorbância 

foi medida a 412 nm para detectar o teor de GSH. Os níveis de GSH foram expressos 

por grama de proteína total. 

 

3.6.2.3 Determinação da defesa antioxidante enzimática  

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente (420 nm) 

mensurando a taxa de inibição da autoxidação do pirogalol em 50 mmol/L de tampão 
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Tris-HCl (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de ácido dietilenotriamina pentacético (DTPA). 

Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 

a taxa de autoxidação do pirogalol em 50% (MARKLUND; MARKLUND, 1974). 

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente (240 nm) 

medindo a taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) em tampão fosfato 

de potássio 50 mmol/L (pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades da atividade da enzima 

foram determinadas usando o coeficiente de extinção molar de H2O2 (ε240 = 0,0394 

mM-1 cm-1). Uma unidade de atividade da CAT foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para decompor 1 mmol de H2O2 por 1 minuto. 

A atividade da GPx foi determinada pelo método que utiliza o peróxido de di- 

terc-butila como substrato da reação, ocorrendo oxidação da GSH pela GPx gerando 

GSSG, que é convertido em GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo nessa 

reação uma molécula de NADPH (WENDEL, 1981). A atividade da enzima foi 

determinada espectrofotometricamente monitorando o consumo de NADPH a 340 nm 

em meio contendo 50 mmol/L de tampão fosfato de sódio (pH 7,5), 1 mmol/L de EDTA, 

0,1 mmol/L de NADPH, 0,4 mmol/L de azida sódica, 0,1 U/mL de GR, 1 mmol/L de 

GSH, 0,5 mmol/L de peróxido de terc-butila e amostras. A azida sódica foi usada para 

bloquear a atividade da catalase. Uma curva em U da atividade da GPx foi definida 

como 1 mmol de NADPH consumido por minuto, usando o coeficiente de extinção 

molar (ε340 = 6,2 mM−1 cm−1). 

 

3.7 Eutanásia por perfusão transcardíaca  

Os animais (20) foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Syntec® 80 

mg/Kg/ip) e Cloridrato de Xilazina (Syntec® 40 mg/Kg/ip), onde em seguida tiveram 

sua região torácica exposta para incisão de cânula no ventrículo esquerdo. Após o 

clampeamento da artéria aorta abdominal foi introduzida cânula conectada à bomba 

de perfusão (Miniplus 3 GILSON®) até atingir a artéria aorta ascendente para o 

clampeamento do músculo cardíaco e bomba. A perfusão foi realizada inicialmente 

com solução salina (20 mL por animal) por 10 minutos (lavagem sistêmica do animal), 

seguida de paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1 mmol/L pH 7,4 por 50 minutos 

(fixação do tecido cerebral). No final, os encéfalos foram removidos e colocados em 

frasco contendo solução de paraformaldeído a 4% durante 2 horas na geladeira. Ao 

final desse tempo, eles foram imersos em solução de sacarose 30% diluída em PB 
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0,2 mmol/L, onde permaneceram até sua saturação (aproximadamente 48 h). Em 

seguida, os encéfalos foram cuidadosamente secos em papel absorvente onde foram 

então congelados através de mergulho rápido em isopentano (temperatura entre -45 

e -50ºC) durante 1 min. Logo após, foram armazenados a -80ºC para posteriores 

análises histológicas. 

 

3.7.1 Análise histológica pela coloração de Nissl 

Nos encéfalos perfundidos, cortes coronais (30 µm de espessura) foram 

realizados utilizando criostato (Leica CM3050; Nussloch, Alemanha). Assim que foi 

iniciada a visualização das regiões (HP e LC) foram realizados cortes de 30 µm, 

segundo atlas Paxinos e Watson (2007).  Para confirmar as regiões, os cortes foram 

visualizados em microscópio. Os cortes foram utilizados consecutivamente, sendo três 

cortes (triplicata) de cada cérebro, coradas com cresil violeta 0,25%, mergulhadas em 

bateria de álcoois, xilol, montadas em lâminas (PRISCO et al., 2022) (Figura 10) e 

visualizados no microscópio Leica acoplado a câmera digital (Leica DM4000 B; 

Wetzlar, Alemanha). Foram realizadas fotos das regiões do GD, CA1, CA3 hipocampal 

(Figura 10A) e LC (Figura 10B) em objetiva com ampliação 20x, cuja quantificação 

das células Nissl-positivas foram contadas utilizando o comando “Threshold colour” 

do software Image J.  

 

Coloração do HP e LC com cresil violeta 
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FIGURA 10 – Representação esquemática (atlas Paxinos e Watson (2007)) e cortes coronais do HP e 

LC corados com cresil violeta. Fonte: Laboratório de Fisiologia Endócrina e Envelhecimento, UNESP. 

 

3.8 Análise Estatística 

Os dados obtidos neste estudo estão expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). Para o conjunto de testes funcionais e cognitivos, a normalidade foi 

analisada pelo teste de D'Agostino & Pearson, enquanto para a análise bioquímica e 

histológica foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. As comparações entre os mesmos 

animais com diferentes idades (17Me – 21Me/Ve e 17Me – 21Me/E2) foram 

submetidas ao teste t pareado, enquanto os grupos veículo e estradiol foram 

submetidos ao teste t não pareado. Para todos os testes, os resultados estão expostos 

como média ± EPM, o nível de rejeição da hipótese de nulidade foi fixado em 5% (p < 

0,05), e todas as análises foram realizadas com o software GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software, Inc.; La Jolla, CA – EUA). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Parâmetros gerais 

A análise do esfregaço vaginal de ratas Wistar de 17 meses de idade revelou a 

fase de diestro em 67% do período de análise do ciclo estral de todos os animais 

experimentais, indicando diestro persistente (Figura 11). Essa irregularidade no ciclo 

estral foi marcada pelo aumento da variabilidade na duração das fases do ciclo estral 

e com recorrência da citologia vaginal leucocitária em 3 ou 4 ciclos. Característica que 

determina o período da periestropausa, indicando esses animais para inclusão no 

estudo da senescência reprodutiva. Durante o período experimental, 14 animais foram 

perdidos (21Me/Ve: 4; 21Me/E2: 10), dos animais do grupo veículo, 3 tiveram tumores 

mamários ou ovarianos, enquanto em apenas 1 não foi identificada a causa da morte. 

