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Resumo 

A estimulação neonato! tem sido utilizada há algumas décadas como 

modelo experimental para examinar os mecanismos pelos quais variações 

precoces do ambiente do animal afetam o desenvolvimento de sistemas 

neurais, dando origem a alterações comportamentais e neuroendócrinas 

estáveis. Em ratos, a estimulação neonato! tipicamente consiste da 

manipulação dos animais por alguns minutos, em geral durante as duas 

primeiras semanas de vida. Esse procedimento, aparentemente não nocivo ao 

indivíduo, tem como conseqüência na vida adulta uma série de alterações 

comportamentais e endócrinas. Por exemplo, eles têm uma resposta menos 

acentuada da secreção de glicocorticóides pela supra-renaL quando 

expostos a estímulos estressares. Outros tipos de estimulação consistem em 

expor os filhotes ao frio (0°), à luz (60 Watts) e ao som (90 dB). Então, o período 

imediatamente após o nascimento é um período crítico no qual o sistema 

nervoso imaturo é alterado pelos hormônios esteróides adrenais e, também, 

conforme alguns autores por hormônios gonadais. 

Trabalhos prévios mostraram que o estresse pré-natal e a manipulação 

neonato! diminuem o comportamento sexual em ratos machos e em fêmeas. 

Com isso, o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da estimulação na 

fase neonato! sobre alguns parâmetros reprodutivos de ratas. Animais com 

cerca de três meses de idade e com três ciclos regulares tiveram, na fase 

estro do próximo ciclo, o comportamento sexual registrado e o número de 

óvulos contados. A regularidade do ciclo estral também foi acompanhada, 

assim como, o momento de instalação da puberdade. 

Em conjunto nossos resultados demonstraram que a estimulação 

neonato! reduziu a capacidade reprodutiva de fêmeas como observado 

através da diminuição do comportamento sexuaL ciclo estral anovulatório e 

retardo da instalação da puberdade. 
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Há indícios que os efeitos centrais dos estrógenos foram aparentemente 

alterados como demonstrado pela ausência de ovulação. Mas, os esteróides 

gonadais produzidos durante o período pré-ovulatório foram efetivos em 

relação aos seus efeitos periféricos, pois os animais apresentaram mudanças 

regulares na mucosa vaginal. 



1. Introdução 

1.1 Respostas ao estresse 

UFRGS 
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Os seres vivos sobrevivem graças à manutenção de um equilíbrio complexo, 

dinâmico e harmonioso, denominado homeostase, que é ameaçado quando os 

organismos são expostos a situações de perigo (CHROUSOS e GOLD, 1992). Nestas 

situações ocorre uma série de respostas adaptativas, físicas e mentais que se 

contrapõem aos efeitos dos estímulos estressantes, na tentativa de restabelecer a 

homeostasia. '"As respostas ao estresse classicamente conhecidas incluem a 

ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), que provoca a liberação do 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH} pelo núcleo paraventricular (PVN), de 

corticotrofina (ACTH) pela hipófise anterior e de glicocorticóides pelo córtex da 

adrenal. /;A resposta do eixo HPA ao estresse é basicamente um mecanismo 

adaptativo em mamíferos {FRANCIS et ai., 1996). 

~Durante o estresse, o aumento da secreção de CRH e de peptídeos liberados 

em conjunto como a arginina vasopressina (AVP) e a ocitocina promovem o 

aumento da síntese e liberação de ACTH e (3-endorfina pela adenohipófise 

{ANTONL 1986). Já os elevados níveis de ACTH aumentam a síntese e a liberação de 

glicocorticóides pelo córtex da adrenal que em conjunto com as catecolaminas da 

medula da adrenal produzem lipólise, glicogenólise e catabolismo de proteínas. 

Dessa forma, estas catecolaminas induzem alterações em inúmeras funções 

vegetativas que dão o suporte necessário ao organismo para restabelecer o 

equilíbrio, e também mobilizam a produção e distribuição de substratos energéticos 

durante o estresse (KOPIN, 1995)./Essas ações asseguram a manutenção do 

organismo durante situações adversas, por disponibilizar tais substratos. 

A responsividade do eixo HP A ao estresse é, em parte, determinada pela 

habilidade dos glicocorticóides em regular a liberação de ACTH através de um 

sistema de retroalimentação negativa. Isto é, glicocorticóides circulantes atuam 
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sobre receptores de corticosteróides no sistema nervoso central (SNC) e inibem a 

responsividade do eixo HPA {FRANCJS et ai., 1996). Além da hipófise e de sítios 

hipotalâmicos, há evidências consideráveis sobre a importância do sistema límblco, 

do hipocampo, e do córtex frontal na regulação da atividade do eixo HPA 

{JACOBSON e SAPOLSKY, 1991 ). De fato, o hipocampo contém a maior densidade 

de receptores de corticosteróides no sistema nervoso (SN)(McEWEN et oi., 1986). 

Durante o estresse, há também ativação do sistema nervoso simpático que 

libera adrenalina e noradrenalina {NA) nos terminais simpáticos e, pela medula da 

adrenaL na corrente sangüínea. Então, além da descarga periférica de NA, ocorre 

secreção difusa deste neurotransmissor em todo o sistema nervoso, sendo que 

grande parte da NA central secretada em resposta ao estresse origina-se no locus 

coeruleus {LC). 

A ampla distribuição do CRH no Sistema Nervoso Central {SNC) sugere' que esse 

peptídeo atue não só estimulando o eixo HP A, mas também como um 

neurotransmissor em regiões extra-hipotalâmicas, as quais estão envolvidas nas 

respostas do organismo a estímulos estressantes, como o núcleo central da 

amígdala, hipocampo, córtex cerebelar e LC (BLOOM et ai., 1982; KAWATA et ai, 

1982; BUGON et ai., 1982). O envolvimento do LC nas respostas ao estresse é 

reforçado por dados que demonstram que nestas situações ocorre um aumento da 

expressão da proteína FOS, usada como marcador da atividade neuronal 

(CECATELLI et ai., 1989; CULUNAM et ai., 1995), bem como um aumento da 

expressão do RNA mensageiro {RNAm) para a tirosina hidroxilase ( MELIA & DUMAN, 

1991; MELlA et ai., 1990) neste núcleo. Através de suas vias, o LC emite ramificações 

difusas que inervam a maioria dos núcleos hipotalâmicos incluindo a região da 

eminência mediana, regiões septais e área pré-óptica {P ALKOVITS, 1981; UNERST ALL 

et ai., 1984). Neurônios CRH no PVN além de controlar a atividade do eixo HPA, e de 

possibilitar ao CRH atuar em núcleos envolvidos com o estresse, como o LC, 

recebem entradas de muitas áreas do sistema nervoso, incluindo aferentes 

serotonérgicos do núcleo da rafe, fibras peptidérgicas a partir do trato solitário, 

sistema límbico e estruturas prosencefálicas. 



Além da ativação do eixo HPA com inúmeras conseqüências ao organismo, uma 

variedade de estressares causa mudanças na atividade de enzimas que sintetizam 

catecolaminas e nas concentrações de noradrenalina e adrenalina no tecido 

nervoso. Por exemplo, o estresse prolongado promove mudanças na atividade de 

enzimas como tirosina hidroxilase (TH), dopamina f)-hidroxilase e feniletanolamina N­

metiltransferase (PNMT). Essas mudanças na atividade das enzimas são reguladas 

por vários glicocorticóides, ACTH e atividade neuraL Por exemplo, quando ratos são 

submetidos a estressares psicossociais como competição por comida e espaço, 

além de apresentarem alterações em atividades enzimáticas, há mudanças na 

pressão sangüínea, no peso da adrenal e na concentração de catecolaminas na 

medula da adrenaL Neste caso, as enzimas TH e PNMT estão aumentadas no rato 

(AXEROLD e RESINE, 1984). 

Então, torna-se importante salientar que a exposição continuada a altos níveis 

de glicocorticóides pode apresentar sérios riscos ao organismo, pois somada a uma 

supressoo geral dos processos anabólicos, pode haver o desenvolvimento de várias 

patologias periféricas, como atrofia muscular, perda de sensibilidade à insulina (com 

risco de diabetes induzida por esteróide), hipertensão, hiperlipidemia, 

hipercolesterolemia, amenorréia, imunossupressão e disfunção sexual {BRINDLEY e 

ROLLAND, 1989; MUNK et a/., 1984). 

1.2 Estimulação neonatal e o desenvolvimento neural 

Os mecanismos neurais envolvidos no desenvolvimento de determinados 

comportamentos são regulados por interações genéticas e ambientais. Portanto, 

uma experiência sensorial no início da vida pós-natal pode afetar o 

desenvolvimento neural e o comportamento de um animal adulto. Dentre as 

influências ambientais que podem modificar o desenvolvimento neural estão os 

vários tipos de estímulos estressantes que atuam sobre o organismo em 

desenvolvimento (GONZÁLES, et ai., 1990). 
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A estimulação neonato! tem sido utilizada há algumas décadas como modelo 

experimental para examinar os mecanismos pelos quais variações precoces do 

ambiente do animal (consideradas estressantes) afetam o desenvolvimento de 

sistemas neurais dando origem a alterações comportamentais e neuroendócrinas 

estáveis (LEVlNE, 1962; DENEMBERG, 1964). Em ratos, a estimulação neonato! 

tipicamente consiste da "manipulação" dos filhotes por alguns minutos, em geraL 

durante as primeiras duas semanas de vida. Esse procedimento aparentemente não 

nocivo ao indivíduo tem como conseqüência na vida adulta uma série de 

alteraÇões comportamentais e endócrinas que se caracterizam basicamente por 

uma diminuição do medo a ambientes novos. Além disso, sabe-se que esses animais 

quando adultos têm uma resposta menos acentuada da secreção de 

glicocorticóides pela supra-renaL quando expostos a estímulos estressares. Ou seja, 

ratos estimulados na infância apresentam uma secreção de corticosterona menor 

frente a novos estímulos estressantes (LEVINE, 1993; MEANEY et a/., 1993). Contudo, os 

níveis basais de corticosterona de animais manipulados e não manipulados não 

diferem entre si quando adultos. As diferenças entre eles parecem ser devidas a 

uma sensibilidade diferencial do SNC ao mecanismo de retroalimentação negativa 

da supra-renal (LEVJNE, 1994). 

