UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

EFEITO DA ESTIMULAGAO NEONATAL SOBRE O SISTEMA
| REPRODUTOR FEMININO

Carmen Marilei Gomes

Orientador

Prof. Dr.Gilberto Luiz Sanvitto
Co-Orientador

Prof. Dr. Aldo Bolten Lucion

PORTO ALEGRE
2001



UFRGS
Inet. Cibncias Basicas d8 Balds
Bibliotossa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

EFEITO DA ESTIMULAGAO NEONATAL SOBRE O SISTEMA
REPRODUTOR FEMININO

Carmen Marilei Gomes

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Neurociéncias
da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul como requisito para a obteng¢ao
do grau de Mestre em Neurociéncias.

PORTO ALEGRE
2001




i

Se as coisas sdo inatingiveis- Orq,
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Que tristes os caminhos se ndo fora
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Resumo

A estimula¢do neonatal tem sido utilizada hd algumas décadas como
modelo experimental para examinar 05 mecanismos pelos quais varagcdes
precoces do ambiente do animal afetam o desenvolvimento de sistemas
neurqais, dando origem a alferacdes comportamentais e neurocenddcrinas
estaveis. Em ratos, a estimulagcdo neonatal fipicamente consiste da
manipulacdo dos animais por alguns minutos, em geral durante as duas
primeiras semanas de vida. Esse procedimento, aparentemente ndo nocivo ao
individuo, tem como conseqiéncia na vida adulta uma série de alteracdes
comportamentais e endocrinas. Por exemplo, eles tém uma resposta menos
acentuada da secrecdo de dglicocorticdides pela supra-renal, quando
expostos a estimulos estressores. Qutros fipos de estimulacdo consistem em
expor os fithotes ao frio {0°), & luz {60 Watts) e ao som (90 dB). EntGo, o pericdo
imediactamente apds 0 nascimento € um periodo critico no qual o sistema
nervoso imaturo € alterado pelos hormonios esterdides adrenais e, também,
conforme alguns autores por hormdnios gonadais.

Trabalhos prévios mostraram que o estresse pré-natal e a manipulagdo
neonatal diminuem o comportamento sexual em ratos machos € em fémeas.
Com isso, o objetivo deste trabaltho foi verificar os efeitos da estimulagdo na
fase neonatal sobre alguns pardmetros reprodutivos de ratas. Animais com
cerca de trés meses de idade e com trés ciclos regulares tiveram, na fase
estro do préximo ciclo, o compcn‘cmenfo sexual registrado e o nUmero de
oOvulos contados. A regularidade do ciclo estral também foi acompanhada,
assim como, o momento de instalacdo da puberdade.

Em conjunto nossos resultados demonstraram que @ estimulagcdo
neonatal reduziu a capacidade reprodutiva de fémeas como observado
através da diminuicdo do comportamento sexual, ciclo estral anovulatdrio e

retardo da instalacdo da puberdade.
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H& indicios que os efeitos centrais dos estrégenos foram aparentemente
alterados como demonstrado pela auséncia de ovulacdo. Mas, os esterdides
gonadais produzidos durante ¢© periodo pré-ovulatério foram efetivos em
relacGo aos seus efeitos periféricos, pois 0s animais apresentaram mudancas

regulares na mucosa vaginal.
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1. Intfrodug¢do

1.1 Respostas ao estresse

Os seres vivos sobrevivem gracas d manutencdo de um equilibrio complexo,
dinGdmico e harmonioso, denominado homeostase, que € ameacado gquando os
organismos sdo expostos a situagdes de perigo (CHROUSOS e GOLD, 1992). Nestas
situagcdes ocorre uma série de respostas adaptativas, fisicas e mentais que se
contrapdem aos efeitos dos estimulos estressantes, na tentativa de restabelecer a
homeostasia. " As respostas ao estresse classicamente conhecidas incluem a
ativag@o do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA), que provoca a liberacdo do
hormonio liberador de corticotrofina (CRH] pelo nicleo paraventricular (PVN), de
corficotrofina (ACTH) pela hipdfise anterior e de glicocorticdides pelo cortex da
adrenal. /A resposta do eixo HPA co estresse € basicamente um mecanismo
adaptativo em mamiferos (FRANCIS ef af., 1996).

/Durante o estresse, 0 aumento da secrecto de CRH e ,de‘pepﬁdeos liberados
em conjunto como a arginina vasopressina (AVP) e a ocitoé:inc promovem O
aumento da sintese e liberacdo de ACTH e B-endorfina pela adenohipdfise
{ANTONI, 1986). J& os elevados niveis de ACTH aumentam a sintese e a liberagdo de
glicocorticéides pelo cortex da adrenal que em conjunfo'com as catecolaminas da
medula da adrenal produzem lipdlise, glicogendlise e catabolismo de proteinas.
Dessa forma, estas catecolaminas induzem alteracdes em inGmeras fungdes
vegetativas que ddo o suporte necess@rio ao organismo para restabelecer o
equilibrio, € também mobilizam a producdo e distribuicdo de substratos energéticos
durante o estresse (KOPIN, 1995)./Essas agdes asseguram o manutengdo do
organismo durante situacdes adversas, por disponibilizar tais substratos.

A responsividade do eixo HPA ao estresse é‘, em parte, determinada pela
habilidade dos glicocorticéides em regular a liberagc&o de ACTH afravés de um

sistema de refroalimentac@o negativa. Isto &, glicocorticéides circulantes afuam



sobre receptores de corticosterdides no sistema nervoso central (SNCj e inibem a
responsividade do eixo HPA (FRANCIS et al, 1996). Além da hipdfise e de sitios
hipotaldmicos, hd evidéncias considerdveis sobre a importancia do sistema limbico,
do hipocampo, e do cortex frontal na regulacdo da atividade do eixo HPA
{JACOBSON e SAPOLSKY, 1991). De fato, o hipocampo contém a maior densidade
de receptores de corticosterdides no sistema nervoso (SN)(MCEWEN et al., 1986).
Durante © eStresse, hd também ativacdo do sistema nervoso simpdtico que
libera adrenalina e noradrenalina {NA} nos terminais simpdaticos e, pela meduia da
adrena!, na corrente sangUinea. Entdo, além da descarga periférica de NA, ccorre
secrecdo difusa deste neurofransmissor em todo o sistema nervoso, sehdo que
grande parte da NA central secretada em resposta ao estresse origina-se no focus
coeruleus (LC). '
A ampla distribuicGo do CRH no Sistema Nervoso Central {SNC) sugere que esse
peptidec atue ndo so estimulando o eixc HPA, mas também como um
neurotransmissor em regides extra-hipotalGmicas, as quais estdo envolvidas nas
respostas  do organismo a estimulos estressantes, como o nicleoc central da
amigdala, hipocampo, coértex cerebelar e LC (BLOOM et al., 1982; KAWATA et al,
1982; BUGON ef al., 1982). O envolvimento do LC nas respostas co estresse €
reforcado por dados que demonstram que nestas situagdes ocorre um aumento da
expressdo da proteina FOS, usada como marcador da  atfividade neurondal
(CECATELLI et al., 1989; CULLINAM et al, 1995), bem como um aumento da
expressdo do RNA mensageiro (RNAm} para ¢ tirosina hidroxilase { MELIA & DUMAN,
1991; MELIA ef al., 1990} neste nicleo. Através de suas vias, o LC emite ramificagdes
difusas que inervam a maioria dos nucleos hipotal&micos incluindo a regi@o do
eminéncia mediana, regides septais e drea pré-Optica {PALKOVITS, 1981; UNERSTALL
et al., 1984). Neurdnios CRH no PVN além de controlar a atividade do eixo HPA, e de
possibilitar ao CRH atuar em nucleos envolvidos com o estresse, como o LC,
recebem entradas de muitas Greas do sistema nervoso, incluindo aferentes
serotonergicos do nucleo da rafe, fibras peptidérgicas a partir do trato solitdrio,

sistema limbico e estruturas prosencefdlicas.
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Além da ativacdo do eixo HPA com indmeras conseqUéncias ao organismo, uma
variedade de estressores causa mudancas na afividade de enzimas que sintetizam
catecolaminas e nas concentragdes de noradrenalina e adrenalina no fecido
nervoso. Por exemplo, o estresse prolongado pror.ﬁove mudancas na atividade de
enzimas como tirosina hidroxilase (TH), dopamina B-hidroxilase e feniletanolamina N-
metiltransferase (PNMT). Essas mudancas na atividade das enzimas sdo reguladas
por varios glicocorticdides, ACTH e atividade neural. Por exemplo, quando ratos sGo
submetidos a estressores psicossociais como compeficdo por comida e espago,
além de apresentarem alteracdes em atividades enzimdticas, hd mudancas na
pressdo sangiinea, no peso da adrenal e na concen‘froc;éo de catecolaminas na
medula da adrenal. Neste caso, as enzimas TH e PNMT estdo aumentadas no rato
(AXEROLD e RESINE, 1984).

Entdo, torna-se importante salientar que a exposicdo continuada a altos niveis
de glicocorticdides pode apresentar sérios riscos ao organismo, pois somada ¢ uma
supressdo geral dos processos anabdlicos, pode haver o desenvolvimento de varias
patologias perifericas, como atrofia muscular, perda de sensibilidade & insulina (com
risco de diabetes induzida por esterdide), hipertensdo, hiperlipidemia,
hipercolesterolemia, amenormréia, imunossupressdo e disfuncdo sexual (BRINDLEY e
ROLLAND, 1989; MUNK et al., 1984).

1.2 Estimulacdo neonatal e o desenvolvimento neural

Os mecanismos neurais envolvidos no desenvolvimento de determinados
comportamentos sdo regulados por inter_agées genéfticas e ambientais. Portanto,
uma experiéncia sensorial no inicic da vida pos-natal pode afetar o©
desenvolvimento neural e o comportamento de um animal adulto. Dentre as
influéncias ambientais que podem modificar o desenvolvimento neural estdo os
varios tipos de estimulos estressantes que atuam sobre © organismo em
desenvolvimento (GONZALES, et al., 1990.



