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RESUMO

A manipulacdo neonatal promove alteragdes neuroendocrinas e
comportamentais em ratos. Os efeitos conhecidos deste procedimento nao sao
observaveis apds gonadectomia neonatal e antes da instalacdo da puberdade,
sugerindo que os horménios esterdides gonadais modulam os efeitos da
manipulagdo neonatal. Este trabalho teve como objetivo investigar uma
possivel modulacdo dos efeitos da manipulacdo neonatal sobre
comportamentos e a resposta ao estresse da PRL e do LH. O efeito da
manipulacdo neonatal sobre a atividade noradrenérgica no PVN induzida por
estresse também foi avaliada. A manipulagdo neonatal consistiu em manipular
os filhotes do 1° ao 10° dia de vida. Os animais foram estudados na idade
adulta. No experimento 1, o comportamento no campo aberto e as respostas
da PRL e do LH ao estresse por contencédo foram analisados em ratos e ratas
nas fases do diestro, proestro e estro. No experimento 2, os animais né&o-
manipulados e manipulados foram submetidos a gonadectomia ficticia,
gonadectomia e gonadectomia seguida de reposi¢ao hormonal de testosterona
nos machos e estradiol nas fémeas. Trés semanas apds as cirurgias, o
comportamento no campo aberto e as respostas da PRL e do LH ao estresse
foram realizados. No experimento 3 ratos machos e fémeas em diestro foram
subdivididos em basal e estresse. As concentracdes plasmaticas de PRL foram
determinadas por radioimunoensaio e os conteudos de NA e MHPG foram
determinados através de deteccdo eletroquimica. Ratos machos manipulados
permaneceram mais tempo nos quadrantes centrais e ratas apresentaram
aumento da duragao de locomogao no campo aberto ao longo do ciclo estral. A
gonadectomia em ratos machos e fémeas manipulados reduziu a duracao de
locomogao no campo aberto e em ratas reduziu a frequéncia de entrada nos
quadrantes centrais. A manipulacdo neonatal reduziu a resposta da PRL e do
LH ao estresse em ratos machos. Em ratas na fase do estro foi observada uma
menor resposta da PRL ao estresse quando comparadas as ratas néo-
manipuladas na fase do estro. O mesmo ocorreu com a resposta do LH ao

estresse em ratas manipuladas nas fases do proestro e do estro. A reducao da
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resposta da PRL ao estresse em ratas manipuladas foi observada apenas em
ratas submetidas a ovariectomia ficticia. Ratas manipuladas n&o apresentaram
aumento da razao MHPG/NA no PVN apds aplicacdo do estresse. Os efeitos
da manipulagdo neonatal sobre comportamentos em ratos machos e fémeas e
sobre a resposta da PRL ao estresse em fémeas parecem depender da
presenca de hormoénios esterdides gonadais. A ciclicidade dos hormdnios
esterdides gonadais durante o ciclo estral influencia os efeitos da manipulagéo
neonatal sobre a resposta da PRL e do LH ao estresse em ratas. A
manipulagdo neonatal reduz a responsividade do sistema noradrenérgico ao

estresse em fémeas.

Palavras-chave: manipulagdo neonatal, estresse, horménios esterdides

gonadais, prolactina e horménio luteinizante.
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ABSTRACT

Neonatal handling promotes neuroendocrine and behavioral changes in rats.
Known effects of this procedure are not perceived after neonatal gonadectomy
and before puberty, suggesting that gonadal steroids hormones modulate the
effects of neonatal handling. The objective of this work is to investigate a
possible modulation of the neonatal handling effects in behaviors and the stress
response of PRL and LH. The neonatal handling effect over noradrenergic
activity in PVN induced by stress was also evaluated. Neonatal handling
consisted in handling pups from the 1° to the 10° day of life. Animals were
studied in adult age. In experiment 1, the behavior in open field and the PRL
and LH responses to stress through restraint were analised in male and female
rats in diestrus, proestrus and estrus phases. In experiment 2, non-handled and
handled animals were submitted to sham gonadectomy, gonadectomy and
gonadectomy followed by testosterone hormonal replacement in males and
estradiol hormonal replacement in females. Three weeks after surgery, open
field behavior and PRL and LH responses to stress were conducted. In
experiment 3 male and female rats in diestrus were grouped in basal and
stress. PRL plasm levels were determined through radioimmunoassay and NA
and MHPG contents were determined through electrochemical detection.
Handled male rats remained more time in central squares and female rats
showed an increase in locomotion duration in open field through estral cycle.
Gonadectomy in male rats and handled females reduced locomotion duration in
open field and in female rats reduced the frequency in central squares.
Neonatal handling reduced PRL and LH response to stress in male rats. In the
estrus phase of female rats was observed a lower PRL response to stress when
compared to non-handled female rats in estrus phase. The same happened
with LH response to stress in female handled rats in proestrus and estrus
phases. The reduction in PRL response to stress in handled female rats was
observed only in female rats submitted to sham ovariectomy. Handled female
rats do not showed increase in MHPG/NA quocient in PVN after stress
application. Neonatal handling effects over behaviors seems to depend of the
gonadal steroids hormones presence. The cycling of gonadal steroids

hormones during estral cycle influences the effects of neonatal handling over
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PRL and LH response to stress in female rats. Neonatal handling reduces the

responsivity of the noradrenergic system to stress.

Key-words: neonatal handling, stress, gonadal steroids, prolactin and

luteinizing hormone.
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1. INTRODUCAO

1.1. Manipulagcdo neonatal: consequUéncias neuroenddcrinas e
comportamentais

A manipulagao neonatal € um modelo experimental que tem por objetivo
avaliar como uma interferéncia ambiental nos primeiros dias de vida pode
alterar os mecanismos neurais que controlam os comportamentos e as
respostas neuroenddécrinas ao estresse. Este procedimento consiste em
manipular os filhotes durante as duas semanas de vida geralmente por alguns
minutos. O tempo de separagao dos filhotes da mae n&o ultrapassa 15
minutos. A manipulagdo neonatal que é aparentemente inofensiva altera a
diferenciacdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) promovendo
mudancas nos padrbes comportamentais e de resposta ao estresse em
animais adultos (LEVINE et al., 1967; LEVINE; 1994; MEANEY et al., 1993;
NUNEZ et al., 1996; MEANEY et al., 1996; MEERLO et al., 1999; LIU et al.,
2000; LEVINE, 2001).

A manipulacdo neonatal diminui a responsividade do eixo HPA ao
estresse em animais adultos (LEVINE et al., 1994; MEANEY et al., 1996; LIU et
al., 2000). Estes efeitos sdo mediados pelas alteragbes da expressdo de
receptores para glicocorticoides em regides do Sistema Nervoso Central (SNC)
envolvidas na regulacdo do feedback negativo. Este procedimento durante o
periodo neonatal aumenta a expressao dos receptores para glicocorticoides no
hipocampo e cértex frontal (PLOTSKY & MEANEY, 1993; MEANEY et al.,
1993; SAPOLSKY, 1994; MEANEY et al., 1996; LIU et al., 2000). Estas

diferencas com relagdo aos receptores para glicocorticoides modificam a
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sensibilidade do feedback negativo, tornando-o mais sensivel nos animais
manipulados (MEANEY et al., 1996).

Animais manipulados no periodo neonatal apresentam também uma
reducdo nas concentragbes de RNAmM para o horménio liberador de
corticotrofina (CRH) na amigdala central e um menor conteudo de CRH no
Locus coeruleus (LC) (FRANCIS, et al.,, 1999). Além disso, existe uma
atenuacado da ativacdo do LC induzida pelo CRH, resultando em pequenos
aumentos de noradrenalina (NA) no nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) apo6s estresse por contengcdo (LIU et al.,, 2000). Estes animais
apresentam também um aumento de receptores GABAérgicos nas células
noradrenérgicas do LC e do nucleo do trato solitario (NTS), bem como aumento
de receptores benzodiazepinicos na amigdala central, LC e NTS (FRANCIS et
al., 1999).

Além das respostas neuroenddcrinas ao estresse, sabe-se que a
manipulacdo neonatal altera padroes comportamentais em ratos adultos. Os
efeitos mais conhecidos da manipulacdo neonatal em ratos sdao o aumento da
atividade exploratéria no campo aberto, a diminuicdo do numero de bolos
fecais e 0 aumento do tempo de permanéncia e da frequéncia de entrada nos
bracos abertos do labirinto-em-cruz-elevado (LEVINE, 1967; NUNEZ et al.,
1996; MEERLO et al., 1999). Essas alteragdes podem ser interpretadas como
diminuicdo do medo e da ansiedade. Além disso, ratos machos e fémeas
manipulados no periodo neonatal apresentam reducdo da inibicao
comportamental no campo aberto na presenca de uma gato (FOSSATI, 2000;
PADOIN, et al., 2001). A manipulagdo neonatal também provoca aumento do

comportamento agressivo maternal em ratas, diminuicdo do comportamento
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sexual de ratos machos (PADOIN et al., 1995) e fémeas (FRANTZ et al., 1998;
GOMES et al., 1999).

Além das alteragbes observadas no eixo HPA, GOMES et al. (1999)
demonstraram que a atividade do eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal (HPG)
também pode sofrer alteragdes em animais que foram manipulados no periodo
neonatal. Fémeas manipuladas durante este periodo, além de apresentarem
uma diminuigdo do comportamento sexual, tém ciclos estrais anovulatérios e
um retardo da instalagcdo da puberdade (GOMES, 2001). Mais recentemente,
GOMES et al., (2005), também demonstraram que horménios relacionados a
ovulagcao e ao comportamento sexual apresentam seus picos reduzidos. Estes
resultados em conjunto sugerem que a manipulagdo neonatal reduz a
capacidade reprodutiva em ratas.

Alteracbes morfologicas no SNC devido a manipulagdo neonatal tém
sido estudadas em nosso laboratério. LUCION et al. (2003) observaram um
menor numero de neurbnios em ratos machos e fémeas no LC em animais
manipulados no periodo neonatal aos 11, 26, 35 e 90 dias de idade. Da mesma
forma, foram observadas redugdes da densidade de neurbnios da area pré-
Optica medial (CAGOL et al., 2005) e do numero de neurbnios parvocelulares
ocitocinérgicos (TODESCHIN, et al., 2005). Por outro lado, WINKELMANN et
al., (2005) observaram aumento da densidade de neurdnios do hipocampo.
Esses resultados sugerem que a manipulagdo neonatal induz além de
modificagdes comportamentais e neuroenddcrinas, alteragdes morfoldgicas no
SNC.

Uma série de trabalhos tem sugerido que fatores externos, como a

presenca da mae, podem interferir sobre processos fisioldgicos. A separagao
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da mae resulta numa diminuicao da frequéncia cardiaca e nas concentragdes
plasmaticas do hormdnio do crescimento em ratos neonatos (KUHN et al.,
1990; SUCHECKI et al., 1993). A atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
em ratos neonatos também parece depender da presenca da mae, uma vez
que a resposta da corticotrofina (ACTH) e da corticosterona ao estresse é
maior em animais que foram separados da mae do que aqueles em que a
relacdo mae-filhote ndo sofreu interferéncia (KHUN et al., 1990; LEVINE et al.,
1991; SUCKECKI et al., 1993; SMITH et al., 1997).

Ratos separados da mae também apresentam um aumento das
concentracdes plasmaticas basais de corticosterona sendo este aumento
dependente do tempo da separagado (KUHN et al., 1990; LEVINE et al., 1991;
SMITH et al., 1997). Estes resultados sugerem que o eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal parece estar quiescente nos ratos neonatos devido a presenca da mae.
Esta inibicdo pode ocorrer no hipotalamo, visto que a inducdo do RNAm para
proteina c-fos, no PVN, pelo estresse € maior nos animais separados da méae
por 24 horas, sendo, portanto, suficiente para liberar CRH e consequentemente
ACTH e corticosterona em animais neonatos (SMITH et al., 1997).

Assim, essas alteragdes fisioldgicas e neuroenddcrinas observadas em
animais neonatos e adultos parecem ser pelo menos em parte devido a
interferéncia na relacdo mae-filhote num periodo critico para o desenvolvimento
do sistema nervoso central onde a migracéo, a diferenciagao, o crescimento e
a apoptose neurais sdo maximos (MISTRETTA & BRADLEY, 1978). De fato,
maes que foram privadas, durante algum periodo, de suas ninhadas lambem,
cuidam e ao amamentar adquirem uma postura de protecdo se mantendo em

cima dos filhotes com maior frequiéncia do que aquelas cuja relagcdo mae-filhote
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nao sofreu interferéncia (LIU et al., 1997; TODESCHIN, 2001). Estas
evidéncias reforcam a teoria de que o comportamento da mae pode ser
responsavel pelas alteragées comportamentais e neuroenddcrinas estaveis que

ratos adultos manipulados no periodo neonatal apresentam.

1.2. Papel dos horménios esterbdides gonadais sobre a diferenciacéo
do sistema nervoso central

Os hormodnios esterdides gonadais sdo produzidos predominante pelas
gbnadas, os ovarios e os testiculos. Uma pequena fragdo desses hormdnios é
produzida pela glandula supra-renal. Esses hormbnios exercem um papel
importante sobre a diferenciagcdo do SNC através da ligagdo com receptores
especificos de estradiol (E2), progesterona (P) e testosterona (T) (SIMERLY et
al., 1990; GORSKI, 1993; FITCH & DENENBERG, 1998).

A acao dos hormdnios esterdides gonadais sobre a diferenciagdo sexual
do SNC pode ocorrer de duas maneiras. A primeira é a agao organizacional
que se da durante o periodo neonatal, onde circuitos neurais especificos de
cada sexo sao determinados. A segunda acgéo é a ativacional, que ocorre na
vida adulta, quando a presenca de hormdnios gonadais € necessaria para a
ativagdo dos circuitos neurais organizados no periodo neonatal (KELLY, 1991;
McCORMICK et al., 1998).

A participacao dos horménios sexuais sobre a diferenciacdo sexual do
SNC se da por agbes estruturais e neuroquimicas em areas e circuitos
sexualmente dimoérficos, podendo atuar também sobre comportamentos e
reacdes neuroenddcrinas. Em ratos, essas acdes se iniciam durante a fase

embrionaria e fetal e continuam no periodo neonatal, critico para o



28

desenvolvimento do SNC e sdo responsaveis pelas condutas distintas e
especificas entre machos e fémeas em determinados comportamentos na
idade adulta (GORSKI, 1993; LITTERIA, 1994; FITCH & DENENBERG, 1998).

As gbnadas de ratos machos e fémeas sao tecidos indiferenciados
durante o periodo pré-natal. A secregao de horménios gonadais depende de
fatores genéticos, como o fator determinante dos testiculos (TDF), que € um
conjunto de genes ligados ao cromossomo Y, que promove a diferenciagdo da
gbnada em testiculo. Nas fémeas, o cromossomo Y esta ausente e a gbnada
se diferencia em ovario (KELLY, 1991; ARNOLD, 1996).

Nas ratas, os ovarios secretam principalmente estrégeno e progesterona
(KELLY, 1991). Em ratos machos, ainda no periodo fetal, a testosterona ou &
metabolizada até diidrotestosterona (pela 5 alfa-redutase) ou é convertida em
estradiol por acdo da aromatase. O estradiol € o principal responsavel pela
masculinizagédo do SNC e age sobre receptores distribuidos por varias regides
do SNC, como a éarea pré-Optica, nucleos hipotaldamicos, amigdala,
mesencéfalo, medula espinhal e hipdfise (KELLY, 1991; SIMERLY et al., 1990).

A gonadectomia de ratos machos recém-nascidos provoca a
desmasculinizacdo e a feminilizacdo de varios comportamentos do animal
adulto (LUCION et al, 1996; RASIA-FILHO & LUCION, 1996). Além de
comportamentos, a estrutura e morfologia de nucleos sexualmente dimoérficos é
alterada pela castracdo neonatal (RASIA-FILHO et al., 1999; FITCH &

DENENBERG, 1998).
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1.3. Periodo hiporresponsivo ao estresse

Num animal adulto exposto a estimulos estressores observa-se um
aumento de glicocorticoides na circulagao sistémica devido a ativagdo do eixo
HPA. Por outro lado, durante as duas primeiras semanas de vida pds-natal,
quando um estresse é aplicado, observa-se um pequeno aumento ou mesmo
nenhum aumento da secrecao de corticosterona. Por esta razédo este periodo é
denominado de Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (GUILLET et al., 1980;
SAPOLSKY & MEANEY, 1986; SUCHECKI et al., 1993; GOULD, 1994;
LEVINE, 1994), época da vida do animal que o eixo HPA esta hiporresponsivo.
Este periodo também ¢é caracterizado por concentracbes basais de
corticosterona e ACTH muito baixas (WALKER et al., 1986; GRINO et al., 1989;
GOULD, 1994; LEVINE, 1994).

