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Resumo



A manipulagdo no periodo neonatal tem sido utilizada ha algumas décadas como
modelo experimental para analisar os mecanismos pelos quais variagdes precoces no
ambiente do animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem a
alteragdes comportamentais e neuroenddcrinas estaveis na vida adulta. Nos ratos, a
manipulagdo neonatal consiste do manuseio suave dos filhotes nos primeiros dias de
vida em geral, durante as duas semanas apos o parto. Quando adultos, os animais
submetidos a essa manipulagdo apresentam uma menor secrecao de glicocorticoides
pela adrenal quando expostos a estimulos estressores, ¢ um retorno mais rapido a
concentracdo plasmatica basal quando comparados aos ratos nao manipulados.
Trabalhos prévios demonstram que além de alterar o eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal,
a manipulagdo pode alterar o eixo hipotalamo-hipofise-gonadas, ratas manipuladas
apresentam ciclos anovulatorios € uma diminui¢do do comportamento sexual.

Com isso, 0 nosso objetivo nesse trabalho foi analisar o perfil de secrecao de
estradiol e progesterona em ratas manipuladas no periodo neonatal nas quatro fases do
ciclo estral, como também, verificar o efeito da manipulagdo sobre as concentragdes
plasmaticas de LH e FSH em ratas ovariectomizadas e com reposi¢do hormonal.

No experimento | foram estudados dois grupos de ratas adultas: ndo manipuladas
(fémeas que nos 10 primeiros dias de vida ndo foram tocadas pelo experimentador ou
tratador); e manipuladas (ratas que nos 10 primeiros dias pés-parto foram diariamente
manipuladas pelo experimentador por 1 minuto, retornando para a mae logo em
seguida). Quando adultas, o ciclo estral das ratas foi controlado, e aquelas com 3 a 4
ciclos regulares seguidos tiveram a veia jugular externa canulada em cada uma das fases
do ciclo estral (metaestro, diestro, estro e proestro). No dia seguinte ao da cirurgia as 8
horas da manha, iniciaram-se as coletas de sangue (800uL) de 3 em 3 horas. O sangue
foi centrifugado, o plasma coletado e destinado ao radioimunoensaio para estradiol e
progesterona. As ratas cujo sangue foi coletado no proestro tiveram o nimero de dvulos
contados na manha seguinte.

No experimento II, as ratas manipuladas e ndo manipuladas foram
ovariectomizadas e 3 semanas apds receberam inje¢des subcutaneas de estradiol por 3
dias consecutivos as 9 horas da manha, no quarto dia receberam progesterona as 10
horas e as 11 horas tiveram a veia jugular canulada. Neste mesmo dia as 13 horas,

iniciaram-se as coletas de sangue (600uL) que foram realizadas de hora em hora, até as



18 horas. O sangue foi centrifugado o plasma coletado e destinado ao radioimunoensaio
para LH e FSH.

Os resultados mostraram que as ratas manipuladas no periodo neonatal
apresentam uma reducdo nas concentragdes plasmaticas de estradiol no proestro e de
progesterona no metaestro e no estro comparadas as nao manipuladas. O numero de
ovulos encontrados na manha do estro estd reduzido nas ratas manipuladas quando
comparado as ndo manipuladas, confirmando resultados prévios. A alteracdo destes
esteroides gonadais pode explicar a reducdo do numero de oOvulos das fémeas
manipuladas. As concentra¢des plasmaticas de LH e de FSH ndo sdo diferentes entre os
dois grupos, indicando que a responsividade do eixo hipotalamo-hipofise parece ndo ser
alterada pela manipulacdo, no entanto ¢ necessario realizar mais experimentos para que

afirmacdes possam ser feitas a respeito da responsividade do eixo.



Introducdo



Respostas ao Estresse

A manutencdo de um equilibrio complexo, dindmico e harmonioso, denominado
homeostase, pode ser constantemente ameacada por uma variedade de disturbios ou
estimulos (internos ou externos). Nestas situagdes de ameaga ou perigo, 0s organismos
desencadeiam uma série de respostas adaptativas, denominadas de sistemas de estresse,
que consiste de um repertério bastante amplo de reagdes fisicas e mentais que se
contrapdem aos efeitos dos estimulos estressantes, tendendo a restabelecer o equilibrio
perdido (CHROUSOS & GOLD, 1992; LOPEZ et al., 1999).

Animais quando submetidos a estimulos estressantes apresentam uma rapida
ativacdo de sistemas neuroenddcrinos como resposta. Uma das reagdes que estd bem
estabelecida ¢ a ativagdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA), que tende a
minimizar possiveis desvios do equilibrio homeostatico. Para isso, os neuronios do
nlcleo paraventricular (PVN) do hipotalamo sintetizam e secretam o hormonio
liberador de corticotrofinas (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), que atuam ativando
a hipofise anterior, promovendo a liberacdo do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH),
que estimula a secrecao de glicocorticdides pelo cortex adrenal (HANDA, 1994;
FRANCIS et al., 1996; HERMAN & CULLIMAN, 1997). No homem, o
glicocorticdide de maior importancia € o cortisol e no rato, a corticosterona.

Os glicocorticoides podem promover mudangas importantes no metabolismo,
que se caracterizam por aumentar o catabolismo e reduzir os processos anabolicos,
tendo como conseqiiéncia uma maior disponibilizacdo das reservas energéticas do
animal para que este possa manter a homeostasia. A prolongada exposi¢do ao estresse
leva a exacerbagdo dos efeitos dos glicocorticéides provocando um crescente gasto
metabolico que pode se tornar prejudicial e conduzir ao desenvolvimento de doengas,
pois induz a imunossupressao (MEANEY, et al., 1993). Por isso, existem mecanismos
que tendem a limitar a resposta ao estresse.

O estresse induz, também, a ativagdo do sistema neurovegetativo simpatico, que
libera adrenalina e noradrenalina (NA) nos terminais sinapticos e pela camada medular
da adrenal, na corrente sangiiinea onde vao atuar em conjunto com os glicocorticdides
na lipdlise, glicogenolise e catabolismo de proteinas. Sendo assim, as catecolaminas

promovem varias alteragcdes nas fungdes vegetativas contribuindo para que o organismo



possa restabelecer o equilibrio, como prover substratos energéticos durante o estresse
(KOPIN, 1995).

Além da descarga periférica de NA, o estresse induz a secre¢do deste
neurotrasmissor em todo o sistema nervoso, sendo que grande parte da NA central
secretada em resposta ao estresse origina-se no Locus coeruleos (LC), onde ocorre uma
diminui¢do no conteudo de NA apos o estresse, comprovando assim que este nucleo ¢
extremamente sensivel a maioria dos estimulos estressantes (MELIA & DUMAN, 1991;
KONSTANDI et al., 2000).

A acdo da NA proveniente do LC na resposta ao estresse ¢ reforcada por
experimentos que comprovam que nessas situagdes ocorre um aumento da expressao da
proteina fos, usada como marcador de atividade neuronal (CECCATELLI et al., 1989;
CULLINAN et al., 1995), bem como por um aumento de tirosina hidroxilase (enzima

limitante da produ¢do de NA) no LC (MELIA & DUMAN, 1991).

Periodo Hiporresponsivo ao Estresse

A manutencdo de uma baixa concentracdo de corticosterona durante o
desenvolvimento do rato ¢ essencial para sua normal matura¢do. Sendo assim, a
administracdo de glicocorticdides em neonatos promove efeitos permanentes no
crescimento e na diferenciacdo de varios sistemas, inclusive o Sistema Nervoso Central
(SNC) (LEVINE, 2001). Altas concentragdes de glicocorticiodes causam diminuig¢do de
mitose, mielinizagdo e neuromorfogénese (BOHN, 1980), como também alteragdes
neuroenddcrinas quando adultos (ERKINE er al,, 1979). Com isto, ¢ de grande
importancia que o animal mantenha o eixo HPA sob uma certa supressao durante o
periodo neonatal, caracteristica esta que ¢ padrdao no seu desenvolvimento, pois a
corticosterona esta elevada durante a fase final da gestacdo e nos dois primeiros dias
apOs o nascimento, cai drasticamente e assim permanece até o 14° dia, como o CRH e
ACTH que apresentam concentragcdes muito baixas durante todo este periodo (MARTIN
etal., 1977, WALKER et al., 1986).

