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RESUMO

SANTOS, D. N. L. Modelo experimental de terapia hormonal e modulacio sexual na puberdade:
hipogonadismo e hiperestrogenismo em ratos machos. Dissertacio (Mestrado em Patologia
Ambiental e Experimental) - Universidade Paulista, Sdo Paulo, 2023. 70 f. Orientagdo: Prof. Dr.
Thiago Berti Kirsten

Desequilibrios em niveis de hormoénios sexuais durante a puberdade costumam induzir impactos na
saude do individuo. Porém, pouco se sabe sobre a terapia hormonal na feminizacdo. Na medicina
veterinaria, ndo existe consenso sobre a idade ideal para a castragdo e seus desdobramentos na
qualidade de vida dos animais. Para estudar estes aspectos, o presente trabalho propds dois modelos
experimentais: modelo de hipogonadismo em ratos puberes por meio da castracdo e modelo de
hiperestrogenismo por meio de castragdo e administragdes de estrogeno. Foram objetivos avaliar os
mecanismos patofisiologicos e neurobioldgicos relacionados ao hipogonadismo e hiperestrogenismo,
além de estabelecer modelo experimental de hiperestrogenismo em ratos. Ratos puberes foram
castrados (grupo hipogonadismo), castrados e tratados semanalmente com estrégeno (grupo
hiperestrogenismo) e avaliados quanto ao ganho de peso corporal e crescimento do comprimento
nasoanal. Quando adultos, foram avaliados no teste da preferéncia sexual, no teste do claro-escuro
(estudo de ansiedade) e no teste do nado for¢ado (estudo de depressdo). Foram avaliados o peso da
musculatura tibial, peso ¢ comprimento peniano, expressdo da proteina glial fibrilar acida central
(imuno-histoquimica, marcador astrocitario de neuroinflamag¢do) e a gordura retroperitoneal
(histometria). O modelo de hipogonadismo reduziu o crescimento nasoanal € o0 peso € comprimento
peniano, diminuiu a interagdo social com o sexo oposto, induziu comportamento tipo-depressivo,
aumentou a gordura ¢ aumentou a expressdo astrocitaria no coértex frontal. O modelo de
hiperestrogenismo estagnou o ganho de peso € o crescimento nasoanal, reduziu a musculatura tibial e
0 peso e comprimento do pénis, diminuiu a interagdo social com o sexo oposto, aumentou a interagao
social com o mesmo sexo, diminuiu a autolimpeza, induziu comportamento antidepressivo, impediu o
aumento da gordura induzido pelo hipogonadismo e diminuiu a expressdo astrocitaria no hipotalamo.
Concluindo, o modelo de hipogonadismo durante a puberdade prejudicou o desenvolvimento fisico,
aumentou a gordura, inibiu interagdes sociais/sexuais e induziu comportamento depressivo nos ratos;
processos relacionados a neuroinflamagdo no cortex frontal. J& o modelo de hiperestrogenismo
prejudicou ainda mais o desenvolvimento fisico, mas sem afetar a gordura, afetou o comportamento e
modulou a preferéncia social do sexo oposto para o mesmo sexo; processos relacionados a diminui¢ao
astrocitaria no hipotalamo. O modelo de hiperestrogenismo revelou-se interessante para o estudo de

terapia hormonal e feminizagao.

Palavras-chave: feminizacdo; castracdo; estrogeno; comportamento animal; neuroinflamagao.



ABSTRACT

SANTOS, D. N. L. Experimental model of hormonal therapy and sexual modulation in puberty:
hypogonadism and hyperestrogenism in male rats. Master Dissertation (Environmental and
Experimental Pathology) - Paulista University, Sao Paulo, 2023. 70 p. Advisor: Prof. Dr. Thiago Berti
Kirsten

Imbalances in sexual hormone levels during puberty often impact human and animal health. However,
little is known about hormonal therapy in feminization. In veterinary medicine, there is no consensus
on the best age for castration and its consequences on the quality of animals’ life. To evaluate these
aspects, the present study proposed two rat models: a model of hypogonadism in puberty through
castration and a model of hyperestrogenism through castration and estrogen administrations. The
objectives were to evaluate the pathophysiological and neurobiological mechanisms related to
hypogonadism and hyperestrogenism, in addition to establish a rat model of hyperestrogenism.
Pubertal rats were castrated (hypogonadism group), castrated and treated weekly with estrogen
(hyperestrogenism group), and evaluated for body weight gain and nasoanal length growth. During
adulthood, they were evaluated in the sexual preference test, the light-dark test (anxiety study), and the
forced swim test (depressive study). The tibial muscle weight, penis weight and length, expression of
central glial fibrillary acidic protein (immunohistochemistry, astrocytic marker of neuroinflammation),
and retroperitoneal adipose tissue (histometry) were evaluated. The hypogonadism model reduced
nasoanal growth and penile weight and length, decreased social interaction with the opposite sex,
induced depressive-like behavior, increased adipose tissue, and increased astrocytic expression in the
frontal cortex. The hyperestrogenism model stagnated weight gain and nasoanal growth, reduced tibial
muscle and penis weight and length, decreased opposite-sex social interaction, increased same-sex
social interaction, decreased self-grooming, induced antidepressant behavior, prevented
hypogonadism-induced fat gain, and decreased astrocytic expression in the hypothalamus. In
conclusion, the hypogonadism model during puberty impaired physical development, increased fat,
inhibited social/sexual interactions, and induced depressive-like behavior in rats; processes related to
neuroinflammation in the frontal cortex. The hyperestrogenism model further impaired the physical
development, but without affecting fat, affected behavior and modulated the social preference of the
opposite sex for the same sex; processes related to reduced astrocytic expression in the hypothalamus.
The hyperestrogenism model was revealed to be interesting for the study of hormonal therapy and

feminization.

Keywords: feminization; castration; estrogen; animal behavior; neuroinflammation.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Essa se¢dao aborda sobre aspectos relacionados a regulagdo hormonal da sexualidade
tanto em humanos como na medicina veterinaria e as modulagdes centrais € comportamentais

na regulagdo hormonal da sexualidade.

1.1 Regulacido hormonal da sexualidade

As etapas do desenvolvimento humano e veterinario sdo essenciais para que seus
processos de estruturagdo corporal ocorram visando boa manutengcdo do organismo e
desdobramento de caracteristicas especificas.

Dentre as etapas do desenvolvimento da infancia até a idade adulta, existe a
puberdade. Esta, que ¢ descrita pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) como tendo sua
ocorréncia entre os 10 e 19 anos nos humanos, ¢ imprescindivel as transformacdes bioldgicas
e comportamentais. Sendo seu processo mais acelerado em alguns individuos ou lento em
outros, a puberdade ocorre neste periodo e de maneira pessoal a cada organismo, fornecendo
ao corpo adolescente alteragdes fisicas, capacidades reprodutivas e caracteristicas masculinas
ou femininas vidveis para engendrar o corpo adulto, e, portanto, apto a reproduzir e suportar
os demais processos deste momento a senescéncia (CARDONA ATTARD; FAVA, 2019).