A causa desta hiporresponsividade vem sendo estudada. GUILLET et
al.; (1980) sugeriram que a imaturidade do eixo HPA é responsavel pela
auséncia da resposta ao estresse. Assim, somente quando o hipotalamo, a
hipéfise e o cortex da adrenal estiverem maduros e funcionalmente
conectados, uma resposta ao estresse é observada. Esta imaturidade tem
como consequéncia uma regulacao deficiente da sintese e liberacédo de ACTH
e corticosterona e na inabilidade do estresse em promover uma alca de
feedback eficiente (GRINO et al., 1989; SAKLY & KOCH, 1983). Uma outra
provavel causa desta hiporresponsividade é o fato da adrenal estar
relativamente insensivel ao ACTH, provavelmente, devido as suas baixas
concentragbes durante este periodo da vida do animal (SUCKECKI et al.,

1993), embora estudos mais recentes indicam, no entanto que o RNAm para o
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CRH no PVN bem como o ACTH e a corticosterona aumentam apoés injecao de
solucdo salina isotbnica aos 6, 12 e 18 dias de vida (DENT et al., 2000).

De acordo com resultados prévios (SEVERINO, 2001; SEVERINO et al,
2004), a concentragao plasmatica basal de prolactina (PRL) e apds estresse
por éter nao sofreu alteragdes em ratas de 11 dias de idade. Estes resultados
estao de acordo com outros trabalhos, onde nao foi observada a liberagao de
PRL em resposta ao estresse antes da puberdade (OJEDA et al., 1976; para
revisdo ver BECU-VILLALOBOS et al., 1992). A manipulacdo neonatal ndo
alterou a concentragao plasmatica basal e nem apds o estresse de 1 minuto
por éter em ratas de 11 dias de idade. Embora o éter ndo tenha sido um
estressor capaz de induzir um aumento da liberacido de PRL nas ratas de 11
dias de idade, WALKER et al. (1986) mostraram que este estimulo se mostrou
0 mais potente estressor para induzir aumentos das concentragdes plasmaticas
de ACTH e corticosterona antes do 14° dia de vida, sugerindo que durante esta
época da vida os animais ndo respondem a todos estimulos uniformemente,
visto que os ratos podem ser insensiveis a outros tipos de estimulos como o
eletrochoque e a hipdxia. ECK & KUNH (1992) também observaram resposta
do ACTH e da corticosterona ao estresse por éter em ratos de 10 dias de
idade, indicando que o éter é capaz de ativar o eixo HPA durante o periodo
neonatal. Nesta idade precoce (Periodo Hiporresponsivo ao Estresse), o
sistema de ativacao da resposta da PRL ao estresse por éter parece ser menos

sensivel do que o do ACTH e da corticosterona.
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1.4. Estresse

A homeostase é definida como um estado de equilibrio dindmico e
complexo necessario para a manutencdo da vida. Este equilibrio é
constantemente ameacado por fatores intrinsecos e extrinsecos, como os
estressores. Assim, estresse pode ser definido como um estado de desarmonia
da homeostase (CHROUSOS & GOLD, 1992).

Quando organismos encontram-se em situa¢des de perigo ou ameaca,
ocorrem umas séries de respostas fisicas e psicolégicas adaptativas que tém
como objetivo o restabelecimento da homeostase. Entre as adaptagdes
fisiologicas estdo o redirecionamento da utilizagdo de substratos energéticos,
aumento da presséao arterial sangliinea e da frequéncia cardiaca, aumento da
frequéncia respiratéria, prevaléncia dos processos catabodlicos em relagao aos
anabdlicos (gliconeogénese e lipdlise), inibicdo do crescimento e das fungdes
reprodutivas, depressdo da resposta imunolégica/antiflamatéria e da propria
resposta ao estresse. Entre as adaptagdes psicolégicas estdo o aumento do
estado de alerta, de vigilia, da cogni¢ao, a perda da fome e a diminuigdo do
comportamento reprodutivo (CHROUSOS & GOLD, 1992).

Em resposta a estressores fisicos e psicoldgicos, o eixo HPA ¢é ativado.
Ocorre a liberagao de CRH pelo PVN no sistema porta-hipofisario promovendo
por sua vez, a liberacdo de ACTH pelos corticotrofos da adenohipofise na
circulagao sistémica. Este hormdnio interage com receptores no cortex da
supra-renal resultando em aumentos de glicocorticoides no plasma. Em
humanos, o glicocorticéide de maior importéncia € o cortisol e em ratos, a
corticosterona. O sistema neurovegetativo simpatico também ¢é ativado

estimulando a liberacdo de adrenalina e NA nos terminais simpaticos e na
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medular da supra-renal na circulacdo. No estresse, também ocorre uma
descarga central de NA por todo o cérebro, em sua maior parte pelo Locus
coeruleus (LC) que é muito sensivel a maioria dos estressores (MELIA &
DUMAN, 1991; KONSTANDI et al., 2000). Assim, a ativagao do eixo HPA e do
sistema neurovegetativo simpatico sao as principais respostas adaptativas em
situacoes estressantes, sendo o CRH e a NA, respectivamente, os principais
componentes das respostas aos estimulos estressantes (CHROUSOS &
GOLD, 1992).

Segundo PACAK & PALKOVITS (2001), em geral, os estimulos
estressantes podem ser divididos em quatro categorias: fisicos, psicoldgicos,
sociais e cardiovasculares e metabdlicos. Os estresses fisicos incluem os
estresses por éter, frio, calor, ruido entre outros. Os estresses psicologicos
refletem respostas de aprendizado frente as condigdes adversas
experimentadas previamente pelo individuo. Este tipo de estressor afeta
profundamente processos emocionais e podem resultar em mudancas
comportamentais como as que estdo relacionadas a ansiedade, medo e
frustracdo. Os estressores sociais sdo aqueles que promovem alteragcdes nas
relagdes entre individuos. Como exemplo, colocar um rato em um territorio
onde existe um animal dominante. Em humanos, a separagao de casais, ou a
perda de um familiar, por exemplo, seriam exemplos de estresse social. Por
fim, estressores que promovem alteracbes cardiovasculares e metabdlicas
incluem o exercicio fisico, a hemorragia e a hipoglicemia, entre outros. Com
relagdo ao tempo de duracao, os estimulos estressores podem ser divididos
em duas categorias: agudo e cronico. Os estresses agudos podem ser simples

e intermitentes. Ja os estresses crénicos podem ser intermitentes ou de
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exposi¢ao prolongada. Muitos estressores apresentam caracteristicas que
misturam estes quatro tipos basicos de estresse que atuam conjuntamente,
como por exemplo, o estresse por contencdo, a manipulagdo e a hemorragia

hipotensiva (PACAK & PALKOVITS, 2001).

1.5. Prolactina
1.5.1. Acdes fisioldgicas

A prolactina € um horménio protéico adenohipofisario produzido por
células especializadas da adenohipdfise, os lactotrofos, que correspondem a
20-35% da populacao de células hipofisarias. Além dos lactotrofos, existem
outros sitios de sintese de PRL, o SNC, a glandula mamaria, a placenta, o
amnio, o utero e algumas células do sistema imunoldgico (para revisao ver
FREEMAN et al., 2000).

Em mamiferos, a prolactina é responsavel pelo desenvolvimento da
glandula mamaria e pela producédo de leite sendo que suas concentragdes
plasmaticas aumentam durante a gravidez e lactagdo (BEN-JONATHAN, 1985;
para revisdo ver FREEMAN et al., 2000).

A concentracdo plasmatica basal de PRL é baixa durante os primeiros
20 dias de idade e aumenta notavelmente até a idade adulta (para revisdo ver
BECU-VILLALOBOS et al., 1992; CHEN, 1987; SEVERINO, 2001; SEVERINO
et al., 2004). Do mesmo modo, a percentagem de lactotrofos € muito pequena
antes da puberdade (para revisdo ver BECU-VILLALOBOS, et al., 1992; CHEN,
1987). Na hipofise de ratos neonatos existe a predominancia de
mamossomatrofos, células bifuncionais que secretam PRL e GH (HOEFFLER

et al., 1985). Os mamossomatrofos se diferenciam em lactotrofos na presenca
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de estrogenos (BOOCKFOR et al., 1986). Esta diferenciagdao também parece
depender de um sinal materno no inicio e no decorrer da lactagao (PORTER et
al., 1991a; PORTER et al., 1991b).

A hiperprolactinemia € uma das principais causas de infertilidade em
mulheres e de impoténcia no homem (BEN-JONATHAN, 1985). Em ratas,
concentragdes plasmaticas elevadas de PRL, por um longo periodo, resultam
em alteracbes da regularidade do ciclo estral, da esteroidogénese e da
espermatogénese, enquanto que curtos periodos de PRL plasmatica elevada,
como durante o estresse e a lactagao, resultam em infertilidade (SHARPE &
MCNEILLY, 1979; VASQUEZ et al., 1980). Além disso, a inducdo de
hiperprolactinemia promove uma supressao do comportamento sexual tanto em
machos como em fémeas (SVARE et al, 1979; DUDLEY et al., 1982).

Em ratas a prolactina parece ter uma acao luteotréfica ou luteolitica caso
nao ocorra concepcao. Existem evidéncias de que a prolactina sozinha ou na
presenca de estradiol aumenta o numero de receptores do horménio
luteinizante (LH) nas células luteais e a produgao de progesterona (HOLT et al.,
1976; para revisdao ver FREEMAN et al., 2000). Em roedores, a prolactina
também esta relacionada com o comportamento maternal em ratas lactantes
(DUDLEY, 1982; para revisao ver FREEMAN et al., 2000).

Além do seu papel nos processos reprodutivos, a PRL também participa
da regulagdo das respostas imunolégicas, da osmorregulagdo e da

angiogénese (para revisao ver FREEMAN et al., 2000).
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1.5.2. Regulacéo da secrecéao de prolactina

De todos os hormdnios adenohipofisarios, a regulagcdo da secrecao da
PRL € unica, pois o hipotalamo exerce uma acao inibitéria tbnica sobre a
secrecdo deste horménio pela adenohipdfise, através da liberacdao de
dopamina (DA), o mais potente inibidor de prolactina fisioldgico tanto in vivo
quanto in vitro. A DA ¢é liberada por neurbnios tuberoinfundibulares
hipotalamicos nos vasos portais hipofisarios e age de forma direta sobre os
lactotrofos da adenohipdfise (SHAAR & CLEMENS, 1973; MACLEOD &
LEHMEYER, 1974; GIBBS & NEILL, 1978, BEN-JONATHAN, 1985; para
revisdo ver FREEMAN et al., 2000), inibindo a sintese e a secre¢ao de PRL.

Receptores dopaminérgicos estao presentes na hipofise, sendo os da
subclasse D, encontrados no lactotrofo (MEADOR-WOODRUFF et al., 1989).
O tratamento com antagonistas dos receptores D,, como o haloperidol e
pimozida, bloqueiam a atividade dos neurbnios tuberoinfundibulares
dopaminérgicos (TIDA) com consequente aumento na sintese e liberagdo de
PRL (OLIVEIRA et al., 1996; MOHANKUMAR et al., 1997; MOHANKUMAR et
al., 1998; HENTSCHEL et al, 2000).

A atividade basal dos neurdnios TIDA e a responsividade da PRL é
maior em fémeas do que em machos e diminuiu apdés ovariectomia
(DEMAREST & MORRE, 1981; GUNNET et al., 1986a). Este efeito & revertido
apos tratamento com esterdides gonadais (GUNNET et al., 1986b). A liberagéo
de PRL em resposta ao estresse esta relacionada com uma diminuicdo da
atividade de neurdnios TIDA em fémeas, mas ndao em machos (DEMAREST et
al., 1985). Estas evidéncias sugerem um dimorfismo sexual nas propriedades

regulatorias dos neurdnios TIDA sobre a secrecgao e a liberagao de PRL.
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Além da DA, o GABA (MOGUILEVSKY et al. 1992), a Ang Il (FRANCI et
al., 1997) e o ANP (FRANCI et al., 1992) sao capazes de inibir a sintese e
liberacdo de PRL.

Existem inumeras substancias que estimulam a liberacdo de PRL, como
o TRH (DeGREEF & VISSER, 1981), VIP (KAJI et al., 1985), ocitocina
(RICHARD et al., 1991), serotonina (JORGENSEN et al., 1992), substancia P,
neurotensina, opidides (RIVIER et al.,, 1977), melatonina (KAMBERI et al.,
1971), BR-endorfina (RIVIER et al., 1977), histamina (ALVAREZ, 1982; KNIGGE

et al., 1988) entre outras.

1.5.3. Prolactina e estresse

A resposta da corticosterona aos diversos tipos de estressores € muito
bem estudada (LENOX et al., 1980; DOBRAKOVOVA & JURCOVICOVA,
1984). A prolactina, assim como a corticosterona, também responde aos
estimulos estressantes, entre eles o éter e ao estresse por contencao
(DEMAREST et al., 1985; BANKY et al., 1994; CALDEIRA & FRANCI, 2000;
para revisdo ver FREEMAN et al., 2000).

ApoOs a exposicao a estressores, o pico da concentracdo de prolactina
ocorre entre 2 e 5 minutos apds o estresse e o retorno as concentragdes basais
se da aproximadamente apds 15 minutos (WAKABAYASHI et al., 1971). Esta
resposta pode ser considerada de baixa magnitude e de curta duragao (GALA,
1990), diferentemente da resposta da corticosterona, que é bem mais tardia e
longa, o pico da concentragao é observado aproximadamente 15 minutos apds

o estresse e mantém-se por aproximadamente 1 hora (TURPEN et al., 1976).
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Em humanos também se observa um aumento da secregcéo de
prolactina em situagcbes estressantes como anestesia, cirurgia, exercicio e
hipoglicemia induzida por insulina. Em todas essas situagdes a resposta da
prolactina ao estresse foi maior nas mulheres do que nos homens (NOEL et al.,
1972; PONTIROLI et al., 1982), sugerindo que a resposta deste hormonio esta
relacionada com as condi¢gdes hormonais diferentes entre mulheres e homens.
Assim como em humanos, as condicbes hormonais da rata também
influenciam a resposta da prolactina ao estresse. De fato, sabe-se ja ha algum
tempo que os estrogenos estimulam a secregao de prolactina (GUDELSKY et
al., 1981; CALIGARIS & TALESNIK, 1983; para revisao ver FREEMAN et al.,
2000).

A concentracdo plasmatica de PRL pré-estresse, que é fortemente
correlacionada com as concentragdes plasmaticas de esteréides gonadais
(CALIGARIS & TALESNIK, 1983; POLETINI, 1998), é quem determina a
magnitude e o tipo de resposta (aumento ou diminui¢do). Assim, quando as
concentracdes de prolactina antes do estresse sao baixas, como em machos e
nas fémeas em estro e em diestro, um estressor provoca um aumento da
secregdo de PRL (NEILL, 1970; WAKABAYASHI et al., 1971, POLETINI, 1998).
Por outro lado, quando a concentragcao plasmatica de PRL é alta, como nas
ratas lactantes (BANKY et al., 1994), nas ovariectomizadas tratadas com
estradiol e progesterona e nas fémeas na tarde do proestro, a prolactina
responde ao estresse com uma diminui¢do da sua secregao (TURPEN et al.,
1976; KRIEG et al., 1984; GALA & HAISENLEDER, 1986; POLETINI, 1998).

Os mecanismos responsaveis por esta resposta antagbnica da

prolactina ao estresse ainda ndo estdo esclarecidos, mas resultados recentes
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de nosso laboratério sugerem a participagao do sistema angiotensinérgico. Em
ratas lactantes e OVXE;+P a microinjecdo de losartan (antagonista dos
receptores AT1 de ANG Il) no nucleo arqueado impede a diminuicdo da PRL
apos estresse de 1 minuto por éter (DONADIO et al., 2004), sugerindo o papel
da Ang Il central nesta resposta.

O significado fisiolégico do aumento da secrecdo de prolactina que
ocorre no estresse ainda nao esta bem esclarecido, mas ela parece estar
envolvida com a ativagao do sistema imunolégico (GALA, 1990). Além disso,
foram encontrados receptores para prolactina em tecidos nao envolvidos
diretamente com a resposta imunoldgica, sugerindo outros papéis fisioldgicos

para o aumento deste horménio que ocorre no estresse (GALA, 1990).

1.6. Papel dos horménios esterdides gonadais e do sistema
noradrenérgico central sobre a sintese e liberacdo de PRL
A sintese e regulacédo da secreg¢ao de PRL é extremamente complexa e
o sistema noradrenérgico e os horménios esteréides gonadais parecem estar
envolvidos nesses processos.
O Locus coeruleus, o nucleo A6 da ponte (GRZANNA & MOLLIVER,
1980) € um dos locais do SNC que contém a maioria dos corpos celulares
noradrenérgicos, sendo a principal fonte de NA no cérebro (SAWCHENKO &
SWANSON, 1982). Seus neurbnios projetam-se difusamente para todo o SNC,
incluindo nucleos que sintetizam o hormdnio liberador de horménio luteinizante
(LHRH) ou nucleos envolvidos com fungdes autondmicas como o PVN e o
nucleo supra-optico (SON), (SAWCHENCO & SWANSON, 1982; KITAZAWA et

al., 1987).
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Em ratas que apresentam o ciclo estral regular, o bloqueio do pico pré-
ovulatério da PRL, na tarde do proestro, foi observado apds lesdo do LC na
manha desta fase juntamente com a diminuicdo do conteudo de NA no MBH
(hipotalamo médio basal) e area pré-optica medial (POA) (ANSELMO-FRANCI
et al., 1997). A lesdo do LC também diminui as altas concentracbes de PRL na
tarde do estro, bem como impede os picos circadianos de PRL que ocorrem a
tarde em ratas OVXE; associado ou ndo com a progesterona (POLETINI,
1998).