No rato adulto, a resposta ao estresse € caracterizada por um aumento da
concentragdo plasmatica dos hormonios classicos do estresse como ACTH e
corticosterona. Porém, durante as duas primeiras semanas de vida (do 2° ao 14° dia apos

0 parto), esta resposta ¢ diminuida, pois a hipofise e a glandula adrenal secretam pouco



ACTH e corticosterona respectivamente, que vao aumentando paulatinamente até a
puberdade. Por esse motivo, este periodo ¢ denominado “periodo hiporresponsivo ao
estresse” (LEVINE, 1994; SAPLOSKY & MEANEY, 1986; WALKER et al., 1986;
WLAKER & VRANA, 1993).

O eixo HPA de ratos neonatos, de uma maneira peculiar é responsivo a
estimulos aparentemente inofensivos, diferentemente de um animal adulto, pois alguns
estimulos, como injecdo de salina isotonica, entre outros, sdo capazes de promover uma
certa ativagdo do eixo HPA aumentando a expressdo de RNAm e RNA heteronuclear de
CRH no PVN, como também a secre¢do de ACTH e corticosterona (DENT et al., 2000;
WALKER et al., 1986).

Durante o periodo hiporresponsivo ao estresse, tanto estimulagdes
aparentemente inofensivas, quanto estimulos estressores como frio e choque elétrico
induzem a alteragcdes comportamentais e enddcrinas na vida adulta (LEVINE, 1994).
Em ratos, um procedimento simples, como "manipular" os filhotes durante as duas

primeiras semanas de vida, induz a estas alteracdes.

Estimulaciao Neonatal

Ja ha algumas décadas, a estimulacdo neonatal tem sido utilizada como um
modelo experimental para examinar os mecanismos pelos quais variagdes precoces do
ambiente do animal afetam o desenvolvimento dos sistemas neurais, dando origem a
alteragdes comportamentais ¢ neuroedocrinas estaveis (DENEMBERG, 1964; LEVINE,
1962).

Ratos manipulados no periodo neonatal apresentam uma atenuagdo no medo
quando expostos a ambientes novos, ou seja, sdo mais ativos e defecam menos quando
testados no campo aberto na vida adulta (FERNANDEZ-TERUEL et al., 1991;
LEVINE et al., 1967). Semelhante ao rato, outros animais como o porco, também
apresentam um periodo ap6s o nascimento onde alteragdes ambientais podem resultar
em permanentes modificagdes na funcao do eixo HPA e no comportamento (WEAVER
et al.,2000).

Sabe-se que os ratos manipulados na infincia tém uma resposta menos
acentuada da secre¢do de glicocorticdides pela adrenal quando expostos a estimulos

estressores, ou seja, ratos manipulados apresentam uma menor secre¢do de



corticosterona que ratos nao manipulados em situagdo de estresse. O retorno a
concentragdes plasmaticas basais deste hormonio ocorre com uma maior rapidez em
ratos manipulados comparado aos ndo manipulados (HESS et al., 1969; LEVINE et al.,
1993; MEANEY et al., 1993).

Porém, ndo ha diferenga nas concentragdes basais de corticosterona entre
animais manipulados e ndo manipulados no periodo pds-natal. A diferenga entre os dois
grupos deve-se a uma sensibilidade diferencial do SNC ao mecanismo de
retroalimentagdo negativa inibitério da supra-renal sobre o eixo HPA. Animais
manipulados tem um aumento no numero de receptores de glicocorticoides no
hipocampo, o que ndo foi observado no hipotalamo, hipdfise e nem na amigdala
(LEVINE, 1994; MEANEY et al., 1993; SAPOLSKY, 1994).

Postula-se que este aumento de receptores de glicocorticdéides no hipocampo
seria a causa das diferengas entre animais estimulados e ndo estimulados neonatalmente
quando submetidos a estimulos estressantes (MEANEY et al., 1993; SAPOLSKY,
1994). Para MEANEY & AITKEN (1985) esta maior concentracdo de receptores
glicocorticoides, verificada no hipocampo de ratos adultos que sofreram manipulagdo
neonatal, pode ser o resultado de um aumento no nimero de neurdénios hipocampais, o
que confirmaria a influéncia deste modelo na neurogénese do hipocampo.

Existem estudos que demonstram o efeito da manipulagdo neonatal sobre o
numero de neurdnios encontrados em diferentes dreas do SNC de ratos. Na amigdala
medial, a manipulagdo, promove uma diminui¢cdo no numero de neurénios aos 11 e 90
dias de idade como também nos neurdnios das camadas 2 e 3 do cortex frontal aos 11
dias de idade em ratos machos e fémeas (LUCION et al., 1999). PEREIRA (2000) ao
estudar o efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neur6nios imunorreativos a
somatostatina no nucleo periventricular do hipotalamo de ratos machos de 11 dias de
idade observou uma diminuigdo no nimero de neurdnios somatostatinérgicos nesse
nucleo. No entanto nao se observou diferenca na imunorreatividade a tirosina
hidroxilase no nucleo arqueado, nticleo periventricular e PVN em ratos machos adultos
manipulados no periodo neonatal (HERMEL et al., 2001), nem no nimero de
corticotrofos na hipofise anterior em ratos aos 11 dias de vida (AGUIAR et al., 1997),
indicando que a manipulag@o neonatal ndo afeta da mesma forma as estruturas do SNC.

A separacdo maternal, ou seja, retirar a mae do convivio com os filhotes por um

periodo de tempo, também promove alteragdes comportamentais e neuroendocrinas no



individuo. Animais separados da mae por 4,5 horas, diariamente, nas trés primeiras
semanas de vida apresentam uma reducdo das concentragdes plasmatica de
corticosterona em resposta a estresse por contencdo em ratos pds-puberdade, resposta
esta que ndo ¢ acompanhada por aumento dos receptores de glicocoticoides no
hipocampo (OGAWA et al., 1994). Porém uma separacdo maternal por 24 horas aos 11
dias de vidas reduziu a concentracao dos receptores de glicocorticdides no PVN aos 20
dias de vida, esta reducdo ndo foi observada se durante a separacao maternal os filhotes
recebessem alimentacdo e fossem estimulados na area anogenital (VAN OERS et al.,
1999).

Separacdo maternal de 180 minutos realizada diariamente do 3° ao 12° dia de
vida promove aumento na ansiedade tanto em machos quanto em fémeas, o que pode
ser evidenciado por uma diminui¢do no nimero de entradas no braco aberto do labirinto
em cruz elevado, e pela redu¢do no tempo gasto neste braco, essas respostas foram mais
evidentes em machos (WIGGER & NEUMANN, 1999). Outro teste que demonstra este
aumento na ansiedade ¢ o campo aberto, onde o grupo separado caminha menos quando
comparado ao controle (OGAWA et al., 1994).

PLOTSKY & MEANEY (1993) observaram que animais que foram separados
da mae por 180 minutos nas duas primeiras semanas de vida apresentam um aumento na
concentracdo de RNAm para CRH, assim como o conteido de CRH na eminéncia
média quando comparados com animais que foram manipulados por 15 minutos.
Animais separados da made 180 minutos por dia apresentam uma maior secrecdo de
ACTH e noradrenalina em resposta a estresse por contengdo que animais controles, no
entanto, nao se observou diferenca nas concentra¢des basais nestes dois hormonios (LIU
et al., 2000a). J& uma separacdo maternal por 5 horas aumentou a concentragao
plasmatica de corticosterona tanto basal quanto em resposta a estresse por novidade
(BIAGINI et al., 1998) Este conjunto de resultados indica que o ambiente neonatal que
o animal se encontra pode determinar a responsividade do seu eixo HPA ao estresse por

toda a vida.

Relacao mae-filhote

Para muitas espécies, a mae representa fonte de alimentacdo, calor, protecao e

educagdo, essenciais para o desenvolvimento de habilidades sociais normais. Algumas



espécies como o furdo e o coelho, permanecem sozinhos a maior parte do dia; o furdao
recebe apenas uma, porém longa refeicdo; o coelho recebe cuidados maternais de 3 a 10
minutos por dia. Outros, como os ratos, requerem alimentagdo continua durante os
primeiros dias de vida, porém gradualmente os periodos de auséncia maternal vao se
tornando mais longos até a maturidade. De maneira similar, bebés de primatas ndo
humanos permanecem grudados a suas maes a maior parte do dia durante os primeiros
dias ou meses de vida, igualmente aos ratos, com o passar do tempo eles vao realizando
mais atividades em separado, até se tornarem independentes das suas maes
(DENENBERG, 1999; KUHN & SCHANBERG, 1998).