A estimulacdo neonatal tem sido utilizada hd algumas décadas como modelo
experimental para examinar os mecanismos pelos quais variagdes precoces ac
ambiente do animal {consideradas estressantes} afetam o desenvolvimento de
sistemas neurais dando origem a alteragcdes comportamentais e neuroendocrinas
estGveis {LEVINE, 1962; DENEMBERG, 1964). Em ratos, a estimulacdo neonatal
tipicamente consiste da “manipulacdo” dos filhotes por alguns minutos, em geral,
durante as primeiras duas semanas de vida. Esse procedimento aparentemente n&o
nocivo ao individuo tem como conseqiéncia na vida adulta uma série de
alteracées comportamentais e enddcrnas que se caracterizam basicamente por
uma diminuico do medo a ambientes novos. Além disso, sabe-se que esses animais
quando adultos tem uma resposta menos acentuada da secrecdo de
glicocorticdides pela supra-renal, quando expostos a estimulos estressores. Ou sejq,
ratos estimulados na infancia apresentam uma secrecdo de corticosterona menor
frente a novos estimulos estressantes (LEVINE, 1993; MEANEY et al., 1993). Contudo, os
niveis basais de corticosterona de animais manipulados e ndo manipulados ndo
diferem enftre si quando adultos. As diferencas entre eles parecem ser devidas a
uma sensibilidade diferencial do SNC ao mecanismo de refroalimentacdo negativa
da supra-renal (LEVINE, 1994).

As duas primeiras semanas apods 0 nascimento representam um periodo crifico
para o desenvolvimento neural em ratos. Processos vitais como migracdo, divisdo,
diferenciacdo, crescimento e morte de células ocorrem no sistema nervoso neste
periodo (MISTRETTA e BRADLEY, 1978). Conseglentemente, a estimulacdo precoce
atua sobre o desenvolvimento deste sistema e induz uma variedade de mudancas
neuroquimicas e comportamentais no adulto (GONZALES et al., 1990). PFEIFER et
al{1976} demonstrou que a estimulacdo neonatal provoca uma diminuicdo na
resposta da corticosterona quando os animais adultos sGo expostos a situacdes
estressantes, como ¢ choque nas patas. Portanto, a manipulacdo logo depois do
nascimento pode causar efeitos tardios scbre a sensibilidade e adaptacdo ao
estresse cronico. Além disso, a estimulacdo neonatal pode aumentar algumas
caracteristicas fisioldgicas em ratos, como o ganho de peso corporal, tanto em

machos como em fémeas (GONZALES et al., 1990).



Ovutros tipos de estimulacdo no periodo de amamentagdo incluem, por
exemplo, expor os filhotes ao frio (0°C). Este tipo de estimulo pode evocar, em
animais adultos, respostas tipicas aquelas apresentadas por um organismo exposto a
um estimulo estressante. Mas, no animal neonatal provoca apenas discreta ou
nenhuma alteracdo dos hormonios classicos do estresse como o ACTH e a
corticosterona {WALKER et al., 1986). Nessa fase as reacdes a estimulos ambientais
sdo acompanhadas apenas por discreta elevacdo dos hormdnios da adrenal,
diferentemente do que acontece com o0s animais adulfos (GOULD, 1994; LEVINE,
1994).

1.3 Periodo hiporresponsivo ao estresse

Estudos ontogénicos do eixo HPA em ratos, no periodo neonatal, mostram a
existéncia nas duas primeiras semanas de vida de uma fase denominada pericdo
ndo responsivo ao estresse. Durante essa fase a resposta do HPA a estimulos nocivos
e reduzida {HALTMEYER ef al., 1966; BARTOVA, 1968). Entretanto, a duragdo exata
- desse periodo € controvertida, pois alguns pesquisadores mostram a partir do
nascimento até 'o idade de dois dias (ZARROW et al, 1967) medidas de
corticosterona observadas apds varios tipos de estresses.

Atfraveés de estudos in vivo e in vifro (GUILLET ef al., 1978) foi verificado que ¢
hipdfise e a adrenal s&o capazes de liberar ACTH e corticosterona, respectivamente,
na fase tardia da vida fetal e no inicio do periodo neonatal. ACTH imunoreativo na
hip&fise e CRH na eminéncia mediana (BUGON et al., 1982) foram detectados tanto
no inicio, como no 17° e 18° dia de vida fetal, respectivamente. Essas evidéncias
levaram alguns pesquisadores a estudar a responsividade do eixo HPA no rato
durante parte do periodo neonatal (2-21 dias de idade) usando medidas diretas do
ACTH presente na hipdfise e CRH hipotal@mico. Durante esses estudos, eles
concluiram gque a exposicdo de ratos jovens a vdarios tipos de estresses ndo induziu
um aumento significativo na secrec@o do ACTH durante as primeiras semanas de

vida. Enfretanto, todos os fipos de estressores testados foram capazes de disparar um



grau mensurdvel de liberacGo de corticosterona em todas as idades. Dentre os
diferentes tipos testados. o estresse com éter foi 0 mais efetivo na producdo de uma
resposta de ACTH mensurdvel antes de 14 dias de idade. Essa observagdo sugere
gue em idades precoces a resposta para um estimulo pode ser especifica ao
estressor.

Os resultados indicaram que preferivelmente do que periodo ndo responsivo
ao estresse, o periodo entre os dias 2 e 14 deveria ser chamado de hiporresponsivo,
pois ratos jovens exibem aumentos modestos nos niveis de corticosterona
plasmatico (WALKER et al., 1986). A imaturidade do eixo HPA durante as duas
semanas de vida resulta de um embotamento da secrecdo de ACTH apds a
exposicdo a varios estressores. Contudo, foi observado que o CRH pode ser liberado
em estagios iniciais da vida, ligando-se em seus receptores na hipdfise e
promovendo a liberacd&o de ACTH. Entdo, sugere-se que o periodo hiporresponsivo
ao estresse, no rato, seria devido o uma falta de habilidade da maioria dos
estressores a induzir a liberacdo de CRH na circulacdo porta, de maneira suficiente
para superar o aumento da sensibilidade da hipdfise ao sistema  de
refroalimentacdo negativa de glicocorticoides (WALKER ef al., 1986).

Durante a fase na qual as respostas ao estresse estdo diminuidas, fanto as
estimulagdes aparentemente “inofensivas” como a manipulacdo quanto estimulos
estressores como frio e choque elétrico induzem, praticamente, as mesmas
alteracdes comportamentais e endocrinas na vida adulta (para revisGo ver LEVINE,
1994). Dessa forma, os grupos de pesquisa que trabalham nessa Grea consideram ©s
estimulos @ que os animais sGo submetidos no periodo neonatal apenas como
estimulagdo sensorial, nGo os caracterizando como estressores, mesmo que assim ¢
sejam considerados num animal adulto {(LEVINE, 1994). Argumenta-se que seria muito

dificil caracterizar a percepg¢do de um estimulo por dois organismos t&o diferentes.

1.4 A relagdo mde - filho e o desenvolvimento neural
H& uma consideravel quantidade de trabalhos (para uma revisdo ver LEVINE,

1994) mostrando que @ manipulagdo ou qualquer outro tipo de estimulacdo do
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animal no periodo neonatal provoca um distirbio da relagdo mdae-filho. As maes de
filhotes manipulados lambem mais sua prole do que mades de filhotes n&do
manipulados. Sabe-se, por outro lado, que o comportamento da mde em relagdo
ac filhote {lamber o corpo do filhote, por exemplo) afeta o desenvolvimento do SN
deste (LEVINE, 1994]. Assim, postula-se que seria a perfurbagdo dessa relagdo que
induziria o padrdo comportamental e enddécrino observado na vida adulta do rato
manipulado no periodo neonatal.

O relacionamento entre a mde e o filhote é critico para o crescimento e
desenvolvimento comportamental em muitas espécies de mamiferos, incluindo
ratos, gatos, cachorros, macacos € humanos. O distUrbio dessa interagcdo promove
uma série de respostas comportamentais e fisioldgicas que incluem mudangas na
temperatura corporal, na locomo¢do, na fregiéncic cardiaca e na “reacdo
emocional” (HINDE e SPENCERQBOOTH, 1971; HOFER, 1970). Também hd um
retardamento do crescimento fisico e do desenvolvimento comportamental quando
comparados com animais cuja relacdo com individuos adultos da mesma espéecie
ocorreu de forma normal na inféncia. Por exemplo, o comportamento de macacos
€ extremamente anormal se eles sdo impedidos de manter o contato fisico com a
mae, mesmo quando as interagcdes visual, auditiva e olfatdric sdo mantidas
(HARLOW e ZIMMERMAN, 1959).

SCHANBERG e KUHN (1985) demonstram que além de mudancas fisioloégicas
hd alteracdes biogquimicas em animais que sofreram privacdo maternal. O indice
bioguimico de maturacdo do tecido estd diminuido durante a separacdo da mae e
mesmo quando 0s ﬁlhd’res sGo mantidos com a mdae anestesiada, indicando que a
estimulacdo tatil pela mae € necessaria para manter a atividade de determinadas
enzimas relacionadas com o crescimento. Foi observado que ratos separados da
mae apresentam uma diminuicdo da atividade da enzima ornitina decarboxilase
(ODC) e de seus produtos no sistema nervoso, coracdo e figado. A ODC € uma
enzima limitante na sintese de poliaminas que estdo envolvidas na regulacdo da
sintese de Gcido nucléico e de proteinas. Sua atividade e a concentracdo de seus
pr_odufos s@o altas em tecidos com uma elevada taxa de crescimento e sintese de

proteina. Conseqlentemente a atividade da ODC ¢ vital para o crescimento e



desenvolvimento normal (KUHN e SCHANBERG, 1998), por isso sua atividade serve
como um indice acurado e sensivel ao crescimento e desenvolvimento celular.
SCHANBERG e KUHN (1985) sugerem que também hd mudangas em concentragoes
hormonais correlacionadas com essas respostas.

A resposta endoécrina de ratos & separacdo maternal € similar aguela
observada em humanos, com exce¢do da secrecdo do hormodnio de crescimenfé
(GH) que € geralmente aumentada em resposta ao estresse agudo nos seres
humdnos adultos, mas que nos ratos € diminuida. Observa-se que a regulagdo
neural da secrecdo de hormonios a partir da hipdfise anterior em mamiferos
neonatos & consideravelmente diferente daquelas observadas em animais adultos
(DOHLER e WUTIKE, 1974).