Durante a aplicacdo de estimulos estressantes, os neurénios do LC sao
ativados liberando NA (VALENTINO et al., 1991; CONTI et al., 1992; ENNIS,
1997). O envolvimento do LC nas respostas ao estresse é reforgado por dados
que demonstram que ocorre um aumento da expressao da proteina FOS,
usada como marcadora da atividade neuronal, em situagcdes de estresse
(MURPHY et al., 1994; CULLINAM et al., 1995), bem como um aumento da
expressdo do RNAm para a tirosina hidroxilase no LC (MELIA & DUMAN,
1991). O LC é um nucleo do SNC critico na iniciagdo da resposta das
catecolaminas no estresse, visto que a administragdo de CRH exdgeno
aumenta a liberacdo de NA no PVN, hipocampo e cértex pré-frontal
(VALENTINO et al., 1998).

O LC parece participar da liberacdo de PRL em resposta ao estresse. A
lesdo do LC realizada quando as concentragdes de prolactina sao altas (tarde
do proestro, tarde do estro, OVXE,;, OVXE»+P) diminui as concentragdes
plasmaticas de prolactina pré-estresse e também a magnitude da resposta ao
estresse por éter (POLETINI, 1998). Estes resultados sugerem que o sistema

noradrenérgico do LC tem uma acdo estimulatéria sobre a liberagdo de
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prolactina induzida por estresse e que esta estimulacido depende do estado
hormonal, visto que em animais cujos estrogenos estavam baixos (machos,
fémeas em diestro) a lesdo do LC nao alterou a magnitude da resposta da
prolactina ao estresse (POLETINI, 1998).

O PVN é o maior centro integrativo do hipotalamo e das funcgbes
enddcrinas, vegetativas e comportamentais (SWANSON & SAWMCHENKO,
1983). O PVN recebe proje¢des noradrenérgicas ascendentes principalmente
da medula oblonga ventrolateral, nucleo do trato solitario (NTS) e Locus
coeruleus (LC) (para revisao ver PLOTSKY et al., 1989). Esses nucleos séao os
maiores reguladores fisiolégicos da liberagdo de CRH e AVP durante o
estresse.

O estresse € um dos estimulos capazes de promover uma ativacao
noradrenérgica no PVN com aumento da liberagéo, sintese, recaptagao e do
metabolismo da NA no PVN (PACAK et al., 1992, PACAK et al., 1995,
TJURMINA et al., 1999).

Em ratos, a manipulagcdo neonatal atenua a liberacdo de PRL em
resposta ao estresse (NUNEZ et al., 1996; MEERLO et al., 1999; SEVERINO,
2001; SEVERINO et al., 2004). Este resultado poderia ser explicado pelo
sistema noradrenérgico, pois em animais manipulados ocorre uma menor
ativacdo do LC induzida pelo CRH, sendo as concentracbes de NA no PVN
mais baixas apds estresse por contengédo do que nos animais do grupo controle
(LIU et al., 2000). Assim, existindo uma menor resposta da PRL ao estresse em
ratos manipulados no periodo neonatal, e considerando a participacdo do
sistema noradrenérgico na regulacdo da secrecdo de PRL induzida pelo

estresse, resolvemos avaliar e correlacionar a liberacdo de PRL em resposta
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ao estresse e a atividade noradrenérgica no PVN em ratos machos e fémeas
manipulados. Assim, uma das hipéteses investigadas nesta Tese, € a de que
modificagdes no sistema noradrenérgico central possam estar contribuindo

para a menor resposta da PRL ao estresse.

1.7. Influéncia dos hormdénios esterdides gonadais sobre
comportamentos
A ciclicidade dos horménios esterdéides gonadais durante o ciclo estral
em ratas adultas influencia parametros comportamentais como, por exemplo,
os de meméria e aprendizado. Fémeas na fase do diestro apresentam um
melhor desempenho com relagcdo a memoria espacial no labirinto aquatico do
que fémeas na fase do estro (FRYE, 1995, WARREN & JURASKA, 1997). Da
mesma forma, ratas ovariectomizadas apresentam uma memoria espacial
melhor do que ratas ovariectomizadas tratadas com benzoato de estradiol
(DIAZ-VELIZ et al., 1991). Esses resultados sugerem que a memoria espacial
em fémeas € melhor quando as concentragcdes plasmaticas de estrogenos sao
baixas como o que ocorre na fase do diestro e em ratas ovariectomizadas.
Além das influéncias dos horménios gonadais sobre as respostas ao
estresse ja4 comentadas, os esterdides também modulam efeitos
comportamentais podendo ser esses sexualmente dimérficos (BOWMAN et al.,
2002). Em roedores, alguns estudos demonstram que ratos tém um
desempenho melhor em labirintos do que ratas (WILLIAN & MECK, 1991;

GAULIN & FITZGERALD, 1989).
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Essas diferengas sexuais podem ser devidas a efeitos organizacionais
e/ou ativacionais dos esterdides gonadais sobre comportamentos (WILLIAN &
MECK, 1991; FRYE et al., 2000).

Em mulheres, a administragdo de estradiol diminui sintomas de
ansiedade e depressao (NATHORST-BOOS et al., 1993; PEARLSTEIN et al.,
1997). Durante a fase do proestro, onde sao observados os picos de hormdnios
esterdides gonadais, ratas demonstram um maior numero de entradas e maior
duracdo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado,
maior interacdo social e menor tempo do comportamento de freezing em
reposta ao eletrochoque do que ratas nas fases do diestro, estro e machos
(FRYE et al., 2000). No campo aberto, fémeas em proestro e estro
demonstraram um numero maior de cruzamentos de quadrantes do que
machos (FRYE et al., 2000).

Fémeas apresentam um aumento da locomog¢ao e do comportamento de
rearing quando comparadas aos machos, e a taxa de defecacédo reduzida
quando analisadas no campo aberto (SLOB et al., 1981). Por sua vez, a
ovariectomia diminui a locomogao e o comportamento de rearing € aumenta a
taxa de defecagcdo no campo aberto, e a orquiectomia diminui a taxa de
defecacdo em ratos (SLOB, et al., 1981). Em ratas, utilizando-se de
ferramentas comportamentais, como o campo aberto e o labirinto em cruz
elevado, que sao utilizados para se analisar a ansiedade, € o modelo
experimental de nado forgcado, que € um modelo de depressado, WALF & FRYE
(2005) demonstraram que ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol

apresentam uma reducao da ansiedade e do comportamento depressivo.
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Esses resultados sugerem um efeito ansiolitico e antidepressivo do estradiol
em ratas.

Assim como o estradiol existem evidéncias de que a testosterona
também tem uma acgdo ansiolitica. Em homens, a testosterona diminui a
ansiedade e aumenta a performance cognitiva (YU et al.,, 2000). Da mesma
forma, homens na andropausa, o que é caracterizado por uma diminuicao das
concentracbes de testosterona no soro, apresentam um aumento da
prevaléncia de sintomas relacionados a ansiedade e a depressao (DELHEZ et
al., 2003). Em ratos, a administracdo sistémica e intrahipocampal de
androgenos como testosterona e DHT diminui a ansiedade no campo aberto
quando comparados ao grupo de animais gonadectomizados e tratados com
veiculo (EDINGER & FRYE, 2004). A testosterona aumenta a analgesia e a
performance cognitiva e diminui a ansiedade de ratos (FRYE & SELIGA, 2001).
Esses resultados sugerem que a testosterona possui, assim como o estradiol,
efeitos ansioliticos e cognitivos.

Como citado acima, existem evidéncias que sugerem que hormdnios
esteréides gonadais podem influenciar e modular comportamentos
relacionados com a memoria, aprendizado, ansiedade e depressdo. De modo
semelhante, a manipulacdo neonatal também influencia esses
comportamentos. Assim, considerando que tanto a manipulacdo neonatal
quanto os horménios esteréides gonadais influenciam as respostas
neuroenddcrinas ao estresse e os comportamentos, resolvemos testar a
hipétese de que possa existir uma possivel interagcdo entre os hormdnios

esteréides gonadais e a manipulagdo neonatal sobre o comportamento no
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campo-aberto, que analisa tipicamente a atividade exploratéria e a ansiedade

em ratos, e sobre a resposta da PRL e do LH ao estresse por éter.

1.8. Hormonio Luteinizante (LH)
1.8.1. Ac¢des fisioldgicas e regulacdo da secrecédo de LH

O Hormoénio Luteinizante (LH) juntamente com o Hormédnio Foliculo-
estimulante (FSH) sdo as gonadotrofinas (para revisdo ver BESSER &
MORTIMER, 1974; LEVINE, 1997; MARTI & ARMARIO, 1998). Possuem esse
nome devido as ag¢des que exercem sobre as gonadas. O LH e o FSH séo
glicoproteinas sintetizadas, predominantemente, por um tipo unico de células
da adenohipdfise, os gonadotrofos, que correspondem a cerca de 10 a 15% da
populagao de células hipofisarias e estdo espalhadas por toda a glandula. Uma
pequena subclasse de gonadotrofos secretam apenas LH ou FSH (para reviséo
ver BESSER & MORTIMER, 1974; LEVINE, 1997; MARTI & ARMARIO, 1998).

O LH apresenta muitas fungbes relacionadas com a regulagdo do
desenvolvimento, do crescimento, da maturacido puberal, dos processos
reprodutivos e da secregdo dos hormdnios esterdides gonadais de machos e
fémeas (LEVINE, 1997; KARMAN & TISCHKAU, 2006). O LH estimula as
células intersticiais ovarianas (tecais) e as células de Leydig testiculares a
secretarem testosterona e outros produtos que desempenham papel importante
na reproducdo (DEKEL, 2005). A manutencdo do ciclo reprodutivo em
mamiferos & criticamente dependente dos pulsos de LH (para revisdao ver
BESSER & MORTIMER, 1974; DEKEL, 2005).

A regulacéo da secregao de LH é extremamente complexa e depende de

elementos sexuais dimorficos, pulsateis, periédicos, diurnos, ciclicos e
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relacionados ao estagio da vida (RUBIN, 2000; BROWN et al., 2004; KARMAN
& TISCHKAU, 2006). A secrecao de LH é estimulada principalmente pelo
horménio hipotaldamico chamado de horménio liberador do horménio
luteinizante (LHRH) ou horménio liberador de gonadotropina (GnRH) (para
revisdo ver BESSER & MORTIMER, 1974; LEVINE, 1997; RUBIN, 2000;
McCANN et al., 2001).

Os neurdnios produtores de GnRH estdo sob inumeras influéncias, entre
elas podemos citar a dopaminérgica, serotonérgica, noradrenérgica,

gabaérgica e endorfinérgica (DONOSO et al., 1994; McCANN et al., 1998).

1.8.2. LH e estresse

O LH é um hormbnio que tem suas concentracbes plasmaticas
modificadas pelos estressores (NEIL, 1970; LOPEZ-CALDERON et al., 1990;
AKEMA et al., 1995). Estimulos estressantes sado capazes de influenciar a
secregcao de horménio luteinizante indiretamente através de vias centrais
neurais que regulam o GnRH (BRAN & MAHESH, 1991; MITCHEL et al., 2005)
ou através de efeitos diretos dos horménios glicocorticéides circulantes sobre
os gonadotrofos hipofisarios influenciando, por sua vez, a secregdao de LH
(BRISKI & SYLVESTER, 1991; D'AGOSTINHO et al., 1990).

Estimulos estressantes como a contencdo (BLAKE, 1975), o
eletrochoque (RIVIER et al., 1986) e o estresse por hipoglicemia
(CAGAMPANG et al., 1997), entre outros, suprimem a liberagao pulsatil de LH
e 0 pico desse horménio que ocorre no proestro em ratas (ROOZENDAAL et
al., 1995). Essa supressdo € potencializada na presengca de estrogenos

(CAGAMPANG et al., 1997; HAHN et al., 2003). Existem estudos que sugerem
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a participacado do eixo HPA na liberacdo de LH. A administracdo central de
CRH pode inibir a liberagcao de LH e o pico desse horménio durante o proestro
em ratas (ONO et al.,, 1984; ROOZENDAAL et al.,, 1996). A diminuigdo da
secreg¢ao de LH induzida por estresse pode ser evitada apds adrenalectomia
(McGIVERN & REDEI et al.,, 1994). Além disso, a administracdo ICV de
antagonista de receptores para CRH também produz o mesmo efeito (MAEDA
et al.,, 1994; BRISKI, 1995). Por sua vez, a administragdo de agonista para
CRH aumenta a concentracédo de LH no plasma (BRISKI, 1995). Esses
resultados sugerem a participacdo do CRH na regulagéo da secreg¢ao de LH
durante o estresse.

A duracdo da aplicagao do estimulo estressante esta relacionada com o
tipo de resposta do LH ao estresse. Em ratos de ambos os sexos, o estresse
cronico provoca uma diminuicdo da secre¢cao de LH (GRAY et al.,, 1978;
TACHE et al., 1976). Por outro lado, com relagao ao estresse agudo, ainda néo
existe na literatura nenhum consenso, visto que alguns pesquisadores
demonstram aumentos (EUKER et al., 1975; SIEGEL et al., 1981), diminui¢cdes
(BRISKI, 1995; RIVIER et al., 1986) ou até mesmo nenhuma alteracédo na
concentragao plasmatica de LH em resposta ao estresse agudo (CHARPENET
et al., 1982; MANN & ORR, 1990). BRISKI (1996) demonstrou que as
discrepancias com relagao aos padroes de resposta do LH ao estresse agudo
podem estar correlacionadas com diferencas na ativacdo da secrecado de
glicocorticéides pelo tipo e intensidade do estressor.

Na literatura ndo foram encontrados estudos que analisam o efeito do
estresse sobre esse horménio em ratos manipulados. Sendo, portanto, o LH

um hormdnio que responde ao estresse, cuja resposta parece depender do
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eixo HPA, que sabidamente é hiporresponsivo em ratos manipulados no
periodo neonatal, esse horménio juntamente com a PRL foi objeto de estudo

como medida de estresse.

1.9. Ciclo estral

O ciclo estral de ratas dura em torno de 4-5 dias. E dividido em quatro
estagios: proestro, estro, diestro | (metaestro) e diestro Il (diestro) que séo
identificados pela analise a fresco no microscoépio de tipos celulares tipicos de
cada fase. A fase do proestro dura em torno de 12 a 14 horas e antecede a
fase do estro, periodo de receptividade sexual, que dura em média 25 a 27
horas. Sendo ocorrer concepg¢ao, a proxima fase € o diestro | que dura
aproximadamente 6 a 8 horas. Na proxima fase, diestro Il, que tem duragao
aproximada de 55 a 57 horas, € quando se inicia novamente a secrecido de
horménios ovarianos para o proximo ciclo, seguido do proestro novamente

(FREEMAN, 1994).

1.10. Perfil da secrecdo de PRL e esterdides gonadais durante o ciclo
estral

A prolactina apresenta um pico durante a tarde do proestro que coincide

com o pico pré-ovulatério das gonadotrofinas (Figura 1). Alguns autores

identificam esse pico como unico durante o ciclo estral (NEILL, 1970; SMITH et

al., 1975), outros observaram um segundo pico durante a tarde do estro

(BUTCHER et al.,, 1974; POLETINI, 1998; SZAWKA et al, 2000) ou

concentracbes de prolactina elevadas durante o proestro, estro e diestro |

(AMENOMORI, 1970).
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A concentracdo plasmatica de estradiol é baixa no estro e comecga a
aumentar na tarde do diestro |, até atingir concentragdes mais altas no meio dia
do proestro, que desencadeiam o pico pré-ovulatorio de gonadotrofinas, caindo
até o final da tarde e atingindo valores basais no inicio da madrugada do estro
(Figura 1).

A concentragdo plasmatica de progesterona comega a aumentar
juntamente com o pico de LH na tarde do proestro, retornando as
concentracdes basais na manha do estro. Além do pico que ocorre na tarde do
proestro, as concentragdes plasmaticas de progesterona aumentam na manha
do diestro | retornando as concentragdes basais na manha da préxima fase, o

diestro Il (Figura 1).
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PROLACTINA (ng/mi) PROG ESTERONA (ng/mi)

LH (ng/mi

FSH (ng/mi)

ESTRO DIESTRO1 DIESTRO2 PROESTRC ESTRO

Figura 1. Concentragdes plasmaticas de prolactina, estradiol, progesterona,
LH e FSH em intervalos de 2 horas durante as quatro fases do ciclo estral
de ratas. Os valores estdo expressos como média (+ erro padrao da média)
(SMITH et al., 1975).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar os efeitos da manipulagdo neonatal sobre as respostas
neuroenddcrinas ao estresse e sobre comportamentos no campo aberto em
ratos machos e fémeas adultos. Também sera testada a hipotese de que haja
uma provavel modulagao dos efeitos da manipulagdo neonatal pelos hormdnios
esterdides gonadais. Por fim, o efeito da manipulagdo neonatal sobre a
atividade noradrenérgica no PVN em ratos machos e fémeas adultos sera

avaliado.