Alteragdes ou interferéncias nesta relagdo mae-filhote no periodo neonatal, como
a manipulacdo ou a separagdo maternal, podem provocar um distirbio nesta relacao,
modificando assim o comportamento da mae em relagdo a sua prole. Em geral, as maes
de filhotes manipulados despedem mais tempo no cuidado da prole, sendo que, um dos
comportamentos que se alteram ¢ o de lamber os filhotes, as maes de filhotes
manipulados lambem mais a prole do que as maes de filhotes ndo manipulados. Sabe-se
que este comportamento da mae em relacdo ao filhote pode alterar o desenvolvimento
do SNC (MEANEY et al., 1993; FRANCIS et al., 1994; LEVINE et al., 1994,
LEVINE, 2001). Portando, postula-se que seria a alteragdo nesta relacdo mae-filhote a
responsdvel pelo padrdo comportamental e neuroenddcrino observado em ratos
manipulados no periodo pos-natal.

LIU et al. (1997) mostraram que os filhotes de maes que despendem mais tempo
com os filhotes, lambendo-os mais, quando adultos apresentam um aumento da
concentragdo de receptores para glicocorticoides no hipocampo e uma menor secre¢ao
de ACTH e corticosterona em resposta a estresse, similar aos animais que foram
manipulados no periodo neonatal.

A primeira semana de vida do rato ¢ um periodo de intensa sinaptogénese
hipocampal, analisando a sinaptofisina e a molécula de adesdo a célula neural, dois
marcadores da sinaptogénese, em animais que tiveram baixos e altos cuidados maternais
observou-se que, tanto aos 18 quanto aos 90 dias de vida os animais com baixo cuidado
maternal apresentaram uma significante reducdo nestas moléculas, sugerindo que os
animais cujas maes que tem um alto cuidado com a sua prole apresentam um aumento

na taxa de sinaptogénese ou aumento na sobrevivéncia das sinapses. Sendo assim, a



variacdo no cuidado maternal pode ser considerado o diferencial para as experiéncias

sensoriais no desenvolvimento dos filhotes (LIU et al., 2000b).

O Ciclo Estral da Rata

Grande parte do conhecimento que possuimos, até o presente, sobre o controle
do ciclo ovariano de varios mamiferos, cuja ovulacdo ¢ espontinea, ¢ baseado em
estudos sobre o ciclo estral das ratas (FREEMAN, 1994). Esse ciclo ¢ composto por
quatro fases, que além de expressarem mudangas na mucosa vaginal com a presenga de
células nucleadas, leucdcitos e células cornificadas em cada periodo (MATTHEWS &
KENYON, 1984), exibem variagdes nas concentragdes hormonais de esterdides
gonadais e conseqiientemente de gonadotrofinas (Gn) que estdo associadas a alteragdes
comportamentais. Por exemplo, o estro ¢ o periodo no qual a fémea apresenta o desejo
sexual, ou seja, ela esta pronta para o coito. Esta fase dura de 25 a 27 horas, e ¢ durante
este periodo, mais precisamente, durante a manha do estro que ocorre a ovulagdo. Os
periodos entre os estros sdo denominados proestro, metaestro e diestro. O proestro dura
de 12 a 14 horas e precede o estro. Se nao ha concepgdo, apos o estro existe um periodo
de recuperacao denominado de metaestro cuja duragdo ¢ de 6 a 8 horas, seguido pelo
diestro que dura de 55 a 57 horas onde se reinicia a secrecdo de hormdnios ovarianos
para o proximo ciclo (FREEMAN, 1994).

A ovulagdo requer picos de Gn e prolactina (PRL) no periodo pré-ovulatorio. A
variacdo das concentragdes dos esteroides gonadais funciona como um gatilho para a
cascata de eventos que induzem o pico pré-ovulatorio. O estradiol (um dos esterdides
gonadais) apresenta uma baixa concentracdo plasmatica entre o estro e a manha do
metaestro, e comeca a aumentar na tarde desta fase, alcangando valores mais altos ao
redor do meio dia do proestro, caindo no fim da tarde até atingir os valores basais no
inicio da madrugada do estro. Enquanto que a concentragdo plasméatica de progesterona
(outro esteroide gonadal) comega a aumentar quase simultaneamente com o pico pré-
ovulatério do hormdnio luteinizante (LH), atinge o pico juntamente com ele e retorna a
valores basais na manha do estro. Um segundo pico de progesterona inicia ao meio dia
do metaestro, mantendo-se na madrugada do diestro e caindo para valores basais no
inicio da manha (figura 1) (BUTCHER et al., 1974; SMITH et al., 1975; FREEMAN,
1994).



Os padroes de secrecao de PRL, LH e hormdnio foliculo-estimulante (FSH) sao
similares durante a maior parte do ciclo estral. As suas concentracdes permanecem
baixas e ndo mudam até a tarde e inicio da noite do proestro. A PRL inicia um aumento
no fim da manha do proesto e alcanca valores elevados no fim da tarde da mesma fase e
retorna a valores basais no inicio da manha do estro. O pico do LH ¢ similar ao da PRL,
no entanto, o primeiro aumento do LH ¢ observado na metade da tarde do proestro,
chegando a valores de pico logo em seguida, no fim da tarde da mesma fase. O FSH
apresenta um aumento inicial na sua secre¢do juntamente com o LH, com retorno as
concentragdes basais na metade da manha do estro (figura 1) (BUTCHER et al., 1974;
SMITH et al., 1975; FREEMAN, 1994).

Sendo assim, o aumento de estrégeno no diestro induz a um aumento na
secrecao de Gn na tarde do proestro, ou seja, a ovulacdo depende do mecanismo de
retroalimentagdo positivo que os esterdides gonadais exercem sobre o eixo hipotalamo-
hipofise (FREEMAN, 1994).

Este mecanismo de retroalimentacdo positivo do estrogeno pode ser
demonstrado pelos picos diarios de LH e PRL que ocorrem em ratas ovariectomizadas
(OVX) tratadas com estradiol (NEILL, 1972). Porém ratas OVX tratadas com estradiol
e progesterona tém a descarga de LH adiantada e amplificada (KALRA & KALRA,
1983).

O mecanismo pelo qual o estrogeno estimula a secre¢do de hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) ainda ndo esta claro. Dados indicam que o sistema
noradrenérgico pode ser o principal mediador do mecanismo de retroalimentagao
positivo dos esteroides gonadais, ndo tendo, o estrogeno, agdo direta sobre os neurénios
GnRH secretores (JENNES et al., 1992). Alguns autores demonstram, por estudos
imunocitoquimicos, que o estradiol e receptores para estrogeno nao estdo colocalizados
nos neuronios GnRH (HERBINSON et al., 1995; SHIVERS et al., 1983).

Corroborando esta hipotese, HERITAGE et al. (1980) encontraram esterdides
gonadais nos neurdnios noradrenérgicos do tronco cerebral, inclusive LC. Nestes
neurdnios também foi detectada a presenca de RNAm para receptores de estrogeno

(SHUGRUE, et al., 1997).
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Figura 1. Concentra¢des plasmaticas (MédiatEPM) de progesterona, prolactina,
estradiol, hormonio luteinizante e hormoénio foliculo-estimulante obtidas em intervalo
de 2 horas nas quatro fases do ciclo estral da rata. O trago mais largo no eixo horizontal
representa o periodo escuro do ciclo didrio claro-escuro (SMITH et al., 1975).



O mecanismo pelo qual o estrégeno estimula a secre¢ao de hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) ainda ndo esta claro. Dados indicam que o sistema
noradrenérgico pode ser o principal mediador do mecanismo de retroalimentacdo
positivo dos esterdides gonadais, ndo tendo, o estrogeno, agdo direta sobre os neurénios
GnRH secretores (JENNES et al.,, 1992). Alguns autores demonstram, por estudos
imunocitoquimicos, que o estradiol e receptores para estrogeno nao estao colocalizados
nos neurdnios GnRH (HERBINSON et al., 1995; SHIVERS et al., 1983).