Em contrapartida, com os animais do grupo estradiol, 2 óbitos resultaram dos mesmos 

tumores observados no grupo 21Me/Ve, enquanto nos 8 restantes suas causas de 

morte não foram identificadas. 

 

Ciclo estral 

 

FIGURA 11 – Incidência das fases do ciclo estral proestro (P), estro (E), metaestro (M) e diestro (D) de 

ratas Wistar com 17 meses de idade.  

 

Não houve diferença estatística significante entre o peso corporal inicial e final 

dos animais (Tabela 1) durante os 120 dias de tratamento, contudo, os animais do 

grupo 21Me/E2 mostraram ganho de massa uterina, assim como, perda de massa 

ovariana em relação ao grupo 21Me/Ve (t = 6,608; p > 0,0001; df = 24 e t = 3,794; p = 

0,0007; df = 28, respectivamente) (Tabela 1). 
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TABELA 1 – Peso corporal inicial (18 meses) e final (21 meses) de ratas Wistar Ve e E2 

Grupos 

 

Peso corporal (g) 
 

 

Peso (g) 

18 Me 21 Me  Útero Ovários 

Ve 395,9 ± 14,70 393,4 ± 15,07  0,847 ± 0,023 0,1653 ± 0,006 

E2 322,5 ± 9,415 324,2 ± 9,579  1,258 ± 0,063 **** 0,1120 ± 0,012 *** 

A análise estatística foi realizada com teste t, onde as comparações entre os mesmos animais com 
diferentes idades (18 Me – 21 Me/Ve e 18 Me – 21 Me/E2) foram submetidas ao teste t pareado, 
enquanto os grupos veículo e estradiol foram submetidos ao teste t não pareado. A normalidade foi 
analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os valores representam a média dos grupos experimentais e são 
apresentados como média ± EPM. Abreviações e símbolos: Ve = veículo; E2 = estradiol; Símbolos para 
diferença de significância entre os grupos: ***p < 0,0005 e ****p < 0,0001 vs veículo. Número de 
animais/grupo: 13; 15. 

 

4.2 Análises Comportamentais 

4.2.1 Teste de campo aberto 

Na análise temporal do teste de campo aberto, o grupo 21Me/Ve passou 

significantemente mais tempo na periferia (Figura 12A) em relação à quando estavam 

com 17 meses e ao grupo com 21Me/E2 (t = 4,647; p = 0,0004; df = 14 e t = 6,716; p 

< 0,0001; df = 28 respectivamente). Entretanto, a administração do esteróide gonadal 

proporcionou movimentação das ratas, aos 21Me/E2, semelhante aos 17 meses de 

idade. Nossos resultados mostraram menor tempo de permanência no centro do 

aparato pelas ratas do grupo 21Me/Ve comparado ao período de 17 meses (p <0,000; 

t = 10,29; df = 10). Além disso, o tempo de permanência no centro foi maior no grupo 

21Me/E2 em relação aos animais do grupo 21Me/Ve (t = 6,350; p < 0,0001; df = 18) 

(Figura 12B). Em relação à frequência de entradas no centro (Figura 12C), tanto o 

grupo 21Me/Ve quanto o 21Me/E2 apresentaram redução significante em relação à 

frequência que apresentaram aos 17 meses de idade (Ve: t = 9,931; p < 0,0001; df = 

11 e E2: t = 5,334; p = 0,0002; df = 11). O grupo 21Me/E2 apresentou taxa de entradas 

significantemente maior em comparação ao grupo 21Me/Ve (t = 4,140; p = 0,0004; df 

= 22). Quanto ao índice de tigmotaxia (Figura 12D), tanto os grupos 21Me/Ve quanto 

21Me/E2 apresentaram maior permanência nos cantos do aparato, quando 

comparados aos seus 17 meses de idade (Ve: t = 10,51; p < 0,0001; df = 11 e E2: t = 

3,012; p = 0,0118; df = 11). No entanto, o grupo 21Me/E2 apresentou menor taxa de 

tigmotaxia em relação ao grupo 21Me/Ve (t = 4,171; p = 0,0004; df = 22). Por fim, a 

atividade locomotora vista no número de quadrantes percorridos na área periférica do 

aparato (Figura 12E), foi menor no grupo 21Me/Ve tanto em relação à locomoção que 

apresentaram aos 17 meses de idade (t = 4,431; p = 0,0006; df = 14), quanto 
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comparado ao grupo 21Me/E2 (t = 2,656; p = 0,0119; df = 34), que por sua vez se 

apresentou semelhante aos seus 17 meses de idade. Já o número de quadrantes 

percorridos no centro do aparato (Figura 12F) para ambos grupos de 21 meses foi 

significantemente menor em relação aos seus respectivos 17 meses de idade (Veh: t 

= 7,503; p < 0,0001; df = 10; E2: t = 5,388; p < 0,0001; df = 15), embora o grupo 

21Me/E2 tenha percorrido maior número de quadrantes quando comparado ao grupo 

21Me/Ve (t = 3,790; p = 0,0006; df = 34). 
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FIGURA 12 – Análise temporal do teste de campo aberto realizado em ratas Wistar aos 17 e 21 meses, 

após 4 meses da terapia com óleo vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal estrogênica (21 Me/E2). (A) 

tempo na periferia; (B) tempo no centro; (C) frequência de entrada no centro; (D) índice de tigmotaxia; 

(E) número de quadrantes percorridos na periferia; (F) número de quadrantes percorridos no centro. 