As modificacdes evidenciadas durante a puberdade ocorrem por mediacdo hormonal,
com atuacgdo dos chamados “hormoénios sexuais” (HONG; CHOI, 2018). Conhecidos por seu
importante papel no desenvolvimento humano, a testosterona e o estrogeno, respectivamente,
encontrados em maior concentragdo em homens e em mulheres, sdo os hormonios
responsaveis pelo surgimento das caracteristicas sexuais no organismo (EISENEGGER;
HAUSHOFER; FEHR, 2011). Ambos os hormdnios sexuais sdo produzidos em grande
quantidade nas gonadas, além de outras estruturas, como adrenal e fémur (SIMPSON, 2003).
No homem, a testosterona ¢ produzida principalmente nos testiculos (TRAISH, 2016), e, na
mulher, o estrégeno ¢ produzido, em sua maioria, nos ovarios (MAUVAIS-JARVIS; CLEGG;
HEVENER, 2013). Esses hormonios, embora caracteristicos de seu respectivo sexo bioldgico,
sao encontrados tanto em homens como em mulheres (SIMPSON, 2003).

O padrao das concentragdes dos niveis de hormdnios sexuais em humanos ja esta bem
estabelecido na literatura, sendo utilizado, inclusive, em avaliagcdes profissionais, bem como

nas técnicas das andlises clinicas. O consenso ¢ que os valores de referéncia para testosterona
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total (TT) em homens ¢ maior que 320 ng/dl, enquanto que niveis inferiores a 240 ng/dl ¢
considerada a condicdo de hipogonadismo (ROSNER et al., 2007). Em contrapartida, esses
valores chegam a ser de sete a oito vezes menores em mulheres, podendo, ainda, apresentar
uma producdo diaria de cerca de 20 vezes inferior quando comparadas aos homens. O
estrogeno (como, por exemplo, o E2 — estradiol) também ¢é encontrado em organismos
biologicamente masculinos e referencia-se os valores de sua concentragdo em menos de 60
pg/ml, enquanto que em mulheres os ntimeros estdo entre 10 e 530 pg/ml, considerando
ambos as fases de seu desenvolvimento e periodos, como o ciclo menstrual (BARAKAT et
al., 2016).

Mediados por alcas de retroalimentacdo, a testosterona e o estrogeno desempenham
fungdes essenciais ao organismo, principalmente durante a puberdade, como o aparecimento
de caracteristicas sexuais secundarias e importantes alteracdes fisicas. No sexo masculino, a
testosterona ¢ responsavel pelo aparecimento de pelos pelo corpo, aumento da massa
muscular, maturacdo dos ossos e desenvolvimento do 6rgdo reprodutor (KELLY; JONES,
2013). Em contrapartida, a diminui¢ao dos niveis de testosterona pode acarretar em uma série
de complicagdes no organismo, como a ginecomastia, aumento da massa gorda, riscos de
aparecimento de osteoporose, diminui¢cdo da libido e mesmo graves alteragdes no humor
(TRAISH, 2016), fatores descritos como hipogonadismo: mau funcionamento das gonadas e
consequente deficiéncia na produgdo de hormonios sexuais (CARDONA ATTARD; FAVA,
2019)

Como descrito anteriormente, o estrogeno ¢ o hormonio fundamental no sexo
feminino. Este atua no desenvolvimento do corpo da mulher e no aparecimento de caracteres
secundarios, como aumento das mamas e a redistribui¢do “equilatera” da gordura corporal
(BRITT; FINDLAY, 2002). Ainda que em poucas quantidades, o estrogeno ¢ difundido no
corpo masculino também. Foi demonstrado que, em excesso, como acontece nas
hormonioterapias (empregadas para afirmagdo de gé€nero), o estrogeno pode causar a
feminizacdo em homens (KULKARNI et al., 2012). Semelhante as mulheres, os homens com
hiperestrogenismo podem experimentar aumento das mamas (ginecomastia), controle da
libido e diminui¢do da massa magra (TANGPRICHA; DEN HEIJER, 2017). Ainda, o
hipogonadismo se associado a terapia de reposi¢ao hormonal (em se tratando de transgéneros)
pode promover melhora dos resultados negativos, causados em detrimento do baixo nivel de
testosterona, seja por disforia de género ou por cirurgia de reafirmagado de género (GILLIES;

MCARTHUR, 2010).
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Uma mudanga relevante que ocorre durante o periodo de puberdade ¢ o
desenvolvimento acentuado — de forma ainda mais pronunciada em organismos
biologicamente masculinos — da musculatura estriada esquelética, tanto dos musculos de
membros superiores quanto dos membros inferiores (AMADO et al.,, 2023). Nota-se,
portanto, a clara influéncia da atuacdo da testosterona no processo de hipertrofia muscular,
mostrando-se essencial a formagdo completa de corpos adultos, dotados de um sistema
musculoesquelético saudavel e que seja capaz de suportar os inumeros desafios dos quais o
organismo ¢ submetido (COSTA et al., 2021).

Outra mudanga que ocorre durante a puberdade ¢ a muda vocal, em que hd aumento
das dimensdes das pregas vocais e abaixamento da laringe, resultando em diferencas na
percepcao ou pitch vocal, que caracterizam os diferentes géneros. Em individuos do sexo
masculino ela geralmente tem inicio apds o desenvolvimento dos testiculos, dura cerca de seis
meses e resulta em uma redugdo de cerca de uma oitava na frequéncia fundamental. No sexo
feminino, sabe-se que a muda vocal ¢ menos pronunciada e leva a reducdo de um terco de
oitava (HAMDAN et al., 2019). Avaliando a distribui¢do de receptores de hormonios sexuais
em fragmentos de pregas vocais, verifica-se que estes receptores estdo presentes para
androgénios e estrogenos, distribuidos de forma semelhante em ambos os sexos; assim a
diferencia¢do ocorre pelos distintos niveis plasmaticos (KIRGEZEN et al., 2017). Desta
forma, a maior concentragdo de androgénios no sexo masculino resulta em maior grau de
crescimento, com aumento pronunciado da cartilagem tiredide e de sua proeminéncia
laringea, além do musculo vocal. Assim, a fisiologia da laringe ¢ da muda vocal esta
intimamente relacionada aos niveis hormonais e diversas alteragdes nesses niveis podem se
associar a mudangas vocais. Seu mecanismo nao ¢ amplamente conhecido, mas acredita-se
que esteja relacionado a aumento da massa muscular da prega vocal.

Voltado as terapias hormonais, hormdnios sexuais sao comumente empregados as
terapias hormonais na medicina humana levando em conta o poder que essas moléculas
exercem sobre o organismo, atuando em diversos 6Orgdos e auxiliando na formacdo e
desenvolvimento de estruturas. Diversos estudos em ambito endocrinologico demonstram que
esses hormodnios sdo aplicados para a investigagao de alteracdes psicologicas, como para a
ansiedade e a depressdo, bem como para demais patologias enddcrinas; no entanto a atengao
maior ¢ direcionada a sua utilizagdo para as terapias hormonais para a populagdo transgénero
— homens ou mulheres trans (T'SJOEN et al., 2019). Geralmente individuos que fazem parte
deste grupo portam uma condi¢do denominada de disforia de género, visto que ocorre uma

incompatibilidade entre o género biologico e o género atribuido, gerando desconforto com
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base na presenca das caracteristicas sexuais primdrias ou secundarias, podendo o individuo
manifestar o desejo de muda-las por meio do processo de “transi¢ao”. Nesse caso, a terapia
pode ou ndo ser combinada a procedimentos cirurgicos de resignacdo sexual para que os
resultados adequados sejam atingidos, visando primordialmente a saide do paciente (HAUPT
et al., 2020).