Corroborando esta hipotese, HERITAGE et al. (1980) encontraram esterdides
gonadais nos neuronios noradrenérgicos do tronco cerebral, inclusive LC. Nestes
neurdnios também foi detectada a presenca de RNAm para receptores de estrogeno
(SHUGRUIE, et al., 1997).

Porém HRABOVSZKY et al. (2000) detectaram a expressio de RNAm do
receptor B de estrogeno em neurdnios GnRH secretores, como também a ligacdo de '*I-
estrogeno nestes neurdnios, o que nao exclui ou diminui a importincia do sistema
noradrenérgico na estimulacdo da secrecdo de GnRH, pois lesdo eletrolitica no LC na
manha do proestro, em ratas ciclando regularmente, diminui o conteudo de NA na érea
pré-optica medial e hipotdlamo médio basal e bloqueia a onda pré-ovulatéria de Gn e
com isso a ovulacdo (ANSELMO-FRANCI et al., 1997). Estes dados quando juntos
contribuem para confirmar a hipdtese da agdo indireta do estrogeno na inducdo da

liberacao de GnRH e conseqiiente ovulagao.

Estresse e Reproducio

Em regra, as respostas neuroendocrinas do eixo HPA ao estresse tem um papel
de inibir o eixo hipotdlamo-hipofise-gonada (HPG), tanto o CRH quanto a AVP inibem
o GnRH e Gn em resposta ao estresse, portanto a funcao reprodutiva (FERIN, 1999).
TOHEI et al. (1997) observaram que ratas expostas a vapores de éter apresentam um
aumento na secrecdo de ACTH e corticosterona, no entanto ocorre uma diminui¢ao na
concentracdo de LH ¢ FSH. E a administragdo de CRH resulta em uma diminui¢do da
secrecao de GnRH e LH (PETRAGLIA et al., 1987).

Esta acdo dos neurdénios CRH em inibir o eixo gonadal se da por inervacao
direta ou indireta, 0 CRH e a AVP podem agir diretamente sobre os neur6nios GnRH

inibindo-os, ou agir sobre neurénios proopiomelanocorticonérgicos (POMC) no nticleo



arqueado promovendo sua liberacdo e consecutiva inibi¢ao dos neuronios GnRH e dos
neurdnios noradrenérgicos do LC, pois estes excitam os neuronios GnRH; toda esta
acdo resulta em uma supressdo da secrecdo de GnRH, e conseqiiente inibi¢do da onda
pré-ovulatoria de Gn, e ovulagio (CHROUSOS et al., 1998; RIVEST & RIVIER,
1995).

Sinais centrais e periféricos modulam a atividade dos neurénios GnRH. Alguns
desses sinais sdo estimulatorios para a sua liberacdo como a NA e o neuropeptideo Y; e
alguns sdo inibitdrios, como a beta-endorfina e a interleucina-1. Portanto, os eixos HPA
e HPG s3ao modulados e/ou controlados por aferentes noradrenégicos, a ativacao dos
nucleos noradrenérgicos Al, A2 e LC tem estado relacionado ao estradiol e com a
secrecao de GnRH (ANSELMO-FRANCI & OLIVEIRA, 1996; JENNES, et al., 1992);
o LC faz projecdes para a area pré-Optica e para o nicleo supraquiasmatico, que estdo
envolvidos na regulagdo da secrecdo ciclica de hormoénios da hipofise anterior
(ANSELMO-FRANCI et al., 1997; JONES & MOORE, 1977).

Em mulheres normais a prevaléncia de amenorréia ¢ de aproximadamente 2%,
porém esta taxa sobe para 100% quando estas mulheres sdo submetidas a estresse
crénico, como por exemplo, em prisioneiras antes da execucdo (CHROUSOS et al.,
1998).

Fémeas em geral apresentam uma maior liberagdo de ACTH em resposta a um
estimulo estressor quando comparadas a machos (HANDA ef al., 1994). A resposta ao
estresse em mulheres com as concentragdes de estradiol alta e progesterona baixa ¢
alterada, tornado-as mais sensiveis aos estimulos estressantes (TSEN at al., 2001).
Ratas quando em proestro, fase em que o estradiol e a progesterona estdo altas,
apresentam uma maior liberacdo de ACTH e corticosterona em resposta a estresse por
imobiliza¢do, quando comparadas com ratas em diestro; ratas ovariectomizadas repostas
apenas com estradiol apresentam também uma maior resposta ao estresse quando
comparadas as ratas repostas com estradiol e progesterona (VIAU & MEANEY, 1991).

ROY at al. (1999) estudando macacas ovariectomizadas e repostas com estradiol
e progesterona ou apenas com estradiol observaram que o RNAm para CRH no PVN
esta aumentado em macacas com reposicao de estradiol apenas, sendo assim, o estradiol
poderia estimular o gene do CRH promovendo sua transcrig@o e sintese, com o aumento

da liberagdo de CRH; e a progesterona estaria exercendo uma agdo antagonica a do



estradiol, o que ndo permite o aumento da expressio do RNAm para o CRH em

macacas repostas com estradiol e progesterona.

Manipula¢iao Neonatal e Reproduc¢ao

Trabalhos prévios mostraram que estimulos estressantes durante o periodo de
diferenciacdo do SNC (pré-natal e logo apds o nascimento) induzem a alteragdes
estaveis que se manifestam de modo a diminuir o comportamento sexual de ratos
machos e fémeas (FRANTZ et al., 1998; LUCION et al., 1997, WARD, 1972). O
estresse na vida adulta do animal também tem como efeito uma diminui¢do da
capacidade reprodutiva, tanto em machos quanto em fémeas (CHROUROS et al.,
1998).

Uma outra caracteristica de ratas manipuladas é que a abertura vaginal ocorre
mais tarde do que a de ratas nao manipuladas, o que indicaria que a manipulagdo estaria
retardando a instalagdo da puberdade (GOMES, 2001; SIECK & RAMALEY, 1975).

Ratas adultas, quando submetidas a estresse cronico, permanecem
constantemente em diestro, porém ratas que foram manipuladas ou sofreram estresse
cronico no periodo neonatal tem uma atenuagao nesta inducdo do constante diestro
(GONZALEZ et al., 1994).

A manipulag@o neonatal ou a separacdo maternal ndo alteram a ritimicidade do
ciclo estral, porém, ratas manipuladas quando em estro tem uma drastica reducao do
numero de ovdcitos, consecutivamente a manipulacdo neonatal reduz a capacidade
reprodutiva das fémeas por bloquear a ovulagdo (GOMES et al., 1999; RHEES et al.,
2001). Estes dados sugerem que a estimulagdo no periodo poés-natal ndo altera somente

o eixo HPA, mas também altera o eixo HPG.



Justificativa



Como em ratas manipuladas o ciclo estral ¢ anovulatorio, provavelmente a
manipulagdo neonatal estd promovendo alguma alteragdo em um ou em alguns dos
eventos necessarios para que ocorra a ovulacao. Sabendo-se da importancia da variagao
das concentracdes plasmaticas dos esterdides gonadais (estrogeno e progesterona) na
inducdo da ovulagdo, e da secrecdo de LH e FSH; julgou-se pertinente desvendar se
existe alteracdo nestas concentragdes hormonais nas ratas manipuladas no periodo
neonatal em relacdo as suas controles (ndo manipuladas), e se estas alteragdes podem

ser o motivo dos ciclos anovulatorios.



Objetivos



Objetivo Geral

Analisar as concentracdes plasmadticas de hormodnios do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadas em ratas ciclando e ovariectomizadas com reposi¢do hormonal que

foram manipuladas no periodo neonatal.

Objetivos Especificos

e Verificar as concentragcdes plasmaticas basais de estradiol e progesterona nas
quatro fases do ciclo estral em ratas que foram manipuladas no periodo neonatal.
Descrever o perfil destes 2 hormonios das ratas durante o ciclo estral e comparar a area

das concentracdes entre as ratas manipuladas e ndo manipuladas.

e Avaliar o efeito da manipulagdo no periodo neonatal sobre as concentragdes

plasmaticas de LH e FSH em ratas ovariectomizadas com reposi¢do hormonal.