As duas primeiras semanas após o nascimento representam um período crítico 

para o desenvolvimento neural em ratos. Processos vitais como migração, divisão, 

diferenciação, crescimento e morte de células ocorrem no sistema nervoso neste 

período ( MlSTRETI A e BRADLEY, 1978). Conseqüentemente, a estimulação precoce 

atua sobre o desenvolvimento deste sistema e induz uma variedade de mudanças 

neuroquímicas e comportamentais no adulto (GONZÁLES et ai., 1990). PFEIFER et 

ai. { 197 6} demonstrou que a estimulação neonato I provoca uma diminuição na 

resposta da corticosterona quando os animais adultos são expostos a situações 

estressantes, como o choque nas patas. Portanto, a manipulação logo depois do 

nascimento pode causar efeitos tardios sobre a sensibilidade e adaptação ao 

estresse crônico. Além disso, a estimulação neonato! pode aumentar algumas 

características fisiológicas em ratos, como o ganho de peso corporaL tanto em 

machos como em fêmeas (GONZÁLES et ai., 1990}. 
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Outros tipos de estimulação no período de amamentação incluem, por 

exemplo, expor os filhotes ao frio (0°C). Este tipo de estímulo pode evocar, em 

animais adultos, respostas típicas àquelas apresentadas por um organismo exposto a 

um estímulo estressante. Mas, no animal neonato! provoca apenas discreta ou 

nenhuma alteração dos hormônios clássicos do estresse como o ACTH e a 

corticosterona {WALKER et ai., 1986). Nessa fase as reações a estímulos ambientais 

são acompanhadas apenas por discreta elevação dos hormônios da adrenaL 

diferentemente do que acontece com os animais adultos (GOULD, 1994; LEVJNE, 

1994). 

1.3 Período hiporresponsivo ao estresse 

Estudos ontogênicos do eixo HPA em ratos, no período neonato!, mostram a 

existência nas duas primeiras semanas de vida de uma fase denominada período 

não responsivo ao estresse. Durante essa fase a resposta do HPA a estímulos nocivos 

é reduzida (HALTMEYER et ai., 1966; BARTOV A, 1968). Entretanto, a duração exata 

desse período é controvertida, pois alguns pesquisadores mostram a partir do 

nascimento até a idade de dois dias {ZARROW et ai., 1967) medidas de 

corticosterona observadas após vários tipos de estresses. 

Através de estudos in vivo e in vitro (GUlLLET et a/., 1978) foi verificado que a 

hipófise e a adrenal são capazes de liberar ACTH e corticosterona, respectivamente, 

na fase tardia da vida fetal e no início do período neonato!. ACTH imunoreativo na 

hipófise e CRH na eminência mediana (BUGON et ai., 1982) foram detectados tanto 

no início, como no 17° e 18° dia de vida fetaL respectivamente. Essas evidências 

levaram alguns pesquisadores a estudar a responsividade do eixo HPA no rato 

durante parte do período neonato! (2-21 dias de idade) usando medidas diretas do 

ACTH presente na hipófise e CRH hipotalâmico. Durante esses estudos, eles 

concluíram que a exposição de ratos jovens a vários tipos de estresses não induziu 

um aumento significativo na secreção do ACTH durante as primeiras semanas de 

vida. Entretanto, todos os tipos de estressares testados foram capazes de disparar um 
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grau mensurável de liberação de corticosterona em todas as idades. Dentre os 

diferentes tipos testados, o estresse com éter foi o mais efetivo na produção de uma 

resposta de ACTH mensurável antes de 14 dias de idade. Essa observação sugere 

que em idades precoces a resposta para um estímulo pode ser específica ao 

estressar. 

Os resultados indicaram que preferivelmente do que período não responsivo 

ao estresse, o período entre os dias 2 e 14 deveria ser chamado de hiporresponsivo, 

pois ratos jovens exibem aumentos modestos nos níveis de corticosterona 

plasmático (WALKER et o/., 1986). A imaturidade do eixo HPA durante as duas 

semanas de vida resulta de um embotamento da secreção de ACTH após a 

exposição a vários estressares. Contudo, foi observado que o CRH pode ser liberado 

em estágios iniciais do vida, ligando-se em seus receptores na hipófise e 

promovendo a liberação de ACTH. Então, sugere-se que o período hiporresponsivo 

ao estresse, no rato, seria devido a uma falta de habilidade da maioria dos 

estressares a induzir a liberação de CRH no circulação porta, de maneira suficiente 

para superar o aumento da sensibilidade da hipófise ao sistema de 

retroalimentação negativa de glicocorticóides (WALKER et ai., 1986). 

Durante a fase na qual as respostas ao estresse estão diminuídas, tanto as 

estimulações aparentemente "inofensivas" como a manipulação quanto estímulos 

estressares como frio e choque elétrico induzem, praticamente, as mesmas 

alterações comportamentais e endócrinos no vida adulta (para revisão ver LEVlNE 

1994). Dessa forma, os grupos de pesquisa que trabalham nessa área consideram os 

estímulos a que os animais são submetidos no período neonato! apenas como 

estimulação sensorial, não os caracterizando como estressares, mesmo que assim o 

sejam considerados num animal adulto (LEVINE 1994). Argumenta-se que seria muito 

difícil caracterizar a percepção de um estímulo por dois organismos tão diferentes. 

1.4 A relação mãe - filho e o desenvolvimento neural 

Há uma considerável quantidade de trabalhos (para uma revisão ver LEVINE, 

1994) mostrando que a manipulação ou qualquer outro tipo de estimulação do 
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animal no período neonato! provoca um distúrbio da relação mãe-filho. As mães de 

filhotes manipulados lambem mais sua prole do que mães de filhotes não 

manipulados. Sabe-se, por outro lado, que o comportamento da mãe em relação 

ao filhote (lamber o corpo do filhote, por exemplo) afeta o desenvolvimento do SN 

deste (LEVINE, 1994). Assim, postula-se que seria a perturbação dessa relação que 

induziria o padrão comportamento! e endócrino observado na vida adulta do rato 

manipulado no período neonato!. 

O relacionamento entre a mãe e o filhote é crítico para o crescimento e 

desenvolvimento comportamento! em muitas espécies de mamíferos, incluindo 

ratos, gatos, cachorros, macacos e humanos. O distúrbio dessa interação promove 

uma série de respostas comportamentais e fisiológicas que incluem mudanças na 

temperatura corporal, na locomoção, na freqüência cardíaca e na "reação 

emocional" (HINDE e SPENCER-BOOTH, 1971; HOFER, 1970). Também há um 

retardamento do crescimento físico e do desenvolvimento comportamental quando 

comparados com animais cuja relação com indivíduos adultos da mesma espécie 

ocorreu de forma normal na infância. Por exemplo, o comportamento de macacos 

é extremamente anormal se eles são impedidos de manter o contato físico com a 

mãe, mesmo quando as interações visuaL auditiva e olfatória são mantidas 

(HARLOW e ZIMMERMAN, 1959). 

SCHANBERG e KUHN ( 1985) demonstram que além de mudanças fisiológicas 

há alterações bioquímicas em animais que sofreram privação maternal. O índice 

bioquímica de maturação do tecido está diminuído durante a separação da mãe e 

mesmo quando os filhotes são mantidos com a mãe anestesiado, indicando que a 

estimulação tátil pela mãe é necessária para manter a atividade de determinadas 

enzimas relacionadas com o crescimento. Foi observado que ratos separados da 

mãe apresentam uma diminuição da atividade da enzima ornitina decarboxilase 

(ODC) e de seus produtos no sistema nervoso, coração e fígado. A ODC é uma 

enzima limitante na síntese de poliaminas que estão envolvidas na regulação da 

síntese de ácido nucléico e de proteínas. Sua atividade e a concentração de seus 

produtos são altas em tecidos com uma elevada taxa de crescimento e síntese de 

proteína. Conseqüentemente a atividade da ODC é vital para o crescimento e 
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desenvolvimento normal {KUHN e SCHANBERG, 1998}, por isso sua atividade serve 

como um índice acurado e sensível ao crescimento e desenvolvimento celular. 

SCHANBERG e KUHN ( 1985) sugerem que também há mudanças em concentrações 

hormonais correlacionadas com essas respostas. 

A resposta endócrina de ratos à separação maternal é similar àquela 

observada em humanos, com exceção da secreção do hormônio de crescimento 

(GH} que é geralmente aumentada em resposta ao estresse agudo nos seres 

humanos adultos, mas que nos ratos é diminuída. Observa-se que a regulação 

neural da secreção de hormônios a partir da hipófise anterior em mamíferos 

neonatos é consideravelmente diferente daquelas observadas em animais adultos 

(DOHLER e WUTTKE, 1974}. 

Conforme FRANCIS et ai. { 1996) a estimulação pós-natal aumenta a expressão 

de receptores para glicocorticóides no hipocampo e córtex frontal, ou seja, duas 

regiões que estão envolvidas na regulação, através de um sistema de 

retroalimentação, da atividade do eixo HPA. Mas, em períodos de separação 

maternal mais prolongada, por cerca de 180 minutos, produzem uma diminuição da 

concentração dos receptores de glicocorticóides no hipotálamo, córtex frontal, e 

hipocampo (UU et ai., 1997). Isto sugere que a diferenciação dos sistemas de 

receptores para glicocorticóides em determinadas regiões do SN são sensíveis a 

uma variedade de sinais ambientais durante o período pós-natal. Esses sinais podem 

atuar aumentando ou diminuindo a expressão de receptores para glicocorticóides 

em estruturas neurais específicas que regulam a síntese de CRH e A VP em neurônios 

do PVN. 