Na terapia hormonal, s3o administrados a testosterona para homens trans — buscando o
aprimoramento dos caracteres masculinos e a supressao dos femininos — e o estrogeno para
mulheres trans — para reverter os atributos biologicamente masculinos e desenvolver os
femininos (DEFREYNE; T'SJOEN, 2019). Em se tratando da classe dos hormonios
estrogénicos, estes sdo responsaveis pelo feminizacdo do corpo, a partir de caracteristicas
como o aumento do crescimento dos seios, reducdo do crescimento de pelos faciais e
corporais, redistribui¢ao da gordura em um padrao feminino, diminui¢do da massa muscular e
reducdo do tamanho da genitdlia (T'SJOEN et al., 2019). Com o desenvolvimento desses
caracteres sexuais secundarios (e por vezes, também, os primdrios, como o pénis), pessoas
transgénero podem adequar-se melhor a sociedade, passando com mais vitalidade pelo
processo de estruturacdo de sua autoestima.

Contudo, ainda que o conforto almejado pela populagdo trans através de praticas
endocrinoldgicas seja atingido, deve-se levar em consideragdo sua saude. Pensando nisso, um
estudo realizado no ano de 2020 buscou reunir a literatura das bases de dados utilizadas por
pesquisadores, a fim de verificar a eficacia e seguranga dos procedimentos e terapias
hormonais realizadas. O grupo nao encontrou evidéncias suficientes para determinar que as
praticas realizadas sdo de fato seguras para serem desenvolvidas, expressando a necessidade
da realizacdo de estudos longitudinais no campo da terapia hormonal (HAUPT et al., 2020).
Outro importante fator que deve ser levado em consideragao sao os possiveis efeitos colaterais
que podem se manifestar, como no caso de hipogonadismo, osteoporose, tromboembolismo e
outras complica¢gdes cardiovasculares, que atuam como agravantes para a aplicacdo dessas
terapias, se ndo realizadas de forma adequada (TANGPRICHA; DEN HEIJER, 2017).

A realidade ¢ que a medicina transgénero ndo ¢ uma area médica privilegiada, ainda
que um grande numero de pessoas procure profissionais especializados em endocrinologia
para o acompanhamento desses procedimentos. E necessério, portanto, que a susceptibilidade
individual de cada paciente seja considerada para que um melhor direcionamento seja tomado,
visto que cada organismo ¢ Unico, possui necessidades especificas e manifesta resultados
diferentes (DEFREYNE; T'SJOEN, 2019). Partindo desse pressuposto, faz-se imprescindivel

o investimento de estudos e de modelos (animais e humanos) acerca da populagdo trans, bem
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como para pessoas que necessitem de terapias hormonais, a fim de que possam colaborar com
a comunidade cientifica e a medicina humana, evitando dessa forma a negligéncia hospitalar e

possiveis praticas médicas inadequadas.

1.2 Modulagdes centrais e comportamentais na regulacio hormonal da sexualidade

Processos hormonais afetando aspectos sexuais também sdao descritos em outras
espécies de mamiferos, como os roedores. Modelos experimentais de roedores sdo bastante
utilizados para os estudos mecanisticos. Sabe-se que o desenvolvimento da puberdade em
roedores machos ocorre ao redor dos 50 dias de vida, quando ha um pico da liberagdao de
testosterona e se inicia a producao de espermatozoides (CACERES et al., 2015).

A fun¢do do estrogeno ja foi elucidada ha muito. No entanto, atuais estudos
demonstraram este poderoso hormonio atuando ndo apenas sobre o sistema reprodutor e suas
respectivas caracteristicas, mas em outras regides (ZHANG et al., 2019). Em um estudo
experimental comparativo entre camundongos machos e fémeas verificou-se que, apos injecao
de bromodesoxiuridina - anilogo de nucleosideo sintético com uma estrutura quimica
semelhante a timidina - as fémeas tiveram maior geragdo de células nervosas se comparadas
aos machos (TANAPAT et al., 1999). Ainda, o numero dessas células novas no giro dentado
foi o dobro na fase proestro (caracterizada pela maior presenga de estrogeno). Além disso, em
fémeas ovariectomizadas a quantidade de células novas diminuiu e este efeito foi revertido
com a reposicdo de estrogeno, indicando que o hormoénio pode exercer forte influéncia no
encéfalo de roedores (TANAPAT et al., 1999).

A neurogénese ¢ um processo imprescindivel & manutengdo e protecdo neural. Seus
efeitos significativos sdo estimulados pelo estrogeno, sendo eficazes contra o surgimento de
doencas neurodegenerativas (BOURQUE; DLUZEN; DI PAOLO, 2009). Mulheres possuem
cerca do dobro de propensdo em sofrer de transtornos de humor como ansiedade e depressao
(BEKKER; VAN MENS-VERHULST, 2007), principalmente durante periodos de fluxo
hormonal (SOLOMON; HERMAN, 2009). Por outro lado, estudos pré-clinicos e clinicos no
sexo masculino sugerem que a testosterona ¢ capaz de produzir efeitos benéficos contra a
ansiedade e a depressdo (MCHENRY et al., 2014), o que indica a possivel influéncia desses
hormonios gonadais sobre a neurogénese, bem como nas neuropatologias.

Ademais, em homens com hipogonadismo a incidéncia de transtornos de ansiedade e

transtorno depressivo ¢ maior, se comparados a homens com auséncia da condi¢do, o que
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denota a relacdo entre os niveis de testosterona no organismo e as complica¢des psiquicas
(ZARROUF et al., 2009).

De fato, inumeros estudos sdo voltados a compreensdo dos hormonios gonadais,
sobretudo da testosterona e de transtornos mentais. Mas a correlacdo entre esses niveis
hormonais e doencas psiquicas em pessoas transgéneros ainda ndo estd bem estabelecida,
portanto estudos sdo necessarios para melhores avaliagdes acerca deste Ambito.

Ainda falando em encéfalo, a neuroinflamag¢do ¢ um processo central a fim de
estabelecer respostas contra injurias, como traumas e infec¢des por microorganismos. Em
estagios agudos ela pode ser benéfica no intuito de buscar a recuperagdo da homeostase, por
meio da atuagdo de células especializadas, incluindo células gliais, endoteliais e neurdnios
(CRESPO-CASTRILLO; AREVALO, 2020). Porém, em situacdes de controle incorreto da
neuroinflamac¢ao, como uma a¢do demasiadamente prolongada pode tornar sua agao agressiva
e levar a producdo exacerbada de fatores inflamatorios, que, por sua vez, culminam em
complicacdes, inclusive em distrbios neuroenddcrinos (CRESPO-CASTRILLO;
AREVALO, 2020). Nesse sentido, hormonios como a testosterona ¢ o estradiol podem
exercer influéncia em processos neuroinflamatorios de maneira sexo-dependente, inclusive
afetando processos de masculinizagdo (JOST, 1970; ARNOLD, 2017). Embora o
comportamento sexual de machos e fémeas seja basicamente controlado por circuitos neurais,
alguns estudos tém demonstrado que essas diferencas sexuais poderiam ser moduladas pela
microglia e pelos astrocitos (CRESPO-CASTRILLO; AREVALO, 2020).