Conforme FRANCIS ef al. {1996} a estimulac@o pds-natal aumenta a expressdo
de receptores para glicocorticdides no hipocampo e cortex frontal, ou seja, duas
regides que estdo envolvidas na regulacdo, através de um sistema de
| retroalimentacdo, da atividade do eixo HPA. Mas, em periodos de separacdo
maternal mais prolongada, por cerca de 180 minutos, produzem uma diminuicdo da
concentracdo dos receptores de glicocorticoides no hipotdlamo, cortex frontal, e
hipocampo (LIU et al., 1997}. Isto sugere que a diferenciacdo dos sistemas de
receptores para glicocorticéides em determinadas regides do SN sGo sensiveis a
uma variedade de sinais ambientais durante o periodo pds-natal. Esses sinais podem
atuar aumentando ou diminuindo a expressdo de receptores para glicocorticdides
em estruturas neurais especificas que regulam a sintese de CRH e AVP em.neurdnios
do PVN.

Entdo, o ambiente na fase neonatal pode determinar a responsividade do
eixo HPA ao estresse por toda a vida do animal, refletindo a plasticidade neural

desse sistema no inicio do periodo pds-natal.

1.5 Fun¢do reprodutiva e sistema nervoso

A fungdo endocrina das génadas concerne primariamente & manutencdo da

vida, € ao bem estar da espécie. Durante a evoluc@o da reproducdo sexuada foi



necessdrio o desenvolvimento de padrdes complexos da fungdo gondadica. Esses
padrdes dizem respeito ao desenvolvimento, & maturacdo e & nutricdo das células
germinativas individuais masculinas e femininas, & sua unido bem sucedida e ao
crescimento e desenvolvimento subseglente do novo individuo. O processo da
diferenciacdo sexual, isto é, o padrdo do desenvolvimento das génadas, ductos
genitais e da genitdlia externa, produz diferencas fundamentais entre os géneros
(GENUTH, 19946).

Em organismos simples, a reproducdo pode ocomrrer na presenca de um
individuo apenas, mas em sistemas bioldgicos mais complexos, este processo
necessita da interacdo de dois organismos que diferem um do outro em relacdo ao
gue chamamos de sexo {NAFTOLIN, 1981). Durante a concep¢do € estabelecido o
sexo cromossdmico através do gameta masculino, o espermatozdide, que contribui
com um cromossoma X ou Y (GORSKI, 2000). As diferentes caracteristicas
reprodutivas que incluem o comportamento e fendtipo sexual, o padrdo de
secrecdo hormonal e producdo de gametas férteis, refletem a diversidade de
adaptagdes bioldgicas as quais todos os seres vivos estGo expostos. Essa diversidade
abrange desde a ovulacdo reflexa & espontanea, assim como, a fertilizacdo externa
e interna.

Os dois sexos inferagem de tal modo para manter a eficiéncia reprodutiva que
ambos possuem uma sincronizagdo bioldgica durante o desprendimento dos
gametas que, possivelmente, poderdo unir-se € formar um novo individuo. A fémeaqa,
periodicamente, desprende um ou mais gametas de um nUmero finito e essas
ovulagdes sGo produtos de eventos integrados que ocorrem no ovdario (gonada
feminina) e est@o de acordo com o seu processo sexual. J& o macho contribui
estando constantemente disposto para o sexo, assim como produzindo gametas
férteis (NAFTOLIN, 1981).

O padrdo intrinseco do desenvolvimento do SNC € organizado ao longo de
linhas que sGo apropriadas para o sexo homogameético. No sexo heterogamético, a
via de diferenciacdo a partir desse padrdo ocorre como resultado dos hormdnios
produzidos pelas génadas. Ent&o, nos mamiferos o padrdo intrinseco é o feminino,

no qual o ovdrio secreta estrogénio; j& a diferenciacdo do padrdo masculino de
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secrecao das gonadotrofinas resulta de uma exposicdo aos hormdnios do testiculo
(gbnada masculina), principalmente a testosterona, durante o desenvolvimento
(MACLUSKY e NAFTOLIN, 1981).

No adulto, os esterdides gonadais atuam primariamente nas respostas sexudis.
Mas, no fecido nervoso em desenvolvimento no qual tanto o gendtipo masculino
guanto o feminino sGo compativeis com o gendiipo do sistema nervoso, o0 que
reflete o seu estado indiferenciado e bipotencial, os esterdides gonadais criam um
determinado rotfeiro que na idade adulta leva & expressgo de comportamentos

sexuais especificos & estimulacdo hormonal (GORSKI, 2000).

1.6 O ciclo ovariano da rata

Animais de ambos 0s sexos secretam dois hormbnios estimulantes das génadas
(gonadotrofinas) a partir da hipdfise anterior: o hormbnio luteinizante (LH) e ©
hormonio foliculo estimulante (FSH). Nos machos, estes hormdnios sGo secretados em
nivel constante. Nas fémeas, hd picos que estdo subjacentes as atividades ciclicas
do ovdrio (FREEMAN, 1994). A secrecdo ciclica de gonadotrofinas pela hipdfise ndo
depende diretamente do sexo genéfico, mas principalmente da auséncia de
androgénio durante o periodo perinatal (GORSKI, 2000).

Muito do conhecimento que possuimos sobre o contfrole do ciclo ovariano de
varios mamiferos que possuem ovulacdo esponténea € baseado em estudos sobre o
controle do ciclo estral da rata. Esse ciclo € composto por quatro fases que além de
expressarem mudancas na mucosa vaginal com a presenca de celulas nucleadas,
leucdcitos e células cornificadas (MATTHEWS e KENYON, 1984) em cada periodo,
exibem variagdes nas concentracdes hormonais de esterdides gonadais e
consequentemente de gonadotrofinas. Também, associada a essas mudancas
ciclicas € possivel observar alteracdes comportamentais. Por exemplo, no estro
comportamental a fémea apresenta um “desejo sexual”, isto &, ela estd pronta para
o coito. E durante essa fase, mais precisamente na manhd& do estro que ocorre @

ovulacdo, esse periodo dura de 25 a 27 horas. Os periodos enfre estros sdo
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denominados proestro, metaestro e diestro. A fase proestro dura 12 a 14 horas e
precede o estro. Se ndo hd concepgdo, apds o estro hd um periodo de
recuperacdo denominado metaestro (ou diestro |} cuja duragdo € de é a 8 horas,
seguido pelo diestro (ou diestro I} que dura 55 a 57 horas, quando comeca @
secrecdo de hormoénios ovarianos para o proximo ciclo; segue-se a esta fase um
novo proestro {FREEMAN, 1994).

Devido as dificuldades inerentes a complexidade dos mecanismos que
contfrolam as variagdes hormonais ciclicas em fémeas, a maioria dos estudos sobre
mecanismos fisioldgicos em geral € realizada em animais machos. O modo ténico
de liberacGo da testosterona facilita o entendimento dos mecanismos fisioldgicos
em machos. Ao contrdrio, para se estudar 0 organismo feminino € necessario ©
acompanhamento das fases do ciclo estral. Essa complexidade e consegientes
dificuldades contribuem para o pouco esclarecimento sobre os eventos fisioldgicos
que controlam a reproducdo nas fémeas (ANSELMO-FRANCI, ef al., 1999b).

Apesar de toda a complexidade fisiologica relacionada ao ciclo estral, &
necessario compreendermos tal evento para que possamos evoluir no estudo sobre
0s processos fisioldgicos envolvidos com a reprodugdo feminina. Com isso, ©
conhecimento atual sobre o© ciclo ovariano de mamiferos que ovulam
espontaneamente baseia-se principalmente em estudos realizados em ratas por ser
o rato um animal que possui uma f&cil adaptacdo ao ambiente de biotério e cujo
tamanho peqgueno facilita o manuseio. Dessa forma, o presente trabatho utilizou G
rata como um modelo de estudo para verificar o efeito da estimulacdo no periodo
neonatal sobre os processos reprodutivos de fémeas.

Durante o ciclo ovariano da rata ocorre @ secrec;éo‘ de um hormonio
considerado um dos maiores estimulos luteotrdficos que inicia e mantém a secrecGo
de progesterona (P} pelo corpo lUteo, a prolactina (PRL){SMITH ef al., 1975}). Embora
FREEMAN et al. (1974} tenham verificado concentragcdes elevadas desse hormodnio
em ratas no inicio e durante a pseudoprenhez, estabelecida através da
estimulacdo cervical, e esses aumentos estavam associados com a elevacdo na
secrecGo de progesterona indicando um resgate do corpo luteo na pseudoprenhez,
MADHWA e MOUDGAL (1970} j& tinham definido o LH como o principal hormdnio
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luteotrépico, enguanto a PRL foi considerada de menor importancia. Esses dois
pesquisadores basearam suas conclusdes no fato de que o anticorpo para o LH
induziu aborto quando administrado do dia 07 ao dia 11 de prenhez da rata.

A secrecdo de progesterona pelo corpo l0teo no ciclo inicia na tarde do
diestro | e alcancga valores elevados de 25-30 ng/ml no inicio da manhd do diestro |l.
Apss, os valores caem para 5-10 ng/ml, permanecendo assim até a tarde do
proestro quando ocorre 0 pico do LH (FREEMAN ef al, 1994). Sabe-se que esse
esterdide pode inibir ou facilitar o pico de LH induzido pelo estrogeno durante o ciclo
estral da rata (ATTARDI, 1984). O efeito inibitério é identificado pelo fato de confinar
0 pico de LH ao dia do proestro (FREEMAN et al., 1976; GOODMAN, 1978), enquanto
o efeito estimulatério aumenta a magnitude do pico e sincroniza seu horério
(Goodman, 1978; CALIGARIS et al., 1971). Estudos fisioldgicos indicam que «
progesterona pode atuar no hipotdlamo e hipdfise para fodlifar a liberacdo de LH,
i@ que ela produz um aumento nas concentracdes do hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) na eminéncia mediana € no nuicleo argueado do
hipotdlamo cerca de 01-04 horas apds a sua administracdo em ratas
ovarectomizadas fratadas com estrogeno (SIMPKINS et al., 1980). J& no macaco
rhesus, a progesterona parece atuar exclusivamente na hipdfise para facilitar o
libera¢cdo de gonadotrofina (WILDT ef al., 1981).