Então, o ambiente na fase neonato! pode determinar a responsividade do 

eixo HPA ao estresse por toda a vida do animaL refletindo a plasticidade neural 

desse sistema no início do período pós-natal. 

1.5 Função reprodutiva e sistema nervoso 

A função endócrina das gônadas concerne primariamente à manutenção da 

vida, e ao bem estar da espécie. Durante a evolução da reprodução sexuada foi 
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necessário o desenvolvimento de padrões complexos da função gonádica. Esses 

padrões dizem respeito ao desenvolvimento, à maturação e à nutrição das células 

germinativas individuais masculinas e femininas, à sua união bem sucedida e ao 

crescimento e desenvolvimento subseqüente do novo indivíduo. O processo da 

diferenciação sexual, isto é, o padrão do desenvolvimento das gônadas, duetos 

genitais e da genitália externa, produz diferenças fundamentais entre os gêneros 

(GENUTH, 1996). 

Em organismos simples, a reprodução pode ocorrer na presença de um 

indivíduo apenas, mas em sistemas biológicos mais complexos, este processo 

necessita da interação de dois organismos que diferem um do outro em relação ao 

que chamamos de sexo (NAFTOLIN, 1981 ). Durante a concepção é estabelecido o 

sexo cromossômico através do gameta masculino, o espermatozóide, que contribui 

com um cromossomo X ou Y (GORSKL 2000). As diferentes características 

reprodutivas que incluem o comportamento e fenótipo sexual, o padrão de 

secreção hormonal e produção de gametas férteis, refletem a diversidade de 

adaptações biológicas as quais todos os seres vivos estão expostos. Essa diversidade 

abrange desde a ovulação reflexa à espontânea, assim como, a fertilização externa 

e interna. 

Os dois sexos interagem de tal modo para manter a eficiência reprodutiva que 

ambos possuem uma sincronização biológica durante o desprendimento dos 

gametas que, possivelmente, poderão unir-se e formar um novo indivíduo. A fêmea, 

periodicamente, desprende um ou mais gametas de um número finito e essas 

ovulações são produtos de eventos integrados que ocorrem no ovário (gônada 

feminina} e estão de acordo com o seu processo sexual. Já o macho contribui 

estando constantemente disposto para o sexo, assim como produzindo gametas 

férteis (NAFTOLIN, 1981). 

O padrão intrínseco do desenvolvimento do SNC é organizado ao longo de 

linhas que são apropriadas para o sexo homogamético. No sexo heterogamético, a 

via de diferenciação a partir desse padrão ocorre como resultado dos hormônios 

produzidos pelas gônadas. Então, nos mamíferos o padrão intrínseco é o feminino, 

no qual o ovário secreta estrogênio; já a diferenciação do padrão masculino de 
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secreção das gonadotrofinas resulta de uma exposição aos hormônios do testículo 

(gônada masculina), principalmente a testosterona, durante o desenvolvimento 

( MAcLUSKY e NAFTOLIN, 1981). 

No adulto, os esteróides gonadais atuam primariamente nas respostas sexuais. 

Mas, no tecido nervoso em desenvolvimento no qual tanto o genótipo masculino 

quanto o feminino são compatíveis com o genótipo do sistema nervoso, o que 

reflete o seu estado indiferenciado e bipotenciaL os esteróides gonadais criam um 

determinado roteiro que na idade adulta leva à expressão de comportamentos 

sexuais específicos à estimulação hormonal (GORSKI, 2000}. 

1.6 O ciclo ovariano da rata 

Animais de ambos os sexos secretam dois hormônios estimulantes das gônadas 

(gonadotrofinas) a partir da hipófise anterior: o hormônio luteinizante (LH) e o 

hormônio folículo estimulante (FSH). Nos machos, estes hormônios são secretados em 

nível constante. Nas fêmeas, há picos que estão subjacentes às atividades cíclicas 

do ovário (FREEMAN, 1994). A secreção cíclica de gonadotrofinas pela hipófise não 

depende diretamente do sexo genético, mas principalmente da ausência de 

androgênio durante o período perinatal (GORSKL 2000). 

Muito do conhecimento que possuímos sobre o controle do ciclo ovariano de 

vários mamíferos que possuem ovulação espontânea é baseado em estudos sobre o 

controle do ciclo estral da rata. Esse ciclo é composto por quatro fases que além de 

expressarem mudanças na mucosa vaginal com a presença de células nucleadas, 

leucócitos e células cornificadas {MATIHEWS e KENYON, 1984) em cada período, 

exibem variações nas concentrações hormonais de esteróides gonadais e 

conseqüentemente de gonadotrofinas. Também, associada a essas mudanças 

cíclicas é possível observar alterações comportamentais. Por exemplo, no estro 

comportamento! a fêmea apresenta um "desejo sexual", isto é, ela está pronta para 

o coito. É durante essa fase, mais precisamente na manhã do estro que ocorre a 

ovulação, esse período dura de 25 a 27 horas. Os períodos entre estros são 
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denominados proestro, metaestro e diestro. A fase proestro dura 12 a 14 horas e 

precede o estro. Se não há concepção, após o estro há um período de 

recuperação denominado metaestro {ou diestro I} cuja duração é de 6 a 8 horas, 

seguido pelo diestro (ou diestro 11) que dura 55 a 57 horas, quando começa a 

secreção de hormônios ovarianos para o próximo ciclo; segue-se a esta fase um 

novo proestro (FREEMAN, 1994). 

Devido as dificuldades inerentes à complexidade dos mecanismos que 

controlam as variações hormonais cíclicas em fêmeas, a maioria dos estudos sobre 

mecanismos fisiológicos em geral é realizada em animais machos. O modo tônico 

de liberação da testosterona facilita o entendimento dos mecanismos fisiológicos 

em machos. Ao contrário, para se estudar o organismo feminino é necessário o 

acompanhamento das fases do ciclo estral. Essa complexidade e conseqüentes 

dificuldades contribuem para o pouco esclarecimento sobre os eventos fisiológicos 

que controlam a reprodução nas fêmeas {ANSELMO-FRANCL et a/., l999b}. 

Apesar de toda a complexidade fisiológica relacionada ao ciclo estral, é 

necessário compreendermos tal evento para que possamos evoluir no estudo sobre 

os processos fisiológicos envolvidos com a reprodução feminina. Com isso, o 

conhecimento atual sobre o ciclo ovariano de mamíferos que ovulam 

espontaneamente baseia-se principalmente em estudos realizados em ratas por ser 

o rato um animal que possui uma fácil adaptação ao ambiente de biotério e cujo 

tamanho pequeno facilita o manuseio. Dessa forma, o presente trabalho utilizou a 

rata como um modelo de estudo para verificar o efeito da estimulação no período 

neonato! sobre os processos reprodutivos de fêmeas. 

Durante o ciclo ovariano da rata ocorre a secreção de um hormônio 

considerado um dos maiores estímulos luteotróficos que inicia e mantém a secreção 

de progesterona (P) pelo corpo lúteo, a prolactina (PRL}(SMITH et ai., 1975). Embora 

FREEMAN et ai. (1974} tenham verificado concentrações elevadas desse hormônio 

em ratas no início e durante a pseudoprenhez, estabelecida através da 

estimulação cervicaL e esses aumentos estavam associados com a elevação na 

secreção de progesterona indicando um resgate do corpo lúteo na pseudoprenhez, 

MADHWA e MOUDGAL (1970) já tinham definido o LH como o principal hormônio 
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luteotrópico, enquanto a PRL foi considerada de menor importância. Esses dois 

pesquisadores basearam suas conclusões no fato de que o anticorpo para o LH 

induziu aborto quando administrado do dia 07 ao dia ll de prenhez da rata. 

A secreção de progesterona pelo corpo lúteo no ciclo inicia na tarde do 

diestro I e alcança valores elevados de 25-30 ng/ml no início da manhã do diestro 11. 

Após, os valores caem para 5-1 O ng/ml, permanecendo assim até a tarde do 

proestro quando ocorre o pico do LH (FREEMAN et a!, 1994}. Sabe-se que esse 

esteróide pode inibir ou facilitar o pico de LH induzido pelo estrógeno durante o ciclo 

estral da rata (ATIARDL 1984). O efeito inibitório é identificado pelo fato de confinar 

o pico de LH ao dia do proestro (FREEMAN et ai., 1976; GOODMAN, 1978), enquanto 

o efeito estimulatório aumenta a magnitude do pico e sincroniza seu horário 

( Goodman, 1978; CALJGAR IS et ai., 1971}. Estudos fisiológicos indicam que a 

progesterona pode atuar no hipotálamo e hipófise para facilitar a liberação de LH, 

já que ela produz um aumento nas concentrações do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH) na eminência mediana e no núcleo arqueado do 

hipotálamo cerca de 01-04 horas após a sua administração em ratas 

ovarectomizadas tratadas com estrógeno (SIMPKINS et a!., 1980). Já no macaco 

rhesus, a progesterona parece atuar exclusivamente na hipófise para facilitar a 

liberação de gonadotrofina (WILDT et a!., 1981). 