Os valores são apresentados como média ± EPM. Símbolos para diferença de significância entre os 

grupos: *p < 0,05, **p < 0,005, ***p < 0,0005 e ****p < 0,0001. Número de animais/grupo: 12-18. 

 

Na análise etológica, conforme os gráficos A e B da figura 13, o grupo 21Me/E2 

apresentou maior frequência de exploração vertical (Figura 13A) e autolimpeza 

(Figura 13B) quando comparado ao grupo 21Me/Ve (A: t = 9,491; p < 0,0001; df = 28 

e B: t = 7,052; p < 0,0001; df = 28), e quando comparado com a idade de 17 meses 

(A: t = 7,006; p < 0,0001; df = 14 e B: t = 3,389; p = 0,0044; df = 14). O grupo 21Me/Ve, 

por sua vez, apresentou diminuição significante em relação aos 17 meses de idade, 

em ambos os aspectos (exploração vertical: t = 4,318; p = 0,0007; df = 14 e 

autolimpeza: t = 8,328; p < 0,0001; df = 14). 
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Análise etológica do teste de campo aberto 
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FIGURA 13 – Análise etológica do teste de campo aberto realizado em ratas Wistar aos 17 e 21 meses, 

após 4 meses da terapia com óleo vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal estrogênica (21 Me/E2). (A) 

exploração vertical; (B) autolimpeza. Os valores são apresentados como média ± EPM. Símbolos para 

diferença de significância entre os grupos: **p < 0,005, ***p < 0,0005 e ****p < 0,0001. Número de 

animais/grupo: 15. 

 

4.2.2 Teste do labirinto em cruz elevada 

No teste do labirinto em cruz elevado (Figura 14), o grupo 21Me/Ve apresentou 

diminuição no tempo de permanência nos BA (Figura 14A) em relação ao tempo de 

17 meses (t = 5,807; p < 0,0001; df = 14) e ao grupo 21Me/E2 (t = 2,419; p = 0,0223; 

df = 28) (Figura 14A). Contudo, o contrário ocorreu nos BF (Figura 14B), onde o grupo 

21Me/Ve passou significantemente mais tempo nos BF do que aos 17 meses (Figura 

14B; t = 2,781; p = 0,0147; df = 14) e ao grupo 21Me/E2 (Figura 14B; t = 2,267; p = 

0,0313; df = 28). Em sequência, o grupo 21Me/Ve apresentou diminuição significante 

ao percentual de entradas nos BA (Figura 14C) em relação ao grupo 21Me/E2 (t = 

3,266; p = 0,0035; df = 22), e em relação aos 17 meses (t = 4,273; p = 0,0013; df = 

11). Novamente, não houve diferença estatisticamente significante entre o grupo 

21Me/E2 quando comparado aos 17 meses, tanto na duração, quanto nas entradas 

ao BA.  
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Análise temporal do teste de labirinto em cruz elevado 
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FIGURA 14 – Análise temporal do teste de labirinto em cruz elevado realizado em ratas Wistar aos 17 

e 21 meses, após 4 meses da terapia com óleo vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal estrogênica (21 

Me/E2). (A) tempo nos braços abertos; (B) tempo nos braços fechados; (C) frequência de entrada nos 

braços abertos. Os valores são apresentados como média ± EPM. Símbolos para diferença de 

significância entre os grupos: *p < 0,05, **p < 0,005 e ****p < 0,0001. Número de animais/grupo: 12; 15. 

 

A análise etológica, de acordo com a figura 15, mostrou que tanto a imersão de 

cabeça (Figura 15A) quanto a exploração vertical (Figura 15B) do grupo 21Me/Ve 

diminuíram significativamente em comparação ao grupo 21Me/E2 (A: t = 3,781; p = 

0,0008; df = 28 e B: t = 5,644; p < 0,0001; df = 28), e em relação aos 17 meses (A: t = 

5,134; p = 0,0002; df = 14 e B: t = 13,90; p < 0,0001; df = 14). Houve ainda, diferença 

significante na exploração vertical, do grupo 21Me/E2 em relação aos 17 meses de 
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idade (t = 2,432; p = 0,0290; df = 14), embora não tenha ocorrido diferença significante 

na imersão de cabeça entre o grupo 21Me/E2 quando comparado aos 17 meses. No 

aspecto comportamental de autolimpeza (Figura 15C) não foram encontradas 

diferenças significativas entre os grupos. 
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FIGURA 15 – Análise etológica do teste de labirinto em cruz elevado realizado em ratas Wistar aos 17 

e 21 meses, após 4 meses da terapia com óleo vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal estrogênica (21 

Me/E2). (A) imersão de cabeça; (B) exploração vertical; (C) autolimpeza. Os valores são apresentados 

como média ± EPM. Símbolos para diferença de significância entre os grupos: ***p < 0,0005 e ****p < 

0,0001. Número de animais/grupo: 15. 
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4.2.3 Teste de Reconhecimento de objetos  

O tempo total de exploração do objeto durante a sessão de treino é mostrado 

na figura 16A. Os índices de reconhecimento calculados durante os testes 1 e 2 são 

apresentados nas figuras 16B e C respectivamente. Os resultados da sessão de treino 

mostraram que o grupo 21Me/Ve apresentou diminuição significante na exploração 

total dos objetos A+A (Figura 16A: t = 4,187; p = 0,0009; df = 14) em relação aos 17 

meses. No entanto, a comparação entre os grupos 21Me/Ve e 21Me/E2 mostrou que 

a THE aumentou esse parâmetro (t = 5,192; p < 0,0001; df = 28), mesmo em relação 

ao tempo em que as ratas estavam com 17 meses (t = 4,264; p = 0,0008; df = 14). 