Material e Métodos



Animais

Foram utilizadas ratas Wistar prenhas, provenientes do biotério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Estas ratas tiveram o momento do parto controlado rigorosamente. No dia
seguinte ao nascimento, as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes; aos 21 dias de
vida os animais foram desmamados e as fémeas foram mantidas em caixas, com no
maximo 5 ratas cada até a idade adulta. Todos os animais foram mantidos sob um ciclo
claro-escuro de 12:12 horas com inicio da fase escura as 18 horas e com agua e comida

ad libitum. A temperatura foi mantida constante em torno de 22+2°C.

Estimulaciao Neonatal

Nao-manipulados (controle): animais que ndo sofreram qualquer tipo de
manipulagdo at¢ o dia 10 apds o nascimento. Depois disso, as caixas eram limpas
conforme a rotina do biotério.

Manipulados: animais que foram brevemente manipulados durante 1 minuto
por dia, durante os 10 primeiros dias de vida. A manipulagdo consistiu em levar a
ninhada para uma sala anexa ao biotério, com mesmo fotoperiodo e temperatura, separar
os filhotes da mae, que foi mantida em uma caixa ao lado, e manipuléa-los utilizando-se
luvas latex finas, todos juntos, acima do ninho, gentilmente. Apds essa manipulacdo
todos os filhotes foram devolvidos ao mesmo tempo ao ninho, logo sendo recolocada a
mae. Os procedimentos de manipulagdo iniciaram no dia seguinte ao nascimento dos
filhotes (Dia 1).

A figura 2 mostra de forma esquemadtica o procedimento de estimulagdo

neonatal utilizado nesse experimento.



1°> 10° dia apds o nascimento:

1 minuto / dia

Figura 2. Modelo esquematico de manipulagdo neonatal.

Protocolo Experimental

Experimento I

Ratas manipuladas e ndo manipuladas com 3 a 4 ciclos estrais regulares seguidos
tiveram a veia jugular externa canulada em cada fase do ciclo estral (proestro, estro,
metaestro e diestro). Amostras de 800uL de sangue foram coletadas em seringas
plésticas heparinizadas de 3 em 3 horas no metaestro, diestro, estro e proestro, todas
iniciando-se as 8horas da manha (horario de coletas: 8:00, 11:00, 14:00, 17:00, 20:00,
23:00, 2:00, 5:00 horas), perfazendo um total de 8 coletas em cada fase do ciclo estral.
O sangue foi centrifugado e estocado para posterior dosagem de estradiol e progesterona
por radioimunoensaio. As ratas cuja coleta foi realizada no proestro tiveram o nimero

de 6vulos contados na manha do estro, ou seja, no dia seguinte.



Experimento 11

Aos 65 dias de vida as ratas manipuladas e ndo manipuladas foram
ovariectomizadas, 3 semanas apds sofreram reposicdo hormonal. No dia da injecdo de
progesterona (ultimo dia da reposi¢@o) tiveram a veia jugular externa canulada as 11
horas da manha. Amostras de 600 pl de sangue foram coletadas em seringas
heparinisadas de hora em hora, iniciando as 13:00 horas do mesmo dia (horario das
coletas: 13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00 e 18:00 horas), perfazendo um total de 6
coletas. O sangue foi centrifugado e estocado para posterior dosagem de LH e FSH por

radioimunoensaio.

Procedimentos Utilizados

Ciclo Estral

A partir de 70 dias de idade, o ciclo estral foi verificado através de esfregaco
vaginal, que foi colhido diariamente ao redor das 9 horas da manha, segundo técnica de
LONG & EVANS (1922), e analisado a fresco em microscopio. Utilizaram-se no

experimento somente ratas com 3 a 4 ciclos estrais regulares seguidos.

Ovariectomia

Com 65 dias de vida as ratas foram anestesiadas com injecdo intramuscular de
Xilasina (Ronpum) e Cloridrato de Ketamina (Francotar), ambas na dose de 100 mL/Kg
de peso corporal, para a realizagdo da ovariectomia através de incisdes laterais de cerca
de lcm, por meio das quais os ovarios e as por¢des superiores uterinas foram expostos.
Ap6s ligadura entre essas duas estruturas, os ovarios foram retirados. As ratas foram
colocadas em caixas coletivas até¢ o dia do experimento, que foi realizado 3 semanas

apos a castracao.



Reposi¢do Hormonal

As ratas ovariectomizadas foram tratadas com inje¢des subcutianeas de benzoato
de estradiol (Benzo-ginoestril ap®, SARSA), na dose de 5ug/0,2mL/rata as 9 horas da
manha, por trés dias consecutivos, no dia do experimento as ratas receberam inje¢ao
subcutanea de progesterona (Progesterone, Sigma), na dose de 25mg/0,2mL/rata as 10

horas.

Canulac¢ao da Veia Jugular

Os animais foram anestesiados com uma inje¢do intraperitonial de solugdo de
tribromoetanol (Aldrich Chem. Comp. Inc.) 2,5% em salina. A dose utilizada foi de 1
mL/100g de peso corporal.

ApOs a anestesia uma canula de silicone foi introduzida na veia jugular externa,
com o auxilio de uma agulha de implantacdo, a canula foi suturada no musculo peitoral
maior e a parte livre da canula foi externalizada no pescogo, um pouco abaixo das
orelhas, conforme técnica descrita por HARMS & OJEDA (1974). A canula foi mantida

cheia de solugdo fisiologica até o momento da coleta de sangue.

Coletas de Sangue

Todas as amostras de sangue foram coletadas em animais acordados numa sala
silenciosa e com temperatura de 22+2°C. Amostras de 800uL ou 600uL de sangue
foram coletados em seringas plasticas heparinizadas, conforme o experimento. Apos a
remog¢ao de cada amostra sangiiinea um volume igual de NaCl 0,9% estéril foi reposto.
As amostras foram colocadas em tubos plésticos e centrifugados a 3000 rpm durante 25

minutos, o plasma foi separado e estocado a -70°C para posterior dosagem hormonal.

Dosagem Hormonal

As concentragdes plasmaticas de estradiol e progesterona foram determinadas
por radioimunoensaio utilizando-se kits MAIA® da BioChem ImmunoSystems

(Bologna, Italia). O limite minimo para detec¢do do estradiol ¢ de 7,5 pg/mL, e para



progesterona 0,075 ng/mL. Para as dosagens LH e FSH foram utilizados kits especificos
fornecidos pela National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases
(NIADDK, Baltimore - USA) e o anticorpo para precipitacdo foi produzido pelo
laboratério do Prof. Dr. Celso R. Franci (FMRP - USP) o limite minimo para a detec¢ao
do LH ¢ de 0,04 ng/mL, e para o FSH 0,39 ng/mL.

Contagem do Numero de Ovulos

As 9 horas da manha do estro, as ratas foram mortas por decapitacao, tiveram os
ovarios removidos, os ovidutos dissecados e colocados entre duas laminas em um
sistema que permite a compressdo dos mesmos. A contagem dos Ovulos de ambos

ovidutos foi realizada com o auxilio de um microscopio 6ptico (ZEISS).

Analise Estatistica

Experimento I

A comparagdo entre as médias das areas abaixo da curva das concentragdes de
estradiol e progesterona em cada uma das quatro fases do ciclo estral dos dois grupos
experimentais estudados, foi realizada utilizando-se o teste ¢ de Student. Os resultados
sdo expressos pela média £ EPM, e o nivel critico fixado foi de 5% (p< 0,05) para se
admitir uma diferenca de valores como estatisticamente significativa.

Para comparagdo do numero de 6vulos dos dois grupos experimentais foi
utilizado o teste U de Mann-Whitney, e o nivel critico fixado foi de 5% (p< 0,05) para

se admitir uma diferenca de valores como estatisticamente significativa.

Experimento 11

Os resultados referentes a concentracdo plasmatica de LH e FSH das ratas
castradas e com reposi¢cdo hormonal dos dois grupos experimentais foram comparados
pela anédlise de varidncia (ANOVA) de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls.
Os resultados sdo expressos pela média = EPM, e o nivel critico fixado foi de 5% (p<

0,05) para se admitir uma diferenga de valores como estatisticamente significativa.



Resultados



Experimento I

Estradiol

A figura 3 apresenta as concentragdes plasmaticas de estradiol nas quatro fases
do ciclo estral em um intervalo de 3 em 3 horas, em ratas manipuladas e nao
manipuladas.

A figura 6 mostra que no proestro a area abaixo da curva do grupo de ratas
manipuladas € menor do que a do grupo de ratas ndo manipuladas.