Conforme SMITH et ai. (1975) padrões de secreção de PRL LH e FSH são 

similares, durante a maior parte do ciclo estral. As concentrações permanecem 

baixas e não mudam até à tarde e início da noite do proestro {figura 1 ). A PRL inicia 

um aumento a partir de seus valores basais de 1 O ng/ml às 11 horas do proestro e 

alcança valores elevados de 70 ng/ml às 17 horas do proestro. Esses níveis declinam 

aos valores basais às 07 horas do estro. O pico de LH no proestro é similar ao da PRL 

exceto pelo fato de que o primeiro aumento no LH é observado às i 5 horas. Valores 

máximos de 35-40 ng/ml ocorrem às 17 horas do proestro, com a concentração de 

LH retornando ao basal (0,5 ng/ml) às 7 horas do estro. O aumento inicial na 

secreção de FSH na tarde do proestro é coincidente com o do LH (figura 1 ). 
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estral de ratas. O traço mais largo no eixo horizontal representa o período escuro do 

ciclo diário claro-escuro (em: SMJTH et ai., 1975). 
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1.7 A função reprodutiva na rata 

Sendo a procriação um processo complexo no qual eventos fisiológicos e 

comportamentais devem ocorrer de modo sincrônico para haver a produção e 

liberação de gametas, torna-se necessário a presença de mecanismos neurais e 

endócrinos íntegros participando deste fenômeno. Se tais mecanismos estiverem 

abalados, possivelmente aqueles comportamentos relacionados com a 

preservação da espécie estarão comprometidos. Conforme McEWEN 1981, dentre 

os comportamentos dependentes dos hormônios gonadais podemos citar a corte, o 

acasalamento e a defesa de território, incluindo a vocalização. 

Dentre os hormônios, o estrógeno é fundamental para coordenar e regular 

muitos aspectos da reprodução por alterar a função de certas populações 

neuronais em regiões anatomicamente diferentes no sistema nervoso de ambos os 

sexos (SHUGHRUE et o!., 1992) e conforme RASIA-FILHO et o!. ( 1999), hormônios 

gonadais podem afetar a morfologia de neurônios em ratos machos adultos, por 

exemplo, no núcleo amigdalóide mediai que possui receptores para estes hormônios 

e é uma área sexualmente dimórfica em ratos. Através de estudos neuroanatômicos 

foi possível detectar grupamentos celulares no sistema nervoso de machos e fêmeas 

que diferem no tamanho, indicando ações distintas dos esteróides gonadais sobre a 

morfologia e a função dos sistemas neurais em ambos os sexos. Baseados nessas 

descobertas foram intensificadas as pesquisas sobre a localização de receptores 

para esteróides gonadais, no tecido nervoso, através da técnica de autoradiografia 

(STUMPF, 1968). Neurônios sensíveis ao estrógeno foram encontrados 

predominantemente na área pré-óptica mediai do hipotálamo, no hipotálamo 

tuberaL em regiões límbicas como a amígdala e parte do mesencéfalo e córtex 

cerebral (KATO e VILLE, 1967). SHUGHRUE e colaboradores (1992) demonstraram que 

a concentração do RNA mensageiro para o receptor de estrógeno muda durante o 

ciclo estraL assim como ocorre expressão diferencial no sistema nervoso. Essa 

expressão diferencial e as mudanças ao longo do ciclo estral poderiam determinar a 

instalação do comportamento reprodutivo e o período da ovulação. 
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Durante o ciclo estral a concentração de estrógeno permanece nos valores 

basais de 07 pg/ml apenas no estro. No metaestro (diestro 1), mais precisamente às 

13 horas, os níveis de estrógeno aumentam para aproximadamente 15-20 pg/ml. 

Essas concentrações são mantidas até à tarde do diestro, quando os níveis 

aumentam para chegar aos maiores valores de 40-50 pg/ml no proestro. A 

concentração de estrógeno então declina em relação à secreção de LH, PRL e 

progesterona alcançando os valores basais no estro (figura l)(SMITH et a!., 1975). 

Como citado anteriormente, o estro comportamento! é o período em que a 

rata está pronta para o coito. A característica mais proeminente do comportamento 

verificado nesta fase é a postura para a cópula assumida pela fêmea que é 

denominada de lordose e refere-se à curvatura espinhal. Quando estimulada sobre 

ou perto dos flancos, a rata em estro exibe tal comportamento, ou seja, arqueia o 

dorso e fica completamente imóvel para auxiliar a inserção peniana do macho. Na 

ausência da lordose a intromissão e ejaculação são impossíveis {PFAFF et ai., 1980}. 

Há receptores sensoriais nos flancos e no períneo da fêmea que, quando 

estimulados, levam a informação através de neurônios sensoriais responsivos à 

pressão até a parte dorsal da medula espinhal. A partir daí ela é enviada para a 

formação reticular e mesencéfalo. A conexão do tronco encefálico com fibras 

descendentes da região cinzenta central do mesencéfalo permitirá a lordose 

apenas quando os hormônios esteróides sexuais (como o estradiol) estão disponíveis 

aos neurônios do mesencéfalo ou à células do núcleo ventromedial do hipotálamo 

(PFAFF et a/., 1994}. 

Os efeitos facilitatórios sobre o comportamento sexual na rata e na cobaia 

ocorrem por ação da progesterona, e isto está relacionado com a distribuição 

dinâmica de seus receptores no hipotálamo. Conforme MOGUILEWSKY e RA YNAUD 

(1979), em ratas ovariectomizadas tratadas com estrógeno, a indução de 

receptores citoplasmáticos de progesterona ocorre junto com a indução da lordose. 
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1.8 Estresse e a função reprodutiva 

MEANEY et a/., (1993} e SAPOLSKY (1994) observaram que ratos adultos 

manipulados precocemente têm uma maior densidade de receptores para 

glicocorticóides no hipocampo. Postula-se que essa seria a causa das diferenças 

entre animais estimulados e não estimulados na infância quando submetidos ao 

estímulo estressar na vida adulta (MEANEY et a/., 1994; BHATNAGAR e MEANEY, 1995}. 

Além de alterações na expressão gênica do receptor para glicocorticóide, em 

animais adultos, a exposição crônica ao estresse ou a elevados níveis de 

glicocorticóides interrompem o padrão normal da secreção de gonadotrofinas, 

desincroniza o ciclo estral e diminui a receptividade sexual na rata (RJVER e V AL~, 

1984; KAMEL e KUBAJAK, 1987; PLAS-ROSER e ARON, 1981, ARMSTRONG, 1986}. Sendo 

assim, o estresse pode inibir a função reprodutiva e esse efeito tem sido observado 

através da diminuição da secreção de gonadotrofinas. Por exemplo, a exposição 

ao éter promove um aumento na secreção de ACTH e corticosterona, mas diminui a 

concentração do LHe FSH em ratas (TOHEI et ai., 1997). Assim também a exposição 

à natação forçada e ao ruído intenso também levam à diminuição das 

concentrações plasmáticas de hormônios hipofisiários como o GH, LH e o FSH, e a 

um aumento das concentrações de PRL e TSH. Essas modificações nas 

concentrações plasmáticas indicam que os hormônios hipofisiários podem alterar-se 

em resposta ao estresse (ARMÁRIO et a/., 1986; ONO et ai., 1985). 

GONZÁLES et ai. (1994), sugerem que a manipulação neonato! afetaria não 

apenas o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal {LIU et a/., 1997; PLOTSKY e MEANEY, 

1993), mas também o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal. Também foi demonstrado 

que tanto o estresse pré-natal (WARD, 1994) quanto à estimulação neonato! (FRANTZ 

et ai., 1998; LUCION et ai., 1997) pode diminuir o comportamento sexual em machos 

e em fêmeas. 

O CRH tem sido proposto como um mediador dos efeitos anti-reprodutivos 

provocados pelo estresse através de uma ação no hipotálamo, inibindo a secreção 

do GnRH (CARATY et ai., 1997). O GnRH é um peptídeo chave que controla a 
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secreção de gonadotrofinas, principalmente do LH e portanto a função gonadal. 

Esse hormônio hipotalâmico é liberado de modo pulsátil e, na fêmea, a sua 

freqüência e amplitude variam durante os estágios reprodutivos nas diferentes 

espécies. Sinais centrais e periféricos modulam a atividade dos neurônios GnRh. 

Alguns desses sinais são estimulatórios para a sua liberação como a norepinefrina e o 

neuropeptídeo Y (NPY); e alguns são inibitórios, como a beta-endorfina e a 

interleucina-l . 

Portanto, o eixo HPA e o reprodutivo são controlados por aferentes 

noradrenérgicos. Alguns trabalhos sugerem que os estrógenos não podem atuar 

diretamente sobre neurônios GnRH, mas podem aumentar a atividade de neurônios 

noradrenérgicos (ANSELMO-FRANCI e OLIVEIRA, 1996; JENNES, MOORE et ai., 1992). 

De fato, a ativação dos núcleos noradrenérgicos A 1, A2 e A6 do LC tem estado 

relacionado ao estrógeno e à secreção de GnRH. Também, a concentração de 

estradiol durante o ciclo estral está associada com a expressão da proteína FOS no 

núcleo A 1 (JENNES et ai., 1992). O LC faz projeções para a área pré-óptica e para o 

núcleo supraquiasmático, que estão envolvidos na regulação da secreção cíclica 

de hormônios na hipófise anterior (ANSELMO-FRANCI et ai., 1997; JONES e MOORE, 

1977). PLOTSKY ( 1987) demonstrou que lesões eletrolíticas do LC na manhã do 

proestro reduzem o conteúdo de noradrenalina na área pré-óptica-mediai do 

hipotálamo e hipotálamo médio basal bloqueando o pico de gonadotrofinas e, 

portanto a ovulação. Sabe-se que durante o período pré-ovulatório, em espécies 

com ovulação espontânea ou, no coito em animais com ovulação induzida, o GnRH 

é liberado como uma onda devido ao aumento nos níveis de esteróides circulantes 

(estrógeno e progesterona) (PAU e SPIES, 1997). Por outro lado, experimentos que 

utilizam a técnica de microdiálise têm demonstrado que a estimulação dos núcleos 

A 1 e A2 aumenta a concentração de noradrenalina na área pré-óptica, que é o 

sítio de síntese do GnRH (GAILLET et ai., 1993). 