Durante o primeiro teste (memória de curto prazo) (Figura 16B), não ocorreu diferença 

entre os 4 grupos analisados. Por fim, no teste 2 (memória de longo prazo) (Figura 

16C), o índice de reconhecimento do grupo 21Me/Ve foi menor do que aos 17 meses 

(t = 5,222, p = 0,0002; df = 12), enquanto o tempo do grupo 21Me/E2 foi semelhante 

aos 17 meses e maior que o grupo 21Me/Ve (t = 3,843, p = 0,0008, df = 24). 
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FIGURA 16 – Análise etológica do teste de reconhecimento de objetos realizados em ratas Wistar aos 

17 e 21 meses, após 4 meses da terapia com óleo vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal estrogênica 

(21 Me/E2). (A) treino; (B) teste 1; (C) teste 2. Os valores são apresentados como média ± EPM. 

Símbolos para diferença de significância entre os grupos: ***p < 0,0005 e ****p < 0,0001. Número de 

animais/grupo: 13; 15. 

 

4.2.4 Teste de Deambulação 

A largura e o comprimento do passo foram analisados com o teste de 

deambulação, realizado pré e pós-terapia (17 e 21 meses respectivamente), conforme 

mostrado na figura 17. No comprimento de passada (Figura 17A) o grupo 21Me/E2 

apresentou aumento significante tanto em relação ao grupo 21Me/Ve quanto aos 17 

meses (t = 6,502; p < 0,0001; df = 34 e t = 4,243; p = 0,0005; df = 17, respectivamente). 

Os animais do grupo 21Me/Ve apresentaram diminuição em relação a 17 meses (t = 

4,136; p = 0,0007; df = 17). Em relação à largura (Figura 17B), a diminuição 

significante do grupo 21Me/E2 ocorreu tanto em relação ao grupo 21Me/Ve quanto em 

relação aos 17 meses de idade (t = 2,637; p = 0,0125; df = 34 e t = 2,723; p = 0,0145; 

df = 17 respectivamente). Não houve diferença significativa entre o grupo 21Me/Ve 

em relação aos 17 meses na largura da passada. É importante notar que o aparelho 

utilizado em nosso método de análise da marcha não interferiu na marcha livre. 
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Teste de deambulação 
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FIGURA 17 – Teste de deambulação realizado em ratos Wistar aos 17 e 21 meses, após 4 meses da 

terapia com óleo vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal estrogênica (21 Me/E2). (A) Comprimento da 

passada; (B) Largura da passada. Os valores são apresentados como média ± EPM. Símbolos para 

diferença de significância entre os grupos: *p < 0,05, ***p < 0,0005 e ****p < 0,0001. Número de 

animais/grupo: 18. 

 

4.3 Análise do estado redox hipocampal  

Os marcadores de estado redox do HP de ratos Wistar aos 21 meses de idade 

após receberem veículo (Ve) ou THE (E2) são mostrados na Figura 18. Não houve 

efeito significante sobre avaliação do dano oxidativo proteico e lipídico entre os 

grupos, conforme os gráficos A e B. Após os animais serem submetidos aos 4 meses 

de tratamento (com Ve ou E2), a capacidade antioxidante total não enzimática (Figura 

18C) foi significantemente diminuída no grupo 21Me/E2 em comparação com o 

21Me/Ve (t = 3,293; p = 0,0064; df = 12). Em contrapartida, o GSH (Figura 18D) 

apresentou aumento significante no grupo 21Me/E2 em relação ao 21Me/Ve (t = 2,392; 

p = 0,0379; df = 10). Já nas enzimas de defesa antioxidante, a atividade da catalase 

(Figura 18F) no grupo 21Me/E2 foi significantemente menor que o 21Me/Ve (t = 2,498; 

p = 0,0280; df = 12), no entanto, THE não demonstrou efeito significante sobre as 

enzimas SOD e GPx (Figura 18E e G) entre os grupos. 
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Marcadores do estado redox hipocampal 
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FIGURA 18 – Marcadores do estado redox do HP de ratas Wistar após 4 meses da terapia com óleo 

vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal estrogênica (21 Me/E2).  (A) proteína carbonilada – PC; (B) 

espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARs; (C) capacidade antioxidante total (TAC); (D) 

glutationa total – GSH; (E) atividade da superóxido dismutase – SOD; (F) atividade da catalase – CAT; 

(G) glutationa peroxidase – GPx. Os valores são apresentados como média ± EPM. Símbolos para 

diferença de significância entre os grupos: *p < 0,05 e **p < 0,005. Número de animais/grupo: 7. 

 

4.4 Análise histológica pela coloração de Nissl 

Afim de verificar se a THE no tecido cerebral propiciou efeito neuroprotetor, a 

coloração de Nissl foi utilizada para marcar/corar neurônios intactos (Figura 19). 

Imagens microscópicas das regiões de GD, CA1 e CA3 hipocampais mostraram maior 
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quantidade de células neuronais, expressos numericamente como células positivas, 

nas ratas que receberam a terapia de longa duração com estradiol em relação aos 

animais que receberam veículo (GD: t = 3,529; p = 0,0077; df = 8; CA1: t = 2,967; p = 

0,0179; df = 8 e CA3: t = 3,031; p = 0,0163; df = 8 – Figura 19A-E, B-F e C-G, 

respectivamente). Por conseguinte, no LC (Figura 19D-H) houve diminuição 

significante de células positivas para Nissl no grupo 21Me/Ve em comparação com o 

grupo 21Me/E2 (t = 3,626; p = 0,0067; df = 8). 
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FIGURA 19 – Representação gráfica (atlas Paxinos e Watson (2007)) e fotomicrografias 
representativas da quantificação de células Nissl-positivas no HP (A-C) e LC (D) pela coloração do 
cresil violeta em ratas Wistar, após 4 meses da terapia com óleo vegetal (21 Me/Ve) e terapia hormonal 
estrogênica (21 Me/E2). (A-E) giro denteado – GD; (B-F) área de CA1; (C-G) área de CA3; (D-H) Locus 
Coeruleus - LC. A barra de escala para HP e LC = 100 μm (ampliação de 40x). Os valores são 
apresentados como média ± EPM. Símbolos para diferença de significância entre os grupos: *p < 0,05 
e **p < 0,005. Número de animais/grupo: 5. 
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5 DISCUSSÃO 