Conforme SMITH ef al. (1975) padrbes de secrecdo de PRL, LH e FSH sGo
similares, durante a maior parte do ciclo estral. As concentracdes permanecem
baixas e nGo mudam até & tarde e inicio da noite do proestro { figura 1). A PRL inicia
um aumento a partir de seus valores basais de 10 ng/ml as 11 horas do proestro e
alcanca valores elevados de 70 ng/ml &s 17 horas do proestro. Esses niveis declinam
aos valores basais as 07 horas do estro. O pico de LH no proestro € similar ao da PRL
exceto pelo fato de que o primeiro aumento no LH & observado as 15 horas. Valores
maximos de 35-40 ng/ml ocorrem as 17 horas do proestro, com a concentracdo de
LH refornando ao basal (0,5 ng/ml} as 7 horas do estro. O aumento inicial na

secrecGo de FSH na tarde do proestro € coincidente com o do LH ( figura 1).
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ciclo didrio claro-escuro {em: SMITH et al., 1975).
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1.7 A fungdo reprodutiva na rata

Sendo a procriacdo um processo complexo no qual eventos fisioldgicos e
comportamentais devem ocomrer de modo sincrénico para haver a produgdo €
liberacdo de gametas, tormna-se necessdrio a presenca de mecqnismos neurais e
enddcrinos integros participando deste fendmeno. Se tais mecanismos estiverem
abalados, possivelmente aqueles comportamentos relacionados com @
preservacdo da espécie estardo comprometidos. Conforme MCEWEN 1981, dentre
0s comportamentos dependentes dos hormdnios gonadais podemos citar a corte, o
acasalamento e a defesa de territdrio, incluindo a vocalizacdo.

Dentre os hormdnios, o estrogeno € fundamental para coordenar e regular
muitos aspectos da reproducdo por alterar a funcdo de certas populagdes
neuronais em regides anatomicamente diferentes no sistema nervoso de ambos os
sexos (SHUGHRUE et al., 1992} e conforme RASIA-FILHO et al. (1999). hormonios
gonadais podem afetar a morfologia de neurbnios em ratos machos adultos, por
exemplo, no nicleo amigdaldide medial que possui receptores para estes hormaonios
e € uma drea sexualimente dimdrfica em ratos. Através de estudos neuroanatdmicos
foi possivel detectar grupamentos celulares no sistema nervoso de machos e fémeas
que diferem no tamanho, indicando ag¢des distintas dos esterdides gonadais sobre a
morfologia e a funcdo dos sistemas neurdis em ambos 05 sexos. Baseados nessas
descobertas foram intensificadas as pesquisas sobre a localizacdo de receptores
para esterdides gonadais, no tecido nervoso, através da técnica de autoradiografia
(STUMPF, 1948]. Neurdnios sensiveis ao estrogeno foram  encontrados
predominantemente na area pré-optica medial do hipotdlamo, no hipotalamo
tuberal, em regides limbicas como a amigdala e parte do mesencéfalo e cortex
cerebral (KATO e VILLE, 1967). SHUGHRUE e colaboradores (1992) demonstraram que
a concentracao do RNA mensageiro para o receptor de estrdgeno muda durante o
ciclo estral, assim como ocorre expressdo diferencial no sistema nervoso. Essa
expressao diferencial e as mudancas ao longo do ciclo estral poderiam determinar ¢

instalacdo do comportamento reprodutivo e ¢ periodo da ovulacdo.
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Durante o ciclo estral a concentragcdo de estrédgeno permanece nos valores
basais de 07 pg/mi apenas no estro. No metaestro (diestro 1), mais precisamente as
13 horas, 0s niveis de estrogeno aumentam para aproximadamente 15-20 pg/mil.
Essas concentracdes sdo mantidas até & tarde do diestro, quando os niveis
aumentam para chegar aos maiores valores de 40-50 pg/ml no proesfro. A
concentracdo de estrégeno entdo declina em relagdo G secrecdo de LH, PRL e
progesterona alcancando os valores basais no estro (figura 1)(SMITH et al., 1975).

Como citado anteriormente, 0 estro comportamental € o periodo em que @
rata estd pronta para o coito. A caracteristica mais proeminente do comportamento
verificado nesta fase € a postura para a codpula assumida pela fémea que é
denominada de lordose e refere-se G curvatura espinhal. Quando estimulada sobre
ou perto dos flancos, a rata em estro exibe tal comportamento, ou seja, arqueia o
dorso e fica completamente imdvel para auxiliar a insercdo peniana do macho. Na
auséncia da lordose a intfromiss&o e ejaculacdo sdo impossiveis (PFAFF et al., 1980).
H& receptores sensoriais nos flancos e no perinec da fémea que, quando
estimulados, levam a informacdo através de neurbnios sensoriais responsivos &
pressdo até a parte dorsal da medula espinhal. A partir dai ela € enviada para @
formacdo retficular e mesencéfalo. A conexdo do tronco encefdlico com fibras
descendentes da regido cinzenta central do mesencéfalo permitird a lordose
apenas quando 0s horménios esterdides sexuais (como o estradiol) estdo disponiveis
aos neurdnios do mesencéfalo ou a células do nicleo ventromedial do hipotdlamo
(PFAFF et al., 1994).

Os efeitos facilitatdrios sobre o comportamento sexual na rata € na cobaia
ocorrem por a¢cdo da progesterona, e isto estd relacionado com a distribuicdo
dindmica de seus receptores no hipotdlamo. Conforme MOGUILEWSKY e RAYNAUD
(1979), em ratas ovariectomizadas tratadas com estrdgeno, a inducdo de

receptores citoplasmdaticos de progesterona ocortre junto com a induc@o da lordose.
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1.8 Estresse e a fungGo reprodutiva

MEANEY ef al., (1993) e SAPOLSKY (1994) observaram que ratos adulios
manipulados precocemente tem uma maior densidade de receptores para
glicocorticSides no hipocampo. Postula-se que essa seria a causa das diferencas
enfre animais estimulados e n&o estimulados na infGncia quando submefidos ao
estimulo estressor na vida adulta {MEANEY et al., 1994; BHATNAGAR e MEANEY, 1995).

Além de alteracdes na expressdo génica do receptor para glicocorticéide, em
animais adultos, a exposicdo cronica ao estresse ou a elevados niveis de
glicocorticdides interompem © padrdo normal da secrecdo de gonadotrofinas,
desincroniza o ciclo estral e diminui a receptividade sexual na rata (RIVER e VALE,
1984; KAMEL e KUBAJAK, 1987; PLAS-ROSER e ARON, 1981, ARMSTRONG, 1986). Sendo
assim, o estresse pode inibir a funcdo reprodutiva e esse efeito tem sido observado
através da diminuicdo da secrecdo de gonadotrofinas. Por exemplo, a exposicdo
Qo éter promove um aumento na secrecdo de ACTH e corticosterona, mas diminui @
concentragcdo do LH e FSH em ratas (TOHEl et al., 1997). Assim também a exposicao
& natacdo forcada e ao ruido intenso também levam & diminuicdo das
concentfracdes plasmaticas de hormdnios hipofisiarios como o GH, LH e o FSH, e a
um aumento das concentracbes de PRL e TSH. Essas modificagdes nas
concentracdes plasmaticas indicam que os horménios hipofisiarios podem alterar-se
em resposta ao estresse (ARMARIO et al.,1986; ONO et al., 1985).

GONZALES et al. {1994), sugerem que a manipulacdo neonatal afetaria ndo
apenas o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (LIU et al., 1997, PLOTSKY e MEANEY,
1993), mas também o eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal. Também foi demonstrado
que tanto o estresse pré-natal (WARD, 1994) quanto & estimulacdo neonatal (FRANTZ
et al., 1998; LUCION ef al., 1997) pode diminuir o comportamento sexual em machos
e em fémeas.

O CRH tem sido proposto como um mediador dos efeitos anti-reprodutivos
provocados pelo estresse através de uma acdo no hipotdlamo, inibindo a secrecdo
do GnRH (CARATY et al., 1997). O GnRH € um peptidec chave que controla a
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secrecdo de gonadotrofinas, principalmente do LH e portanto a fungdo gonadal.
Esse hormonio hipotalédmico é liberado de modo pulsdtil e, na fémea, a suQ
freqUéncia e amplitude variom durante os estagios reprodutivos nas diferentes
espécies. Singis centrais e periféricos modulam a atividade dos neurdnios GnRh.
Alguns desses sinais sdo estimulatdrios para a sua liberacdo como a norepinefrina € o
neuropeptideo Y (NPY);, e dlguns sdo inibitdrios, como a beta-endorfina e @
interleucina-1.

Portanto, o eixo HPA e o reprodutivo sdo controlados por aferentes
noradrenérgicos. Alguns trabalhos sugerem que os estrégenos ndo podem atuar
diretamente sobre neurdnios GnRH, mas podem aumentar a atividade de neurdnios
noradrenérgicos (ANSELMO-FRANCI e OLIVEIRA, 1996; JENNES, MOORE ef al., 1992).
De fato, a atfivacdo dos nucleos noradrenérgicos Al, A2 e Aé do LC tem estado
relacionado ao estrégeno e & secrecdo de GnRH. Também, a concentracdo de
estradiol durante o ciclo estral estd associada com a expressdo da proteina FOS no
nucleo AT{JENNES et al., 1992). O LC faz projecdes para a area pré-Optica e para o
nucleo supraquiasmdatico, que estao envolvidos na regulacdo da secrecdo ciclica
de hormdnios na hipdfise anterior (ANSELMO-FRANCI et al., 1997; JONES e MOORE,
1977). PLOTSKY (1987} demonstrou que lesdes eletroliticas do LC na manhd do
proestro reduzem o conteldo de noradrenalina na drea pré-optica-medial do
hipotdlamo e hipotdlamo médio basal bloqueando o pico de gonadotrofinas e,
portanto a ovulacdo. Sabe-se que durante o periodo pré-ovulatorio, em espécies
com ovulacdo esponténea ou, No Coito em animais com ovulagcdo induzida, o GnRH
é liberado como uma onda devido ao aumento nos niveis de esterdides circulantes
(estrégeno e progesterona) (PAU e SPIES, 1997). Por outro lado, experimentos que
utilizam a técnica de microdidlise tém demonstrado que a estimulacdo dos nucleos
Al e A2 aumenta a concentracdo de noradrenalina na drea pré-éptica, que é o
sitio de sinfese do GnRH (GAILLET ef al., 1993).