Ratas mostram uma maior liberação de ACTH e corticosterona em resposta ao 

estresse (GAILLET et ai., 1993; GUILLET e MICHAELSON, 1978). Essas diferenças sexuais 

não permanecem após a ovariectomia e são restabelecidos após a administração 
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de estradiol (JOANNY et ai., 1989) sendo que esses níveis são ainda mais altos 

durante a fase proestro do ciclo estral da rata (VIAU e MEANEY, 1991). 

Foi verificado que ratos submetidos à gonadectomia na fase neonato!, quando 

adultos apresentam níveis elevados de corticosterona em resposta ao estresse se 

comparados com animais intactos. Isso sugere que os hormônios sexuais presentes 

no período neonato! influenciariam a sensibilidade do eixo hipotálamo-hipófise­

adrenal (HPA) de animais adultos (MAcCORMICK et ai., 1998). A ação dos esteróides 

gonadais no animal neonato modifica o padrão e, provavelmente, a quantidade 

de secreção hormonal no adulto. Alterações no estado hormonal nessa fase tem 

efeitos profundos e tardios sobre o funcionamento biológico subseqüente (LEVINE e 

MULUNS, 1966). 

Por exemplo, a maturação sexual de ratas é obseNada através da época em 

que ocorre a abertura vaginal (SWANSON et ai., 1984). Esse momento de instalação 

da puberdade varia entre as diferentes espécies de ratos e é controlado por fatores 

genéticos (MANDL e ZUCKERMAN, 1952) e pode ser drasticamente alterado quando 

os animais são expostos ao frio, como em situações de separação maternal 

(SWANSON et ai., 1984). Conforme MANDL e ZUCKERMAN (1952) ratas albinas 

expostas ao frio e a uma "forte" manipulação durante o período considerado 

adequado para a ocorrência da abertura vaginal, apresentam uma instalação 

prematura da puberdade. 

Então, conforme SIECK e RAMALEY ( 1975} a manipulação no início da vida pós­

natal pode interferir também em processos relativos ao desenvolvimento sexual, 

como a instalação da puberdade. Isso ocorre devido a um impacto significativo 

sobre o sistema endócrino provocado pela manipulação e/ou por um estímulo 

como a mudança do material que compõe o ninho. MORTON et ai. ( 1962) mostram 

que essa estimulação neonato! pode atrasar, adiantar ou não ter efeito sobre o 

momento de início da puberdade dependendo da freqüência na qual os ratos são 

manipulados, da intensidade dessa manipulação e do tempo gasto no 

procedimento. 

Com isso, os mecanismos endócrinos envolvidos com os processos reprodutivos 

femininos desde a instalação da puberdade até a execução do comportamento 
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sexual, que é observado através do índice de lordose executada pela fêmea sobre 

o comportamento de monta apresentado pelo macho, são influenciados pela 

estimulação neonato! ou pela separação maternal. Mas, independente da origem 

precisa (manipulação neonato! ou separação maternal}, a presença de alterações 

comportamentais e neuroendócrinas induzidas por estimulação sensorial neonato! 

que se manifestam durante a puberdade (SJEK e RAMALEY, 1975} e vida adulta, 

também podem influenciar a preservação da espécie através de mudanças no eixo 

hipotálamo-hipófise-gonadal. 

2. Objetivo 

2.1 Objetivo geral 

Este trabalho tem por objetivo verificar o efeito da estimulação neonato! sobre 

alguns processos reprodutivos de rata. 

2.2 Objetivos específicos 

2.2.1) Verificar o efeito da estimulação neonato! sobre o comportamento sexual de 

ratas. 

2.2.2) Verificar o efeito da estimulação neonato! sobre a ovulação. 

2.2.3) Verificar o efeito da estimulação neonato! sobre a instalação da puberdade. 

2.2.4) Verificar o efeito da estimulação neonato! sobre a regularidade do ciclo estral. 



3. Material e Métodos 

3.1 Experimentos 

Este trabalho está dividido nos seguintes experimentos: 

Experimento 1: Comportamento sexual 

Experimento 2: Contagem do número de óvulos 

Experimento 3: Instalação da puberdade 

Experimento 4: Análise do ciclo estral 

3.2. Animais 
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Foram utilizadas ratas da variedade Wistar, que na maioria dos experimentos 

tinham cerca de três meses de idade e peso corporal entre 200 e 250g, com 

exceção do experimento da instalação da puberdade, em que foram utilizados 

animais com idade a partir de 25 dias. Todos os animais tinham livre acesso à água e 

comida e eram mantidos num ciclo claro-escuro de 12:12 horas. No experimento do 

comportamento sexual o início do ciclo escuro era às 14:30 horas e nos outros 

experimentos às 18 horas. 

No experimento de comportamento sexual também foram utilizados ratos 

machos com cerca de três meses de idade, peso corporal entre 250 e 300g e 

fêmeas com cerca de dois meses de idade, peso corporal entre 250 e 270g. 

Independente do grupo ao qual pertenciam, as ratas permaneceram com a 

mãe até a idade de 21 dias, período no qual eram separadas dos machos e 

colocadas em caixas 31x 34x 17 em com grupo de 2-4 animais. Todos os animais 

foram provenientes do Biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS. 

3.3 Grupos 

Os animais foram divididos em dois grupos: 

Não estimulados (controle): Animais que não receberam nenhum estímulo 

estressante por parte do pesquisador durante o período neonato!. 
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Estimulados: São os animais que passaram por processos de estimulação no período 

neonatal. Essa estimulação era realizada nos dez primeiros dias de vida pós-nataL 

sendo que o dia do nascimento era considerado como dia zero. Todas as ninhadas 

foram padronizadas em oito filhotes, e antes da realização da estimulação, a caixa 

residência com os filhotes e a mãe era retirada do biotério e levada a uma sala 

anexa a este, com o mesmo fotoperíodo e temperatura, onde eram realizados os 

procedimentos de estimulação. Após, os filhotes eram devolvidos ao ninho e a caixa 

levada ao biotério. 

Tipos de estimulação: 

Manipulação: Os filhotes eram separados da mãe, que permanecia em uma caixa 

ao lado, para serem gentilmente manipulados pelo pesquisador que utilizava luvas 

de látex, todos juntos, acima do ninho, logo sendo recolocados com a mãe. O 

tempo total de separação da ninhada da mãe e a devolução dela aos filhotes 

levava em torno de dois minutos. A manipulação era realizada por um minuto, 

diariamente e em horários alternados. 

Adultas 
c::=:=> 

ou 

Manipuladas: 

,rv.-v.,.""''rc:::=:SJ .._ __ > Ad ui tas 

1 minuto I dia 

Figura 2: Modelo de manipulação neonato! 
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O procedimento de manipulação neonato! foi definido do modo como 

descrito em trabalhos clássicos sobre estimulação por manipulação (DENENBERG, 

1964; ARDER et a!., 1968; HESS et a!., 1969). 

Estimulaçqo Aversiva: Estresse 

Os estímulos 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 

lâmpada de 60 Watts. 

Som: Os filhotes eram retirados do ninho e colocados em uma caixa para serem 

levados a uma sala com mesmq fotoperíodo e temperatura do biotério onde eram 

expostos a um som de 90 decibéis. 

Frio: Os filhotes eram retirados do ninho e colocados em um recipiente e expostos ao 

frio de 0°C. 

Estresse: 

Estresse: 

Frio 
Som 

\ 
Luz c:=:> Adultas 

1 estresse: 
1 o minutos I dia 

Figura 3: Modelo de estresse neonato! 

' ' 
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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 {índice de lordose/monta) exibido pela 

fêmea em estro quando colocada com um macho sexualmente ativo. Foram 

utilizadas 70 ratas divididas em três grupos: 

Não estimuladas (N=24) 

Manipuladas {N=24) 

Estressadas (N=22) 

3.4.1) Seleção de ratos machos sexualmente ativos: 

Ratos machos foram colocados em caixas de ambientação com 20 x SOem, 

com fêmeas {duas/macho} e foram mantidos assim durante quinze dias, a fim de 

adquirirem experiência sexual. Após este período, as fêmeas foram retiradas das 

caixas e os ratos permaneceram sozinhos por mais sete dias {período de abstinência 

sexual). Passado o período de três semanas, estes ratos foram testados em seu 

desempenho sexual. 

O teste do desempenho sexual consistiu em avaliar durante dez minutos o 

comportamento do macho perante uma fêmea. As fêmeas utilizadas para este 

teste apresentavam as mesmas características das anteriores quanto à variedade, 

peso e idade, e foram submetidas à retirada dos ovários. Dez dias após a 

ovariectomia, foram induzidas à receptividade sexual por injeções intramusculares 

de benzoato de estradiol (benzo-ginoestril ap® Smg - SARSA, RJ) na dose de 2 

J.lQ/rata, 48 horas antes do teste, e progesterona-butirilacetato de estradiol 

(ginecoside® 53mg - Darrow, RJ) na dose de 500 J.lQ/rata, 6 horas antes do teste 

(Mas e co!., 1987). Os machos que, ao serem colocados com as fêmeas, 

apresentavam mais de seis intromissões penianas no período de dez minutos foram 

considerados como sexualmente ativos e separados para serem submetidos ao 

experimento de verificação do quociente de lordose exibido por ratas em estro 

estimuladas e não estimuladas no período neonato!. 
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3.4.2) Seleção de fêmeas em estro 

Fêmeas com cerca de 70 dias de idade tiveram o acompanhamento do ciclo 

estral através de esfregaço vaginal realizado diariamente às 9 horas da manhã para 

posterior análise através de um microscópio. Aquelas que apresentavam três ciclos 

regulares e que no próximo ciclo estavam na fase estro eram selecionadas para o 

experimento. 