Este estudo investigou os efeitos potenciais da THE em vários aspectos do 

envelhecimento em modelo animal de envelhecimento feminino. Nos concentramos 

na senescência reprodutiva, que se refere ao declínio da concentração plasmática de 

estrógeno e da função reprodutiva. Examinamos o impacto da THE no comportamento 

ansioso, locomoção, déficits de memória, marcha (movimento), estado redox do 

hipocampo (equilíbrio oxidativo) e atividade neuronal do LC e nas regiões do 

hipocampo. Os resultados do estudo indicaram que, aos 21 meses, as ratas que 

receberam a THE exibiram menor comportamento ansioso em comparação com as 

ratas que receberam veículo, bem como, maior atividade locomotora. O grupo tratado 

com hormônio também manteve suas capacidades exploratórias e mnemônicas 

(relacionadas à memória) semelhantes aos 17 meses, sugerindo que a terapia com 

estrogênio teve efeito positivo na função cognitiva. Além disso, a THE melhorou os 

aspectos biomecânicos da marcha, indicando impacto benéfico no movimento e na 

função motora das ratas senescentes. A terapia hormonal também ajudou a equilibrar 

o estado redox no hipocampo, importante região do cérebro envolvido com a memória 

e aprendizado. Além disso, a terapia hormonal contribuiu com a preservação de 

células neuronais nas regiões do hipocampo e, principalmente, do LC, que está 

envolvido na regulação da excitação e das respostas ao estresse. No geral, esses 

achados sugerem que a terapia com hormônio esteroide pode fornecer benefícios 

para os aspectos cognitivos, comportamentais e funcionais no período do 

envelhecimento feminino. As respostas positivas observadas no estudo foram 

influenciadas pelo momento da administração da terapia hormonal, indicando que os 

efeitos podem ser dependentes do período específico em que a terapia é iniciada. 

É importante destacar que a senescência reprodutiva ocorre em todas as 

espécies, com roedores e primatas não humanos apresentando características 

críticas como a transição da perimenopausa humana (BRINTON, 2012). Assim como 

os humanos, as fêmeas de roedores experimentam declínios no número de folículos 

ovarianos, ciclos irregulares, fertilidade irregular, flutuações de hormônios esteroides 

e desenvolvimento de insensibilidade ao estrogênio (CRUZ et al., 2017; WEISS et al., 

2004). A literatura descreve que as alterações nas fases do ciclo estral de ratas podem 

ter origem a partir do décimo mês, sendo o décimo segundo o início da frequência de 

ciclos irregulares e preponderância da fase estro, seguido da maior incidência da fase 
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diestro a partir do décimo sétimo mês (CRUZ et al., 2017; LU et al., 1979). Estudos 

realizados em nosso laboratório mostraram que fêmeas Wistar apresentam fase de 

diestro persistente aos 17 meses, marcando o período da periestropausa (NICOLA et 

al., 2021; 2016; FERREIRA et al., 2015). Essas alterações no ciclo reprodutivo de 

roedores de laboratório fornecem modelo bem definido e tratável dos ciclos irregulares 

da perimenopausa humana, que precede a cessação dos ciclos reprodutivos e 

durante o qual ocorrem inúmeras alterações fisiológicas relacionadas as alterações 

nas concentrações hormonais (NICOLA et al., 2021; PESONEN et al., 2021; STALEY, 

SCHARFMAN, 2005). Portanto, a perimenopausa e a periestropausa são 

caracterizadas pelo aumento da variabilidade na duração do ciclo menstrual ou estral 

e alteração na concentração de hormônios circulantes. Concentração menor de 17β-

estradiol torna-se estabilizada na perimenopausa tardia, quando os ciclos cessam e a 

transição para a menopausa está completa (HARLOW et al., 2012). Estudo realizado 

em nosso laboratório com ratas senescentes e submetidos ao mesmo protocolo de 

THE desta pesquisa evidenciou baixa concentração plasmática de estradiol após 48 

h da última injeção do hormônio (32,28 pg/mL - grupo Ve; 33,34 pg/mL - grupo E2) aos 

21 meses de idade (MORAIS, 2016). Esses dados sugerem que dose não supra 

fisiológica de 17β-estradiol foi aplicada ao grupo 21Me/E2, mantendo as 

características do período. 

É sabido que a transição para a perimenopausa traz alterações funcionais no 

sistema reprodutivo, levando a sintomas como ondas de calor, suores noturnos e 

ciclos menstruais irregulares. A THE tem sido explorada como opção potencial de 

tratamento para aliviar esses sintomas. Porém, é importante ressaltar que nesse 

período não há deficiência completa de estradiol, que é a principal forma de estrogênio 

em mulheres na pré-menopausa (OLIVEIRA et al., 2018). Embora o foco da THE seja 

principalmente o controle dos sintomas físicos, a transição da perimenopausa é 

processo complexo que também afeta o bem-estar neurológico e emocional das 

mulheres. Estudos demonstraram que as mulheres que passam pela perimenopausa 

podem apresentar sintomas neurológicos, como depressão, disfunção cognitiva, 

dificuldades de aprendizado e declínio da memória (LIU et al., 2021; WADA et al., 

2018; TEPPER et al., 2012). Os transtornos de ansiedade são mais prevalentes em 

mulheres do que em homens (RAMOS et al., 2022; SEEMAN, 1997), e essa 

disparidade continua a existir nas fases do envelhecimento (BROMBERGER et al., 

2003). Da mesma forma, a incidência de depressão é maior em mulheres 
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(KUNDAKOVIC; ROCKS, 2022). Esses achados sugerem que os hormônios 

gonadais, incluindo o estrogênio, desempenham ação na proteção contra 

complicações emocionais, e suas flutuações durante a transição da perimenopausa 

podem contribuir para o desenvolvimento desses sintomas. 