No entanto, no metaestro, diestro e estro nao houve diferenca significativa entre
as concentragdes plasmaticas de estradiol das ratas manipuladas com relacdo as ndo
manipuladas quando se analisa a drea abaixo da curva, como pode ser observado nas
figuras 4,5 7.

Observa-se ainda na figura 3, que no proestro o horario de maior concentragao
plasmatica de estradiol nas ratas manipuladas ocorre as 14 horas, e nas ndo manipuladas
as 17 horas, ou seja, além de uma menor concentragdo de estradiol durante todo o
proestro, os animais manipulados apresentam o mesmo padrao de secre¢do porém este ¢

adiantado.

Progesterona

A figura 8 apresenta a concentracao plasmatica de progesterona nas quatro fases
do ciclo estral em um intervalo de 3 em 3 horas, em ratas manipuladas e ndo
manipuladas.

Neste experimento, no proestro obteve-se um resultado diferente do esperado
tanto no grupo de ratas ndo manipuladas (controle) como no grupo de ratas
manipuladas. Trabalhos prévios mostram que nesta fase a progesterona apresenta um
pico (BUTCHER et al., 1974; SMITH et al., 1975; FREEMAN, 1994), que em conjunto
com o estradiol sdo os responsaveis pelo pico pré-ovulatdrio das gonadotrofinas. No
entanto, os dois grupos nao apresentaram nenhum pico, pelo contrario, durante esta fase
as concentragdes plasmaticas de progesterona sao as mais baixas. Este experimento foi

repetido e os resultados estdo expressos nas figuras 13 e 14, novamente os animais nao



manipulados e manipulados ndo apresentaram o pico esperado, no entanto a area sob a
curva foi significativamente maior nos animais manipulados.

As figuras 9 e 12 mostram que no metaestro e no estro, respectivamente, a area
abaixo da curva do grupo de ratas manipuladas ¢ significativamente menor do que a do
grupo de ratas ndo manipuladas.

Porém, no diestro e no proestro (figuras 10 e 11) ndo houve diferenca
significativa entre as concentragdes plasmaticas de progesterona das ratas manipuladas
com rela¢do as ndao manipuladas, quando se analisa a area abaixo da curva. Como dito

anteriormente, no proestro ocorreu um problema impossibilitando assim sua analise.

Contagem do Numero de Ovulos

Ratas manipuladas no periodo neonatal apresentaram uma redugdo
estatisticamente significativa do nimero de 6vulos quando comparadas ao grupo de nao

manipuladas (figura 15).
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Figura 3. Concentracdes plasmaticas de estradiol (pg/mL) durante o metaestro, diestro,
proestro e estro em ratas adultas manipuladas no periodo neonatal. Em cada uma das
fases do ciclo estral, as ratas tiveram sua veia jugular externa canulada, para coleta de
sangue de 3 em 3 horas, iniciando-se as 8 horas da manha. Para cada horario, nos dois
gruposon=12a 15.
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metaestro, n = 15 para os dois grupos (teste ¢ de Student).
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Figura 5. MédiatEPM das areas sob a curva das concentragdes de estradiol durante
todo o diestro, n = 15 para os dois grupos (teste ¢ de Student).
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Figura 7. MédiatEPM das éreas sob a curva das concentracdes de estradiol durante
todo o estro, n = 15 para os dois grupos (teste ¢ de Student).
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Figura 8. Concentragdes plasmaticas de progesterona (ng/mL) durante o metaestro,
diestro, proestro e estro em ratas adultas manipuladas no periodo neonatal. Em cada
uma das fases do ciclo estral, as ratas tiveram sua veia jugular externa canulada, para
coleta de sangue de 3 em 3 horas, iniciando-se as 8 horas da manha. Para cada horario,
nos dois gruposon=10a 15.
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Figura 9. MédiatEPM das areas sob a curva das concentragdes de progesterona durante
todo o metaestro, n = 15 para os dois grupos, * p< 0,05 quando se compara o grupo nao
manipulada ao manipulada (teste ¢ de Student).
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Figura 11. MédiatEPM das areas sob a curva das concentracdes de progesterona

durante todo o proestro, n = 15 para os dois grupos (teste ¢ de Student).
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Figura 13. Concentragdes plasmaticas de progesterona (ng/mL) durante proestro em
ratas adultas manipuladas no periodo neonatal. As ratas tiveram sua veia jugular externa
canulada, para coleta de sangue de 3 em 3 horas, iniciando-se as 8 horas da manha. Para
cada hordrio, nos dois grupos, n= 10 a 15.
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Figura 14. MédiatEPM das areas sob a curva das concentracdes de progesterona
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Experimento 11
LH
O grupo de ratas manipuladas ndo diferiu do grupo de ndo manipuladas quanto a

concentragdo plasmatica de LH em ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol e

progesterona (figura 16).

FSH

O grupo de ratas manipuladas nao diferiu do grupo de nado manipuladas quanto a
concentragdo plasmatica de FSH em ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol e

progesterona (figura 17).
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Figura 16. Concentragdes plasmaticas de LH (ng/mL) de ratas manipuladas no periodo
neonatal que quando adultas foram ovariectomizadas e repostas com estradiol por 3 dias
consecutivos, no quarto dia receberam progestrona, no dia da reposi¢ao de progesterona
foi coletado sangue de 1 em 1 hora, iniciando-se as 13 horas. Para cada horario, nos dois
grupos, n= 13 a 12.
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Figura 17. Concentragdes plasmaticas de FSH (ng/mL) de ratas manipuladas no
periodo neonatal que quando adultas foram ovariectomizadas e repostas com estradiol
por 3 dias consecutivos, no quarto dia receberam progestrona, no dia da reposi¢ao de
progesterona foi coletado sangue de 1 em 1 hora, iniciando-se as 13 horas. Para cada
horario, nos dois grupos, n =13 a 12.



Discussao



Relacao Eixo HPA e HPG

Esta bem estabelecido que, em ratos, a resposta neuroenddcrina ao estresse fisico
ou psicologico € quantitativamente maior em fémeas do que em machos, indicando que
existem diferencas sexuais na atividade do eixo HPA (HANDA et al., 1994). Por
exemplo, fémeas em estro ou proestro apresentam concentragdo de corticosterona
plasmatica basal mais elevada do que machos (ATKINSON & WADDELL, 1997).
Essas diferencas sexuais parecem ser devidas as influéncias que os esterdides gonadais
femininos exercem sobre o eixo HPA, pois as flutuacdes da atividade do eixo HPA
ocorrem em funcdo da fase do ciclo ovariano que o animal se encontra (RAPS et al.,
1971; CARREY et al., 1995).

A intima associagdo que existe entre os eixos HPA e HPG pode ser evidenciada
durante o funcionamento anormal dos eixos. Por exemplo, a auséncia de um ritmo
circadiano normal da adrenal resulta em um ciclo ovariano irregular (RAMALEY,
1975), situagdes estressantes inibem a fungdo reprodutiva (RIVIER & VALE, 1984;
KAMEL & KUBAJAK, 1987), ¢ uma esteroidogénese ovariana anormal produz uma
conseqiiente disfun¢do da regulagdo do eixo HPA (BILLER et al., 1990).

Manipulagciao Neonatal, Esteroides Gonadais e Comportamento Sexual

Segundo MATTHEWS & KENYON (1984), ratas que apresentam uma maior
exposicdo aos esterodides gonadais, ou seja, que apresentam um estro mais prolongado
em ratas com o ciclo estral de cinco dias, ficam prenhas com maior facilidade. Nossos
resultados mostram que os esterdides gonadais, determinando um ciclo estral regular,
sdo essenciais para a ovulagdo. A manipulacdo neonatal diminui a concentragdo
plasmatica de estradiol comparado ao grupo controle (ndo manipulada), essa diminui¢ao
pode explicar a reducdo do nimero de 6vulos nessas ratas, demonstrado em outros
experimentos.

Algumas caracteristicas do comportamento sexual sdo ativadas ou facilitadas
pelos hormonios gonadais, entre essas estdo a corte, o acasalamento e a defesa do
territorio, incluindo vocalizagdes (McEWEN, 1981; McEWEN et al., 1997). PADOIN
et al. (2001) e GOMES (2001), entre outros autores, observaram que a manipulacao

neonatal reduz o comportamento sexual tanto em machos quanto em fémeas. Em



fémeas esta reducdo se caracteriza por diminuir a receptividade sexual, reduzindo o
quociente de lordose (nimero de lordoses em resposta a monta do macho).