3.4.3) Registro Comportamento!: 

Para o registro do comportamento sexual, os ratos foram colocados em caixas 

de observação com dimensões de 70 x 70 x 35 em cujas paredes eram de aço com 

exceção da parede frontal que era de vidro, o que permitia ampla visualização dos 

animais. O chão das caixas de observação, assim como o das caixas de 

ambientação, era coberto com maravalha. 

Todos os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas 

com início da fase escura às 14:30 horas. A temperatura foi mantida constante em 

torno de 22-24°C. Os animais tinham livre acesso à água e comida durante todo 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 após início 

da fase escura. Inicialmente, a fêmea era retirada da caixa onde estava 

ambientada para ser colocada na caixa de observação por um período de dez 

minutos para adaptação ao novo ambiente. Após este intervalo, o macho era 

colocado com a fêmea na caixa de observação iniciando-se, imediatamente a 

seguir, a sessão de registro do comportamento sexual que durava dez minutos para 

os comportamentos de monta exibidos pelo macho e de lordose pela fêmea. 

O registro consistiu em filmar os animais com uma filmadora de vídeo. Ao 

término do registro, este era visualizado com o auxílio de um aparelho de vídeo por 

um observador treinado que digitava, num microcomputador com programa 

especialmente elaborado, uma tecla selecionada para cada comportamento à 

medida que este ocorria. O programa computava a freqüência, a latência e a 
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duração de cada comportamento. A freqüência era o número de vezes que cada 

comportamento ocorria durante o registro. A latência era o tempo em segundos 

transcorridos desde o início da sessão até a primeira vez que o comportamento 

ocorria. A duração foi caracterizada como o tempo total de ocorrência de um 

comportamento específico. 

3.4.4) Parâmetros comportamentais analisados: 

Freqüência de lordose: número de vezes que a fêmea eleva a parte traseira 

do dorso para o macho montar. 

Freqüência de monta: número de vezes que o macho usa as patas dianteiras 

para agarrar a fêmea pelos flancos. 

3.5 Experimento 2: Contagem do número de óvulos 

Este experimento consistiu em contar o número de óvulos presentes nos ovários 

de fêmeas durante a manhã da fase de estro do ciclo estral. Foram utilizadas 21 

ratas divididas em dois grupos: 

Não-estimuladas {N= 1 O) 

Manipuladas {N= 11 J 

3.5. l) Selecão de animais para o experimento: 

Fêmeas com cerca de 70 dias de idade tiveram o acompanhamento do ciclo 

estral através da coleta de secreção vaginal realizada diariamente às 9 horas da 

manhã para posterior análise através de um microscópio. Aquelas que 

apresentavam três ciclos regulares e que no próximo ciclo estavam na fase estro 

eram selecionadas para o experimento. 

3.5.2) Procedimento cirúrgico: 

Às 9 horas da manhã do estro, os animais foram anestesiados com tiopental 

{40mg/Kg) intraperitonial {ip) e tiveram os ovários removidos. Os ovidutos foram 

dissecados e colocados entre duas lâminas. 
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3.5.3) Contagem do número de óvulos 

A contagem dos óvulos de ambos ovidutos foi realizada com o auxílio de um 

microscópio utilizando um sistema de duas lâminas colocadas paralelamente que 

permitia comprimir os ovidutos. 

3.6 Experimento 3: Instalação da puberdade 

Este experimento teve como objetivo registrar o dia em que ocorre o início da 

puberdade em fêmeas. O parâmetro utilizado para determinar a instalação da 

puberdade foi o dia da abertura vaginal, já que este é um indicativo de maturação 

sexual (SWANSON et ai., 1984; MANDL e ZUCKERMAN, 1952). Foram utilizados 58 

animais com idade a partir de 25 dias, divididos em dois grupos: 

Não-estimuladas (N=30) 

Manipuladas (N=28) 

3.6.1) Observação da instalação da puberdade: 

Ratas tiveram sua abertura vaginal observada diariamente às 9 horas da 

manhã pelo pesquisador. 

3.7 Experimento 4: Análise do ciclo estral 

Este experimento teve por objetivo verificar a freqüência de cada fase do 

ciclo estral. Foram utilizados 21 animais divididos em dois grupos: 

Não-estimuladas (N=10) 

Manipuladas (N=ll) 

3.7. 1 Coleta de seçreção vaginal: 

Esfregaço vaginal foi coletado diariamente por 29 dias às 9 horas da manhã, 

segundo técnica de LONG & EVANS (1922) (Figura 4). 

3.7.2 Análise do esfregaco vaginal: 

Após a coleta, o esfregaço vaginal foi analisado a fresco em um microscópio 

(Figura 5). 
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Figura 4: Coieta de secreção vaginaí 
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Figura 5: Fases do ciclo estral observados no microscópio. 
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3.8 Análise Estatística 

3.8. 1) Experimento 1 : Comportamento sexual 

Lordose e Monta: 

Os resultados foram comparados entre os três grupos {não-estimuladas, 

manipuladas e estressadas) pela análise de variância (ANOVA) de uma via seguida 

de Newman-Keuls e expressos como média {±EPM} da freqüência de lordose das 

fêmeas dos três grupos e média (±EPM) da freqüência de montas do macho em 

fêmeas dos três grupos. O nível crítico fixado foi de 5% (p<0,05), para se admitir uma 

diferença de valores como estatisticamente significante. 

Quociente de lordose( lordose/monta): 

Os resultados foram comparados entre os três grupos (não-estimuladas, 

manipuladas, estres~adas) pela análise de variância (ANOVA) de uma via seguida 

de Newman-Keuls e expressos como média (±EPM) do quociente de lordose das 

fêmeas dos três grupos. O nível crítico fixado foi de 5% {p<0,05), para se admitir uma 

diferença de valores como estatisticamente significante. 

3.8.2) Experimento 2: Contagem do número de óvulos 

Os resultados foram expressos através de medianas (intervalo interquartil) do 

número de óvulos de ambos os grupos. O teste estatístico utilizado foi o de Mann­

Whitney e o nível crítico fixado foi de 5% {p<0,05) para se admitir uma diferença de 

valores como estatisticamente significante. 

3.8.3) Experimento 3: lnstalacão da puberdade 

Os resultados foram comparados entre dois grupos (não-estimuladas e 

manipuladas) através do Teste t de Student e expressos pelo média da idade de 

instalação da puberdade em ambos os grupos. O nível crítico fixado foi de 5% 
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{p<0,05), para se admitir uma diferença de valores como estatisticamente 

significante. 

3.8.4} Experimento 4: Análise do ciclo estral 

Os resultados ( freqüência de cada fase em 29 dias) foram comparados entre 

dois grupos (não-estimuladas e manipuladas) pela análise de variância {ANOVA) de 

uma via e expressos através das médias {±EPM) das fases do ciclo estral das fêmeas 

de ambos os grupos. O nível crítico fixado foi de 5% {p<0,05), para se admitir uma 

diferença de valores como estatisticamente significante. 



31 

4. Resultados 

4.1 Experimento 1) Comportamento Sexual 

4. 1.1) Lordose: 

Ratas que foram manipuladas e estressadas no período neonato! 

apresentaram uma diminuição estatísticamente significativa quando comparadas 

ao grupo das não-estimuladas na média da freqüência de lordoses em lO minutos, 

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

4.1.2) Monta: 

Machos sexualmente ativos colocados com fêmeas não-estimuladas, 

manipuladas e estressadas no período neonato!, na fase estro apresentaram um 

aumento estatisticamente significativo na média da freqüência de montas, em 1 O 

minutos, sobre as fêmeas estressadas quando comparadas aos grupos de 

manipuladas e não-estimuladas (Figura 7). 

4.1.3) Quociente de lordose: 

O quociente de lordose apresentado por ratas na fase estro, manipuladas e 

estressadas no período neonato! quando testadas com ratos machos sexualmente 

ativos, apresentou uma diminuição estatisticamente significativa quando 

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

4.2 Experimento 2) Contagem do número de óvulos: 

Ratas manipuladas no período neonato! mostraram uma redução 

estatisticamente significativa do número de óvulos quando comparadas ao grupo 

de não-estimuladas {Figura 9). 
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4.3 Experimento 3) Instalação da puberdade: 

Ratas manipuladas no período neonato! apresentaram um retardo 

estatisticamente significantivo da instalação da puberdade quando comparadas 

ao grupo de não-estimuladas (Figura 10). 

4.4 Experimento 4) Análise do ciclo estral: 

Fêmeas manipuladas e não-estimuladas não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa em relação à freqüência das fases do ciclo estral em 

29 dias (figura 11 ). 
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Figura 6: Número de tordoses em 10 minutos (média ± EPM freqüência), 

apresentado por ratas não-estimuladas, manipuladas e estressadas no período 

neonatal, em estro, quando testadas com machos sexualmente ativos. "a" 

comparado ao grupo de não-estimuladas (p < 0,05; ANOVA seguida de Newman­

Keuls). 
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Figura 7: Número de montas do macho em 10 minutos (média ± EPM freqüência) 

quando testados com fêmeas não-estimuladas, manipuladas e estressadas no 

período neonatat, em estro. "a" quando comparado ao grupo de não-estimuladas e 

"b" quando comparado ao grupo de manipuladas (p < 0,05; ANOVA seguido de 

Newman-Keuts). 
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Figura 8: Quociente de lordose (média ± EPM) de ratas não-estimuladas, 

manipuladas e estressadas no período neonatal, em estro, quando testadas com 

machos sexualmente ativos ... a·· quando comparado ao grupo de não-estimuladas 

{p < 0,05; ANOVA seguida de Newman-Keuls). 
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Figura 9: Distribuição das ratas não-estimuladas e manipuladas no período 

neonataf, de acordo com o número de óvulos (medjana) na fase estro (p < 0,05; 

Teste U de Mann-Whitney). Cada simoofo representa um animaL 
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Figura 10: Jdade (dias) em .que ocorre a abertura vaginal de ratas não-estimuladas e 

manipuladas no periodo neonataf. * comparado ao grupo de não-estimuladas {p < 

0,05, Teste t de Student). 
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Figura 11: Número de fases (freqüência) do ciclo estra1 em 29 dias em ratas não­

estimuladas e manipuladas no período neonatal ( p < 0,05 Teste t de Student). 
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5. Discussão 

5.1 A relação entre os eixos hipotálamo-hipófise-adrenal e hipotálamo­
hipófise-gonadal 

Considerando nossos resultados, a estimulação neonato! reduziu a 

capacidade reprodutiva de fêmeas através de uma diminuição do comportamento 

sexual, do bloqueio da ovulação na maioria dos animais, embora o ciclo estral 

tenha permanecido regular; e através do retardo na instalação da puberdade. 