2.2. Objetivos especificos
Avaliar o efeito da manipulacdo neonatal sobre parametros
comportamentais no campo-aberto e sobre a resposta da PRL e do LH ao
estresse por contencdo em ratos machos e fémeas na manha do diestro I,

proestro e estro (EXPERIMENTO 1);

Avaliar o efeito da manipulagdo neonatal sobre o comportamento no
campo-aberto e sobre a resposta da PRL e do LH ao estresse por éter em

ratos machos e fémeas gonadectomizados (EXPERIMENTO 2);

Avaliar o efeito da manipulagdo neonatal sobre o comportamento no
campo aberto e a resposta da PRL e do LH ao estresse por éter em ratos
gonadectomizados tratados com pellet subcutdneo de estradiol nas fémeas e

de testosterona nos machos (EXPERIMENTO 2);
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Avaliar a resposta da PRL e a atividade noradrenérgica no nucleo
paraventricular do hipotalamo induzida por estresse em ratos machos e fémeas

em diestro || (EXPERIMENTO 3);
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PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
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3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Experimento 1

Os animais foram separados por sexo e divididos em dois grupos nao-
manipulados e manipulados. Na idade adulta, a veia jugular externa direita foi
canulada entre as 16:00 e 18:00 horas. O estresse por contencéo foi aplicado
entre as 9:00 e 11:00 horas do dia seguinte. Foram estudados ratos machos e
fémeas nas fases do diestro I, proestro e estro. Amostras de 600 uL de sangue
foram coletadas aos 2 minutos antes e 2, 5, 10, 15 e 30 minutos apds o
estresse. Um volume igual de soro fisiolégico estéril foi reposto apds cada
coleta. As concentracdes plasmaticas de PRL e de LH foram determinadas por
radioimunoensaio.

Em um outro grupo de animais, cujo tratamento até a idade adulta foi o
mesmo do descrito acima, ao redor dos 120 dias de idade, o comportamento
no campo-aberto foi registrado pela manha e analisado em ratos machos e

fémeas em diestro Il, proestro e estro.

Grupos experimentais:
1- Machos
a) Nao-manipulados:

b) Manipulados

2- Fémeas
N&ao-manipuladas

a) Diestro Il



55

b) Proestro

c) Estro

Manipuladas:
a) Diestro Il
b) Proestro

c) Estro

3.2. Experimento 2

Os animais foram separados por sexo e divididos primeiramente nos
grupos ndo-manipulados e manipulados. Todos animais, ao redor dos 90 dias
de idade foram subdivididos em grupos que sofreram gonadectomia ficticia,
gonadectomia e gonadectomia + reposigao hormonal. Em todos os sub-grupos
os procedimentos experimentais (estresse e comportamento) foram realizados
3 semanas apoOs as cirurgias (gonadectomias ficticias, gonadectomias e
gonadectomias + reposicao hormonal). Apés o procedimento de retirada das
gbnadas, foram implantados pellets no tecido subcutaneo na altura da regido
dorso cervical. Nos grupos de animais repostos, as fémeas receberam pellets
com E2 e os machos pellets com testosterona cristalina. Nos grupos
gonadectomia e gonadectomia ficticia, as fémeas receberam pellets contendo
O0leo e os machos pellets sem testosterona. Trés semanas apos esses
procedimentos, a veia jugular externa direita foi canulada em torno das 17:00
horas e o estresse por éter aplicado entre 9:00 e 11:00 horas da manha
seguinte. Amostras de 600 uL de sangue foram coletadas aos 2 minutos antes

e 2, 5 e 15 minutos apds o estresse. Um volume igual de solugao fisioldgica
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estéril foi reposto apods cada coleta As concentragdes plasmaticas de PRL e LH
foram determinadas por radioimunoensaio.

Nesses mesmos grupos de amimais, o comportamento no campo-aberto
foi registrado entre 9:00 e 11:00 horas da manhd e os parametros

comportamentais foram analisados.

Grupos experimentais:

1- Machos:
N&do-manipulados:
1- Orquiectomia ficticia (NM ORQ FICT)
2- Orquiectomia (NM ORQ)

3- Orquiectomia + testosterona (NM ORQ + T)

Manipulados:
4- Orquiectomia ficticia (M ORQ FICT)
5- Orquiectomia (M ORQ)

6- Orquiectomia + testosterona (M ORQ + T)

2- Fémeas:
N&ao-manipuladas:
1- Ovariectomia ficticia (NM OVX FICT)
2- Ovariectomia (NM OVX)

3- Ovariectomia + E2 (NM OVX+E2)

Manipuladas:

4- Ovariectomia ficticia (M OVX FICT)
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5- Ovariectomia (M OVX)

6- Ovariectomia + E2 (M OVX+E2)

3.3. Experimento 3

Os animais foram separados por sexo e divididos primeiramente nos
grupos nao-manipulados e manipulados. Ao redor dos 90 dias de idade foram
subdivididos em basal e estresse. As ratas foram estudadas no diestro Il. Entre
9:00 e 10:00 da manha, os individuos do grupo basal tiveram o cérebro retirado
e congelado e o sangue coletado. O mesmo ocorreu com 0s animais do grupo
estresse, apds a aplicacado do estresse por contengao por 1 minuto. O cérebro
e o0 plasma foram armazenados em um freezer -70°C até o momento das
dosagens. As concentracbes plasmaticas de PRL no plasma foram
determinadas por radioimunoensaio. O PVN foi microdissectado em criostato (-
20°C) e os conteudos de noradrenalina e MHPG foram determinados através

de deteccéo eletroquimica.

Grupos experimentais:
Machos
N&o-manipulados:

1. Basal

2. Estresse
Manipulados:

3. Basal

4. Estresse



Fémeas
N&ao-manipuladas
1. Basal
2. Estresse
Manipulados:
1. Basal

2. Estresse

58
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas Wistar. Os animais foram
mantidos sob temperatura (22 °C + 1 °C) e fotoperiodo (12 horas de claro e 12
horas de escuro, com as luzes acessas as 6:00 horas) controlados e com agua
e comida ad libitum. Ratas prenhas foram fornecidas pelo Biotério do Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude/UFRGS. Apds o nascimento os filhotes foram
divididos em dois grupos: ndo-manipulados e manipulados (1° ao 10° dia de
vida pés-natal).

A manipulagdo neonatal foi aplicada de acordo com um modelo prévio
utilizado em nosso laboratério (LUCION et al. 2003, SEVERINO et al., 2004,
GOMES et al, 2005). Apos esse procedimento, os filhotes foram colocados
novamente com suas méaes. No 21°dia de vida os filhotes foram desmamados e

0s animais separados por sexo em grupos de 4-5 ratos por caixa.

4.2. Manipulag&o neonatal

Um dia ap6s o nascimento, o numero de filhotes foi padronizado em 8
por mae. A manipulagdo neonatal foi realizada do 1° ao 10° dia de vida pos-
natal em uma sala adjacente ao biotério (Figura 2). A mae foi colocada em uma
caixa ao lado e o experimentador com as maos revestidas com luvas de latex,
manipulou gentilmente os filhotes durante 1 minuto durante a fase clara do
fotoperiodo em horarios aleatérios. O tempo total de separacéo dos filhotes da

mae foi de aproximadamente de 3 minutos.
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Figura 2. Procedimento de manipulagao neonatal.
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4.3. Esfregacgo vaginal

Nas fémeas adultas, o esfregaco vaginal foi realizado diariamente ao
redor das 9:00 horas da manha (Figura 3). O epitélio vaginal foi analisado a
fresco no microscopio Optico segundo técnica de LONG & EVANS (1992)
(Figura 4). As ratas utilizadas no experimento tiveram no minimo 3 ciclos

estrais regulares.

A el

Figura 3. Coleta do epitélio vaginal.
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Proestro Estro

Metaestro Diestro

Figura 4. Epitélio vaginal coletado através de esfregago vaginal nas

diferentes fases do ciclo estral da rata.
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4.4. Anestesia

Nas cirurgias de gonadectomias, os animais foram anestesiados por via
intramuscular com Tiopental® na dose de 50 mg/kg.

Nas cirurgias de canulagdo da veia jugular, os animais foram
anestesiados por via intraperitoneal com tribromoetanol (Aldrich Chem. Comp.

Inc.) 2,5% em salina na dose de 1 mL/100 g de peso corporal.

4.5. Gonadectomia e gonadectomia ficticia

ApoOs anestesia, as ratas foram ovariectomizadas através de incisdes
transversais bilaterais na porcao latero-dorsal do abdémen de cerca de 1 cm,
por meio das quais os ovarios e as porgdes superiores uterinas foram
expostos. Apoés ligadura entre essas duas estruturas, os ovarios foram
retirados. Por fim, o tecido muscular e a pele foram suturados.

ApoOs anestesia, os ratos foram orquiectomizados através de incisées
transversais unicas nos sacos escrotais de cerca de 2 cm, estando o animal em
decubito dorsal. Os ramos vasculares foram rigorosamente atados e, apds, 0s
testiculos foram retirados. Por fim, a pele do saco escrotal foi suturada.

Nas cirurgias de gonadectomia ficticia, os mesmos procedimentos foram

realizados com excec¢ao da ligadura e da retirada dos ovarios e testiculos.

4.6. Tratamento hormonal

A reposicdo hormonal dos ratos machos e fémeas foi durante trés
semanas. Nas ratas do grupo OVX+E2, uma céanula de silicone (Medicone,
Multiplast®) de 15mm de comprimento (1,02 mm de diametro interno e 2,16

mm de didmetro externo) foi preenchida com 10 pyL de B-estradiol 3-benzoate
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(SIGMA®) 5% diluido em 6leo foi implantada subcutaneamente na regido
dorso-cervical apds a cirurgia de ovariectomia. Nas ratas dos grupos OVX -
FICT e OVX, o pellet implantado possuia apenas 6leo.

No grupo ORQ+TESTO, uma canula de silicone (Medicone, Multiplast®)
com 10 mm de comprimento (1,5 mm de didmetro interno e 2,4 mm de
didmetro externo) foi preenchida com testosterona cristalina pura (SIGMA®) e
implantada abaixo do tecido subcutdaneo na regido dorso-cervical apdés a
orquiectomia. Nos ratos dos grupos ORQ FICT e ORQ, os pellets foram

implantados sem a testosterona.

4.7. Comportamento no campo aberto

O campo aberto consiste em uma caixa de 1 m?. Sua base ¢ dividida em
25 quadrados de 20 cm? (Figura 5). Desses 25 quadrados, 16 s&o laterais e 9
centrais. A escolha de cada um dos quatro cantos do campo aberto para
colocagao do animal foi aleatéria. O tempo do registro comportamental foi de 5
minutos. A analise dos comportamentos foi por meio do programa Noldus®. Os
parametros analisados no campo aberto foram:

1- Duracao total de locomocéo

2- Frequéncia de locomocéao

3- Duracao de permanéncia nos quadrantes centrais

4- Frequéncia de entrada nos quadrantes centrais



Figura 5. Campo aberto.
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4.8. Estresse

No experimento 1 foi aplicado o estresse por contengao, onde o animal
permaneceu trinta minutos dentro de um tubo plastico. No experimento 2,
estresse por éter, quando o animal foi colocado em uma cuba saturada de
vapores de éter durante 1 minuto. No experimento 3 o estresse por contengao

teve duracao de 1 minuto.

4.9. Canulacao da veia jugular

Apoés anestesia, uma canula de silicone (Medicone®), de dimensdes de
0,59 mm de didmetro interno e 0,99 mm de didmetro externo, foi introduzida no
atrio direito através da veia jugular externa direita segundo técnica descrita por
HARMS & OJEDA (1974). Até o momento da coleta as canulas ficaram

preenchidas com solugéo fisiolégica estéril.

4.10. Coletas de sangue

Todas as coletas de sangue foram realizadas em uma sala silenciosa.
Apods a introducéo do cateter, os animais foram mantidos em caixas individuais
e cerca de 30 minutos antes da primeira coleta uma extensao de 20 cm de
polietileno (PES0), previamente lavada com soro heparinizado, foi conectada a
canula de silicone e preenchida com soro fisioldgico estéril (NaCl 0,9%), com o
objetivo de realizar as coletas de sangue seriadas sem ser necessaria a
manipulagdo do animal. Amostras de 600 uL de sangue foram coletadas em
seringas plasticas heparinizadas aos 2 minutos antes do estresse e aos 2, 5
10, 15 e 30 minutos apos o estresse por contencédo (Experimento 1) e aos 2

minutos antes e aos 2, 5 e 15 minutos apds o0 estresse por vapores de éter



68

(Experimento 2). Apds cada coleta um volume igual de solucao fisiolégica
estéril foi reposto.

Em todos os grupos, as amostras de sangue foram colocadas em tubos
plasticos, centrifugadas a 3000 rpm a 4°C durante 15 minutos, sendo o plasma

separado e armazenado em um freezer a —70°C.

4.11. Radioimunoensaio

Os radioimunoensaios foram realizados na Faculdade de Medicina —
Depto. de Fisiologia da Universidade de S&ao Paulo — Ribeirdo Preto / SP no
laboratério do Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci. As concentragbes plasmaticas
de prolactina foram determinadas por radioimunoensaio de duplo anticorpo
usando kits especificos da National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and
Kidney Diseases (NIADDK, Baltimore-USA). Os anticorpos especificos para
PRL foram o anti-rat PRL-S9 e a preparacdo padrao a PRL-RP3 foram
desenvolvidos em ratos. O 2° anticorpo foi produzido pelo laboratério. O limite
minimo de detecgao das concentragdes de PRL foi de 0,09 ng/mL.

Para as dosagens LH foi utilizado kit especifico fornecido pelo National
Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIADDK,
Baltimore - USA). O anticorpo primario foi o anti-rat LH-S11 e a preparagao

padrao foi a LH-RP3. O limite minimo para a detec¢ao do LH foi de 0,04 ng/mL.

4.12. Microdisseccéao (Punch)
A porgéao posterior do cérebro foi fixada em um suporte e seccionada no

criostato em uma temperatura de -20°C sendo uma amostra do PVN removida
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pela técnica do punch (PALKOVITS, 1973). Os punches foram obtidos através

das coordenadas do Atlas do cérebro de ratos (PAXINOS & WATSON, 1986).

4.13. Cromatografia Liquida de Alta Performance com Detecc¢ao
Eletroquimica (HPLC-ED)

Os conteudos de NA e MHPG-sulfato foram determinados por
cromatografia liquida de alta performance com detecgdo eletroquimica. Os
punches do PVN congelados foram homogeneizados em 400 pL de uma
solugao contendo 0,2 M de acido percldrico, 0,1 mM EDTA e 0,15 pM de 3,4-
diidroxibenzilamina (DHBA, padrao interno; Aldrich, EUA). Cada amostra foi
sonicada até que o tecido estivesse totalmente dissolvido e entdo o
homogeneizado foi centrifugado a 4°C por 20 minutos a 12000g. O
sobrenadante foi filtrado em uma membrana durapore de 0,22 pm (Millipore)
previamente preenchida com uma solugéo de acido perclérico 0,2 M. No pellet
que ficou no tubo foi determinado o conteudo de proteina através do método de
BRADFORD (1976). No rato, o 3-metoxy-4-hidroxifeniletilenoglocol (MHPG,
metabdlito da NA) é conjugado a MHPG-sulfato pela fenolsulfatotransferase
(FLODS E MEEK, 1974). O MHPG-sulfato ndo é eletroquimicamente ativo,
assim, para hidrolisar o MHPG-sulfato foi necessario aquecer o sobrenadante a
95°C por 5 minutos como previamente descrito (LOOKINGLAND et al., 1991).
Posteriormente, 30 yL de cada amostra foi injetado no aparelho de HPLC por
um auto injetor (SIL-10Advp; Shimadzu, Japao). A separacgéao foi realizada em
uma coluna fase reversa C18 de 250 x 4,6 mm (Shim-pack VP-ODS, 5Sum;
Shimadzu, Japao), precedida por uma pré-coluna de 10 x 4,6 mm (Shim-pack

GVP-0ODS, 5um; Shimadzu, Japao). A fase movel, preparada com agua Milli-Q,
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era constituida de 100 mM NaH>PO4, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,28 mM
acido octanesulfénico de sodio e 20% de metanol, sendo o pH ajustado para
3,5 com H,PO,4. O fluxo da bomba (LC-10Advp; Shimadzu, Japao) para o
HPLC foi de 0,8 mL/min. O detector utilizado foi o Decade (Antec) com
potencial eletroquimico de 0,65 V vs. in situ Ag/AgCl (Decade, VT-03
electrochemical flow cell; Antec Leyden, Holanda). Os dados cromatograficos
foram analisados utilizando-se o programa Class-VP (Shimadzu, Japao). A NA
e o MHPG foram identificados de acordo com o tempo de retengcdo de seus
picos e a quantificagao foi feita através do método de padrao interno (DHEA

como padrao interno) baseado na sua area abaixo da curva.