Ratas mostram uma maior liberacdo de ACTH e corticosterona em resposta ao
estresse (GAILLET et al., 1993; GUILLET e MICHAELSON, 1978). Essas diferencas sexuais

ndo permanecem apds a ovariectomia e sdo restabelecidas apds a administracdo
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de estradiol (JOANNY et al., 1989) sendo que esses niveis sdo ainda mais altos
durante a fase proestro do ciclo estral da rata (VIAU e MEANEY, 1991).

Foi verificado que ratos submetidos & gonadectomia na fase neonatal, quando
adultos apresentam niveis elevados de corticosterona em resposta ao estresse se
comparados com animais intactos. Isso sugere que os hormdnios sexuais presentes
no periodo neonatal influenciariam a sensibilidade do eixo hipofdlamo-hipdfise-
adrenal {HPA) de animais adultos (MACCORMICK et al., 1998). A acdo dos esterdides
gonadais no animal neonato modifica o padrdo e, provavelmente, a quantidade
de secrecdo hormonal no adulto. Alteracdes no estado hormonal nessa fase tem
efeitos profundos e tardios sobre o funcionamento biologico subseqlente (LEVINE e
MULLINS, 1966).

Por exemplo, a maturacdo sexual de ratas é observada através da época em
que ocorre a abertura vaginal (SWANSON ef al., 1984). Esse momento de instalacdo
da puberdade varia entre as diferentes espécies de ratos e € controlado por fatores
genéticos (MANDL e ZUCKERMAN, 1952} e pode ser drasticamente alterado quando
0s animais sdo expostos ao frio, como em situacdes de separacdo maternal
(SWANSON et al., 1984). Conforme MANDL e ZUCKERMAN (1952} ratas albinas
expostas ao frio e a uma “forte” manipulagcdo durante o periodo considerado
adequado para a ocomréncia da abertura vaginal, apresentam uma instalacdo
prematura da puberdade.

Entdo, conforme SIECK € RAMALEY {1975} a manipulacdo no inicio da vida pds-
natal pode interferir também em processos relativos ao desenvolvimento sexual,
como a instalacdo da puberdade. Isso ocorre devido a um impacto significativo
sobre o sistema enddcrino provocado pela manipulacdo e/ou por um estimulo
como a mudang¢a do material que compde o ninho. MORTON et al. (1962) mostram
que essa estimulacdo neonatal pode atrasar, adiantar ou ndo ter efeito sobre ©
momento de inicio da puberdade dependendo da freqiéncia na qual os ratos sao
manipulados, da intensidade dessa manipulacdo e do tempo gasto no
procedimento.

Com iss0, 05 mecanismos enddcrinos envolvidos com 0s processos reprodutivos

femininos desde a instalacdo da puberdade até a execucdo do comportamento
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sexual, que é observado através do indice de lordose executada pela fémea sobre
o comportamento de monta apresentado pelo macho, sGo influenciados pela
estimulacdo neonatal ou pela separacdo maternal. Mas, independente da origem
precisa (manipulacdo neonatal ou separacdo maternal), a presenga de alteracoes
comportamentais e neuroenddcrinas induzidas por estimulacdo sensorial neonatal
que se manifestam durante a puberdade (SIEK e RAMALEY, 1975) e vida adulta,
também podem influenciar a preservacdo da espécie através de mudancas no eixo

hipotdlamo-hipdfise-gonadal.

2. Objetivo
2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo verificar o efeito da estimulacdo neonatal sobre

alguns processos reprodutivos de rata.
2.2 Objetivos especificos

2.2.1) Verificar o efeito da estimulagcdo neonatal sobre o comportamento sexual de
ratas.

2.2.2) Verificar o efeito da estimulacdo neonatal sobre a ovulacdo.

2.2.3) Verificar o efeito da estimulacdo neonatal sobre a instalacdo da puberdade.

2.2.4) Verificar o efeito da estimula¢cdo neonatal sobre a regularidade do ciclo estral.
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3. Material e Métodos

3.1 Experimentos

Este trabalho estd dividido nos seguintes experimentos:
Experimento 1: Comportamento sexual
Experimento 2: Contagem do nimero de Ovulos
Experimento 3: Instalacdo da puberdade

Experimento 4: Andlise do ciclo estral

3.2. Animais

Foram utilizadas ratas da variedade Wistar, que na maioria dos experimentos
finham cerca de trés meses de idade e peso corporal enfre 200 e 250g, com
excegdo do experimento da instalacdo da puberdade, em que foram utilizados
animais com idade a partir de 25 dias. Todos os animais tinham livre acesso & agua e
comida e eram mantidos num ciclo claro-escuro de 12:12 horas. No experimento do
comportamento sexual o inicio do ciclo escuro era as 14:30 horas e nos outros
experimentos as 18 horas.

No experimento de comportamento sexual também foram utilizados ratos
machos com cerca de trés meses de idade, peso corporal entre 250 e 300g e
fémeas com cerca de dois meses de idade, peso corporal entre 250 e 270g.

Independente do grupo ao qual pertenciam, as ratas permaneceram com a
mde até a idade de 21 dias, periodo no qual eram separadas dos machos e
colocadas em caixas 31x 34x 17 cm com grupo de 2-4 animais. Todos 05 animais

foram provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS.

3.3 Grupos
Os animais foram divididos em dois grupos:
NGo estimulados (controle): Animais que ndo receberam nenhum estimulo

estressante por parte do pesquisador durante o periodo neonatal.
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Estimulados: SGo os animais que passaram por processos de estimulacdo no periodo
neonatal. Essa estimulacdo era realizada nos dez primeiros dias de vida pds-natal,
sendo que o dia do nascimento era considerado como dia zero. Todas as ninhadas
foram padronizadas em oito filhotes, e antes da realizacdo da estimulagdo, a caixa
residéncia com os fithotes e a mae era retirada do biotério e levada a uma sala
anexa a este, com o mesmo fotoperiodo e temperatura, onde eram realizados os
procedimentos de estimulacdo. Apods, os fithotes eram devolvidos ao ninho e a caixa
levada ao biotério.

Tipos de estimulagdo:

Manipulag¢do: Os filhotes eram separados da mdae, que permanecia em uma Caixa
ao lado, para serem gentiimente manipulados pelo pesquisador que utilizava luvas
de latex, todos juntos, acima do ninho, logo sendo recolocados com a mae. O
tempo total de separacdo da ninhada da mde e a devolucdo dela aos fithotes

levava em torno de dois minutos. A manipula¢do era realizada por um minuto,

diariamente € em hordrios alternados.

Adultas

Adulias

1 minuto / dia

Figura 2: Modelo de manipulacdo neonatal



22

O procedimento de manipulacdo neonatal foi definido do modo como
descrito em trabalhos cldssicos sobre estimulagcdo por manipulagdo (DENENBERG,
1964; ARDER ef al., 1968; HESS et al., 1969).

Estimulacdo Aversiva: Estresse

Os estimulos descritos a seguir eram realizados na mesma ninhada, durante
dez minutos, em dias alternados e consistiram de: '
Luz: Os filhotes eram retirados do ninho e colocados em uma caixa sob a luz de uma
IGmpada de 60 Watts.
Som: Os filhotes eram retirados do ninho e colocados em uma caixa para serem
levados a uma sala com mesmo fotoperiodo e temperatura do biotério onde eram
expostos a um som de 90 decibéis.
Frio: Os filhotes eram retirados do ninho e colocados ém um recipiente e expostos ao
frio de 0°C.

Estresse:

N e
f\o - o R
f\' > L\ ‘:’ff/f‘ R,

' \l y R

\ Luz ——> Adultas

1 estresse:
10 minutos / dia

Figura 3: Modelo de estresse neonatal
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3.4 Experimento 1. Comportamento sexual

Este experimento teve como objetivo verificar o comportamento sexual
através da medida do quociente de lordose {indice de lordose/monta) exibido pela
fémea em estro quando colocada com um macho sexualmente ativo. Foram
utilizadas 70 ratas divididas em 1rés grupos:
NGo estimuladas (N=24)
Manipuladas (N=24)
Estressadas (N=22)

3.4.1) Selecdo de ratos machos sexualmente ativos:

Ratos machos foram colocados em caixas de ambientacdo com 20 x 50cm,
com fémeas (duas/macho} e foram mantidos assim durante guinze dias a fim de
adquirirem experiéncia sexual. Apds este periodo, as fémeas foram retiradas das
Caixas € 0s ratos permaneceram sozinhos por mais sete dias (periodo de abstinéncia
sexual). Passado o periodo de irés semanas, estes ratos foram testados em seu
desempenho sexual. ‘

O teste do desempenho sexual consistiv em avaliar durante dez minutos ©
comportamento do macho perante uma fémea. As fémeas utilizadas para este
teste apresentavam as mesmas caracteristicas das anteriores quanto & variedade,
peso e idade, e foram submetidas & retirada dos ovdrios. Dez dias apds a
ovariectomia, foram induzidas & receptividade sexual por injecdes inframusculares
de benzoato de estradiol (benzo-ginoestril ap® 5mg - SARSA, RJ) na dose de 2
ug/rata, 48 horas antes do teste, e progesterona-butirilacetato de estradiol
(ginecoside® 53mg - Darrow, RJ) na dose de 500 pg/rata, 6 horas antes do teste
(Mas e col., 1987). Os machos que, ao serem colocados com as fémeas,
apresentavam mais de seis intromissdes penianas no periodo de dez minutos foram
considerados como sexualmente ativos e separados para serem submetidos ao
experimento de verificagcdo do quociente de lordose exibido por ratas em estro

estimuladas e ndo estimuladas no periodo neonatal.
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3.4.2) Selecdo de fémeas em estro
Fémeas com cerca de 70 dias de idade tiveram o acompanhamento do ciclo

estral através de esfregaco vaginal realizado diariamente as ? horas da manhd para
posterior andlise através de um microscopio. Aquelas que apresentavam trés ciclos
regulares e que no proximo ciclo estavam na fase estro eram selecionadas para o

experimento.