Conforme HANDA et ai. {1994) a rápida ativação de sistemas neuroendócrinos 

responsivos ao estresse é uma reação básica dos animais às perturbações em seu 

ambiente. As conseqüências, na maioria dos casos, são alterações · nas 

concentrações de hormônios hipofisiários, sendo que algumas dessas modificações 

hormonais têm sido bastante estudadas. Assim, muitas vias que possibilitam uma 

série de processos adaptativos são ativadas em respostas às influências ambientais. 

Mas, as importâncias fisiológica e comportamento! de tais alterações, muitas vezes, 

não são totalmente compreendidas (TURPEN et oi., 1976). GONZÁLES e 

colaboradores (1994) sugerem que a ativação induzida pelo estresse do eixo HPA 

pode estar relacionada com as alterações no eixo hipotálamo- hipófise-gonadal, o 

que é confirmado por nossos dados. Essas modificações sobre o eixo hipotálamo­

hipófise-gonadal podem ter o CRH como o hormônio que poderia estar 

promovendo tais resultados, já que ele tem sido apresentado como um inibidor da 

secreção de gonadotrofinas em roedores (GINDOFF et oi., 1987). Por outro lado, o 

estresse pode promover alterações em outros sistemas neurais que estão 

correlacionados com o mecanismo reprodutivo. 

Está bem estabelecida a existência de diferenças sexuais na atividade eixo 

HP A com um aumento nessa atividade em fêmeas. Essas diferenças parecem ser 

devidas à influência dos esteróides sexuais femininos, sendo que flutuações na 

função do eixo HPA ocorrem em função da fase do ciclo ovariano (CAREY et ai., 

1995). Por exemplo, fêmeas apresentam concentrações mais elevadas de 

corticosterona plasmática do que àquelas encontradas em machos (ATKINSON e 
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WADDELL 1997). Conforme alguns autores (CAREY et a/. 1995, BUCKINGHAM et a/. 

1978, PHILUPS e POOLSANGUAN, 1978) essas mudanças identificadas na 

corticosterona plasmática estão associadas à fase do ciclo estraL com o pico desse 

hormônio ocorrendo no proestro, fase no qual há secreção máxima de estrógenos 

na rata (FREEMAN, 1994) e, na fase folicular, em humanos. 

Considerando que as concentrações de esteróides gonadais, gonadotrofinas 

e PRL presentes na tarde do proestro são essenciais para que ocorra a função 

reprodutiva normaL qualquer mudança nos processos fisiológicos neste período 

pode ser deletéria ao indivíduo e à espécie. Assim, os resultados presentes indicam 

que a estimulação neonato! além de afetar o funcionamento do eixo HP A também 

pode modificar o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal. Isso ocorre devido às alterações 

promovidas, pela estimulação no início da vida pós-natal do animaL em estruturas 

neuroendócrinas. 

A relação entre os esteróides sexuais femininos e o eixo HP A também é 

demonstrada por alguns trabalhos que indicam o estrógeno como o hormônio 

sexual envolvido na redução da sensibilidade de retroalimentação para a 

corticosterona e no aumento na secreção de ACTH pela hipófise, em condições de 

estresse (ATKINSON e WANDDELL 1997). Esses dados são reforçados por BURGESS e 

H ANDA ( 1992) que mostraram, em ratas ovariectomizadas com reposição de 

estrógeno, um aumento nas concentrações plasmáticas de ACTH imunorreativo, 

a pós o estresse. 

5.2 Esteróides gonadais e a fase neonatal 

Sistemas biológicos são unificados e interdependentes. O meio interno e 

externo são igualmente sistemas importantes nos quais a função do organismo nos 

níveis celular ou comportamento! é dependente. Há muitas informações que 

enfatizam a importância de eventos ambientais, durante períodos sensíveis na 

ontogenia, como determinantes de processos fisiológico e comportamento!, no 

adulto. Tem sido sugerido que os hormônios gonadais exercem uma influência dual 
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sobre o SNC: indutivo ou organizacional durante o desenvolvimento e excitatório no 

animal maduro (LEVlNE e MULUNS, 1966). Baseado em nossos dados, essa hipótese 

nos leva a acreditar que a estimulação neonato! afeta a organização neural no 

desenvolvimento, modificando a expressão dos parâmetros reprodutivos 

considerados normais, na rata, durante a puberdade e fase adulta. 

A influência dos esteróides gonadais, durante o período neonato!, sobre a 

diferenciação sexual do SNC, mais precisamente do hipotálamo e 

conseqüentemente sobre a função reprodutiva é bastante estudada (BEACH, 1975; 

BOOTH, 1979}. No entanto, muitos dos mecanismos bioquímicas através dos quais 

esses esteróides exercem seus efeitos sobre o SNC ainda permanecem pouco 

compreendidos. Assim, ainda é prematuro afirmarmos quais sistemas 

neuromoduladores são alvos da estimulação neonato!. De fato, uma das principais 

dificuldades no estudo dos mecanismos celulares envolvidos na diferenciação 

sexual do SNC é a extrema complexidade das interações celulares no tecido neural 

(GARCIA-SEGURA et ai., 1995). 

Os esteróides gonadais influenciam a organização neuronal em estruturas 

sexualmente dimórficas dependentes de esteróides em áreas hipotalâmicas 

específicas e em áreas do complexo amigdalóide (NISHlZUKA, et ai., 1881}. A 

neurotransmissão também pode ser diferente entre os sexos e estar relacionada com 

a diferenciação sexual. Essa hipótese é reforçada pelo fato de que a administração 

de agentes farmacológicos conhecidos por alterarem a atividade neurotransmissora 

pode afetar comportamentos sexualmente dimórficos no adulto (HULL et ai., 1984; 

RAMIREZ et ai., 1979). Por exemplo, LADOSKY e GAZlRI (1970) foram os primeiros a 

demonstrar que as concentrações de serotonina em todo o sistema nervoso são 

maiores em fêmeas do que em ratos machos. Possivelmente, isso decorra devido às 

diferenças na atividade da enzima monoamina oxidase (GAZIRI e LADOSKY, 1973) 

que pode depender dos esteróides gonadais presentes na fase neonato! do animal. 

Então, a manipulação das concentrações de 5-HT no sistema nervoso logo após o 

nascimento pode afetar o comportamento sexual no animal adulto em ambos os 

sexos (WILSON et ai., 1986). Esses resultados, bem como os obtidos neste estudo 

mostram que os esteróides gonadais são essenciais durante o início 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 são consistentes com o conceito que o estresse tem efeito 

pronunciado não apenas sobre o ACTH, mas também sobre as concentrações de 

gonadotrofinas (TURPEN et a/., 1976). KRUUCH e colaboradores (1974) demonstraram 

que o LH, FSH e também a PRL exibem diferentes respostas à exposição aguda ao 

éter, sendo que tanto os machos quanto as fêmeas apresentam mudanças na 

concentração plasmática de FSH após o início do estresse, e níveis de LH em ambos 

os grupos mostram aumentos transitórios. Por outro lado, a PRL mostra um aumento 

mais prolongado de sua concentração. Sabe-se que a PRL é um membro dos 

hormônios adeno-hipofisiários cuja secreção pode ser influenciada pelo estresse 

(NEILL, 1970). JAHN e DEIS (1986) mostraram que o estresse por éter induz um 

aumento de 100% na concentração de prolactina em ratas intactas. Além do LH, 

FSH e PRL este grupo de hormônios afetados pelo estresse também inclui o ACTH 

(GANONG, 1963), GH e TSH. 

Além das conexões com o estresse, os hormônios relacionados com a 

reprodução, principalmente os esteróides gonadais, têm muitos efeitos sobre o 

sistema nervoso com ações importantes na regulação de secreção gonadotrofinas 

e prolactina, assim como na modulação do comportamento sexual (McEWEN et ai., 

1997}. Estudos que utilizaram técnicas de autorradiografia (STUMFF, 1968; BROWN et 

ai., 1988), imuno-histoquímica (CINTRA et a/., 1988) e hibridização in situ (SIMERL Y et 

ai., 1990) verificaram a presença de receptores de estrógenos ou de seus RNA 

mensageiros no hipotálamo com uma maior abundância na área pré-óptica e 

núcleo ventromedial que é muito importante para a realização da lordose, ou seja, 

do comportamento reprodutivo feminino (PFAFF, 1980). 