Em vista disso, testes comportamentais são normalmente utilizados em 

pesquisas com animais, afim de verificar possíveis efeitos ansiolíticos de drogas, 

terapias, exercícios e afins, como foi o caso deste estudo. Coadjuvando as análises 

temporais, o estudo do comportamento através de movimentos comumente realizados 

que nos informam devidos “ritmos” para formação social, faz parte da ciência etológica 

(ZUANON, 2007), uma ferramenta sensível para análise emocional dos roedores 

(RODGERS; DALVI, 1997). Nossos dados mostraram que as ratas de 21 meses que 

não receberam E2 apresentaram redução na frequência de entradas e no tempo de 

permanência nos braços abertos durante o teste do labirinto em cruz elevado, bem 

como diminuição no tempo, entradas no centro e da atividade locomotora na periferia 

e centro do teste de campo aberto, o que indica aumento do comportamento do tipo-

ansioso. No entanto, animais do grupo 21Me/E2 tiveram tempo de permanência e 

frequência de entradas significantemente maior nos braços abertos que nos braços 

fechados em comparação com os animais que não receberam terapia hormonal, 

assim como, também demonstrou tempo significantemente maior no centro e 

frequência de entrada no centro, além de maior atividade locomotora na periferia e 

centro do campo aberto. Além disso, em ambos os testes, os animais do grupo 

21Me/Ve apresentaram redução na exploração vertical, autolimpeza e imersão de 

cabeça, indicando aumento de ansiedade. Em conjunto, esses dados indicam efeito 

ansiolítico da THE nas ratas aos 21 meses de idade. Fatores como a duração da 

administração de estrogênio, a idade das ratas e as tarefas comportamentais 

selecionadas, podem estar contribuindo para este efeito. Além disso, estudo realizado 

no início dos anos 2000 evidenciou que os níveis de serotonina, NA e dopamina e 

suas taxas de renovação encontram-se alterados após o tratamento com estrogênio 

em várias regiões do cérebro envolvidas com a ansiedade, como hipocampo e 

amígdala por exemplo, o que pode contribuir para as propriedades ansiolíticas do 

estrogênio (PANDARANANDAKA; POONYACHOTI; KALANDAKANOND-

THONGSONG, 2006). Por conseguinte, apresentando evidências de possível ação 

ansiolítica do estrogênio na periestropausa, levando em consideração o momento de 

aplicação, uma vez que quando realizada no período inicial do declínio de E2, ela 
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possibilita benefícios cognitivos mais evidentes do que quando iniciada de forma 

“atrasada” (WALF; PARIS; FRYE, 2009). Em suma, com base nos resultados 

mencionados, ratas na periestropausa que receberam terapia hormonal exibiram 

comportamento mais ansiolítico em comparação com o grupo que não recebeu 

estrógeno exógeno. Esses resultados podem contribuir para a compreensão dos 

efeitos do estrógeno na regulação da ansiedade durante a senescência reprodutiva. 

No entanto, como a ansiedade é complexa e envolve mais de uma área ou sistema 

cerebral, mais estudos são necessários para esclarecer os mecanismos do estrogênio 

nesse contexto. 

A fim de investigar se a perimenopausa é janela crítica na qual a administração 

do THE pode afetar positivamente a cognição, analisamos a memória de trabalho 

nesses animais, uma vez que a tarefa de reconhecimento de objetos introduz 

novidade ao animal, onde a percepção e a resposta à novidade são as principais 

funções do HP (MELO-CARPES; IZQUIERDO, 2013). Os resultados do teste de 

reconhecimento de objetos mostraram que, durante a fase de treinamento, o grupo 

THE explorou mais objetos em relação aos outros grupos. No entanto, no teste para 

análise de memória de curta duração, não foram observadas diferenças significantes 

entre os grupos experimentais. Nossos resultados mostraram menor índice de 

reconhecimento de objetos no grupo 21Me/Ve em relação aos 17 meses de idade 

quando submetidos a análise de memória de longo prazo. Entretanto, as ratas que 

receberam THE apresentaram alto comportamento exploratório em relação a objetos 

novos e seu índice de reconhecimento foi maior que as ratas de mesma idade que 

não receberam a terapia hormonal. Esses achados sugerem que a terapia com 

estrogênio administrada durante a periestropausa em ratas pode ter impacto positivo 

na memória de trabalho a longo-prazo e potencialmente contribuir para a preservação 

da função cognitiva durante a perimenopausa. Nossos resultados indicam que efeitos 

benéficos do estradiol para algumas tarefas comportamentais, como o 

reconhecimento de objetos, continuam ocorrendo no encéfalo de ratas no período da 

periestropausa, confirmando ser janela crítica para THE. Estudos registraram 

depleção de ERα e ERβ em neurônios localizados no hipocampo, principalmente na 

área CA1, na senescência reprodutiva (BEAN; LANOV; FOSTER, 2014), sendo as 

memórias dependentes do HP fortemente afetadas pelas concentrações de 

estrogênios, como a memória de reconhecimento de objetos (PEREIRA et al., 2018). 