3.4.3) Reqistro Comportamenial:
Para o registro do comportamento sexual, os ratos foram colocados em caixas

de observa¢cdo com dimensdes de 70 x 70 x 35 cm cujas paredes eram de aco com
exce¢do da parede frontal que era de vidro, o que permitia ampla visualizacdo dos
animais. O ch@o das caixas de observacdo, assim como o das caixas de
ambientacdo, era coberto com maravalha.

Todos 05 animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas
com inicio da fase escura as 14:30 horas. A temperatura foi mantida constante em
torno de 22-24°C. Os animais tinham livre acesso a dgua e comida durante t0do o
experimento, menos na fase de registro do comportamento. A sala era mantida
com sonoridade controlada. -

Em todo o experimento, o registro foi realizado de uma a seis horas apds inicio
da fase escura. Iniciaimente, a fémea era retfirada da caixa onde estava
ambientada para ser colocada na caixa de observacdo por um periodo de dez
minutos para adaptacdo ao novo ambiente. Apds este intervalo, o macho era
colocado com a fémea na caixa de observacdo iniciando-se, imediatamente a
seguir, a sessdo de registro do comportamento sexual que durava dez minutos para
0s comportamentos de monta exibidos pelo macho e de lordose pela fémea.

O registro consistiv em filmar os animais com uma filmadora de video. Ao
término do registro, este era visualizado com o auxilio de um aparetho de video por
um observador treinado que digitava, num microcomputador com  programa
especiaimente elaborado, uma tecla selecionada para cada comportamento &

medida que este ocorria. O programa computava a freqiéncia, a laténcia e a
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duracdo de cada comportamento. A freqiéncia era o nimero de vezes que cada
comportamento ocorria durante o registro. A laténcia era o tempo em segundos
franscomidos desde o inicio da sessGo até a primeira vez que o comportamento
ocormia. A duracdo foi caracterizada como o tempo total de ocoméncia de um

comportamento especifico.

3.4.4) ParGmetros comportamentais analisados:

FreqUéncia de lordose: numero de vezes que a fémea eleva a parte traseira
do dorso para 0 macho montar.
FreqgUéncia de monta: nimero de vezes que o macho usa as patas dianteiras

para agarrar a fémea pelos flancos.

3.5 Experimento 2: Contagem do nimero de évulos

- Este experimento consistiv em contar 0 nimero de dvulos presentes nos ovarios
de fémeas durante a manhd da fase de estro do ciclo estral. Foram utilizadas 21
ratas divididas em dois grupos:
N&o-estimuladas {N=10)
Manipuladas (N=11)
3.5.1) Selecdo de gnimais parg o experimento:

Fémeas com cerca de 70 dias de idade fiveram o acompanhamento do ciclo
estral através da coleta de secrecdo vaginal realizada diariamente as 9 horas da
manhd para posterior andlise através de um microscopio. Aguelas que
apresentavam trés ciclos regulares e que no proximo ciclo estavam na fase estro

eram selecionadas para o experimento.

3.5.2) Procedimento cirdrgico:
As 9 horas da manhd do estro, os animais foram anestesiados com tfiopentat

(40mg/Kg) intraperitonial (ip) e tiveram os ovdarios removidos. Os ovidutos foram

dissecados e colocados entre duas Iadminas.
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3.5.3) Contagem do nimero de ovulos

A contagem dos Svulos de ambos ovidutos foi realizada com o auxilio de um
microscopio utilizando um sistema de duas Iaminas colocadas paralelamente que

permitia comprimir os ovidutos.

3.6 Experimento 3: Instalacdo da puberdade

Este experimento teve como obijetivo registrar o dia em que ocorre o inicio da
puberdade em fémeas. O parGmetro utilizado para determinar a instalagdo da
puberdade foi o dia da abertura vaginal, j& que este € um indicativo de maturacao
sexual (SWANSON et al., 1984; MANDL e ZUCKERMAN, 1952). Foram utilizados 58
animais com idade a partir de 25 dias, divididos em dois grupos:
N&o-estimuladas (N=30)
Manipuladas (N=28)
3.6.1) Observacdo da instalacdo da puberdade:

Ratas tiveram sua abertura vaginal observada diariamente as 9 horas da

manhad pelo pesquisador.

3.7 Experimento 4: Andlise do ciclo estral
Este experimento teve por objetivo verificar a freqiéncia de cada fase do
ciclo estral. Foram utilizados 21 animais divididos em dois grupos:
N&o-estimuladas {N=10)
Manipuladas (N=11)
3.7.1 Coleta de secrec@o vagingl:

Esfregaco vaginal foi coletado diariamente por 29 dias as ¢ horas da manha,
segundo técnica de LONG & EVANS (1922} {Figura 4).

3.7.2 Andlise do esfregaco vaginal:
Apds a coleta, o esfregoc;o vaginal foi analisado a fresco em um microscopio

{(Figura 5).



Figura 4: Coleta de secrecado vaginal
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Figura 5: Fases do ciclo estral observadas no microscopio.
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3.8 Andilise Estatistica

3.8.1) Experimentio 1: Comportamento sexual

Lordose e Monta:

Os resultados foram comparados entre os trés grupos (ndo-estimuladas,
manipuladas e estressadas) pela andlise de variGincia (ANOVA) de uma via seguida
de Newman-Keuls e expressos como meédia (xEPM) da freqiéncia de lordose das
fémeas dos trés grupos e média (xEPM) da freqiéncia de montas do macho em
fémeas dos frés grupos. O nivel critico fixado foi de 5% {p<0,05}, para se admitir uma

diferenca de valores como estatisticamente significante.

Quociente de lordose( lordose/monta):

Os resultados foram comparados enfre os rés grupos (ndo-estimuladas,
manipuladas, estressadas) pela andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida
de Newman-Keuls e expressos como meédia (+EPM] do quociente de lordose das
fémeas dos rés grupos. O nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05), para se admitir uma

diferenca de valores como estatisticamente significante.

3.8.2) Experimento 2: Contagem do numero de dvulos

Os resultados foram expressos atraves de medianas (intervalo interquartil) do
nUmero de dvulos de ambos os grupos. O teste estatistico utilizado foi o de Mann-
Whitney e o nivel critico fixado foi de 5% {p<0,05) para se admitir uma diferen¢a de

valores como estatisticamente significante.

3.8.3) Experimento 3: instalacd [ e
Os resultados foram comparados entre dois grupos (ndo-estimuladas e
manipuladas) através do Teste t de Student e expressos pela média da idade de

instalacdo da puberdade em ambos os grupos. O nivel critico fixado foi de 5%
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(p<0,05), para se admitir uma diferenca de valores como estatisticamente

significante.

3.8.4) Experimento 4: Andlise do ciclo estral
Os resultados ( freqUéncia de cada fase em 29 dias) foram comparados entre

dois grupos {ndo-estimuladas € manipuladas) pela andlise de voricjncio ({ANOVA) de
uma via e expressos através das medias (+EPM) das fases do ciclo estral das fémeas
de ambos os grupos. O nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05), para se admitir uma

diferenca de valores como estatisticamente significante.
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4. Resultados

4.1 Experimento 1) Comportamento Sexual

4.1.1) Lordose:

Ratas que foram manipuladas e estressadas no  periodo neonatal
apresentaram uma diminuicdo estafisticamente significativa quando comparadas
ao grupo das ndo-estimuladas na média da freqiéncia de lordoses em 10 minutos,

quando testadas na fase estro com machos sexualmente ativos (Figura 6).

4.1.2) Monta:
Machos sexualmente ativos colocados com fémeas ndo-estimuladas,

manipuladas e estressadas no periodo neonatal, na fase estro apresentaram um
aumento estatisticamente significativo na média da freqiéncia de montas, em 10
minutos, sobre as fémeas estressadas quando comparadas aos grupos de

manipuladas e ndo-estimuladas (Figura 7).

4.1.3) Quociente de lordose:

O quociente de lordose apresentado por ratas na fase estro, manipuladas e
estressadas no periodo neonatal quando testadas com ratos machos sexualmente
ativos, apresentou uma diminuicdo estatisticamente significativa guando

comparada ao grupo de ndo-estimuladas {Figura 8).

4.2 Experimento 2) Contagem do nimero de dvulos:
Ratas manipuladas no periodo neonatal mostraram uma  redugdo
estatisticamente significativa do nimero de ovulos quando comparadas ao grupo

de ndo-estimuladas (Figura ?).
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4.3 Experimento 3) Instala¢cdo da puberdade:
Ratas manipuladas no periodo neonatal apresentaram um  retardo
estatisticamente significantivo da instalacdo da puberdade quando comparadas

ao grupo de ndo-estimuladas (Figura 10).

4.4 Experimento 4) Andlise do ciclo estral:

Fémeas manipuladas e ndo-estimuladas ndo apresentaram  diferenca
estatisticamente significativa em relacdo & freqiéncia das fases do ciclo estral em
29 dias {figura 11).