A proteina glial fibrilar acida (GFAP), subunidade dos filamentos intermediarios do
citoesqueleto celular, estd presente no citoplasma de astrocitos (LEMOS; ALESSI, 1999). Na
ciéncia, 0o GFAP vem sendo muito empregado como biomarcador astrocitdrio, especialmente
por protocolos de técnica de imuno-histoquimica com a utilizagdo de anticorpos primarios
anti-GFAP, permitindo a visualizagdo da intensidade de expressao das proteinas e eventual
hipertrofia, evidenciando possivel processo neuroinflamatorio (MOLINA et al., 2018).

Existem estudos experimentais demonstrando que a modulagdo hormonal afeta
diretamente o GFAP. Por exemplo, a administragdo de estrégeno em ratos submetidos a
modelo de trauma encefalico diminui a astrogliose verificada pela diminui¢do de intensidade
da expressdo de GFAP (WANG et al., 2020). Os autores deste trabalho concluiram que o
estrogeno promove efeitos neuroprotetores pelo fato de diminuirem as lesdes encefélicas,
principalmente na regido hipocampal. Outro estudo comparou o encéfalo de ratos machos e
fémeas adultos e demonstrou a influéncia do estrogeno na regulacdo dos nucleos

hipotaldmicos e processos imunorreativos (MARRAUDINO et al., 2021).
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Qo

Ainda que os resultados de pesquisas que correlacionem hormdnios sexuais
expressdo de GFAP sejam bem especificos, pouco se conhece a respeito de sua agdo e
influéncia em determinadas estruturas encefalicas. Isso se da pela escassez de estudos e
obscuridade dos achados nos préprios estudos, pois 0 mecanismo de atuagdo ainda estd sendo
elucidado (ZSARNOVSZKY et al., 2002; MOLINA et al., 2018). No entanto, as pesquisas
relacionadas a area demonstram resultados pertinentes, tanto para a atua¢do do estrogeno
como para a presenca ou auséncia da testosterona e, portanto, em conjunto com o que se
conhece na literatura a respeito de organismos submetidos as complicagdes de hipogonadismo
ou mesmo em situagdes de hiperestrogenismo, sugerem que as regides hipotalamicas, do
corpo estriado e do cortex pré-frontal sejam potencialmente afetadas, seja positivamente ou
negativamente, indo de encontro aos sintomas dessas condigdes (vistas na medicina humana e
veterinaria) e que estdo relacionadas as suas conhecidas fungdes, respectivamente, hormonais,

locomotoras e emocionais.

1.3 Regulacio hormonal da sexualidade em medicina veterinaria

Na clinica veterindria, a cirurgia de castragdo ¢ um recurso extensamente utilizado no
intuito de regulagdo hormonal controlada e consequente equilibrio dos niveis de hormonios
sexuais (REICHLER, 2009). Em caes e gatos machos, o procedimento cirtrgico consiste na
retirada dos testiculos impedindo que as taxas de testosterona sejam extrapoladas para além
do indicado, o que poderia denotar alteracdo de seu comportamento sexual, muitas vezes
trazendo preocupacdes ao tutor (VANDERSTICHEL et al, 2015). Portanto, esse
procedimento ¢ capaz de prevenir disparidades entre os niveis hormonais (HOWE, 2015).

Nao ha, no entanto, um consenso bem estabelecido em relagdo a idade ideal para a
realizacdo da cirurgia de castragdo, principalmente pelo fato de que nem todos os mecanismos
atrelados as consequéncias do procedimento em determinada idade foram elucidados. Um
estudo contendo 418 cdes machos, com idades entre dois e cinco meses, submetidos a dois
diferentes procedimentos de castracdo avaliou possiveis complicacdes da cirurgia como
hemorragia, sinais de dor, autotrauma, inchaco e dermatite na incisao (MILLER et al., 2018).
Como resultado, verificou-se que nenhum cdo apresentou complicagdes associadas a
hemorragia e a autotrauma. Quando os autores compararam seus resultados com a literatura,
os adultos apresentaram significante hemorragia e autotrauma, no entanto, nos jovens, as

demais avaliagdes foram menos prejudiciais. Logo, animais submetidos a cirurgia de
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castracdo ainda entre os dois e cinco meses de idade apresentam menores prejuizos € possuem
uma recuperacdo mais eficaz e rapida, se comparados a animais com idade mais avancada
(MILLER et al., 2018).

Ainda, ¢ crescente a busca por castragdes de cadelas, considerando que sao as fémeas
que geram os filhotes. Nesse sentido, um estudo em campo veterinario buscou realizar
comparagdes entre os resultados de 138 cadelas jovens e adultas submetidas a
ovariohisterectomia (KUKANICH et al., 2021). Os animais foram alocados em trés grupos:
34 cadelas menores que trés meses, 22 cadelas de trés a seis meses de idade e 56 cadelas de
seis meses ou mais (adultas). Seus exames hematoldgicos foram avaliados e comparados. Os
resultados reverberam que cadelas jovens apresentaram menos disfungdes, bem como uma
concentracdo de hemoglobina menor e contagem maior de reticulocitos, em comparagao as
adultas (KUKANICH et al., 2021).

Em se tratando dos beneficios acerca da castracdo em caninos, por exemplo, ¢ visto
que a diminui¢do da hiperplasia prostatica benigna ¢ um sinal descrito em animais submetidos
ao procedimento antes da fase adulta. Um estudo realizado com trés grupos de caes (caninos
saudaveis nao castrados (IHCC), caninos saudaveis castrados (HCC) e caninos diagnosticados
com hiperplasia prostatica benigna castrados (BPHC) demonstrou que a castracdo levo a uma
diminui¢do da testosterona no sangue, causando diminuicdo gradual na glandula (CAZZULI
et al., 2022). Caninos com BPHC tinham dimensdes de prostata semelhantes ao grupo IHCC
2 semanas apos a castracdo. Em relagcdo aos parametros relativos a prostata, a diminui¢do com
o tempo foi maior nos caninos com BPHC do que no grupo HCC. Com o estudo, pode-se
concluir, entdo, que a castracdo ¢ fator imprescindivel para o tratamento de animais com
hiperplasia prostatica benigna, contribuindo para a diminui¢do do didmetro prostatico, mas
nao afetando as concentragdes séricas de estradiol (CAZZULI et al., 2022).