Os efeitos da interação do estrogênio e seus receptores (ERα e ERβ) sobre os 
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mecanismos de memória ainda não estão bem esclarecidos, no entanto, os neurônios 

glutamatérgicos hipocampais são identificados como os principais mediadores dos 

efeitos do E2 na memória de reconhecimento de novos objetos (BOULWARE; 

HEISLER; FRICK, 2013) e plasticidade sináptica hipocampal (SPENCER et al., 2008), 

uma vez que os receptores de E2 (REs) situados na membrana celular associam-se a 

maquinaria de sinalização de outros receptores de membrana, podendo assim, 

auxiliar os REs à interagir e ativar receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs), 

tendo esse fator, o potencial  para os efeitos do E2 na consolidação da memória 

(TAXIER; GROSS; FRICK, 2020). Ainda, há também o sistema colinérgico, com 

evidências demonstrando que as interações estrogênio-colinérgicas podem afetar o 

envelhecimento cognitivo em humanos (NEWHOUSE; DUMAS, 2015). Estudo com 

animais mostrou que a liberação de acetilcolina (ACh) promovida pelo E2, pode não 

ser suficiente, comprometendo a MCP observada em animais idosos (UTKIN, 2019; 

PEREIRA et al., 2018). Importante registrar que na realização de estudos para análise 

de reconhecimento de objetos, deve-se ter cuidado com as propriedades dos objetos, 

para não influenciar a memória dos roedores, dificultando a diferenciação entre um 

objeto e outro (interferência redundante) (ENNACEUR, 2010). 

As regiões cerebrais diretas (CA1, CA3, GD hipocampais) ou indiretas (LC) são 

cruciais para processamento da memória de reconhecimento de objetos e devem 

estar integralmente atuantes, uma vez que estas regiões são apontadas como 

estruturas essenciais para a cognição (JAMES et al., 2020; AL-RAHBI et al., 2014; 

EICHENBAUM; OTTO; COHEN, 1994). Junto a isso, sabe-se que a senescência 

reprodutiva acarreta na depleção de neurônios hipocampais que possuem REs 

(receptores esses, presentes no HP e córtex tanto de roedores, como de humanos) e 

também receptores noradrenérgicos, ambos casos, devido menor concentração 

estrogênica (LUCKEY et al., 2021; BEAN; LANOV; FOSTER, 2014). No período de 

regularidade do ciclo, a ativação desses REs tem potencial de promover a 

conservação dos neurônios hipocampais (MA et al., 2020; ZHAO; WU; BRINTON, 

2004), uma vez que os estrogênios influenciam beneficamente as propriedades 

morfológicas e eletrofisiológicas do HP, fornecendo suporte trófico para a formação 

de novas espinhas dendríticas e sinapses, bem como dos neurotransmissores (AL-

RAHBI et al., 2014; TAKUMA et al., 2007). Todavia, com a depleção do E2 na 

senescência reprodutiva, tais estruturas de suma importância podem comprometer 

ações e reações. As ratas que receberam THE apesentaram menor comprometimento 
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de células neuronais tanto no HP, quanto no LC em relação aos animais controles que 

tiveram comprometimento significante de células positivas para Nissl. O citoplasma 

contém várias estruturas, inclusive os corpúsculos de Nissl e a coloração de Nissl é 

comumente utilizada afim de observar de lesões citotóxicas, dado que esse método 

cora a glia e corpos celulares de neurônios, provendo precisão sobre o delineamento 

do sítio de lesão, ou seja, degeneração, corando os neurônios intactos sendo que 

quando ocorre lesão neuronal, esses corpúsculos podem desaparecer (cromatólise) 

(SUKIKARA et al., 2006; HEEB; YAHR, 2000). Logo, a THE mostrou-se positiva sobre 

a neurodegeneração das regiões HP e LC, podendo atuar como mecanismo 

neuroprotetor à cognição. E já foi demonstrado que a exposição com E2 endógeno ou 

exógeno é capaz de aumentar a densidade das espinhas dendríticas nas áreas 

hipocampais, bem como, proteger contra insultos tóxicos (incluindo EROs), 

excitotoxicidade neurotransmissora e toxicidade induzida por β-amilóide (MERCAN; 

HENEKA, 2022; SUN; CHEN; WANG, 2015; AL-RAHBI et al., 2014). Nossos 

resultados corroboram esses dados, uma vez que os animais do grupo 21Me/E2 

mostram respostas positivas sobre ansiedade, memória e também menor perda 

neuronal. 

As alterações progressivas de funcionalidade que ocorrem e comprometem o 

organismo parecem resultar da alteração do equilíbrio redox ao longo da vida, com 

grande produção de EROs (NASTO et al., 2013; WANG et al., 2013). Além disso, a 

produção de antioxidantes tem relação inversa com o aumento da idade, o que pode 

favorecer o dano oxidativo e acentuar o processo de morte celular (JOSEPH et al., 

2013; SMALL et al., 2013), participando no desenvolvimento de possíveis demências 

futuras, como a DA (PERTESI et al., 2019), relacionado com as menores 

concentrações de estradiol e a diminuição da expressão dos REs, aumentando 

marcadores do estado redox (UDDIN et al., 2020; LEVINTA; MUKOVOZOV, 2016). 

Entre os grupos de animais na periestropausa, não houve diferença significante no 

dano oxidativo lipídico e proteico. Os animais que receberam THE apresentaram 

menor TAC e CAT e aumento do antioxidante endógeno GSH, resultados favoráveis 

para defesa antioxidante, enquanto grupo veículo apresentou o oposto, 

respectivamente, consequentemente respondendo à necessidade de maior atividade 

antioxidante, enquanto os submetidos ao THE permaneceram com menor 

necessidade de tais atividades descritas, bem como dos demais marcadores. 

Mulheres na perimenopausa apresentam concentração plasmática de GSH diminuído, 
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regulando negativamente também demais antioxidantes, portanto, quando as 

concentrações de E2 são restaurados pela THE, esses efeitos são neutralizados ou 

até mesmo melhorados (BORRÁS et al., 2003), evidenciando os efeitos favoráveis do 

estrogênio na manutenção de estado redox equilibrado no período da perimenopausa. 