Freqgiiéncia de lordoses
)

[ Nao-estimuladas (N=24)
Manipuladas (N=24)
i Estressadas (N=22)

Figura 6: Numero de lordoses em 10 minutos (média + EPM freqiéncia),
apresentado por ratas nao-estimuladas, manipuladas e estressadas no periodo
neonatal, em estro, quando testadas com machos sexualmente ativos. “a’
comparado ac grupo de ndoc-estimuladas (p < 0,05; ANOVA seguida de Newman-

Keuls).
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Figura 7: Numero de montas do macho em 10 minutos (média + EPM freqiiéncia)

quando testados com fémeas nado-estimuladas, manipuladas e estressadas no
periodo neonatal, em estro. “a” quando comparado ao grupo de nao-estimuladas e
“b” quando comparado ao grupo de manipuladas (p < 0,05; ANOVA seguido de
Newman-Keuls).
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Figura 8: Quociente de lordose (média + EPM) de ratas nao-estimuladas,
manipuladas e estressadas no periodo neonatal, em estro, quando testadas com
machos sexualmente ativos. "a” quando comparado ao grupo de nao-estimuladas
{p < 0,05; ANOVA seguida de Newman-Keuls).
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Figura 9: Distribuicdo das ratas naoc-estimuladas e manipuladas no periodo
neonatal, de acordo com o nimero de dvulos (mediana) na fase estro (p < 0,05;
Teste U de Mann-Whitney). Cada simbolo representa um animal.
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Figura 10: Idade (dias) em que ocorre a abertura vaginal de ratas nao-estimuladas e
manipuladas no periodo neonatal. * comparado ao grupo de ndo-estimuladas (p <
0,05, Teste f de Student).
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Figura 11: Numero de fases (freqiéncia) do ciclo estral em 29 dias em ratas ndo-
estimuladas e manipuladas no periodo neonatal ( p < 0,05 Teste f de Student).
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5. Discussdo

5.1 A relagdo entre os eixos hipotdlamo-hipdfise-adrenal e hipotdlamo-
hipéfise-gonadal

Considerando nossos resultados, a estimulagdo neonatal reduziv a
capacidade reprodutiva de fémeas através de uma diminuicdo do comportamento
sexual, do bloqueio da ovulacdo na maioria dos animais, embora o ciclo estral
tenha permanecido regular; e através do retardo na instalacdo da puberdade.
Conforme HANDA et al. {1994) a rapida ativacdo de sistemas neuroenddcrinos
responsivos ao estresse € uma reacdo bdsica dos animais as perturbacdes em seu
ambiente. As conseqUéncias, na maioria dos casos, sGo alteracdes nas
concentragdes de hormdnios hipofisiarios, sendo que algumas dessas modificacdes
hormonais tém sido bastante estudadas. Assim, muitas vias que possibilitam uma
série de processos adaptativos sGo ativadas em respostas as influéncias ambientais.
Mas, as importancias fisioldgica e comportamental de tais alteracdes, muitas vezes,
ndo sdo totalmente compreendidas (TURPEN et al., 197¢). GONZALES e
colaboradores (1994) sugerem que a ativagcdo induzida pelo estresse do eixo HPA
pode estar relacionada com as alteracdes no eixo hipotdlamo- hipdfise-gonadal, o
que é confirmado por nossos dados. Essas modificacdes sobre o eixo hipotdlamo-
hipdfise-gonadal podem ter o CRH como o homdnio que poderia estar
promovendo tais resultados, j& que ele tem sido apresentado como um inibidor da
secrecdo de gonadotrofinas em roedores (GINDOFF et al., 1987). Por outro lado, o
estresse pode promover dalteracdes em outros sistemas neurcis que estdo
correlacionados com © mecanismo reprodutivo.

Estd bem estabelecida a existéncia de diferencas sexuais na atividade eixo
HPA com um aumento nessa atividade em fémeas. Essas diferencas parecem ser
devidas & influéncia dos esterdides sexuais femininos, sendo que flutuagdes na
fun¢c@o do eixo HPA ocorrem em funcdo da fase do ciclo ovariano (CAREY ef al.,
1995). Por exemplo, fémeas apresentam concentracdes mais elevadas de

corticosterona plasmatica do que aguelas encontradas em machos (ATKINSON e
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WADDELL, 1997). Conforme alguns autores (CAREY et al. 1995, BUCKINGHAM et al.
1978, PHILLIPS - e POOLSANGUAN, 1978} essas mudangas identificadas na
corticosterona plasmdatica estGo associadas & fase do ciclo estral, com o pico desse
horménio ocomrendo no proestro, fase no qual hd secrecdo maxima de estrégenos
na rata (FREEMAN, 1994) e, na fase folicular, em humanos.

Considerando que as concentracdes de esterdides gonadais, gonadotrofinas
e PRL presentes na tarde do proestro sdo essenciais para que ocoira a fungdo
reprodutiva normal, qualquer mudanca nos processos fisioldgicos neste periodo
pode ser deletéria ao individuo e & espécie. Assim, os resultados presentes indicam
que a estimulacdo neonatal além de afetar o funcionamento do eixo HPA, tfambém
pode modificar o eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal. Isso ocorre devido Qs alteracdes
promovidas, pela estimulacdo no inicio da vida pds-natal do animal, em estruturas
neuroendaocringas.

A relacdo entre os esterdides sexuais femininos € o0 eixo HPA também &
demonstrada por alguns trabalhos que indicam o estrogeno como o hormdnio
sexual envolvido na reducdo da sensibilidade de retroalimenta¢do para @
corticosterona € no aumento na secrecdo de ACTH pela hipdfise, em condigdes de
estresse (ATKINSON e WANDDELL, 1997). Esses dados sdo reforcados por BURGESS e
HANDA (1992} que mostraram, em ratas ovariectomizadas com reposicdo de
estrogeno, um aumento nas concentracdes plasmdaticas de ACTH imunorreativo,

apods o estresse.

5.2 Esteréides gonadais e a fase neonatal

Sistemas bioldgicos sdo unificados e interdependentes. O meio interno e
externo sdo igualmente sistemas importantes nos quais a fungdo do organismo nos
niveis celular ou comportamental € dependente. HG muitas informagdes que
enfatizam a importdncia de eventos ambientais, durante periodos sensiveis na
ontogenia, como determinantes de processos fisioldgico e comportamental, no

adulto. Tem sido sugerido que 0s hormonios gonadais exercem uma influéncia dual
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sobre o SNC: indutivo ou organizacional durante o desenvolvimento e excitatério no
animal maduro (LEVINE e MULLINS, 1966). Baseado em nossos dados, essa hipdtese
nos leva a acreditar que a estimulacdo neonatal afeta a organizagdo neural no
desenvolvimento, modificando a expressdo dos par@metros reprodutivos
considerados normais, na rata, durante a puberdade e fase adulia.

A influéncia dos esterdides gonadais, durante o periodo neonatal, sobre a
diferencia¢c@do sexual do SNC, mais precisamente do hipotdlamo e
conseqUentemente sobre a funcdo reprodutiva € bastante estudada (BEACH, 1975;
BOOTH, 1979). No entanto, muifos dos mecanismos biogquimicos através dos quais
esses esterdides exercem seus efeitos sobre o SNC ainda permanecem pouco
compreendidos.  Assim, qinda € prematuro afiirmarmos  quais  sistfemas
neuromoduladores sdo alvos da estimulacdo neonatal. De fato, uma das principais
dificuldades no estudo dos mecanismos celulares envolvidos na diferenciacdo
sexual do SNC € a extrema complexidade das interacdes celulares no tecido neural
(GARCIA-SEGURA et al., 1995).

Os esterdides gonadais influenciam a organizacdo neuronal em estruturas
sexualmente dimoérficas dependentes de esterdides em dreas hipotalémicas
especificas e em dareas do complexo amigdaldide (NISHIZUKA, et al., 1881). A
neurofransmissdo também pode ser diferente entre os sexos e estar relacionada com
a diferenciacdo sexual. Essa hipdtese é reforcada pelo fato de que a administracdo
de agentes farmacoldgicos conhecidos por alterarem a atividade neurotransmissora
pode afetar comportamentos sexualmente dimorficos no adulto (HULL ef al., 1984;
RAMIREZ et al., 1979). Por exemplo, LADOSKY e GAZIRI {1970) foram os primeiros @
demonstrar que as concentracdes de serotonind em todo o sistema nervoso sdo
maiores em fémeas do que em ratos machos. Possivelmente, isso decorra devido s
diferengcas na atfividade da enzima monoamina oxidase (GAZIRI e LADOSKY, 1973)
que pode depender dos esterdides gonadais presentes na fase neonatal do animal.
Entdo, a manipulacdo das concentracdes de 5-HT no sistema nervoso logo apds o
nascimento pode afetar o comportamento sexual no animal adulto em ambos os
sexos (WILSON et al., 1986). Esses resultados, bem como os obtidos neste estudo

mostram que os esterdides gonadais sdo essenciais durante o inicio da vida para
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que determinados comportamentos sejam observados no animal em uma fase mais

tardia de sua vida.

5.3 Comportamento sexual da rata: lordose

Os dados presentes sGo consistentes com o Conceh‘o que o estresse tem efeito
pronunciado ndo apenas sobre 0 ACTH, mas também sobre as concentracdes de
gonadotrofinas (TURPEN ef al., 1976). KRULICH e colaboradores {1974) demonstraram
que o LH, FSH e fambém a PRL exibem diferentes respostas & exposicdo aguda ao
éter, sendo que tanto os machos quanto as fémeas apresentam mudangas na
concentracdo plasmatica de FSH apds o inicio do estresse, e niveis de LH em ambos
0s grupos mostram aumentos transitérios. Por outro lado, a PRL mostra um aumento
mais prolongado de sua concentracdo. Sabe-se que a PRL é um membro dos
hormonios adeno-hipofisidrios cuja secrecdo pode ser influenciada pelo estresse
(NEILL, 1970). JAHN e DES (1986) mostraram que © estresse por éter induz um
aumento de 100% na concentfracdo de prolactina em ratas intactas. Além do LH,
FSH e PRL este grupo de hormdnios afetados pelo estresse tambéem inclui o ACTH
{(GANONG, 1963), GH e TSH.

Além das conexdes com o estresse, 0s hormodnios relacionados com a
reproducdo. principalmente os esterdides gonadais, tém muitos efeitos sobre o
sisfema nervoso com agdes importantes na regulacdo de secre¢do gonadotrofinas
e prolactina, assim como na modulagdo do comportamento sexual (MCEWEN et al.,
1997). Estudos que utilizaram técnicas de autorradiografia (STUMFF, 19468; BROWN et
al., 1988}, imuno-histoquimica (CINTRA et al., 1988) e hibridizacdo in situ (SIMERLY ef
al., 1990} verificaram a presenca de receptores de estrogenos ou de seus RNA
mensageiros no hipotdlamo com uma maior abundéncia na drea pré-dptica e
nucleo ventromedial que é muito importante para a realizacdo da lordose, ou seja,
do comportamento reprodutivo feminino (PFAFF, 1980).

J& foram observadas mudancas na expressdo do RNA mensageiro para o

receptor de estrogeno durante as fases do ciclo estral, sendo que a magnitude e a



43

direcdo dessas modificacdes sdo regides especificas (SHUGHRUE et al., 1992). Na
Grea pré-optica medial, sinais de hibridizacdo foram aumentados durante o estro e
metaestro, € aftenuados no diestro. J& durante proestro, periodo no qual as
concentracdes de estrogenos circulantes sGo conhecidas por aumentarem
{(BROWN-GRANT et al., 1970), houve diminuicdo. Entdo, as elevacdes dos niveis de
estrogenos circulantes podem reduzir as concentracdes do RNA mensageiro para
receptores de estrégenos e talvez a expressdo génica em certas regides do
hipotalamo feminino (SHUGHRUE et af., 1982).