Partindo do pressuposto de que a idade dos animais, ainda em fase juvenil, ¢ um
facilitador para sua recuperagdo cirurgica, além de apresentar riscos diminuidos para a
castragdo se realizada por volta dos dois a seis meses, faz-se necessario mais estudos acerca
da cirurgia na idade pubere, buscando melhor compreensao sobre os beneficios de se realizar
o procedimento em animais com idade mais jovem, relacionando-os aos seus niveis de
hormonios sexuais e uma melhor qualidade de vida, bem como desvendar os mecanismos
patofisioldgicos de possiveis complicagdes associadas as cirurgias em individuos adultos. O
estabelecimento de modelos animais de regulacdo hormonal possibilitard tratamentos mais

eficazes, até mesmo para complicagdes e patologias ainda nao elucidadas.
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Portanto, como descrito anteriormente, os hormonios desempenham papel crucial na
modulagdo sexual, especialmente durante a puberdade. Porém, pouco se sabe sobre o papel da
terapia hormonal e dos mecanismos envolvidos no processo de feminizagdo, por exemplo.
Além disso, na medicina veterindria, ndo existe consenso no que diz respeito a idade ideal
para a castra¢do e suas repercussoes na qualidade de vida dos animais. Para estudar estes
aspectos, o presente trabalho propds e estudou dois diferentes modelos experimentais: modelo
de hipogonadismo em ratos puberes por meio da castragao e modelo de hiperestrogenismo por

meio de castracdao e administragdes repetidas de estrogeno.
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2. OBJETIVOS

Essa secdo descreve o objetivo geral, bem como os objetivos especificos desta

pesquisa.

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do hipogonadismo e do hiperestrogenismo em ratos machos adultos

submetidos a cessa¢cdo de puberdade.

2.2 Objetivos especificos

Estes sdo os objetivos especificos:
e Induzir hipogonadismo em ratos puberes por meio da castragio;
e Induzir hiperestrogenismo em ratos por meio de administragdes repetidas de
estrogeno;
e Avaliar os efeitos do hipogonadismo e do hiperestrogenismo no desenvolvimento de
parametros fisicos de ratos;
e Avaliar se, em ratos, o hipogonadismo e o hiperestrogenismo afetam:
» a preferéncia sexual;
» 0 comportamento tipo-ansioso (teste do claro-escuro); e
» o comportamento tipo-depressivo (teste do nado for¢ado);
e Avaliar, em ratos, os efeitos do hipogonadismo e do hiperestrogenismo na:
» expressao central de GFAP; e
» histometria da gordura retroperitoneal;
e Avaliar os mecanismos patofisioldgicos e neurobiologicos relacionados ao
hipogonadismo e do hiperestrogenismo;

e [Estabelecer modelo experimental de hiperestrogenismo em ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

Nessa se¢do, sao abordadas as informacdes metodoldgicas relativas a declaragdo de
¢ética, animais utilizados na pesquisa, o delineamento experimental, os grupos experimentais,
os procedimentos de castracdo e tratamentos, o acompanhamento de parametros fisicos, os
testes comportamentais da preferéncia sexual, do claro-escuro e do nado forcado, as
avaliagoes post-mortem de GFAP encefalico e de histometria da gordura retroperitoneal e as

analises estatisticas realizadas.

3.1 Declaracao de ética

Este projeto foi submetido para a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UNIP) e s6 foi iniciado experimentalmente apds sua aprovagdo, sob numero 2302310522
(Anexo 1). Os procedimentos estdo de acordo com as normas e procedimentos éticos relativos
ao uso de animais de laboratério. Essas diretrizes sdo baseadas nas normas do National
Institutes of Health (Bethesda, MD). Os experimentos foram realizados de acordo com os
protocolos de boas praticas de laboratdrio com métodos de garantia de qualidade. Todos os
esfor¢os possiveis foram realizados para minimizar o sofrimento dos animais. Detalhes sdo

descritos nos itens a seguir.

3.2 Animais

Foram utilizados 27 ratos (Rattus norvegicus) Wistar com aproximadamente 35 dias
de vida pds-natal (PND) no inicio dos experimentos, fornecidos do biotério CEDEME-
UNIFESP (Sao Paulo, SP). Esses ratos foram alojados no Biotério de Experimentacdo da
Universidade Paulista (Sao Paulo, SP). Os ratos permaneceram em gaiolas-moradia (45,5 x
34,5 x 20 cm, até quatro por gaiola) com filtro na parte superior, em sistema de rack ventilado
(Tecniplast, Buguggiate, VA, Italia), permitindo aeracdo e trocas de ar constante. As camas
dessas gaiolas-moradia eram constituidas de maravalha (esterilizada e livre de residuos). O
ambiente possuia temperatura (24°C + 2°C) e umidade (entre 55% e 65%) controladas
constantemente por sistema automatizado. O ciclo de luz também era automatizado, com luz

artificial (12-horas claro/12-horas escuro; luzes ligadas as 7h00). Os animais tinham livre
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acesso a ragao irradiada (especifica para a espécie, BioBase, Aguas Frias, SC, Brasil) e agua
filtrada. Os ratos permaneceram no minimo por um periodo de sete dias nessas condigdes em

nosso biotério para aclimatagao antes do inicio dos procedimentos e avaliagdes experimentais.

3.3 Delineamento experimental

Ratos machos puberes no PND35 foram submetidos a castracdo para inducao de
hipogonadismo. Ratos controle de mesma idade foram submetidos a incisdo testicular. Apds
15 dias, ratos castrados iniciaram protocolo de tratamento com estrégeno ou salina, uma vez
por semana, ao longo de nove semanas. Ratos controle de mesma idade foram tratados com
solucdao salina. Nove dias apos o ultimo tratamento (estrogeno ou salina) os ratos foram
avaliados comportamentalmente na seguinte ordem: teste da preferéncia sexual, teste do
claro-escuro e teste do nado for¢ado. Imediatamente ap6s a tltima avaliagdo comportamental,
os ratos foram submetidos a eutandsia por aprofundamento anestésico e seus musculo tibial
cranial, pénis, tecidos nervoso e adiposo foram coletados para analises fisicas, imuno-
histoquimicas e morfohistologicas. Todos o0s procedimentos experimentais estdo
detalhadamente descritos nos itens a seguir. O delineamento experimental encontra-se na

Figura 1.
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Figura 1 — Delineamento experimental. Procedimentos cirurgicos, tratamentos e delineamento
experimental com a linha cronoldgica dos procedimentos metodologicos realizados e avaliagdes.
(GFAP) Proteina glial fibrilar acida

PROCEDIMENTOS CIRURGICOS TRATAMENTOS

s 2l
Incisdo — Bolsa Castragdo Administracdo de salina Reposigio‘hormonal
Escrotal (estrégeno)
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Inicio dos
tratamentos e
avaliacoes
PND 35 50 115
Procedimentos
cirdrgicos I s1 l S2 l S3 I sS4 I S5 I 561 S7 I S8 I S9 I
L ] l
Parametros fisicos: . .
* Preferéncia sexual
. Peso corporal . Claro-escuro
LEGENDA . Comprimento nasoanal
PND = dia de vida pds-natal * Nado forgado
I . L _— - Tratamentos (via subcutanea) * Musculo tibial
- diadas avaliagdes e administragbes Péni
* Pénis

S -> semana

ros : L * GFAP encefalico
ll —> testes fisicos, comportamentais e neurobioldgicos

* Gordura retroperitoneal

Fonte: dos autores

3.4 Grupos experimentais

Foram utilizados 21 ratos como sujeitos experimentais e, adicionalmente, seis ratos
(desses, trés machos e trés fémeas) “estimulos” para a aplicacdo do teste comportamental de
preferéncia sexual. No dia do procedimento cirurgico (PND35), os animais foram
aleatoriamente alocados em trés grupos:

(D Grupo Controle (incisdo + salina, n=7);

(II)  Grupo Hipogonadismo (castragdo + salina, n=7); e

(IIT) ~ Grupo Hiperestrogenismo (castracao + estrégeno, n=7).