4.14. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pela estatistica paramétrica. No
experimento 1, os parametros comportamentais no campo aberto em ratos
machos foram comparados entre os dois grupos estudados pelo teste t de
Student. Em ratas fémeas, os parametros observados no campo aberto foram
comparados por meio de ANOVA de duas vias seguida de Newman-Keuls,
sendo analisados os efeitos grupo (ndo-manipuladas e manipuladas) e da fase
do ciclo estral (diestro, proestro e estro). Em ratos machos, as médias (tEPM)
das concentracdes plasmaticas de PRL e LH foram comparadas através de
ANOVA de uma via de medidas repetidas para o estresse, sendo analisado os
efeitos grupo (ndo-manipulados e manipulados) e estresse (basal, 2, 5, 10, 15
e 30 minutos apos o estresse) e a interagdo entre esses efeitos por meio do
teste Newman-Keuls (p<0,05). Em ratas fémeas, utilizou-se ANOVA de duas

vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls (p<0,05) para se avaliar
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a manipulacdo neonatal, do estresse e do ciclo estral sobre as concentragdes
plasmaticas de PRL e LH.

No experimento 2, em ratos machos e fémeas, as médias (+tEPM) dos
parametros comportamentais no campo aberto foram analisados por meio de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Foram comparados
os efeitos da manipulagdo neonatal e do tratamento hormonal (cirurgia de
gonadectomia ficticia, gonadectomia e gonadectomia juntamente com
reposicao de testosterona nos machos e estradiol nas fémeas). Em ratos
machos e fémeas as médias das concentracdes plasmaticas de PRL e LH
foram analisadas por meio de ANOVA de duas vias de medidas repetidas para
o estresse, seguida de Newman-Keuls (p<0,05).

No experimento 3, em ratos machos e fémeas, as médias (+tEPM) das
concentragbes plasmaticas de PRL e as médias (tEPM) dos conteudos no
PVN de NA, MHPG e da razdo MHPG/NA foram comparadas por meio de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos da
manipulacdo neonatal, do estresse e da interacdo manipulacdo neonatal e
estresse foram analisados.

O nivel critico foi fixado em 5% (p<0,05) para se considerar diferencas
estatisticamente significativas. Valores de p acima desse e até 0,10 foram

considerados tendéncias.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos nessa Tese foram expressos como média + erro
padrdao da média (tEPM).

Os resultados do experimento 1 serdo descritos primeiro, seguido dos
experimentos 2 e 3, nesta respectiva ordem. Em cada experimento serdo
discutidos primeiro os resultados obtidos com os ratos machos e depois com as
ratas fémeas. Em cada descrigdo os dados considerados significativos seréo
descritos primeiro seguido da descrigao de tendéncias e por ultimo dos dados

n&o significativos.

5.1. Experimento 1
5.1.1.Efeito da manipulagao neonatal sobre comportamento no campo
aberto em ratos machos
A figura 6 representa o efeito da manipulagdo neonatal sobre a
frequéncia de entrada (A) e a duracdo de permanéncia (B) nos quadrantes
centrais do campo aberto. A manipulagdo neonatal aumentou a frequéncia de
entrada nos quadrantes centrais (teste t de Student, p=0,05). Foi observada
uma tendéncia (p=0,09) ao aumento de locomog¢do em ratos manipulados
quando comparados aos ratos ndo-manipulados.
Os parametros frequéncia de locomocg¢ado e duracdo de locomocgao
(Figura 7) ndo foram diferentes entre os grupos estudados (p=0,776 e p=0,979,

respectivamente).
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5.1.2. Efeito da manipulacdo neonatal sobre comportamento no campo
aberto em ratas fémeas durante o ciclo estral

A figura 8 representa a duragao e a freqiéncia de locomogado em ratas
nao-manipuladas e manipuladas nas fases do diestro, proestro e estro. Os
resultados foram analisados por meio de ANOVA de duas vias, seguida de
Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do grupo (ndo-manipuladas e
manipuladas) [F(1,69)=16,898, p<0,001] e do ciclo estral (diestro, proestro e
estro) [F(2,69)=3,334, p<0,05] foram estatisticamente significativos. Ratas na
fase do estro apresentaram um aumento significativo da duracdo de
locomogdo. A interagdo grupo e ciclo estral ndo apresentou diferenca
significativa [F(2,69)=0,209].

Com relagdo a frequéncia de locomocdo no campo aberto, foram
observadas diferencgas significativas nos efeitos do grupo (ndo-manipuladas e
manipuladas) [F(1,70)=5,895, p<0,05] e do ciclo estral (diestro, proestro e
estro) [F(2,70)=3,948, p<0,05]. Ratas na fase do estro apresentaram um
aumento na frequéncia de locomocado quando comparadas as fases do diestro
e proestro. A interagcdo entre esses efeitos (grupo x fase do ciclo estral) nao foi
significativa [F(92,70)=0,891].

A figura 9 demonstra a analise do parametro comportamental tempo de
permanéncia e freqlUéncia de entrada nos quadrantes centrais no campo
aberto. Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos (nao-
manipuladas e manipuladas) [F(1,71=1,377], entre as fases do ciclo estral
(diestro, proestro e estro) [F(2,71)= 1,009] e nem em relagéo a interagéo (grupo

x fase do ciclo estral) [F(2,71)=0,446].
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O mesmo ocorreu com a frequéncia de entrada nos quadrantes centrais. O
efeito do grupo (ndo-manipuladas e manipuladas) [F(1,72)=0,933], da fase do
ciclo estral (diestro, proestro e estro) [F(2,72)=1,624] e a interagao entre eles
(grupo x fase do ciclo estral) [F(2,72)=0,499] ndao foram estatisticamente

significativos.

5.1.3. Efeito da manipulacdo neonatal sobre a resposta da prolactina
ao estresse por contengdo em ratos machos

A figura 10 representa as concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mL)

em ratos machos ndo-manipulados e manipulados submetidos a estresse por
contencéo de 30 minutos. O sangue foi coletado antes e aos 2, 5 e 15 minutos
apos a aplicacao do estresse. Os resultados foram analisados por meio de
ANOVA de uma via de medidas repetidas para o estresse, seguida de
Newman-Keuls (p<0,05). Foi observada diferenga significativa no efeito do
grupo [F(1,22)=12,004, p<0,05] e do estresse [F(5,110)=9,09, p<0,001). As
concentracdes plasmaticas de PRL foram maiores do que as basais nos
tempos 2, 5 e 10 minutos apds o estresse. A interagao entre grupo e estresse

nao foi estatisticamente diferente [F(5,110)=0,566].

5.1.4. Efeito da manipulacdo neonatal e do ciclo estral sobre a
resposta da prolactina ao estresse por contengdo em ratas
fémeas

As figuras 11 e 12 representam as concentragdes plasmaticas de PRL
(ng/mL) em ratas ndo-manipuladas e manipuladas nas fases diestro, proestro e

estro submetidas a 30 minutos de estresse por contengcdo. O sangue foi



76

coletado antes e aos 2, 5 e 15 minutos apds o inicio do estresse. Os resultados
foram analisados através de ANOVA de duas vias de medidas repetidas para o
estresse, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do grupo, do estresse
e da fase do ciclo estral foram analisados. Todos os efeitos tiveram diferencas
estatisticamente significativas: grupo [F(1,55)=18,331, p<0,001]; estresse
[F(5,275)=33,440, p<0,001] e fase do ciclo estral [F(2,55)=8,317, p<0,001]. A
interacdo desses trés fatores também foi estatisticamente diferente
[F(10,275)=2,881, p<0,05]. O teste de Newman-Keuls revelou que as
concentragbes plasmaticas de PRL basais nao diferem entre os grupos
estudados. O estresse provocou aumento das concentracdes plasmaticas de
PRL somente na fase do estro, aos 2 minutos, em ambos os grupos, nao-
manipuladas e manipuladas (Figuras 11A, 11B e 12C). Além disso, ratas
manipuladas na fase do estro apresentaram uma reducdo das concentracdes
plasmaticas de PRL 2 minutos apds o estresse quando comparadas com ratas
nao-manipuladas no mesmo tempo e fase do ciclo estral (Figura 12C). Durante
a fase do estro, 2 minutos apds o inicio do estresse, também foi observado
uma maior resposta da PRL ao estresse em ratas ndo-manipuladas quando
comparadas ao mesmo grupo e entre as fases do diestro e proestro (Figura
11A). Da mesma forma, ratas manipuladas em estro, apresentaram uma maior
resposta da PRL 2 minutos apds o inicio do estresse quando comparadas as

ratas do mesmo grupo na fase do diestro (Figura 11B).
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5.1.5. Efeito da manipulacdo neonatal sobre a resposta do LH ao
estresse por contencao em ratos machos

A figura 13 demonstra as concentragées plasmaticas de LH (ng/mL) em

ratos machos nao-manipulados e manipulados submetidos a estresse por
contencao durante 30 minutos. O sangue foi coletado antes e aos 2, 5 e 15
minutos apoés o inicio do estresse. Os resultados foram analisados por meio de
ANOVA de uma via de medidas repetidas para o estresse, seguida de
Newman-Keuls (p<0,05), sendo os efeitos do grupo (ndo-manipulado e
manipulado) e do estresse (basal, 2, 5, 10, 15 e 30 minutos apds estresse)
analisados. Foram observadas diferengas significativas no efeito do grupo
[F(1,19)=6,07, p<0,05] e do estresse [F(5,95)=7,113, p<0,001). As
concentracdes plasmaticas de LH 30 minutos apds o inicio do estresse foram
diferentes de todos os tempos estudados. A interacdo entre grupo e estresse

nao foi estatisticamente diferente [F(5,95)=0,545].

5.1.6. Resposta do LH ao estresse por contencdo em ratas fémeas
durante o ciclo estral
As figuras 14 e 15 representam as concentragdes plasmaticas de LH
(ng/mL) em ratas nao-manipuladas e manipuladas nas fases do diestro,
proestro e estro submetidas a estresse por contencao durante 30 minutos. O
sangue foi coletado antes e aos 2, 5 e 15 minutos apds o inicio do estresse. Os
resultados foram analisados através de ANOVA de duas vias de medidas
repetidas para o estresse, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do
grupo, do estresse e da fase do ciclo estral foram analisados. Todos os efeitos

tiveram diferencas significativas: grupo [F(1,64)=40,270, p<0,001]; estresse
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[F(5,320)=34,984, p<0,001] e fase do ciclo estral [F(2,64)=43,468, p<0,001]. A
interacdo grupo x estresse [F(5,320)=6,880, p<0,001], grupo x fase do ciclo
estral [F(2,64)=6,597 p<0,05] e estresse x fase do ciclo estral [F(10,320)=5,558,
p<0,001] foram estatisticamente diferentes. A interagdo entre os trés fatores
analisados (grupo, estresse e fase do ciclo estral) também foi estatisticamente
significativa [F(10,320)=2,067, p<0,05]. O teste de Newman-Keuls revelou que
as concentragbes plasmaticas de LH basais ndo diferem entre os grupos
estudados. O estresse provocou aumento das concentracdes plasmaticas de
LH na fase do proestro aos 2, 5, 10 e 15 minutos e na fase do estro aos 2, 5,
10, 15 e 30 minutos apds o inicio do estresse em ratas nao-manipuladas
(Figura 14A). Em ratas manipuladas o estresse provocou aumento das
concentracdes plasmaticas de LH aos 2 minutos apds o inicio do estresse
somente na fase do proestro e aos 5 e 10 minutos apés o inicio do estresse na
fase do estro (Figura 14B). Além disso, ratas manipuladas na fase do proestro
demonstraram uma menor resposta do LH ao estresse aos 2, 5 e 10 minutos
(Figura 15B) e na fase do estro aos 5, 10 e 15 minutos apds o inicio do
estresse (Figura 15C) quando comparadas as ratas ndo-manipuladas no
mesmo tempo e fase do ciclo estral. Durante as fases do proestro e estro aos
2, 5,10, 15 e 30 minutos apds o inicio do estresse, também foi observado uma
maior resposta do LH ao estresse em ratas n&o-manipuladas quando
comparadas ao mesmo grupo e tempo na fase do diestro (Figura 14A). Da
mesma forma, ratas manipuladas nas fases do proestro e estro aos 2 minutos
apos o inicio do estresse e ratas manipuladas em estro aos 5 minutos apods o
inicio do estresse apresentaram uma maior resposta quando comparadas as

ratas do mesmo grupo e tempo na fase do diestro (Figura 14B).
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Figura 6- Efeito da manipulagdo neonatal sobre a frequiéncia (A) e duragdo de permanéncia
nos quadrantes centrais (B) do campo aberto em ratos machos adultos. Nao-manipulados (NM)
e manipulados (M). Os valores sao expressos como média + EPM e os numeros entre
parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram analisados através do
Teste t de Student (p<0,05). * diferente do grupo NM.
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Figura 7- Efeito da manipulagdo neonatal sobre a freqtiéncia (A) e a duragdo de locomogao (B)
no campo aberto em ratos machos adultos. Ndo-manipulados (NM) e manipulados (M). Os
valores sdo expressos como meédia £ EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n
de cada grupo. Os resultados foram analisados através do Teste t de Student (p<0,05). Nao
foram observadas diferengas significativas entre os grupos.
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Figura 8- Duragdo (A) e freqiéncia de locomog¢do (B) no campo aberto em ratas nao-
manipuladas (NM) e manipuladas (M) durante o ciclo estral (diestro, proestro e estro). Os
valores sdo expressos como média + EPM e os niumeros entre parénteses correspondem ao n
de cada grupo. A ANOVA de duas vias (p<0,05) revelou diferengas significativas entre os
grupos (*) e as fases do ciclo estral.
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Figura 9- Frequéncia (A) e duragdo (B) de permanéncia nos quadrantes centrais do campo
aberto em ratas ndo-manipuladas (NM) e manipuladas (M) durante o ciclo estral: diestro,
proestro e estro. Os valores sdo expressos como média £ EPM e os numeros entre parénteses
correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram analisados através de ANOVA de duas
vias (p<0,05). Nao foram observadas diferengas significativas.
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Figura 10- Efeito da manipulacdo neonatal sobre as concentragdes plasmaticas de PRL
(ng/mL) em resposta ao estresse por contengdo em ratos machos adultos ndo-manipulados e
manipulados. Os valores sdo expressos como média £+ EPM e os numeros entre parénteses
correspondem ao n de cada grupo. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida de
Newman-Keuls (P<0,05) revelou efeito significativo do grupo e do estresse.
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Figura 11- Concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mL) em resposta ao estresse por contengéo
em ratas adultas ndo-manipuladas (A) e manipuladas (B) durante as fases do ciclo estral:
diestro, proestro e estro. Os valores sdo expressos como média + EPM e os numeros entre
parénteses correspondem ao n de cada grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas,
seguida de Newman-Keuls revelou diferencas significativas (p<0,05): # - diferente das
concentragdes basais no mesmo grupo e fase do ciclo estral; + - diferente das fases do diestro
e proestro no mesmo tempo; & - diferente da fase do diestro no mesmo tempo.
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Figura 12- Efeito da manipulacdo neonatal sobre as concentragdes plasmaticas de PRL
(ng/mL) em resposta ao estresse por contengdo em ratas adultas ndo-manipuladas (NM) e
manipuladas (M) durante as fases do ciclo estral: diestro (A), proestro (B) e estro (C). Os
valores sdo expressos como média £ EPM e os nimeros entre parénteses correspondem ao n
de cada grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls
revelou diferengas significativas (p<0,05): *- diferente do grupo NM no mesmo tempo e fase do
ciclo estral; # - diferente das concentragbes basais no mesmo grupo e fase do ciclo estral.
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Figura 13- Efeitos da manipulacdo neonatal sobre as concentragbes plasmaticas de LH
(ng/mL) em resposta ao estresse por contengdo em ratos machos adultos n&do-manipulados e
manipulados. Os valores sdo expressos como média £+ EPM e os numeros entre parénteses
correspondem ao n de cada grupo. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas, seguida de
Newman-Keuls (p<0,05) revelou efeito significativo do grupo e do estresse.
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Figura 14- Concentragées plasmaticas de LH (ng/mL) em resposta ao estresse por contengéo
em ratas adultas ndo-manipuladas (A) e manipuladas (B) durante as fases do ciclo estral:
diestro, proestro e estro. Os valores sdo expressos como média + EPM e os ndmeros entre
parénteses correspondem ao n de cada grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas,
seguida de Newman-Keuls (p<0,05) revelou diferencas significativas. # - diferente das
concentragdes basais no mesmo grupo e fase do ciclo estral; + - diferente da fase do diestro no
mesmo tempo; & - diferente da fase do estro no mesmo tempo.
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Figura 15- Efeito da manipulagdo neonatal sobre as concentra¢des plasmaticas de LH (ng/mL)
em resposta ao estresse por contengdo em ratas adultas ndo-manipuladas (NM) e manipuladas
(M) durante as fases do ciclo estral: diestro (A), proestro (B) e estro (C). Os valores sao
expressos como média £+ EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n de cada
grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls (p<0,05)
revelou diferencgas significativas. # - diferente das concentragdes basais no mesmo grupo e
fase do ciclo estral; * - diferente do grupo ndo-manipuladas nas mesmas fases e tempos.
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5.2. Experimento 2

5.2.1. Efeito da manipulagcdo neonatal e do estado hormonal sobre o

comportamento no campo aberto em ratos machos

A figura 16 demonstra a duracao (Figura 16A) e a frequéncia (Figura
16B) de locomogao no campo aberto em ratos machos adultos divididos
em 6 grupos: nao-manipulado gonadectomia ficticia, n&o-manipulado
gonadectomia, nao-manipulado gonadectomia + T, manipulado
gonadectomia ficticia, manipulado gonadectomia e manipulado
gonadectomia + T. Os resultados foram analisados por meio de ANOVA de
duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Com relagédo a duracgao de
locomogéao (Figura 16A) o efeito do grupo apresentou uma tendéncia a ser
significativo [F(1,65)=2,639, p=0,109]. O efeito do tratamento hormonal
[F(2,65)=9,353, p<0,05] e a interagdo grupo X tratamento hormonal
[F(2,65)=3,826, p<0,05] foram estatisticamente significativos. O teste de
Newman-Keuls revelou que ratos manipulados gonadetomizados
apresentaram uma reducdo na duracado total de locomog¢ao no campo
aberto quando comparados aos ratos manipulados gonadectomia ficticia.
Da mesma forma, ratos manipulados gonadectomia + T também
apresentaram uma reducao da duracao de locomocao quando comparados
com ratos manipulados gonadectomia ficticia. Ratos nao-manipulados
gonadectomia + T apresentaram redugdo na duragdo de locomogao
quando comparados aos ratos nao-manipulados gonadectomia.
Com relagao a frequéncia de locomogao no campo aberto (Figura 16B),

tanto o efeito grupo [F(1,65)=0,753] quanto o efeito tratamento hormonal

[F(2,65)=1,522] nao apresentaram diferencas estatisticamente
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significativas. Contudo, a interacao entre esses fatores (grupo x tratamento
hormonal) demonstrou ter uma tendéncia a ser significativa [F(2,65)=2,424,
p=0,096].