Em ratas ciclando, a exposicdo ao estrogeno seguida por progesterona é
necéssc’:n‘o para a indu¢do da lordose (BOLING et al., 1939}, sendo assim a acdo da
progesterona &€ dependente da presenca de estrogeno (MOGUILEWSKY e RAYNAUD,
1979). Mas, o estrogénio sozinho ndo é suficiente para induzir a lordose, neste caso a
progesterona possui uma agdo facilitatéria na instalacdo do comportamento
sexual, embora a duracdo do estro comportamental seja controlada primariamente
pela concentracdo de estrogeno (POWERS, 1970). Com isso, o término do
comportamento verificado no estro € resultado de uma rapida dissipacdo do
estrégeno condicionando o processo.

EVERITT e FUXE (1977ab) sugerem o envolvimento de vias noradrenergicas na
facilitacdo e serotoninérgica ou dopaminérgicas na inibicGo do comportamento
sexual feminino. Através de alguns estudos ETGEN et al {1999) mostraram evidéncias
indicando que os hormdnios ovarianos atuam perifericamente e centralmente para
determinar a liberacdo de NE no hipotdlamo em resposta ao estimulo copulatdrio.
Também é sugerido que o meio hormonal determina as respostas celulares de
neurbnios hipotaldmicos & liberacdo de NE favorecendo a ativagcdo de vias
implicadas na facilitacGo da lordose e aqguelas relacionadas ao pico de
gonadotrofinas. E conhecido que o estrégeno e a progesterona tém acdes similares
em outros sistemas de neurofransmissores € neuromoduladores, maximizando,
portanto, a probabilidade para que fémeas estejam sexualmente receptivas
durante o periodo periovulatério.

DOHANICH {1985) considera a acetilcolina como o neurotransmissor envolvido

diretamente com a regulacdo do comportamento sexual feminino. A capacidade



44

dos mecanismos colinérgicos para afetar o comportamento sexual de roedores
sugere a existéncia de uma interface entre a atividade enddcrina e funcdo
colinérgica. Segundo este autor os esterdides ovarianos regulam a fun¢do do
sistema nervoso, € conseqglentemente o comportamento, por alterar a atividade de
sistemas colinérgicos dentro de estruturas alvo.

Considerando apenas o resultado relativo ao comportamento sexual,
podemos deduzir que a estimulacdo neonatal comprome’reuv a execucdo da
lordose possivelmente por alterar a disponibilidade de neurotransmissores, e/ou de
esterdides gonadais em nivel central. Sabe-se que o estresse pré-natal fambém
pode afetar uma variedade de respostas fisioldgicas € comportamentais, € esses
efeitos podem ser pouco acentuados ou mais pronunciados. Em roedores machos,
esse 1ipo de estresse afeta os comportamentos copulatdrio e agressivo com outros
machos (WARD, 1972). J& em fémeas, o estresse pré-natal induz & agressdo durante
a prenhez e no periodo pds-parto. Comportamentos como o sexual e o parental
também sdo fortemente influenciados nessas situagdes, na fémea (FRIDE ef al., 1985;
POLITCH e HERRENKOHL, 1979).

5.4 Estimulagdo neonatal e o sistema noradrenérgico central

Alteracdes na liberacdo de GnRH pelo hipotdlamo t1ém sido implicadas como
uma fonte primérid de declinio reprodutivo (SMITH ef al., 1992}. Possivelmente, a
estimulacdo neonatal promova indiretamente alteragcdes na secregdo deste
hormdnio e conseqlentemente um déficit na liberacdo de gonadotrofinas
causando um ciclo anovulatoério. |

Evidéncias sugerem que o pico de liberacdo de LH que ocorre no proestro ou
em ratas ovariectomizadas tratadas com esterdides gonadais € devido a um
aumento significativo na liberacdo de NE em regides hipotalémicas especificas que
contém neurdnios GnRH, como a drea pré-éptica medial (MPOA)(RANSE et al.,
1981e WISE et al, 1979). O efeito estimulatdrio da NE alcanca as mais altas

concentragcdes na tarde do proestro e chega a concentragcdes muito baixas no
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estro e diestro 1(RANCE et al, 1981). De fato, abordagens experimentais que
blogueiom esse aumento na tarde do proestro também inibem o pico de LH
(AKABARI & BARRACLOUGH, 198¢). Isso indica uma relacGo estreita entre os
esterdides gonadais e a liberacdo de norepinefrina com conseqUente secrecdo de
GnRH e gonadotrofinas.

Conforme j& citado neste frabalho, os esterdides gonadais tém importante
fungcdo na regulacdo do eixo neuroenddcrino reprodutivo e suas acdes culminam
na liberacdo de GnRH pelo hipotdlamo e de LH e FSH pela hipdfise (HOFFMAN et al.,
1985). Segundo FOX et al. (1990) e HEBIRSON et al. {1993) como n&o hd receptores
para estrégeno e progesterona em neurdnios GnRH, os efeitos dos esterdides
gonadais sobre este sistema sdo, presumivelmente, indiretos. No entanto, esterdides
sexuais foram encontrados nos neurdnios noradrenérgicos do tronco cerebral,
incluindo o LC (HERITAGE et al., 1980) sugerindo que hd receptores para estradiol
neste nucleo. Assim, o sistema noradrenérgico pode ser o principal mediador no
“feedback’dos esterdides gonadais (ANSELMO-FRANCI et al, 1999a). Em ratas
ovariectomizadas tratadas com estrégeno e progesterona, essa Ultima induz o pico
de LH & tarde, quando o “turnover” de NA estd aumentado, € ndo pela manhd,
quando estd baixo (HIEMKE et al., 1983). Por outro lado, o “feedback™ negativo do
estrogeno estd associado & diminuicdo da concentracdo de NA em amostras
dialisadas da MPOA de ovelhas em anestro (GOODMAN et al., 1995). Baseado nas
informacdes apresentadas até o momento, € coerente acreditarmos que a
manipulacdo na fase neonatal modifique estruturas responsdveis pela secre¢cdo de
NE. Segundo GITLER e BARRACLOUGH (1987) o NE pode ser o neurotransmissor
responsdvel pelo pico de GnRH.

O LC mais do que qualqguer outra estrutura do SNC contém neurbnios que
confribuem para a maior entrada de NE em direcdo a vdarios locais do sistema
nervoso (GITLER e BARRACLOUGH, 1987). DOTTI e TALEISNIK {1984) observaram que a
estimulac@o nesta regido afeta a liberacdo de LH, sugerindo que axdnios
provenientes do LC fazem projecdes para regides hipo’rolﬁmicos que contéem
neurdnios GnNRH. Entdo, € possivel que neurdnios noradrenérgicos localizados no LC

sejam as estruturas neurais afetadas pela estimulacdo neonatal.
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Conforme ETGEN e PETITTI {1986) a agdo estimulatéria da NE sobre a liberagdo
de LH e FSH no SNC é mediada, ao menos em parte, pela formagdo de adenosing
3,5 monofosfato ciclico (AMPc) em sitios hipotalamicos. H& evidéncias de que O
AMPC possa participar de mecanismos hipotalémicos que controlam a liberagdo
ciclica de gonadotrofinas no rato. De fato, injecdo de agentes farmacoldgicos que
bloqueiom a acdo da NE e impedem a liberacdo de LH tambem previnem ©
acumulo de AMP¢ no hipotdlamo ETGEN e PETITTI {1986).

Andlisando os nossos dados em conjunto além da estimulacdo neonatal
alterar o eixo HPA como mostrado por LIU ef al. (1997}, MEANEY e AITKEN (1985),
MEANEY et al. (1994), que focaram o0s eventos relacionados ao estresse, oOs
resultados levaram a conclusGo que a estimulacdo poderia afetar sistemas neurais
gue modulam o eixo HPA, como observado através do aumento da popula¢cdo de
receptores para glicocorticdides no hipocampo e cortex frontal. Igualmente, o eixo
hipotalamo-hipodfise-gonadal poderia ser alterado pela estimulacdo neonatal. Esse
evento no inicio da vida pods - natal poderia afetar sistemas neuromoduladores que
estdo associados funcionalmente as agdes dos esterdides gonadais em nivel central,
i@ que perifericamente parece ndo ocorrem alteragdes, como verificado através da
presenca de um ciclo estral regular. Um dos provaveis sistemas modificados pela
estimulacdo logo apds o nascimento seria 0 noradrenérgico, no qual possivelmente
ocorre uma reducdo nas concentracdes de receptores para estrégenos
prejudicando a funcdo reprodutiva como observado pelo atraso na instalagdo da
puberdade, diminuicdo no quociente de lordose e presenca de ciclo anovulatdrio.

Além da possivel diminuicdo na concentracdo de receptores centrais de
estrégeno, convém investigar estruturaimente (forma, tamanho) e o numericamente
células nervosas presentes no LC, assim como as concentracdes plasmdaticas de
gonadotrofinas € PRL e a concentracdo do GnRH na MPOA, para termos uma maior
compreens@do dos efeitos dessa estimulacdo neonatal sobre os par&Gmetros

reprodutivos femininos e conseqientemente sobre a preservacdo da espécie.
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6. Conclusoes

Nossos resultados indicam:

. que a estimulacdo neonatal reduz a capacidade reprodutiva de
fémeas através da diminuicdo do comportamento sexual e do blogueio

da ovulacdo;

. que ndo ha alteragdes nos efeitos periféricos produzidos pelos esterdides
gonadais como observado atravées das mudangas regulares na mucosa
vaginal, entretanto, efeitos centrais dos estrégenos foram aparentemente

alterados pela estimulacdo neonatal;

. que hd um atraso na instalacdo da puberdade em fémeas produzido

pela estimulacdo neonatal;

qgue a estimulacdo neonatal produz mudangas neurocenddcrings

estdveis no eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal;

. que o sistema noradrenérgico central pode ser um dos sistemas neurais

alterados pela estimulacdo no periodo neonatal.
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