O procedimento de castragdo, bem como a quantidade e doses dos tratamentos sao
explicados nos proximos itens.

Apds o procedimento cirargico, foram mantidos trés ou quatro ratos por gaiola-
moradia e eles foram identificados com marcagdes com caneta permanente na cauda para

diferenciar cada individuo na gaiola e possibilitar as avaliagdes semanais.
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3.5 Castracao e tratamentos

O procedimento de castragdo ocorreu no PND35, fase da puberdade em ratos
(QUINN, 2005). Inicialmente, os ratos foram submetidos a procedimentos de analgesia e
anestesia. Os ratos receberam o inibidor muscarinico atropina (sulfato de atropina,
Hypofarma, Ribeirdo das Neves, MG) 0,05 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.), seguida de
aplicacdo de analgésico opioide tramadol (cloridrato de tramadol, Grunenthal GmbH, Aachen,
Alemanha) 12,5 mg/kg/i.p. e anti-inflamatério ndo esteroidal maxicam (Ourofino Satude
Animal Ltda, Cravinhos, SP) 1 mg/kg/i.p. Os animais foram entdo anestesiados utilizando-se
a associacdo de cetamina (cloridrato de cetamina, Syntec do Brasil Ltda, Santana de Parnaiba,
SP) 80 mg/kg/i.p. e xilazina (sedativo miorrelaxante, cloridrato de xilazina, Vetecia
Laboratorios de Produtos Veterinarios Ltda, Louveira, SP) 5 mg/kg/i.p.

O grupo controle foi submetido a abertura da bolsa escrotal e exposi¢ao dos testiculos,
com posterior sutura. Os dois outros grupos, isto ¢, hipogonadismo e hiperestrogenismo,
foram submetidos a castragao sob mesmo protocolo analgésico/anestésico. Esses dois grupos
foram submetidos a orquiectomia, realizada com incisdo cirurgica em regido pré-escrotal,
seguida da exposicao dos testiculos e incisdo da tunica vaginal. Posteriormente, foi realizada a
transfixagcdo do corddo espermético, bem como a ligadura do plexo pampiniforme e ducto
deferente. Os testiculos foram entdo excisados, e, por fim, foi realizada a sintese da tlnica
vaginal, bem como a aproximacao de tecido subcutaneo e sintese de pele com cianocronilato
(EISENEGGER; HAUSHOFER; FEHR, 2011). Os ratos receberam apds 24 horas do
procedimento cirargico uma segunda aplicagdo de maxicam 1 mg/kg/i.p.

No pés-operatorio, o chamado grupo hipogonadismo ndo recebeu reposicdo de
nenhum hormoénio, modelando o evento do hipogonadismo. O chamado grupo
hiperestrogenismo foi submetido a reposicao de estrogeno (cipionato de estradiol, Ourofino
Satde Animal Ltda, Cravinhos, SP), na dose de 200 pg/Kg via subcutanea (s.c.) uma vez por
semana, ao longo de nove semanas, simulando terapia de afirmagdo de género em doses
semanais (TATLIPINAR et al., 2011). A Figura 2 ilustra a formula quimica do cipionato de
estradiol. As doses e tratamentos para ratos também foram adaptadas da literatura
(TATLIPINAR et al., 2011; KIM et al., 2020). Os grupos tratados com solucao salina (0,9%

NaCl), via s.c., seguiram o mesmo protocolo, sempre no volume de 0,1 mL/100 g.
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Figura 2 — Cipionato de estradiol. Cipionato de estradiol, CysH360;

HO
Fonte: GlpBio Technology (Cat. No.: GC10139, Montclair, CA, USA)

3.6 Desenvolvimento e parametros fisicos

Ao longo das semanas de tratamentos (estrogeno ou salina), entre os PND 50 e 115,
nos dias das administracdes, os ratos, que estavam se desenvolvendo, entre a puberdade ¢ a
idade adulta (QUINN, 2005) foram avaliados a cada sete dias quanto ao seu peso corporal (g)
e foram tomadas as medidas de comprimento nasoanal (cm). Ao final das nove semanas,
também foram calculados o ganho de peso corporal e o crescimento do comprimento nasoanal
(delta do valor final e inicial). Os sinais clinicos gerais da satde dos ratos foram
constantemente observados.

No dia terminal do experimento, os ratos foram submetidos a eutandsia por
aprofundamento anestésico (cetamina e xilazina, i.p.), seguido pela decapitagcdo para a coleta
de musculatura e do pénis. Para a avaliacdo do peso (g) do musculo, primeiramente, o
membro posterior de cada rato foi coletado em tubos coletores universais e fixado em formol
tamponado a 10%. Posteriormente, o musculo tibial cranial foi isolado para realizacdo da
pesagem (WU; LIU, 2019). O pénis foi coletado, armazenado em tubos conicos e fixado em
formol tamponado a 10%. Os 6rgdos foram entdo pesados (g) e preparados para as analises

morfométricas, tendo seu comprimento (mm) medido.



30

3.7 Teste da preferéncia sexual

Nove dias apds o ultimo tratamento (estrogeno ou salina), os ratos foram avaliados
quanto a sua inclinacdo sexual para machos ou fémeas, por meio do teste de preferéncia
sexual (SOUZA et al., 2015). O teste foi realizado em uma arena de madeira pintada com tinta
acrilica lavavel de 70 cm de comprimento x 70 cm de largura x 50 cm de altura (CARDOSO
et al., 2020). A arena era dividida em trés compartimentos: um central de 25 cm de largura e
dois compartimentos laterais com 21,5 cm de largura; todos os compartimentos com 70 cm de
comprimento ¢ 50 cm de altura. As duas paredes paralelas que dividiam os trés
compartimentos possuiam uma porta (12 cm de largura x 11 cm de altura) de modo que um
sujeito experimental podia explorar livremente os trés compartimentos. Na extremidade mais
distante da porta, cada compartimento lateral possuia uma subdivisdo (21 cm de comprimento
x 21,5 cm de largura) por meio de uma barreira aramada de metal. Essa barreia tinha a funcao
de alocar um rato estimulo de cada sexo dentro de cada subdivisdo, de modo a permitir
comunicagdo visual e olfatoria (sem contato fisico) entre ratos. A Figura 3 demonstra o
aparato do teste da preferéncia sexual.