A figura 17A demonstra a duracdo de permanéncia nos quadrantes
centrais em ratos machos. A ANOVA de duas vias revelou que o efeito do
grupo [F(1,65=1,077] e do tratamento hormonal [F(2,65)=1,173] foram
significativos. A interagdo (grupo x tratamento hormonal) [F(2,65= 0,906]
nao apresentou diferencga estatisticamente significativa.

A figura 17B demonstra a freqiéncia de entrada nos quadrantes centrais
em ratos machos. A ANOVA de duas vias nao revelou efeitos significativos
do grupo [F(1,65)=0,296] e do tratamento hormonal [F(2,65)=2,184].
Contudo, a interagdo grupos x tratamento hormonal apresentou uma

tendéncia a ser significativa [F(2,65)=2,402, p=0,098].

5.2.2. Efeito da manipulagdo neonatal e do estado hormonal sobre o
comportamento no campo aberto em ratas fémeas
A figura 18 mostra a duracao (Figura 18 A) e a frequéncia de locomocao
(Figura 18B) em ratas adultas divididas em 6 grupos: nao-manipulada
ovariectomia ficticia, n&o-manipulada ovariectomia, nao-manipulada
ovariectomia + E2, manipulada ovariectomia ficticia, manipulada
ovariectomia e manipulada ovariectomia + E2. Os resultados foram
analisados por meio de ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls
(p<0,05). Com relacédo a duracao de locomogao (18 A), o efeito do grupo
nao apresentou diferencas significativas [F(1,63)=0,102]. O efeito do

tratamento hormonal [F(2,63)=3,209, p<0,05] e a interagcdo grupo X
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tratamento hormonal [F(2,63)=3,385, p<0,05] foram estatisticamente
significativos. O teste de Newman-Keuls revelou que ratas manipuladas
ovariectomizadas apresentaram uma reducdo na duragcdo total de
locomogdo no campo aberto quando comparadas as ratas manipuladas
ovariectomia ficticia. Com relagao a frequéncia de locomogao (Figura 18B),
tanto o efeito grupo [F(1,62)=0,042] quanto o efeito tratamento hormonal
[F(2,62)=0,514] ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas.
Contudo, a interagao entre esses fatores (grupo x tratamento hormonal) foi
estatisticamente diferente [F(2,62)=4,837, p<0,05].

A figura 19 representa a duragdo de permanéncia (Figura 19 A) e a
frequéncia de entrada (Figura 19B) nos quadrantes centrais do campo
aberto. A ANOVA de duas vias revelou que a duracdo de permanéncia nos
quadrantes centrais nao foi estatisticamente diferente entre os grupos
[F(1,61=1,655] e na interacdo (grupo x tratamento hormonal) [F(2,61=
2,062]. Contudo, o tratamento hormonal apresentou diferengas significativas
[F(2,61)=3,236, p<0,05]. Ratas nado-manipuladas e manipuladas
ovariectomizadas tratadas com E2 apresentaram um aumento da duracao
de permanéncia no centro do campo aberto quando comparadas as ratas
ovariectomizadas.

Com relagdo a frequéncia de entrada nos quadrantes centrais (Figura
19B), a ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do grupo
[F(1,61)=4,519, p<0,05] e na interagdo grupos x tratamento hormonal
[F(2,61)=5,388, p<0,05]. O teste de Newman-Keuls indicou que ratas
manipuladas que sofreram ovariectomia ficticia apresentaram um aumento

na frequéncia de entrada nos quadrantes centrais quando comparadas as
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ratas nao-manipuladas que sofreram ovariectomia ficticia. Ratas
manipuladas ovariectomizadas apresentaram uma redug¢ao da frequéncia
de entrada nos quadrantes centrais quando comparadas as ratas
manipuladas que sofreram ovariectomia ficticia. O efeito do tratamento

hormonal nao foi estatisticamente diferente [F(2,61)=1,482].

5.2.3. Efeito da manipulacédo neonatal e do tratamento hormonal sobre
aresposta da PRL ao estresse por éter em ratos machos

As figuras 20 e 21 representam as concentragcdes plasmaticas de PRL
(ng/mL) em ratos ndo-manipulados gonadectomia ficticia, ndo-manipulados
gonadectomia, n&o-manipulados gonadectomia + T, manipulados
gonadectomia ficticia, manipulados gonadectomia e manipulados
gonadectomia + T submetidos a 1 minuto de estresse por vapores de éter.
O sangue foi coletado 2 minutos antes e aos 2, 5 e 15 minutos durante a
aplicagao do estresse. Os resultados foram analisados através de ANOVA
de duas vias de medidas repetidas para o estresse, seguida de Newman-
Keuls (p<0,05). Os efeitos da manipulagdo, do tratamento hormonal e do
estresse foram avaliados. O efeito da manipulagcdo neonatal nao foi
estatisticamente significativo [F(1,61)=1,635]. A reposicdo hormonal
[F(2,61)=26,828 p<0,001] e o estresse [F(3,183)=27,367, p<0,001] tiveram
efeitos significativos sobre a concentragdo plasmatica de PRL. A
gonadectomia reduziu as concentracbes plasmaticas de PRL quando
comparada a gonadectomia ficticia e a gonadectomia + T. Da mesma
forma, a gonadectomia + T provocou um aumento das concentragdes

plasmaticas de PRL quando comparada aos grupos gonadectomia ficticia e
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gonadectomia. O estresse provocou um aumento das concentragcdes
plasmaticas de PRL aos 2 e 5 minutos apds a sua aplicagao. As interagdes
manipulacdo x tratamento hormonal [F(2,61)=5,266, p<0,05] e grupo x
estresse [F(3,183)=3,754, p<0,05] foram estatisticamente significativas
[F(3,81)=1,992]. As interagdes tratamento hormonal X estresse
[F(6,183)=1,881] e manipulagdo x tratamento hormonal x estresse

[F(6,183,81)=0,865] nao foram estatisticamente significativas.

5.2.4. Efeito da manipulacédo neonatal e do tratamento hormonal sobre
a resposta da PRL ao estresse por éter em ratas fémeas

As figuras 22 e 23 representam as concentragcbes plasmaticas de PRL
(ng/mL) em ratas ndo-manipuladas ovariectomia ficticia, ndo-manipuladas
ovariectomia, n&o-manipuladas ovariectomia + E2, manipuladas
ovariectomia ficticia, manipuladas ovariectomia e manipuladas ovariectomia
+ E2 submetidas a 1 minuto de estresse por vapores de éter. O sangue foi
coletado antes (basal) e aos 2, 5 e 15 minutos durante a aplicagdo do
estresse. Os resultados foram analisados através de ANOVA de duas vias,
de medidas repetidas para o estresse, seguida de Newman-Keuls (p<0,05).
Os efeitos da manipulacdo, do tratamento hormonal e do estresse foram
avaliados. O efeito da manipulacdo neonatal nado foi estatisticamente
significativo [F(1,56)=2,298]. A reposicdo hormonal [F(2,56)=223,917
p<0,001], o estresse [F(3,168)=5,175 p<0,001], a interagdo tratamento
hormonal x estresse [F(6,168)=4,844, p<0,001] e a interagcdo entre os trés
fatores (manipulagdo x tratamento hormonal x estresse) [F(6,168)=3,932

p<0,001] tiveram efeitos significativos sobre a concentragdo plasmatica de
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PRL. Ratas manipuladas que sofreram ovariectomia ficticia apresentaram
uma menor concentragido plasmatica de PRL aos 2 minutos apds o estresse
quando comparadas as ratas ndo-manipuladas que sofreram ovariectomia
ficticia. A ovariectomia + E2 aumentou as concentragdes plasmaticas de
PRL quando comparada a ovariectomia ficticia e a ovariectomia. O estresse
provocou um aumento das concentragdes plasmaticas de PRL aos 2 e 5
minutos apds a aplicacdo do mesmo em ratas nao-manipuladas
ovariectomizadas e em ratas ndo-manipuladas que sofreram ovariectomia
ficticia. O estresse provocou uma redugdo das concentracdes plasmaticas
de PRL aos 2, 5 e 15 minutos apdés a sua aplicacdo em ratas nao-
manipuladas ovariectomizadas tratadas com E2. Ratas ovariectomizadas
tratadas com E2 apresentaram aumentos das concentragdes plasmaticas
de PRL em todos os tempos estudados quando comparadas as ratas
ovariectomia ficticia e ovariectomizadas. As interagbes manipulagdo X
tratamento  hormonal [F(2,56)=2,144], manipulacdo x estresse
[F(3,168)=0,398] e manipulagdo x tratamento hormonal x estresse

[F(6,168)=0,590] ndo foram estatisticamente significativas.

5.2.5. Efeito da manipulacédo neonatal e do tratamento hormonal sobre
aresposta do LH ao estresse por éter em ratos machos

As figuras 24 e 25 representam as concentragbes plasmaticas de LH

(ng/mL) em ratos ndo-manipulados gonadectomia ficticia, ndo-manipulados

gonadectomia, na&o-manipulados gonadectomia + T, manipulados

gonadectomia ficticia, manipulados gonadectomia e manipulados

gonadectomia + T submetidos a 1 minuto de estresse por vapores de éter.
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O sangue foi coletado antes (basal) e aos 2, 5 e 15 minutos durante a
aplicacao do estresse. Os resultados foram analisados através de ANOVA
de duas vias de medidas repetidas para o estresse, seguida de Newman-
Keuls (p<0,05). Os efeitos da manipulagdo, do tratamento hormonal e do
estresse foram avaliados. A reposi¢cao hormonal [F(2,52)=146,889 p<0,001]
e o estresse [F(3,156=5,133, p<0,001] tiveram efeitos significativos sobre a
concentracido plasmatica de LH. O efeito isolado da manipulagdo neonatal
nao apresentou efeito significativo [F(1,51)=1,190]. A gonadectomia
aumentou as concentracdes plasmaticas de LH quando comparada a
gonadectomia ficticia e a gonadectomia + T. Da mesma forma, a
gonadectomia + T provocou um aumento das concentragdes plasmaticas de
LH quando comparada ao grupo gonadectomia ficticia. O estresse provocou
uma redugao das concentragdes plasmaticas de LH aos 15 minutos apés a
sua aplicagado quando comparado aos tempos basal, 2 e 5 minutos no grupo
GNX + T. As interagbes manipulagao x tratamento hormonal [F(2,52)=9,504,
p<0,001] e tratamento hormonal x estresse [F(6,156)=3,242, p<0,01] foram
estatisticamente significativas. As interagdes manipulagdo x estresse
[F(3,156)=0,619] e manipulagdo x tratamento hormonal x estresse

[F(6,156)=1,046] nao foram estatisticamente significativas.

5.2.6. Efeito da manipulacédo neonatal e do tratamento hormonal sobre
aresposta do LH ao estresse por éter em ratas fémeas

As figuras 26 e 27 representam as concentragdes plasmaticas de LH

(ng/mL) em ratas ndo-manipuladas ovariectomia ficticia, ndo-manipuladas

ovariectomia, nao-manipuladas ovariectomia + E2, manipuladas
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ovariectomia ficticia, manipuladas ovariectomia e manipuladas
ovariectomia + E2 submetidas a 1 minuto de estresse por vapores de éter.
O sangue foi coletado antes (basal) e aos 2, 5 e 15 minutos durante a
aplicacao do estresse. Os resultados foram analisados através de ANOVA
de duas vias de medidas repetidas para o estresse, seguida de Newman-
Keuls (p<0,05). Os efeitos da manipulagédo, do tratamento hormonal e do
estresse foram avaliados. O efeito da manipulagdo neonatal
[F(1,47)=0,514] e a interagcdo entre os trés fatores [F(6,141)=0,801] nao
foram  estatisticamente  significativos. O  tratamento  hormonal
[F(2,47)=132,312, p<0,001] e o estresse [F(3,141)=3,351, p<0,05]
apresentaram efeitos significativos sobre a concentragao plasmatica de LH.
A ovariectomia aumentou as concentragdes plasmaticas de LH quando
comparada a ovariectomia ficticia e a ovariectomia + E2. De outro modo, a
ovariectomia seguida de reposigdo com E2 diminuiu as concentracdes
plasmaticas de LH quando comparada a ovariectomia ficticia e a
ovariectomia. O estresse promoveu um aumento das concentracdes
plasmaticas de LH aos 2 e 5 minutos apdés a aplicagdo do mesmo. As
interagbes manipulagdo x tratamento hormonal [F(2,47)=1,111],
manipulagcédo x estresse [F(3,141)=0,972], tratamento hormonal x estresse