O nucleo ventromedial do hipotdlamo e a é&rea pré-optica sdo estruturas
importantes para a realizagdo do reflexo de lordose; trabalhos utilizando auto-
radiografia, imunohistoquimica e hibridizagdo in sifu verificaram a presenca de
receptores de estradiol ou de seus RNAm nestes locais, indicando assim a importancia
do estradiol para a realizagao deste comportamento (BROWN et al., 1988; CINTRA et
al., 1988; SIMERLY et al., 1990; PFAFF, 1980). O estradiol age na area pré-optica e
hipotalamo médio basal, geralmente promovendo um aumento no nimero de receptores
de progesterona (ATTARDI, 1984).

Da noite do proestro para a madrugada do estro, a rata apresenta o estro
comportamental, portanto a redu¢do da concentragdo plasmatica de estradiol observada
no proestro nas ratas manipuladas pode se refletir na redu¢do do nimero de lordoses
nesta fase. No entanto o estradiol sozinho ndo ¢ capaz de induzir a lordose, tendo a
progesterona uma ac¢do facilitatoria na instalacdo deste comportamento (POWERS,
1970), por exemplo, a ovariectomia abole a lordose, que ¢ praticamente restaurada pelo
tratamento com estradiol, no entanto o tratamento adicional com progesterona amplifica
drasticamente o efeito estimulatdorio do estradiol sobre o comportamento sexual da rata
(FLANAGAN-CATO, 2000; LEVINE et al., 2001). Sendo assim, pode-se inferir que a
reducdo das concentragdes dos esterdides gonadais, descrita no presente trabalho, pode
ser responsavel pela diminui¢do do comportamento sexual da rata manipulada no

periodo neonatal.

Papel dos Esteroides Gonadais

O estradiol ¢ um dos principais determinantes do funcionamento e da agao dos
neurdnios GnRH. Durante a maior parte do ciclo o estradiol restringe a secrecdo de
gonadotrofinas através do feedback negativo tanto no hipotdlamo inibindo GnRH
quanto diretamente na hipodfise inibindo a secrecdo de LH e FSH. O feedback positivo
ocorre no proestro, no qual o estradiol estimula a secrecdo de GnRH promovendo assim,
o pico pré-ovulatério de LH e FSH (HERBISON, 1998; SHUPNIK, 2002; TOBIN et
al.,2001).



Em contraste com ovelhas e macacas, nas quais o estradiol ¢ suficiente para
gerar o pico de GnRH, a rata requer a presenca de progesterona para que a magnitude
do pico de LH no proestro seja suficientemente intenso (HERBISON, 1998). O estradiol
¢ o responsavel pela inducdo da expressdo do receptor de progesterona, isto pode ser
observado em ratas OVX em que o tratamento com estradiol estimula a expressdo do
receptor de progesterona na hipofise anterior e hipotdlamo (LEVINE et al., 2001). Isso ¢
possivel, pois o estradiol e a progesterona exercem ac¢do sinérgica nos mesmos
componentes de secre¢do de GnRH no rato. Apds o pico de LH, entretanto, a
progesterona exerce influéncia inibitéria na secrecdo de GnRH no rato (HERBISON,
1998), pois a progesterona age diminuindo o nimero de seus receptores, contribuindo
para o término da secre¢do de LH. Esse papel inibitorio da progesterona serve para
confinar o pico de LH ao dia do proestro, pois ele diminui a responsividade do
gonadotrofo (ATTARDI, 1984; TURGEON & WARING, 2000).

O estradiol, juntamente com as Gn, aumenta o peso dos ovarios, a proliferacao
das células da granulosa e promove o crescimento do foliculo pré-antral e a formagdo do
antro (RICHARDS, 1980; TONETTA & DIZEREGA, 1989).

O crescimento do foliculo pré-ovulatério é dependente da interagdo do estradiol,
FSH e LH. O FSH liga-se a seus receptores nas células da granulosa dos foliculos
primdrios e estimula a produg¢do de estradiol pela indu¢do ou aumento da aromatase, que
¢ a enzima que catalisa a biossintese do estradiol a partir dos andrégenos. O aumento da
produgdo de andrégenos, pelas células da teca, leva ao aumento da concentracdo de
estradiol folicular, este estradiol passa a exercer o papel regulador, pois ele aumenta a
habilidade do FSH em estimular o AMPc, que por sua vez tem uma maior capacidade
de se ligar aos seus sitios aumentando a atividade aromatase consecutivamente
aumentando o numero de receptores de LH e aumentando a responsividade ao LH como
também ao FSH (NELSON & BULUN, 2001; RICHARDS, 1980; TONETTA &
DIZEREGA, 1989).

Resultados ainda ndo publicados do nosso laboratorio (GOMES, DE PAULA,
LUCION e SANVITTO) mostraram que apenas 50% das ratas manipuladas no periodo
neonatal apresentam pico de LH e FSH na tarde do proestro até as 18 horas, enquanto
que nas ratas nao manipuladas esse numero ¢ de 80%. No entanto, todas as ratas
manipuladas que fizeram o pico o realizaram com a mesma magnitude, ou seja, a

diferencga estd na porcentagem de ratas que fazem pico e¢ ndo na intensidade com que o



fazem. Nas ratas que apresentam redu¢ao do FSH e LH pode ocorrer diminui¢do da
producdo de estradiol pelo ovéario, pois, como visto anteriormente € necessario uma
interacdo de Gn e estradiol para promover o crescimento do foliculo pré-ovulatorio.

O segundo pico de progesterona que comeca na manha do metaestro e dura até a
tarde do diestro demonstra a atividade do corpo liteo (FREEMAN et al., 1976;
GOODMAN, 1978). Segundo nossos resultados, as ratas manipuladas apresentam uma
reducdo das concentracdes plasmaticas de progesterona no metaestro, indicando uma
possivel dificuldade do corpo liteo em iniciar a secre¢do de progesterona que com o
passar do tempo torna-se normal, pois ndo ¢ observada diferenca da concentracio
plasmatica de progesterona entre as ratas manipuladas e ndo manipuladas no diestro.

O pico de progesterona na tarde do proestro ¢ essencial para que ocorra o pico
pré-ovulatorio de Gn e conseqiientemente a ovulagcdo, no entanto como Vvisto nos
resultados este pico ndo ocorreu nas ratas manipuladas € nem nas ndo manipuladas. O
experimento foi repetido, reduzindo-se o volume de sangue coletado de 800uL para
600uL imaginando-se que o volume que estava sendo coletado era excessivamente
grande. No entanto, o resultado ndo se alterou (figuras 13 e 14), ou seja, as ratas nao
manipuladas continuaram nado apresentando o pico de progesterona do proestro. Como
esse pico de progesterona ¢ essencial para a ovulacdo, seria de se esperar que essas ratas
ndo ovulassem. Porém, estas ratas apresentaram um numero de 6vulos normal no estro
(figura 15).

Até o momento ndo temos uma explicacdo para a auséncia do pico de
progesterona no proestro nas ratas controles. Uma hipotese para explicar este resultado
poderia ser a anestesia utilizada (tribromoetanol). Porém, teriamos que imaginar que o
anestésico afetaria apenas a secrecdo de progesterona no proestro, visto que o mesmo
anestésico nao alterou o estradiol em todas as fases estudadas e nem a progesterona nas
outras fases. Uma outra possibilidade para a auséncia do pico seria algum problema com
o radioimunoensaio. No entanto, essa alteracdo ¢ pouco provavel visto que as dosagens

de progesterona no metaestro, diestro e estro foram normais.

Ovulagao

A concentragao plasmatica de FSH permanece baixa durante quase todo o ciclo
estral, um aumento inicial da secre¢d@o de FSH ocorre na tarde do proestro, atingindo seu

pico no fim da mesma, em seguida cai momentaneamente, e no inicio da manha do estro



ele apresenta um pico secundario (figura 1) (SMITH et al., 1975; BUTCHER et al.,
1974). Este pico secundario de FSH ¢ o responsavel pela regulacao do recrutamento dos
foliculos ovarianos para se desenvolverem durante os proximos ciclos, que culminara na
ovulagdo (ANZALONE et al., 2001; HIRSHIELD & MIDGRLEY, 1978; HOAK &
SCHWARTZ, 1980; LEVINE et al., 2001).