O teste consistiu em introduzir individualmente e gentilmente os sujeitos
experimentais no compartimento central da arena. Essa arena possuia um rato estimulo na
subdivisdo de um dos compartimentos laterais. Na outra subdivisdo (do outro compartimento
lateral) foi alocada uma rata estimulo. Os ratos e ratas estimulo tinham a mesma idade dos
sujeitos experimentais (variacao de até 5 dias de vida) e foram substituidos ao término de cada
teste. Os sujeitos experimentais foram avaliados por 10 minutos em sala pequena isolada do
experimentador, com isolamento acustico e luz indireta. Todas as sessdes foram filmadas por
equipamento alocado acima da arena. Os parametros utilizados para avaliar a eventual
preferéncia pelo sexo masculino ou feminino foram: (A) laténcia (em segundos) para iniciar a
interagdo social com o rato do mesmo sexo (distdncia < lcm, com agdo direta e ativa com o
outro rato); (B) tempo (em segundos) de iteracdo social com o rato do mesmo sexo (distancia
< lcm, com agdo direta e ativa com o outro rato); (C) nimero de entradas na camara com o
rato do mesmo sexo (com as quatro patas); (D) laténcia (em segundos) para iniciar a interagao
social com a rata (distdncia < lcm, com agdo direta e ativa com a rata); (E) tempo (em
segundos) de iteragcdo social com a rata (distancia < 1cm, com agdo direta e ativa com a rata);
e (F) nimero de entradas na camara com a rata (com as quatro patas). O aparato era limpo

com solug¢do 4lcool/agua 5% antes de colocar cada animal na arena.
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Figura 3 — Arena do teste de preferéncia sexual. Arena utilizada para o teste de preferéncia sexual,
com suas medidas e subdivisdes

rato estimulo

70 cm

[
Fonte: dos autores

3.8 Teste do claro-escuro

Imediatamente apds a avaliacdo da preferéncia sexual, cada rato foi avaliado pelo teste
do claro-escuro, segundo protocolo contido no estudo de Moraes e colaboradores (2017). Esse
modelo ¢ baseado na aversao inata de roedores a locais claros/iluminados, gerando o conflito
entre o impulso por explorar o ambiente novo e em evitar o compartimento iluminado
(CRAWLEY; GOODWIN, 1980; CAMPOS et al., 2013). O aparato consistia de uma caixa de
acrilico (80 cm de comprimento, 40 cm de largura, 30 cm de altura) contendo dois
compartimentos (separados por uma parede com porta de 13 cm de largura por 8 cm de
altura): um compartimento escuro, com paredes e piso pretos (34 cm de comprimento); outro
compartimento claro, com paredes e piso brancos (44 cm de comprimento) e diretamente
iluminado com lampada branca (Led 9W, 6000K). Cada rato foi inserido no centro do
compartimento claro, orientando sua cabeca para a parede oposta da porta do compartimento,
podendo explorar livremente o aparato em sessao de 5 minutos. Os parametros avaliados

relacionados a ansiedade foram: a laténcia (em segundos) para entrar com as quatro patas no
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lado escuro, o tempo total de permanéncia (em segundos) no lado escuro, o tempo total de
permanéncia (em segundos) no lado claro e niimero tentativas de entrada no lado claro
(inserindo somente a parte anterior do corpo no lado claro, recuando em seguida para o lado
escuro). Além destes parametros de ansiedade, parametros motores/exploratorios (que podem
interferir nos niveis de ansiedade) também foram avaliados, incluindo a frequéncia de levantar
total (em ambos os lados) e o tempo (em segundos) de imobilidade total (em ambos os lados).
Por fim, foi avaliado o tempo total (em segundos) de autolimpeza (somatéria das limpezas na
cabeca, no corpo, lambidas nas patas anteriores e posteriores e limpezas na cauda e
genitalias), considerando este ser um parametro que pode ser afetado pela castracdo e por
hormonios esterdides (NIN et al., 2012). A sala teste era uma sala pequena, com luz de baixa
intensidade e isolada do experimentador. Todas as sessdes foram filmadas por meio de
camera disposta acima da arena, o que permitiu analise posterior. O aparato era limpo com

solugdo alcool/agua 5% antes de colocar cada animal na arena.

3.9 Teste do nado for¢cado

Imediatamente apds o teste do claro-escuro, os ratos foram submetidos ao teste de
nado for¢ado, o qual avalia o comportamento tipo-depressivo, segundo protocolos
experimentais executados em nossos laboratorios (MORAES et al., 2017). Resumidamente,
cada rato foi gentilmente introduzido um cilindro acrilico redondo (46 cm de altura, 20 cm de
diametro) contendo 30 cm de agua a 23°C#1 e sessdes individuais de 7 minutos foram
filmadas. Os seguintes parametros foram avaliados: laténcia (em segundos) para a primeira
imobilidade, tempo total (em segundos) de imobilidade, tempo total (em segundos) escalando
e frequéncia de mergulhos (nimero de vezes que o rato submergiu de forma ativa sua cabeca,
ao menos até o meio do comprimento do cilindro). A 4gua do aparato era trocada a cada
sessdo, para evitar residuos olfativos. Foi considerado imobilidade, quando houve auséncia de
movimento ativo, ou seja, quando o animal ndo nadou ou escalou, mantendo-se apenas

flutuante ou realizando apenas movimentos minimos para manter a narina fora da agua.
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3.10 GFAP encefalico

Imediatamente ap6s o teste de nado for¢ado, os ratos foram submetidos a eutanasia por
aprofundamento anestésico (cetamina e xilazina, i.p.), seguido pela decapitacdo para a coleta
do encéfalo. As areas selecionadas e separadas para os estudos encefdlicos foram o
hipotalamo, o estriado e o cortex frontal, por estarem envolvidas com aspectos de controles
hormonais, motores e limbicos, objetos de estudo presentes (ROXO et al., 2011;
HAGEMANN et al., 2021). Os encéfalos foram rapidamente coletados e imediatamente e
fixados em solucdo de formol a 10% em tampdo fosfato por 48 horas, seguindo por
procedimentos padronizados em nossos laboratorios para avaliacdes imuno-histoquimicas de
GFAP (JOAQUIM et al.,, 2017). O anticorpo monoclonal anti-GFAP (Rabbit, 1:1000,
catdlogo Z0334, Dako, Dinamarca) foi utilizado. O GFAP esta presente no citoplasma
astrocitario e por técnicas imuno-histoquimicas permite a avaliacdo de hipertrofia astrocitaria,
isto €, astrogliose (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Dez fotomicrografias de cada area encefilica de cada rato foram coletadas usando
objetiva de 40x do microscopio Nikon (Nikon Eclipse E200 MVR, Tokyo, Japan). As médias
das dez fotomicrografias de cada rato foram consideradas como unidades para propositos
estatisticos. A 4rea de astrocitos e de seus processos, marcados em marrom, foram
automaticamente calculadas, em pixels, por meio do sofiware Image Pro plus 6 (Media

Cybernetis, EUA).

3.11 Histometria da gordura retroperitoneal

Dos mesmos ratos submetidos a eutanasia ja descrita, foram obtidas amostras da
gordura da regido retroperitoneal e da pele ventral, seguindo procedimentos padronizados em
nossos laboratorios para confec¢do de l1dminas histologicas coradas com Hematoxilina-Eosina
(HE) (OGASSAWARA et al., 2018). De posse das laminas de fragmentos de pele da regiao
abdominal, foram realizadas anélises histométricas da area dos adipocitos, com o auxilio de
um microscopio Optico (Nikon Eclipse 200 com sistema de captura Coolpix). Foram
capturadas dez fotomicrografias por ldmina na objetiva de 40 vezes, pertencentes a quadrantes
distintos no tecido, apenas na regido da hipoderme, mas que fossem complementares no
espaco. A seguir, as fotomicrografias foram analisadas identificando os adipodcitos presentes,

bem como a drea em que ocupavam em relacdo a imagem. O software Image J (National
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Institutes of Health) foi utilizado para o processamento e andlise de imagens de
células/tecidos na etapa histométrica. Apds identificagdo e numeragdo das células, cada célula
foi selecionada, contornando sua area de delimitagdo (limite celular) de modo a permitir que o

software mensurasse sua area.