[F(6,141)=1,662].
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Figura 16- Efeito da manipulagdo neonatal e do tratamento hormonal sobre a duragéo (A) e a
frequéncia (B) de locomog&o no campo aberto em ratos machos. Grupos: Ndo-manipulado
gonadectomia ficticia (NM GNX FICT), ndo-manipulado gonadectomia (NM GNX), nao-
manipulado gonadectomia + T (NM GNX + T), manipulado gonadectomia ficticia (M GNX
FICT), manipulado gonadectomia (M GNX) e manipulado gonadectomia + T (M GNX + T). Os
valores sdo expressos como média + EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n
de cada grupo. Os resultados foram analisados através de ANOVA de duas vias, seguida de
Newman-Keuls (P<0,05). *- Diferente do grupo manipulado gonadectomia ficticia; # diferente
do grupo ndo-manipulado gonadectomia. A interagao grupo x tratamento hormonal apresentou
tendéncia a ser significativa na frequiéncia de locomogéo (p=0,096).
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Figura 17- Efeito da manipulagdo neonatal e do tratamento hormonal sobre a duragéo de
permanéncia (A) e a freqiiéncia de entrada (B) nos quadrantes centrais do campo aberto em
ratos machos. Grupos: N&o-manipulado gonadectomia ficticia (NM GNX FICT), nao-
manipulado gonadectomia (NM GNX), ndo-manipulado gonadectomia + T (NM GNX + T),
manipulado gonadectomia ficticia (M GNX FICT), manipulado gonadectomia (M GNX) e
manipulado gonadectomia + T (M GNX + T). Os valores sdo expressos como média + EPM e
0s numeros entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram
analisados através de ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (P<0,05). Os efeitos do
grupo (*) e do tratamento hormonal foram significativos na duragdo de permanéncia nos
quadrantes centrais. A interacdo grupo x tratamento hormonal apresentou tendéncia a ser
significativa na freqiiéncia de entrada nos quadrantes centrais (p=0,098).
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Figura 18- Efeito da manipulagdo neonatal e do tratamento hormonal sobre a duragéo (A) e a
frequéncia de locomogao (B) no campo aberto em ratas. Grupos: Nao-manipulada ovariectomia
ficticia (NM OVX FICT), ndo-manipulada ovariectomia (NM OVX), ndo-manipulada ovariectomia
+ E2 (NM OVX + E2), manipulada ovariectomia ficticia (M OVX FICT), manipulada ovariectomia
(M OVX) e manipulada ovariectomia + E2 (M OVX + E2). Os valores sdo expressos como
média £ EPM e os nimeros entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados
foram analisados através de ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (P<0,05).*-
Diferente do grupo manipulada ovariectomia ficticia. A duragéo de locomogéao apresentou efeito
significativo do tratamento hormonal. A interagdo grupo x tratamento hormonal foi significativa
na freqiiéncia de locomogéo.
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Figura 19- Efeito da manipulacdo neonatal e do tratamento hormonal sobre a duracdo de
permanéncia (A) e a freqiiéncia de entrada (B) nos quadrantes centrais do campo aberto em
ratas. Grupos: nao-manipulada ovariectomia ficticia (NM OVX FICT), nao-manipulada
ovariectomia (NM OVX), ndo-manipulada ovariectomia + E2 (NM OVX + E2), manipulada
ovariectomia ficticia (M OVX FICT), manipulada ovariectomia (M OVX) e manipulada
ovariectomia + E2 (M OVX + E2). Os valores sdo expressos como média + EPM e os numeros
entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram analisados através
de ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (P<0,05). *- diferente do grupo NM OVX
FICT; #- diferente do grupo M OVX FICT. O efeito do grupo foi estatisticamente significativo na
freqiiéncia de entrada nos quadrantes centrais. O tratamento hormonal foi estatisticamente
diferente na duragao de permanéncia nos quadrantes centrais.
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Figura 20- Concentracdes plasmaticas de PRL (ng/mL) em resposta ao estresse por éter em
ratos adultos nao-manipulados (A) e manipulados (B) submetidos as cirurgias de gonadectomia
(GNX) ficticia, gonadectomia e gonadectomia + testosterona (T). O eixo das ordenadas, que
corresponde a concentragdo plasmatica de PRL (ng/mL), estd em escala logaritmica. Os
valores sdo expressos como média £ EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n
de cada grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls
(p<0,05) revelou efeito significativo do tratamento hormonal e do estresse.
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Figura 21- Efeito da manipulagdo neonatal sobre as concentragdes plasmaticas de PRL
(ng/mL) em resposta ao estresse por éter em ratos adultos ndo-manipulados e manipulados
submetidos as cirurgias de gonadectomia (GNX) ficticia (A), gonadectomia (B) e gonadectomia
+ testosterona (C). O eixo das ordenadas, que corresponde a concentragédo plasmatica de PRL
(ng/mL), estd em escala logaritmica. Os valores sao expressos como média + EPM e os
numeros entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. A ANOVA de trés vias de
medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls (p<0,05) revelou efeito significativo nas
intera¢cdes manipulagéo x tratamento hormonal e manipulagao x estresse.
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Figura 22- Concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mL) em resposta ao estresse por éter em
ratas adultas ndo-manipuladas (A) e manipuladas (B) submetidas as cirurgias de ovariectomia
(OVX) ficticia, ovariectomia e ovariectomia + estradiol (E2). O eixo das ordenadas, que
corresponde a concentragdo plasmatica de PRL (ng/mL), esta em escala logaritmica. Os
valores sdo expressos como meédia £ EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n
de cada grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls
(p<0,05) revelou efeito significativo do tratamento hormonal e do estresse. # diferente da
concentragao plasmatica de prolactina basal nos mesmos grupos.
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Figura 23- Efeito da manipulagdo neonatal sobre as concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mL) em
resposta ao estresse por éter em ratas adultas ndo-manipuladas e manipuladas submetidas as cirurgias
de ovariectomia (OVX) ficticia (A), ovariectomia (B) e ovariectomia + estradiol (C). O eixo das ordenadas,
que corresponde a concentragdo plasmatica de PRL (ng/mL), esta em escala logaritmica. Os valores sao
expressos como média + EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. A
ANOVA de trés vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls (p<0,05) revelou efeito significativo
do tratamento hormonal, do estresse e da interagdo tratamento hormonal x estresse. # diferente da
concentracédo plasmatica de prolactina basal no mesmo grupo; * diferente do grupo ndo-manipulada no
mesmo tempo.
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Figura 24- Concentragdes plasmaticas de LH (ng/mL) em resposta ao estresse por éter em
ratos adultos nao-manipulados (A) e manipulados (B) submetidos as cirurgias de gonadectomia
(GNX) ficticia, gonadectomia e gonadectomia + testosterona (T). O eixo das ordenadas, que
corresponde a concentragdo plasmatica de LH (ng/mL), esta em escala logaritmica. Os valores
sdo expressos como média + EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n de cada
grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls (p<0,05)
revelou efeito significativo do tratamento hormonal, do estresse, da interagdo manipulagdo x
tratamento hormonal e do tratamento hormonal x estresse.
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Figura 25- Concentragdes plasmaticas de LH (ng/mL) em resposta ao estresse por éter em ratos adultos
ndo-manipulados e manipulados submetidos as cirurgias de gonadectomia (GNX) ficticia (A),
gonadectomia (B) e gonadectomia + testosterona (C). O eixo das ordenadas, que corresponde a
concentragdo plasmatica de LH (ng/mL), esta em escala logaritmica. Os valores sdo expressos como
média + EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. A ANOVA de trés vias
de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls (p<0,05) revelou efeito significativo do tratamento
hormonal, do estresse, da interagdo manipulacdo x tratamento hormonal e do tratamento hormonal x
estresse.
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Figura 26- Concentragdes plasmaticas de LH (ng/mL) em resposta ao estresse por éter em
ratas adultas ndo-manipuladas (A) e manipuladas (B) submetidas as cirurgias de ovariectomia
(OVX) ficticia, ovariectomia e ovariectomia + estradiol (E2). O eixo das ordenadas, que
corresponde a concentragao plasmatica de LH (ng/mL), esta em escala logaritmica. Os valores
sao expressos como média + EPM e os numeros entre parénteses correspondem ao n de cada
grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas, seguida de Newman-Keuls (p<0,05)
revelou efeito significativo do tratamento hormonal e do estresse.
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Figura 27- Efeito da manipulagdo neonatal sobre as concentra¢des plasmaticas de LH (ng/mL)
em resposta ao estresse por éter em ratas adultas ndo-manipuladas e manipuladas submetidas
as cirurgias de ovariectomia (OVX) ficticia (A), ovariectomia (B) e ovariectomia + estradiol (C).
O eixo das ordenadas, que corresponde a concentragédo plasmatica de LH (ng/mL), esta em
escala logaritmica. Os valores s&o expressos como média + EPM e os numeros entre
parénteses correspondem ao n de cada grupo. A ANOVA de trés vias de medidas repetidas,
seguida de Newman-Keuls (p<0,05) revelou efeito significativo do tratamento hormonal e do
estresse.
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5.3. Experimento 3

5.3.1. Efeito da manipulacdo neonatal sobre a resposta da PRL ao
estresse por contencdo em ratos machos

A figura 28 representa as concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mL)

em ratos machos adultos nao-manipulados e manipulados submetidos a 1
minuto de estresse por contencdo. Os resultados foram analisados através de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do grupo
e do estresse (antes e depois) e a interagédo grupo x estresse foram analisados.
Os efeitos do estresse [F(1,19)=3,478, p<0,05] e a interagao grupo x estresse
{F(1,19)=4,028, p<0,05] foram estatisticamente significativos. O efeito isolado
do grupo nao foi estatisticamente significativo, embora tenha existido uma
tendéncia [F(1,19)=3,478, p=0,07]. Somente ratos n&o-manipulados
apresentaram um aumento significativo das concentragdes plasmaticas de PRL
apoés o estresse. Ratos manipulados apresentaram concentracdes plasmaticas

pos-estresse menores do que ratos nao-manipulados.

5.3.2. Efeito da manipulacdo neonatal sobre o conteudo de NA, MHPG e
MHPG/NA no PVN em resposta ao estresse em ratos machos

A figura 29 representa o conteudo de NA (pg/ug de proteina) (A), MHPG

(pg/ug de proteina) (B) e MHPG/NA (pg/ug de proteina) (C) no PVN em ratos

machos adultos ndo-manipulados € manipulados submetidos a 1 minuto de

estresse por contencdo. Os resultados foram analisados através de ANOVA de

duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Com relagdo ao conteudo de

NA (pg/ug de proteina) (Figura 29A), os efeitos do grupo e do estresse (antes e
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depois) e a interacdo grupo x estresse foram analisados. Os efeitos do grupo
[F(1,27)=0,427] e a interacao grupo x estresse [F(1,27)=0,321] ndo foram
significativos. O efeito do estresse teve uma tendéncia a ser significativo
[F(1,27)=0,07]. A figura 29B representa o conteudo de MHPG (ug/mg de
proteina) no PVN. Apenas o efeito do estresse foi estatisticamente significativo
[F(1,25)=7,066, p<0,05]. Os efeitos do grupo [F(1,25)=0,031] e a interacéo
grupo x estresse [F(1,25)=0,160] n&do foram significativos. A figura 29C
representa a razdao MHPG/NA (ug/mg de proteina) no PVN. Nenhum dos
efeitos analisados foram estatisticamente significativos. Grupo: [F(1,26)=0,001];

estresse: [F(1,26)=2,381] e grupo x estresse: [F(1,26)=0,971].

5.3.3. Efeito da manipulacdo neonatal sobre a resposta da PRL ao
estresse por contencdo em ratas fémeas

A figura 30 representa as concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mL)

em ratas fémeas adultas ndo-manipuladas e manipuladas submetidas a 1
minuto de estresse por contencdo. Os resultados foram analisados através de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do grupo
e do estresse (antes e depois) foram analisados. Os efeitos do estresse
[F(1,31)=4,587, p<0,05] e a interagcéo grupo x estresse [F(1,31)=4,025, p<0,05]
foram estatisticamente significativos. Somente ratas n&o-manipuladas
apresentaram um aumento significativo das concentragbes plasmaticas de PRL
apos o estresse. Ratas manipuladas apresentaram concentracdes plasmaticas

pos-estresse menores do que ratas nao-manipuladas.
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5.3.4. Efeito da manipulacdo neonatal sobre o contetdo de NA, MHPG e
MHPG/NA no PVN em resposta ao estresse em ratas fémeas
A figura 31 representa o conteudo de NA (pg/ug de proteina) (A), MHPG
(pg/ug de proteina) (B) e a razao MHPG/NA (pg/ug de proteina) (C) no PVN em
ratas fémeas adultas ndo-manipuladas e manipuladas submetidas a 1 minuto
de estresse por contengao. Os resultados foram analisados através de ANOVA
de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do grupo e do
estresse (antes e depois) e a interacdo grupo x estresse foram analisados.
Com relagdo ao conteudo de NA (pg/ug de proteina) (Figura 31A), apenas o
efeito do grupo foi estatisticamente significativo [F(1,35)=4,161, p<0,05]. Os
efeitos do estresse [F(1,35)=0,309] e a interagdo grupo x estresse
[F(1,35)=0,013] ndo foram significativos.
A figura 31B representa o conteudo de MHPG (pg//ug de proteina) no
PVN em ratas fémeas adultas ndo-manipuladas e manipuladas submetidas a 1
minuto de estresse por contencdo. Os resultados foram analisados através de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do grupo
e do estresse (antes e depois) e a interagado grupo x estresse foram analisados.
Apenas o efeito do estresse foi estatisticamente significativo [F(1,33)=13,929,
p<0,05]. Os efeitos do grupo [F(1,33)=2,228] e a interagdo grupo x estresse
[F(1,33)=1,052] ndo foram significativos.
A figura 31C representa a razdo de NA / MHPG (pg/ug de proteina) no
PVN em ratas fémeas adultas ndo-manipuladas e manipuladas submetidas a 1
minuto de estresse por contencdo. Os resultados foram analisados através de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). Os efeitos do grupo

e do estresse (antes e depois) e a interagado grupo x estresse foram analisados.
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Os efeitos do estresse [F(1,33)=16,845, p<0,05] e a interagdo grupo x estresse
[F(1,33)=4,994, p<0,05] foram estatisticamente significativos. Apenas ratas
nao-manipuladas apresentaram um aumento da razdao MHPG/NA apés a
aplicacdo do estresse. O efeito isolado do grupo nao teve significancia

estatistica [F(1,33)=0,089].



113

20+
(1]
©
NS
= 15
) —~
o
S E #
© o 104
£c
g
5 5- 1
& *
o 2

C—1NM Basal (n=6) B NM Estresse n=7)
M Basal (n=6) [T M Estresse (n=6)

Figura 28- Efeitos da manipulagdo neonatal e do estresse de 1 minuto de contencéo sobre as
concentragbes plasmaticas de PRL (ng/mL) em ratos machos adultos. Grupos: néo-
manipulados (NM) basal, n&o-manipulados (NM) estresse, manipulados (M) basal e
manipulados (M) estresse. Os valores sdo expressos como média + EPM e os niumeros entre
parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram analisados através de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). O efeito do estresse e a interagao
grupo x estresse foram estatisticamente significativos (p<0,05). *- diferente do grupo nao-
manipulado estresse; #- diferente do grupo ndo-manipulado basal.
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Figura 29- Efeitos da manipulagdo neonatal e do estresse de 1 minuto de contencao sobre o
conteudo de NA (pg/ug de proteina) (A), MHPG (B) e razdo MHPG/NA (C) em ratos machos
adultos. Grupos: ndao-manipulados (NM) basal, ndo-manipulados (NM) estresse, manipulados
(M) basal e manipulados (M) estresse. Os valores sdo expressos como média £+ EPM e os
numeros entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram analisados
através de ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). O efeito do estresse foi
estatisticamente significativo sobre o conteido de MHPG (p<0,05) e apresentou uma tendéncia
a ser significativo no conteudo de NA (p=0,07). Nao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na razdo MHPG/NA.
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Figura 30- Efeitos da manipulagdo neonatal e do estresse de 1 minuto de contencéo sobre as
concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mL) em ratas fémeas adultas em diestro. Grupos: ndo-
manipuladas (NM) basal, n&o-manipuladas (NM) estresse, manipuladas (M) basal e
manipuladas (M) estresse. Os valores sdo expressos como média + EPM e os niumeros entre
parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram analisados através de
ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). O efeito do estresse e a interagao
manipulagdo x estresse foram estatisticamente significativos (p<0,05). *- diferente do grupo
nao-manipulado estresse; #- diferente do grupo nao-manipulado basal.
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Figura 31- Efeitos da manipulagdo neonatal e do estresse de 1 minuto de contencao sobre o
conteudo de NA (pg/ug de proteina) (A), MHPG (B) e razdo MHPG/NA (C) em ratas fémeas
adultas. Grupos: ndo-manipuladas (NM) basal, ndo-manipuladas (NM) estresse, manipuladas
(M) basal e manipuladas (M) estresse. Os valores sdo expressos como média + EPM e os
numeros entre parénteses correspondem ao n de cada grupo. Os resultados foram analisados
através de ANOVA de duas vias, seguida de Newman-Keuls (p<0,05). O efeito da manipulagéo
foi estatisticamente significativo sobre o conteddo de noradrenalina. O efeito do estresse foi
estatisticamente significativo sobre o conteddo de MHPG. O efeito do estresse e a interagédo
manipulacdo x estresse foram estatisticamente significativos sobre a razdo MHPG/NA.
*diferente do grupo ndo-manipulada basal.
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6. DISCUSSAO

6.1. Comportamento no campo-aberto

No experimento 1, foi observado que ratos machos manipulados no
periodo neonatal apresentam aumento da frequéncia de entrada nos quadrantes
centrais do campo aberto quando comparados aos ratos nao-manipulados. Em
todas as fases nas quais as ratas foram estudadas, diestro, proestro e estro, as
manipuladas apresentaram um aumento da duracdo total e da frequéncia de
locomocdo quando comparadas as ratas nao-manipuladas, revelando que
apresentam aumento da atividade exploratéria. Além disso, foi observado um
efeito significativo das fases do ciclo estral sobre estes parametros
comportamental. A atividade locomotora foi maior nas fases do proestro e estro
do que no diestro em ratas nao-manipuladas e manipuladas.

No experimento 2, os resultados demonstram que ratos nao-
manipulados e manipulados gonadectomizados tratados com testosterona
apresentam uma reducio da duracédo de locomogao no campo aberto quando
comparados a ratos submetidos a gonadectomia e gonadectomia ficticia,
respectivamente. Machos manipulados gonadectomizados apresentaram
reducdo da duracéao total de locomog¢ao quando comparados aos manipulados
submetidos a gonadectomia ficticia.

Ratas manipuladas submetidas a ovariectomia ficticia apresentaram
aumento da freqiéncia de entrada nos quadrantes centrais do campo aberto
quando comparadas as ratas ndo-manipuladas submetidas a ovariectomia
ficticia. Ratas manipuladas ovariectomizadas apresentam reduc¢ao de duragao
de locomocéo e da frequéncia de entrada nos quadrantes centrais no campo

aberto quando comparadas as ratas manipuladas submetidas a ovariectomia
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ficticia. A ovariectomia seguida da reposicdo com E2 promoveu um aumento da
duracao de permanéncia nos quadrantes centrais no campo aberto em ratas
nao-manipuladas e manipuladas.