Conforme resultados ainda nao publicados em nosso laboratorio (FOSSATI,
TREVISAN e LUCION) ratas adultas que foram manipuladas no periodo neonatal
apresentam uma redu¢@o na concentra¢do plasmatica de FSH na manha do estro, o que
poderia explicar nossos resultados nos quais observamos uma drastica reducdo no
numero de 6vulos em ratas manipuladas no mesmo periodo, resultado este que confirma
outro trabalho do laboratério (GOMES et al., 1999). Provavelmente a menor
concentragdo plasmatica de FSH na manha do estro das ratas manipuladas aliada a uma
menor capacidade destes animais em realizar o pico de Gn na tarde anterior (proestro)
responsavel pela ovulacdo nao seria suficiente para o recrutamento ideal de foliculos
ovarianos, o que explicaria a diminui¢ao do nimero de 6vulos no estro destas ratas.

KNOX et al. (1993) sugerem que a ativagdo dos receptores de progesterona ¢é
importante para a estimulagdo do pico secundario de FSH na manha do estro, pois
antagonista do receptor de progesterona administrado no proestro atenua o pico
secundario deste hormoénio no estro. Segundo nossos resultados, a concentragdo
plasmatica de progesterona no estro esta reduzida na rata manipulada em rela¢do a ndo
manipulada, este efeito da manipulacdo em diminuir a concentragdo plasmatica de
progesterona provavelmente pode resultar em uma menor ativagdo dos receptores de
progesterona refletindo em uma diminui¢do na intensidade do pico secundario de FSH
no estro. No entanto, SZABO et al. (1996) demonstraram que a supressao da sintese de
progesterona ndo previne a secre¢do de FSH no pico secundario, sugerindo que a
ativacdo do receptor de progesterona ¢ independente do ligando, no caso da

progesterona.

Manipula¢io Neonatal e o Sistema Noradrenérgico Central

Est4 bem estabelecido que, em ratas, a inducao da ovulagdo requer a liberagao de
Gn e PRL no periodo pré-ovulatério que depende do feedback positivo exercido pelos

esterdides gonadais no proestro (FREEMAN, 1994). A NA exerce influéncia



estimulatoria sobre os neuronios GnRH, servindo como um mediador das acgdes
estimulatdrias do estradiol (HERBISON, 1998). O pico de LH que ocorre no proestro
ou em ratas OVX tratadas com esterdides gonadais pode ser devido a um aumento na
liberacdo de NA em regides hipotaldmicas que contém neurénios GnRH, como a area
pré-optica medial (RANCE et al., 1981).

O sistema noradrenérgico parece ser o principal mediador do feedback dos
esterdides gonadais. Em ratas OVX tratadas com estradiol, a progesterona induz ao pico
de LH a tarde quando o funover de NA estd aumentado, e ndo pela manha, quando esta
baixo (HIENKE et al., 1983). Por outro lado, o feedback negativo do estrogeno esta
associado a diminuicdo da concentracdo de NA em amostras dialisadas da area pré-
optica medial de ovelhas em anestro (GOODMAN et al., 1995). A ablacdo das vias
noradrenérgicas ou administragdo de antagonista do receptor a-adrenérgico bloqueia a
ocorréncia do pico de GnRH, pois a liberagao estrogeno dependente de NA para o area
pré-optica medial ¢ EM no proestro altera a biossintese e secre¢cdo de GnRH
(HERBISON, 1998).

A remodelagdo hormodnio-dependente das respostas hipotaldmicas pela NA
maximiza o sucesso do processo reprodutivo, associando o pico pré-ovulatorio de Gn
com o periodo de receptividade das fémeas (ETGEN et al., 2001).

Lesao do LC em ratas OVX, onde 60-100% do nucleo ¢ destruido, reduz a
freqiiéncia e amplitude de secrecdo bem como a concentracdo plasmatica de LH em
comparag¢do com o grupo controle, no entanto, lesdes que atingem de 10-50% do LC
ndo alteram nenhum destes itens (ANSELMO-FRANCI ef al., 1999). Em contrapartida,
lesdo do LC na manha do proestro bloqueia a secrecdo de LH, FSH e PRL, reduz
também a concentragdao de NA no hipotdlamo médio basal e area pré-optica medial
(ANSELMO-FRANCI et al., 1997). Resultados obtidos por PEREIRA (2001) indicam
que a manipulacdo didria por 1 minuto nos 10 primeiros dias de idade em ratos machos
e fémeas promove uma diminuigao significativa no nimero de neuroénios do LC aos 11,
26, 35 e 90 dias de idade, ou seja, ratos manipulados no periodo neonatal apresentam
um menor nimero de neurdnios no LC que ratos ndo manipulados. Para LIU et al.
(2000a) eventos no inicio da vida do individuo podem influenciar a diferenciacdo dos
neurdnios noradrenérgicos e alterar suas respostas quando adulto.

Estes resultados indicam que a agdo estimulatoria do LC sobre os neurdnios

GnRH esta reduzida, o que estd de acordo com os resultados ainda nao publicados de



GOMES e colaboradores que mostra uma redug¢do de 50% no nimero de ratas
manipuladas que realizam o pico de LH e FSH. Segundo nossos resultados, as ratas
manipuladas apresentam uma menor concentracdo plasmatica de estradiol no proestro.
Esta redugdo pode ser conseqiiéncia da diminui¢do do nimero de neurdnios no LC, que
estaria reduzindo a sua agdo estimulatoria sobre os neurénios GnRH. Sugere-se que a
redu¢do da concentragdo plasmatica de estradiol aliada a diminuicdo do niimero de
neurénios no LC decorrentes da manipulacdo neonatal seriam os fatores responsaveis
pela depressao do eixo HPG.

Porém, animais ndo manipulados ¢ manipulados castrados e repostos com
estradiol e progesterona apresentam o mesmo padrdo de secre¢do de LH e FSH,
indicando que a responsividade do eixo hipotadlamo-hipofise aos esterdides gonadais
parece ndo ter sido alterada pela manipula¢do neonatal, mesmo com a redug¢do no
numero de neurdnios do LC provocados por esta manipulagio (PEREIRA, 2001).
Porém a reposicdo hormonal que foi realizada pode estar suprimindo os efeitos da
manipulac¢do neonatal, que s@o sutis e apenas em algumas fases do ciclo estral.

Considerando que as concentracdes plasmaticas dos esterdides gonadais, Gn e
PRL, presentes durante o ciclo estral, e principalmente na tarde do proestro sdo
essenciais para uma funcdo reprodutiva normal, qualquer mudanga nos processos
fisioloégicos que as determinam pode prejudicar a fun¢do reprodutiva do individuo.
Assim, os resultados presentes indicam que a manipulagdo neonatal, além de alterar o
funcionamento do eixo HPA, como visto por varios autores (LEVINE et al., 1993;
MEANEY et al., 1994; SAPOLSKY, 1994), também modifica o eixo HPG. Isso ocorre
devido as alteragdes em estruturas neuroenddcrinas promovidas pela manipulacdo no
inicio da vida pds-natal do animal.

Estes experimentos ressaltam a importancia do periodo neonatal no
desenvolvimento do comportamento emocional, reatividade a estimulos ambientais e
desenvolvimento neural nos individuos, e como estimulos ambientais neste periodo

podem ter efeitos estaveis e duradouros sobre o estabelecimento destas caracteristicas.



Conclusoes



¢ A manipulacdo no periodo neonatal diminuiu a concentragdo plasmatica de
estradiol no proestro. A alteragdo deste esterdéide gonadal pode explicar a redugdo do

numero de 6vulos das fémeas manipuladas.

¢ As ratas manipuladas no periodo neonatal apresentam o mesmo padrdo de
secrecdo de LH e FSH que as ratas ndo manipuladas quando as concentragdes
plasmaticas de estradiol e progesterona sdo iguais, indicado que a manipulagdo neonatal
parece ndo afetar a responsividade do eixo hipotadlamo-hipofise aos esterdides gonadais.
No entanto, ¢ necessaria a realizagdo de mais experimentos para que afirmagdes possam

ser feitas a respeito da responsividade do eixo.
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