Já foram observadas mudanças na expressão do RNA mensageiro para o 

receptor de estrógeno durante as fases do ciclo estral, sendo que a magnitude e a 
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direção dessas modificações são regiões específicas (SHUGHRUE et a/., 1992). Na 

área pré-óptica mediai, sinais de hibridização foram aumentados durante o estro e 

metaestro, e atenuados no diestro. Já durante proestro, período no qual as 

concentrações de estrógenos circulantes são conhecidas por aumentarem 

(BROWN-GRANT et ai., 1970), houve diminuição. Então, as elevações dos níveis de 

estrógenos circulantes podem reduzir as concentrações do RNA mensageiro para 

receptores de estrógenos e talvez a expressão gênica em certas regiões do 

hipotálamo feminino (SHUGHRUE et oi., 1982). 

Em ratas ciciando, a exposição ao estrógeno seguida por progesterona é 

necessária para a indução da lordose (BOLING et aL 1939), sendo assim a ação da 

progesterona é dependente da presença de estrógeno (MOGUILEWSKY e RAYNAUD, 

1979). Mas, o estrogênio sozinho não é suficiente para induzir a lordose, neste caso a 

progesterona possui uma ação facilitatória na instalação do comportamento 

sexual, embora a duração do estro comportamento! seja controlada primariamente 

pela concentração de estrógeno (POWERS, 1970). Com isso, o término do 

comportamento verificado no estro é resultado de uma rápida dissipação do 

estrógeno condicionando o processo. 

EVERIIT e FUXE (l977ab) sugerem o envolvimento de vias noradrenérgicas na 

facilitação e serotoninérgica ou dopaminérgicas na inibição do comportamento 

sexual feminino. Através de alguns estudos ETGEN et oi {1999) mostraram evidências 

indicando que os hormônios ovarianos atuam perifericamente e centralmente para 

determinar a liberação de NE no hipotálamo em resposta ao estímulo copulatório. 

Também é sugerido que o meio hormonal determina as respostas celulares de 

neurônios hipotalâmicos à liberação de NE favorecendo a ativação de vias 

implicadas na facilitação da lordose e àquelas relacionadas ao pico de 

gonadotrofinas. É conhecido que o estrógeno e a progesterona têm ações similares 

em outros sistemas de neurotransmissores e neuromoduladores, maximizando, 

portanto, a probabilidade para que fêmeas estejam sexualmente receptivas 

durante o período periovulatório. 

DOHANICH { 1985) considera a acetilcolina como o neurotransmissor envolvido 

diretamente com a regulação do comportamento sexual feminino. A capacidade 
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dos mecanismos colinérgicos para afetar o comportamento sexual de roedores 

sugere a existência de uma interface entre a atividade endócrina e função 

colinérgica. Segundo este autor os esteróides ovarianos regulam a função do 

sistema nervoso, e conseqüentemente 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 estimulação neonato! comprometeu a execução da 

lordose possivelmente por alterar a disponibilidade de neurotransmissores, e/ou de 

esteróides gonadais em nível central. Sabe-se que o estresse pré-natal também 

pode afetar uma variedade de respostas fisiológicas e comportamentais, e esses 

efeitos podem ser pouco acentuados ou mais pronunciados. Em roedores machos, 

esse tipo de estresse afeta os comportamentos copulatório e agressivo com outros 

machos {WARD, 1972). Já em fêmeas, o estresse pré-natal induz à agressão durante 

a prenhez e no período pós-parto. Comportamentos como o sexual e o parenta! 

também são fortemente influenciados nessas situações, na fêmea (FRIDE et ai., 1985; 

POLITCH e HERRENKOHL 1979). 

5.4 Estimulação neonatal e o sistema noradrenérgico central 

Alterações na liberação de GnRH pelo hipotálamo têm sido implicadas como 

uma fonte primária de declínio reprodutivo {SMITH et ai., 1992). Possivelmente, a 

estimulação neonato! promova indiretamente alterações na secreção deste 

hormônio e conseqüentemente um déficit na liberação de gonadotrofinas 

causando um ciclo anovulatório. 

Evidências sugerem que o pico de liberação de LH que ocorre no proestro ou 

em ratas ovariectomizadas tratadas com esteróides gonadais é devido a um 

aumento significativo na liberação de NE em regiões hipotalâmicas específicas que 

contém neurônios GnRH, como a área pré-óptica mediai (MPOA)(RANSE et a/., 

1981e WISE et a/., 1979). O efeito estimulatório da NE alcança as mais altas 

concentrações na tarde do proestro e chega a concentrações muito baixas no 
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estro e diestro 1 (RANCE et a/., 1981). De fato, abordagens experimentais que 

bloqueiam esse aumento na tarde do proestro também inibem o pico de LH 

{AKABARI e BARRACLOUGH, 1986). Isso indica uma relação estreita entre os 

esteróides gonadais e a liberação de norepinefrina com conseqüente secreção de 

GnRH e gonadotrofinas. 

Conforme já citado neste trabalho, os esteróides gonadais têm importante 

função na regulação do eixo neuroendócrino reprodutivo e suas ações culminam 

na liberação de GnRH pelo hipotálamo e de LHe FSH pela hipófise {HOFFMAN et ai., 

1985). Segundo FOX et ai. { 1990) e HEBIRSON et ai. ( 1993) como não há receptores 

para estrógeno e progesterona em neurônios GnRH, os efeitos dos esteróides 

gonadais sobre este sistema são, presumivelmente, indiretos. No entanto, esteróides 

sexuais foram encontrados nos neurônios noradrenérgicos do tronco cerebral, 

incluindo o LC {HERIT AGE et ai., 1980) sugerindo que há receptores para estradiol 

neste núcleo. Assim, o sistema noradrenérgico pode ser o principal mediador no 

··feedback··dos esteróides gonadais (ANSELMO-FRANCI et ai., 1999a). Em ratas 

ovariectomizadas tratadas com estrógeno e progesterona, essa última induz o pico 

de LH à tarde, quando o "turnover" de NA está aumentado, e não pela manhã, 

quando está baixo (HIEMKE et ai., 1983). Por outro lado, o ··feedback"· negativo do 

estrógeno está associado à diminuição da concentração de NA em amostras 

dialisadas da MPOA de ovelhas em anestro (GOODMAN et a/., 1995). Baseado nas 

informações apresentadas até o momento, é coerente acreditarmos que a 

manipulação na fase neonato! modifique estruturas responsáveis pela secreção de 

NE. Segundo GITLER e BARRACLOUGH (1987) a NE pode ser o neurotransmissor 

responsável pelo pico de GnRH. 

O LC mais do que qualquer outra estrutura do SNC contém neurônios que 

contribuem para a maior entrada de NE em direção a vários locais do sistema 

nervoso (GITLER e BARRACLOUGH, 1987). DOTTI e TALEISNIK {1984) observaram que a 

estimulação nesta região afeta a liberação de LH, sugerindo que axônios 

provenientes do LC fazem projeções para regiões hipotalâmicas que contém 

neurônios GnRH. Então, é possível que neurônios noradrenérgicos localizados no LC 

sejam as estruturas neurais afetadas pela estimulação neonato!. 
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Conforme ETGEN e PETITTI (1986) a ação estimulatória daNE sobre a liberação 

de LHe FSH no SNC é mediada, ao menos em parte, pela formação de adenosina 

3,5 monofosfato cíclico (AMPc) em sítios hipotalâmicos. Há evidências de que o 

AMPc possa participar de mecanismos hipotalâmicos que controlam a liberação 

cíclica de gonadotrofinas no rato. De fato, injeção de agentes farmacológicos que 

bloqueiam a ação da NE e impedem a liberação de LH também previnem o 

acúmulo de AMPc no hipotálamo ETGEN e PETITTI {1986). 

Analisando os nossos dados em conjunto além da estimulação neonato! 

alterar o eixo HPA como mostrado por LIU et ai. (1997}, MEANEY e AlTKEN (1985}, 

MEANEY et a/. (1994), que focaram os eventos relacionados ao estresse, os 

resultados levaram a conclusão que a estimulação poderia afetar sistemas neurais 

que modulam o eixo HP A, como observado através do aumento da população de 

receptores para glicocorticóides no hipocampo e córtex frontal. Igualmente, o eixo 

hipotálamo-hipófise-gonadal poderia ser alterado pela estimulação neonato!. Esse 

evento no início da vida pós - natal poderia afetar sistemas neuromoduladores que 

estão associados funcionalmente às ações dos esteróides gonadais em nível central, 

já que perifericamente parece não <?correm alterações, como verificado através da 

presença de um ciclo estral regular. Um dos prováveis sistemas modificados pela 

estimulação logo após o nascimento seria o noradrenérgico, no qual possivelmente 

ocorre uma redução nas concentrações de receptores para estrógenos 

prejudicando a função reprodutiva como observado pelo atraso na instalação da 

puberdade, diminuição no quociente de lordose e presença de ciclo anovulatório. 

Além da possível diminuição na concentração de receptores centrais de 

estrógeno, convém investigar estruturalmente (forma, tamanho) e o numericamente 

células nervosas presentes no LC, assim como as concentrações plasmáticas de 

gonadotrofinas e PRL e a concentração do GnRH na MPOA, para termos uma maior 

compreensão dos efeitos dessa estimulação neonato! sobre os parâmetros 

reprodutivos femininos e conseqüentemente sobre a preservação da espécie. 
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6. Conclusões 

Nossos resultados indicam: 

. que a estimulação neonato! reduz a capacidade reprodutiva de 

fêmeas através da diminuição do comportamento sexual e do bloqueio 

da ovulação; 

. que não há alterações nos efeitos periféricos produzidos pelos esteróides 

gonadais como observado através das mudanças regulares na mucosa 

vaginal, entretanto, efeitos centrais dos estrógenos foram aparentemente 

alterados pela estimulação neonato!; 

. que há um atraso na instalação da puberdade em fêmeas produzido 

pela estimulação neonato!; 

que a estimulação neonato! produz mudanças neuroendócrinas 

estáveis no eixo hipotálamo-hipófise-gonadal; 

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

alterados pela estimulação no período neonato!. 
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