3.12 Analises estatisticas

Foi verificada a normalidade da distribui¢ao dos dados com os testes de D'Agostino &
Pearson (K2), Shapiro-Wilk (W) ou Kolmogorov—Smirnov (KS) a depender do tamanho
amostral. O teste de Bartlet foi usado para avaliar a homocedasticidade dos dados. Quando
necessario, foi aplicada a identificacdo de outlier (ROUT, Q=5%). Foram utilizadas as
analises de variancia (ANOVA) de duas vias (fatores tratamento e tempo) e uma via, seguidos
pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey para dados paramétricos. O teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn foi aplicado para dados nao paramétricos. O
nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado suficiente para mostrar diferencas
significativas em todos os dados analisados. Os dados sdo expressos como média e
respectivos erros-padrao (EP) e com representacdo do tipo box & whiskers (minimo ao

maximo, mostrando todos os valores).
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4. RESULTADOS

Nessa secdo, estdo descritos os resultados referentes ao desenvolvimento e parametros
fisicos, bem como os testes comportamentais de preferéncia sexual, do claro-escuro e do nado
forcado e as avaliacdes da expressao central de GFAP e da histometria da gordura
retroperitoneal de ratos.

O modelo de hipogonadismo reduziu o crescimento nasoanal e o0 peso € comprimento
peniano, diminuiu a interacdo social com o sexo oposto, induziu comportamento tipo-
depressivo, aumentou a gordura e aumentou a expressdo astrocitdria no cortex frontal. O
modelo de hiperestrogenismo estagnou o ganho de peso e o crescimento nasoanal, reduziu a
musculatura tibial e o peso e comprimento do pénis, diminuiu a interagao social com o sexo
oposto, aumentou a interagcdo social com o mesmo sexo, diminuiu a autolimpeza, induziu
comportamento antidepressivo, impediu o aumento da gordura induzido pelo hipogonadismo
e diminuiu a expressao astrocitaria no hipotdlamo.

Este volume de Dissertagdo de Mestrado apresenta somente o resumo dos principais
resultados obtidos com este estudo. Para maiores detalhes, consultar a publicagdo em artigo
cientifico, ou contatar o orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com
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5. DISCUSSAO

Este volume de Dissertagao de Mestrado apresenta somente as conclusdes do trabalho,
sem sua discussao. Para maiores detalhes, consultar a publicacdo em artigo cientifico, ou
contatar o orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho propos e estudou dois diferentes modelos experimentais: modelo
de hipogonadismo em ratos puberes por meio da castragao e modelo de hiperestrogenismo por
meio de castragdo e administragdes repetidas de estrogeno.

O modelo experimental de hipogonadismo reduziu o crescimento do comprimento
nasoanal dos ratos e diminuiu o peso e comprimento peniano. No teste de preferéncia sexual,
esses ratos ndo apresentaram alteracdes nas interagdes com o mesmo sexo, mas houve
diminui¢do da interagdo social com o sexo oposto. Esses ratos também apresentaram
comportamento tipo-depressivo, observado pela desisténcia de fuga no teste do nado forcado.
A gordura retroperitoneal desses ratos apresentou-se aumentada. O estudo encefalico apontou
para um aumento da expressao astrocitaria no cortex frontal.

O modelo de hiperestrogenismo estagnou o ganho de peso corporal semanal e o
crescimento do comprimento nasoanal dos ratos, bem como reduziu a musculatura tibial e
diminuiu o peso e comprimento do pénis. No teste da preferéncia sexual, os ratos demoraram
mais para iniciar a interacdo social com o0 sexo oposto, permaneceram menos tempo
interagindo com o sexo oposto e aumentaram a intera¢ao social com animais do mesmo sexo.
A autolimpeza, parametro relacionado aos cuidados e higiene proprios, foi prejudicada. Foi
observado ainda comportamento antidepressivo, com o maior tempo despendido com busca
ativa pela fuga (teste do nado for¢ado). O aumento da gordura retroperitoneal induzido pelo
hipogonadismo foi impedido nesses animais tratados com estrégeno. O estudo encefélico
apontou para a diminuicao da expressao astrocitaria no hipotalamo.

Nem o modelo de hipogonadismo nem o modelo de hiperestrogenismo resultaram em
alteragcdes de parametros comportamentais relacionados aos niveis de ansiedade, bem como
de parametros associados a atividade motora e exploratoria (teste do claro-escuro).

Comparando os dois modelos, os prejuizos nos pardmetros de desenvolvimento e
fisicos foram maiores para o grupo hiperestrogenismo.

Os principais resultados obtidos com o presente estudo e suas conexdes sao ilustrados

na Figura 10.



Figura 4 — Conclusdes. Esquema ilustrativo dos principais resultados obtidos com o presente estudo e suas conexdes. (GFAP) Proteina glial fibrilar acida
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ANEXOS
Anexo 1 — Certificado de aprovacio do Projeto junto a CEUA/UNIP
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¥/ [ / _/ r ) Comisséo de Etica no o
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Modelo experimental de modulagdo hormonal e sexual: hipogonadismo e
hiperestrogenismo em ratos machos.”, protocolada sob o CEUA n? 2302310522 (o oooeos), sob a responsabilidade de Thiage Berti
Kirsten e eguipe; Daniel Nascimentos Lago Santos; Karine Valeria Gongalves de Oliveira; Noemi Grigoletto de Biase - que envolve
a produgdo, manutengao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de
15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA),
e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista (CEUAJUNIP) na reunido de 08/06/2022.

We certify that the proposal "Experimental model of hormonal and sexual modulation: hypogonadism and hyperestrogenism in
male rats.", utilizing 30 Heterogenics rats (30 males), protocol number CEUA 2302310522 (o oooeps), under the responsibility of
Thiago Berti Kirsten and team; Daniel Nascimentos Lago 5antos; Karine Valeria Goncalves de Oliveira; Noemi Grigoletto de
Biase - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Paulista University (CEUA/UNIP) in the meeting of
06/08/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 06/2022 a 12/2025 Area: Patologia Ambiental E Experimental

Origem: Biotério de Experimentacio

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 30 a 120 dias N: 30
Linhagem: Wistar Peso: 150a3504g

Local do experimento: Esses ratos serdo alojados no Biotério de Experimentacio da Universidade Paulista (S3o Paulo, SP).
Experimentos no Centro de Pesquisa de mesmo enderego.

Sao Paulo, 09 de junho de 2022

o fA s g

Profa. Dra. Maria Martha Bernardi Prof. Dr. José Guilherme Xavier
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Paulista Universidade Paulista

Rua Doutor Bacelas, 1212 - Vila Oementing - 530 Paulo/SP - CEP 04026-002 - tel: 55 (11) 5586-4090
Hordrie de atendimentn: 2# a 64 das 8 45 18h - e-mall: ceua@unip.br
(CEWA N 2302310522