Em suma, as precauções tanto para os sintomas popularmente conhecidos 

decorrentes da menopausa, como transtornos de humor e depressão, mecanismos 

mitigadores e preventivos sobre a incidência de patologias neurodegenerativas, 

quanto para aspectos funcionais no público feminino de meia-idade são extremamente 

válidos e devem ser considerados. 

De forma geral, além dos acometimentos de aspectos neurais mencionados, a 

fraqueza musculoesquelética com o envelhecimento é algo indesejável, contudo 

existente, acarretando perca de massa e força muscular, deficiência locomotora, 

fragilidade, quedas e fraturas, comprometendo a qualidade de vida do idoso. Há dados 

mostrando a ocorrência de comprometimento da marcha até mesmo no 

envelhecimento saudável, produzindo, após os 50 anos, profundas modificações, com 

alterações no comprimento, largura e velocidade da marcha (KHADIKAR, 2019; 

BEIJERSBERGEN et al., 2013). A fisiologia musculoesquelética das mulheres está 

progressivamente tornando-se risco à saúde na meia-idade e além, podendo sinalizar 

comprometimentos sobre diversas condições clínicas envolvendo mobilidade, 

quedas, fraturas, independência, saúde mental e funções cognitivas, bem como 

hospitalização e aumento substancial da mortalidade associada em mulheres na pós-

menopausa (COLLINS; LAAKKONEN; LOWE, 2019). O músculo esquelético feminino 

é acometido duplamente frente a idade em relação ao masculino, decorrente ao 

decréscimo da produção hormonal ovariana (KHADIKAR, 2019), visto que o 

estrogênio também causa efeitos divergentes sobre a saúde dos tecidos conjuntivos 

em geral (COLLINS; LAAKKONEN; LOWE, 2019). O estrogênio possui participação 

significante no metabolismo ósseo, regulando funcionamento dos osteoblastos, 

osteócitos, osteoclastos e células T, de forma sucinta, protegendo a matriz óssea 

reduzindo a reabsorção e remodelação óssea ao mesmo tempo que mantém sua 

formação (STRINGHETTA-GARCIA et al., 2017; CAULEY, 2015). A diminuição do 

comprimento da marcha dos animais aos 21 meses de idade mostrou perda na 

qualidade da marcha, revertida no grupo que recebeu o THE. É importante destacar 

que o menor comprimento do passo, assim como a maior variabilidade no 

comprimento do passo, compromete os mecanismos de equilíbrio, essenciais para a 
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manutenção de caminhada saudável e prevenção de quedas (UEMATSU et al., 2014). 

Além disso, a diminuição da largura da base, após o THE, em relação aos animais da 

mesma idade que receberam o veículo, bem como aos animais aos 17 meses de 

idade, mostrou relação significante entre idade, comprimento da passada e largura da 

passada. Estudos têm demonstrado que o declínio das capacidades musculares em 

idosos pode estar contribuindo para a diminuição do desempenho da marcha, pois a 

redução da força muscular afeta negativamente o desempenho da marcha 

(ANDERSON; MADIGAN, 2014; UEMATSU et al., 2014). Portanto, as alterações no 

desempenho da marcha resultariam de estratégias compensatórias para aumentar a 

estabilidade e prevenir quedas devido às alterações fisiológicas que ocorrem no 

envelhecimento (GAMWELL et al., 2022). De fato, proporcionar a manutenção desses 

aspectos da marcha para indivíduos em processo de envelhecimento, principalmente 

do sexo feminino, tem alta magnitude funcional e qualidade de vida, a fim de alavancar 

maior e melhor longevidade (BEIJERSBERGEN, et al., 2013; STUDENSKI, et al., 

2011). Contudo, na senescência reprodutiva as mulheres estão suscetíveis a 

alterações hormonais que comprometem a expressão de receptores em células 

neurais e neurotransmissores, resultando em sintomas sistêmicos, funcionais e 

neuropsicológicos. Nosso estudo mostrou a importância da THE no período de 

transição da fase reprodutiva para o cessar da reprodução, com respostas positivas 

para a etologia, biomecânica e bioquímica encefálica positivas.  
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6 CONCLUSÃO 

O conjunto de dados obtidos em nosso estudo nos condescendeu respostas 

aos questionamentos levantados inicialmente. De fato, a THE foi capaz de modificar 

os aspectos comportamentais de forma benéfica, reduzindo o perfil ansiogênico, bem 

como, mostrou-se capaz de conservar os processos mnemônicos por meio da menor 

perda dos neurônios no HP e LC. Também, proporcionou manutenção dos aspectos 

biomecânicos da marcha, aumentando qualidade da mesma, visando alavancar maior 

e melhor longevidade e mostrou ser bom auxiliador sobre equilíbrio do estado redox, 

conseguindo mostrar sua ação antioxidante mesmo frente tamanha problemática da 

presença de EROs, ambos benefícios são importantes neste período tão significativo 

na vida reprodutiva feminina. Afinal, esse estudo fornece evidências sobre eficácia da 

THE, mostrando que mudanças significantes ocorrem na etologia, biomecânica e 

bioquímica cerebral de ratas naturalmente envelhecidas e com prejuízo, neste 

período, na neurohomeostase. Portanto a administração do E2 exógeno se vê como 

necessário, sobretudo no período de intensa irregularidade do ciclo, sinalizando este 

período como janela crítica na qual a administração do THE pode afetar positivamente 

a cognição, para reconduzir as funções realizadas anteriormente.  Além disso, alerta-

nos para a possibilidade de THE ser progressivamente mais explorada como recurso 

preventivo a distúrbios neuropsicológicas e neurodegenerativas. 
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