O campo aberto é uma ferramenta utilizada para se avaliar
principalmente a atividade locomotora e a ansiedade em ratos (FERNANDEZ-
TERUEL et al., 1990; NUNEZ et al., 1996; VELLEE et al., 1997; MEERLO et
al., 1999). Parametros comportamentais como duracgao total e freqiéncia de
locomocao refletem a atividade locomotora e podem estar relacionados com o
medo em ambientes novos. Da mesma forma, duragdo de permanéncia e
frequéncia de entrada nos quadrantes centrais do campo aberto, assim como
numero de bolos fecais eliminados durante este teste, refletem a ansiedade em
ratos (FERNANDEZ-TERUEL et al., 1990; NUNEZ et al., 1996; VELLEE et al.,
1997; MEERLO et al., 1999). Assim, quanto maior a freqiéncia e a duragao de
permanéncia nos quadrantes centrais no campo aberto e menor o numero de
bolos fecais eliminados durante o teste, menor € a ansiedade.

No experimento 1, os machos manipulados apresentaram um aumento
significativo da frequéncia de entrada nos quadrantes centrais do campo
aberto. As médias da duragdao de permanéncia nos quadrantes centrais e da
duracgao total de locomog¢ao mostraram uma tendéncia a ser maiores nos ratos
manipulados, contudo ndo atingiu o nivel de significancia estabelecido. Em
ratas fémeas estudadas nas fases do diestro, proestro e estro, foram
observados efeitos estatisticamente significativos do grupo e da fase do ciclo
estral na duracio total e na frequéncia de locomogao no campo aberto. Esses

resultados estido de acordo com a literatura.
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No campo aberto, ratos manipulados apresentam aumentos da atividade
locomotora, da duracéo e da frequéncia de entrada no centro e uma diminui¢cao
da quantidade de bolos fecais (FERNANDEZ-TERUEL et al., 1990; NUNEZ et
al., 1996; MEERLO et al.,, 1999). Ratos manipulados também permanecem
mais tempo nos bragos abertos no labirinto-em-cruz-elevado, refletindo uma
reducdo da ansiedade (FERNANDEZ-TERUEL et al., 1990; NUNEZ et al.,
1996; VALLEE et al., 1997). Como exposto anteriormente, o comportamento de
permanéncia no centro do campo aberto pode ser relacionado a ansiedade
(HIROI & NEUMAIER, 2006). Portanto, ratos machos manipulados
apresentaram aumento da frequéncia de entrada nos quadrantes centrais o
que pode estar relacionado a diminuicdo da ansiedade. Com relagao as ratas
fémeas, observamos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
nos parametros de duracao total e frequéncia de locomogao o que também
confirma a literatura, pois ratas manipuladas nas fases do diestro, proestro e
estro tém aumento nestes comportamentos quando comparadas as ratas nao-
manipuladas na mesma fase do ciclo estral. Também foi estatisticamente
significativo o efeito do ciclo estral, que sera discutido adiante.

Embora a testosterona tenha efeitos ansioliticos em animais com as
gbnadas intactas (EDINGER & FRYE, 2004), em ratos gonadectomizados
tratados com testosterona a atividade exploratéria no campo aberto é
correlacionada negativamente com as concentragdes plasmaticas de
testosterona (LAMBADJIEVA, 1998; FRYE & SELIGA, 2001). Os dados desta
tese confirmam este resultado previamente demonstrado, pois a gonadectomia
seguida de reposicao com testosterona reduziu a duragdo de locomogao no

campo aberto. A concentragao plasmatica de testosterona, que foi determinada
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por radioimunoensaio, observada em animais que receberam pellets com este
horménio estavam supra-fisiolégicas, o que pode ter contribuido para reducéo
da atividade locomotora neste grupo de animais.

A maioria dos estudos sobre os efeitos da manipulacdo neonatal sobre
comportamentos é realizado com ratos machos. Em estudos comportamentais
que envolvem ratas fémeas, € necessaria a verificagao do ciclo estral devido a
influéncia que os hormédnios esterdides gonadais exercem sobre a atividade
exploratdria e a ansiedade. Em ratas, as flutuagcdes dos hormébnios ovarianos
durante o ciclo estral, como o E2 e a P tém sido associadas com mudancas
comportamentais (FRYE et al., 1995; FERNANDEZ-GUASTI & PICAZO, 1999;
FRYE et al, 2000; HIROI & MEUMAIER, 2006).

Ratas fémeas na fase do proestro apresentam aumento da duracao de
permanéncia nos bracos abertos do labirinto-em-cruz-elevado do que fémeas
em diestro ou ratos machos (FERNANDEZ-GUASTI & PICAZO, 1999). Fémeas
em estro apresentam um aumento da atividade locomotora no campo aberto
quando comparadas aos ratos machos (FRYE et al., 1995; FRYE et al, 2000).
Assim, durante o proestro e estro, as diferengas entre machos e fémeas sao
intensificadas, enquanto que no diestro a fémea apresenta um comportamento
mais tipico de machos. Ratas ovariectomizadas reduzem o tempo de
permanéncia nos bacos abertos do labirinto-em-cruz-elevado assemelhando-se
mais ao comportamento de machos (FERNADEZ-GUASTI & PICAZO, 1999).
Além disso, ratas ovariectomizadas tratadas com E2 demonstram um maior
tempo de permanéncia nos quadrantes centrais (HIROI & MEUMAIER, 2006) e
um aumento da atividade locomotora no campo aberto (DIAZ-VELIZ et al.,

1991).
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Além dos horménios ovarianos, o 5a-pregnan-3a-ol-20-one (3a, 5a -
THP), um metabdlito da progesterona, também parece estar envolvido na
modulagdo de comportamentos no campo aberto e no labirinto-em-cruz-
elevado (FRYE et al.,, 2000; FRYE & WALF, 2002). Foi observado que o
aumento da frequéncia de entrada no campo aberto em ratas durante o
proestro coincidem com elevagdes de 3a, 5a -THP periféricas e no hipocampo
(FRYE et al.,, 2000; FRYE & WALF, 2002). Em conjunto, esses estudos
sugerem o efeito ansiolitico dos horménios ovarianos e do 3a,5a-THP sobre
comportamentos no campo aberto e no labirinto-em-cruz-elevado, que sao
ferramentas que avaliam a atividade locomotora e a ansiedade em ratos.

Os resultados deste estudo demonstram que ratas manipuladas
apresentaram aumento da duracdo e da frequéncia da atividade locomotora no
campo aberto quando comparadas as ratas ndo-manipuladas. Tanto ratas nao-
manipuladas quanto manipuladas apresentaram aumento da duracdo de
locomocgao de forma crescente ao longo das fases diestro, proestro e estro,
contudo ratas manipuladas apresentaram uma maior duracdo de locomocgao
em todas as fases do ciclo estral estudadas. Assim, fica claro que tanto a
manipulacdo neonatal quanto os horménios ovarianos promovem aumento da
atividade exploratéria em ratas, visto que ambos os efeitos (manipulagéo
neonatal e fase do ciclo estral) foram estatisticamente significativos.

A manipulacdo neonatal afeta o desenvolvimento e a fungao do sistema
serotoninérgico e gabaérgico (STAMATAKIS et al.,, 2006; HSU et al, 2003).
Existe interacdo entre o eixo HPA e o sistema serotoninérgico central no
controle das respostas ao estresse e de comportamentos relacionados a

ansiedade e depressdao (HESEN & JOELS, 1996; STAMATAKIS et al., 2006).
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Considerando o papel modulatério do CRH, serotonina e GABA sobre a
atividade exploratéria e sobre a ansiedade, e que estes sistemas encontram-se
alterados em animais manipulados, sugerimos que os efeitos da manipulagcéo
neonatal sobre estes parametros comportamentais no campo aberto devem,
pelo menos em parte, ser mediados por alteragdes nestes sistemas.

De acordo com resultados prévios, os efeitos da manipulagdo neonatal
sobre comportamentos e respostas neuroenddcrinas ao estresse nao sao
observaveis em animais gonadectomizados no periodo neonatal e antes da
instalagdo da puberdade (LUCION et al., 1999; FOSSATI, 2000; SEVERINO et
al., 2004). Estes resultados prévios sugeriram que a presenga de hormonios
esteréides gonadais seria necessaria para a revelagcdo dos efeitos da
manipulacdo neonatal. Portanto, no experimento 2 foi testada esta hipotese.
Para isso foram estudados grupos de ratos nao-manipulados e manipulados
em diferentes estados hormonais: machos gonadectomizados, machos
gonadectomizados repostos com testosterona, fémeas ovariectomizadas e
ovariectomizadas tratadas com estradiol e um grupo de machos e fémeas
submetidos a gonadectomia ficticia.

Os resultados desta Tese demonstraram que ratos manipulados
gonadectomizados apresentaram uma redugdo da atividade Ilocomotora
quando comparados aos ratos manipulados submetidos a cirurgia ficticia. O
mesmo foi observado com ratas manipuladas ovariectomizadas, que
apresentam reducao de duracao de locomocéao e da frequéncia de entrada nos
quadrantes centrais no campo aberto quando comparadas as ratas
manipuladas submetidas a ovariectomia ficticia. Os efeitos da manipulagao

neonatal manifestam-se quando os horménios das génadas estdo presentes.
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Além disso, ratas manipuladas submetidas a ovariectomia ficticia apresentaram
aumento da frequéncia de entrada nos quadrantes centrais do campo aberto
quando comparadas as ratas n&o-manipuladas submetidas a ovariectomia
ficticia. A gonadectomia em animais manipulados abole os efeitos da
manipulacdo neonatal sobre a atividade exploratéria em ratos machos e
fémeas e sobre a ansiedade em fémeas. Assim, parece que a presenca de
horménios esterdides gonadais é necessaria para ‘“revelar’” os efeitos da
manipulacdo neonatal sobre o comportamento no campo aberto.
Possivelmente, a modulagdo dos esterdides gonadais sobre os efeitos da
manipulacdo neonatal deve-se aos efeitos ativacionais destes horménios nos
circuitos neurais que regulam os comportamentos, visto que a gonadectomia foi
realizada na idade adulta e ndo no periodo neonatal, onde os efeitos
organizacionais dos horménios esterdides gonadais sdo mais pronunciados.

Os possiveis mecanismos neurais envolvidos na complexa regulagao da
ansiedade pelos horménios ovarianos incluem sistemas de neuropeptideos e
neurotransmissores como o0 CRH (KOOB & HEINRICHS, 1999; TAKAHASHI,
2001), serotonina (CLARK et al, 2002; MASWOOD et al., 1998) e GABA
(GRAEFF, 1981). A expressao génica do CRH (HASS et al., 1997), serotonina
(BETHEA et al., 2002; RUBINOW et al., 1998) e GABA (HAMON et al., 1996;
MAGGI & PEREZ, 1984) sdao moduladas pelo E2 e P. Além disso,
manipulacdées do CRH e da serotonina tém sido demonstradas terem efeitos
semelhantes ao do E2 e da P sobre a ansiedade (CLARK et al., 2002; KOOB &
HEINRICHS, 1999).

Em conclusdo, a manipulacdo neonatal promove uma reducdo da

ansiedade em ratos machos e fémeas em todas as fases do ciclo estral



125

estudadas. Assim como a manipulagdo neonatal, os horménios esterdides
gonadais influenciam o comportamento no campo aberto promovendo um
aumento da atividade locomotora em ratas no estro maior do que no proestro e
este maior do que no diestro. Em ratos manipulados, a presenca das génadas
parece ser necessaria para “revelar’ os efeitos da manipulagdo neonatal sobre
a atividade exploratéria em machos e fémeas e a ansiedade em fémeas,
sugerindo uma possivel mediagdo dos hormdnios esteréides gonadais nos

efeitos comportamentais conhecidos da manipulagao neonatal.

6.2. Resposta da PRL ao estresse

No experimento 1, os resultados demonstram que a manipulagao
neonatal reduz a resposta da PRL ao estresse por contengcdo em ratos machos
e fémeas na fase do estro. Além disso, ratas ndo-manipuladas na fase do estro
apresentaram uma maior resposta da PRL ao estresse por contencdo do que
ratas do mesmo grupo nas fases do proestro e do diestro. Em ratas
manipuladas observou-se um aumento da resposta da PRL ao estresse na fase
do estro quando comparadas as ratas manipuladas na fase do diestro. Nao
foram observadas diferengas significativas entre ratas manipuladas nas fases
do estro e proestro.

No experimento 2, observou-se nos ratos machos o efeito do tratamento
hormonal e do estresse por éter sobre as concentragdes plasmaticas de PRL.
A gonadectomia diminuiu as concentragdes plasmaticas de PRL em ratos nao-
manipulados e a gonadectomia seguida do tratamento com testosterona
aumentou as concentragdes plasmaticas de PRL em ratos ndo-manipulados e

manipulados. O efeito da manipulagdo neonatal n&o foi observado.
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Em fémeas foram observados efeitos significativos do tratamento
hormonal e do estresse e na interagdo entre manipulagdo neonatal x
tratamento hormonal x estresse. Ratas nao-manipuladas e manipuladas
ovariectomizadas tratadas com E2 demonstraram aumento das concentragdes
plasmaticas de PRL. Ratas nao-manipuladas submetidas a ovariectomia ficticia
ou ovariectomizadas e ratas manipuladas submetidas a ovariectomia ficticia
responderam ao estresse com aumento das concentracdes plasmaticas de
PRL, como esperado. Contudo, ratas ndao-manipuladas ovariectomizadas e
tratadas com E2 responderam ao estresse com uma diminuicdo das
concentragbes plasmaticas de PRL, como ja & previamente descrito. Em
fémeas manipuladas ovariectomizadas tratadas com E2, nao foi observada a
queda da concentracao plasmatica da PRL em resposta ao estresse.

Ha algum tempo é conhecido que a PRL € um horménio que embora
menos estudado que a corticosterona e o ACTH, também tém suas
concentragdes plasmaticas alteradas por estimulos estressantes (DEMAREST
et al., 1985; BANKY et al., 1994; CALDEIRA & FRANCI, 2000; para revisdo ver
FREEMAN et al., 2000). A regulagdo da secregdo de PRL é extremamente
complexa e os hormdnios esterdides gonadais, principalmente o estradiol,
possuem um papel modulatério sobre a secrecédo de PRL (GUDELSKY et al.,
1981; CALIGARIS & TALESNIK, 1983; para revisdao ver FREEMAN et al.,
2000). Neste estudo, como ja € conhecido, observamos o efeito estimulatério
dos hormoénios esterdides gonadais, pois ratas na fase do estro, que tiveram
picos das concentracbes de estradiol na tarde da fase anterior, proestro,

apresentaram uma maior resposta da PRL ao estresse.
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A conhecida agao estimulatéria dos estrogenos sobre a liberagao de
PRL pode ocorrer em varios locais como no lactotrofo e no nucleo arqueado do
hipotalamo (para revisdao ver FREEMAN et al., 2000). No lactotrofo, a
estimulagdo da transcricdo génica da PRL é observada 24 horas apods a
administracdo de estradiol (SHULL & GORSKI, 1989). O estradiol também
pode diminuir a sensibilidade do lactotrofo a dopamina através da reducio do
numero de receptores dopaminérgicos (RAYMOUND et al., 1978). Além disso,
a proliferacdo dos lactotrofos no estro pode ser devida a acao das altas
concentracdes de estradiol durante a tarde do proestro sobre os mecanismos
neurais que engatilham a proliferagdo dos lactotrofos (HASHI et al., 1995). Esta
acao do estradiol ndo ocorre diretamente no lactotrofo, mas em mecanismos
neurais que estimulam a producio destas células na adenohipdfise na fase do
estro (HASHI et al., 1995). A participagcao do sistema dopaminérgico do nucleo
arqueado hipotalamico sobre a resposta da PRL ao estresse ndo parece ser a
mais significativa, visto que neste nucleo existe apenas um pequeno percentual
de células dopaminérgicas imunorreativas a receptores de estradiol (SAR,
1984). Além disso, o0 aumento das concentragdes plasmaticas de PRL induzido
por estresse ocorre mesmo sob infusdo continua de DA (SHIN, 1979) e o
bloqueio do pico pré-ovulatorio de PRL € acompanhado de uma diminui¢gao do
conteudo de NA, mas nao de DA no MBH e POA (ANSELMO-FRANCI et al.,
1997). Estas evidéncias sugerem que o aumento de PRL ndo seja somente
devido a inibicdo dos neurdnios dopaminérgicos hipotaldamicos, mas que ele
depende também de outro sistema liberador de PRL, no qual a NA pode ser

incluida.
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No experimento 2, ratas manipuladas submetidas a ovariectomia ficticia
apresentaram redugao da concentragao plasmatica de PRL 2 minutos apds a
aplicagao do estresse por éter quando comparadas as ratas nao-manipuladas
submetidas a ovariectomia ficticia, confirmando a hiporresponsividade da PRL
ao estresse em ratas manipuladas. Em ratas ovariectomizadas a
hiporresponsividade da PRL ao estresse nao foi observada em fémeas
manipuladas, indicando que a das gbnadas € necessaria para o aparecimento
do efeito da manipulagéo neonatal. A ovariectomia seguida de reposi¢gao com
E2 aumentou drasticamente as concentracbes basais de PRL e o estresse
promoveu uma queda das concentragdes plasmaticas de PRL em fémeas néo-
manipuladas, como esperado e observado na literatura (POLETINI, 1998;
DONADIO et al., 2004). Contudo, em fémeas manipuladas tratadas com E2
nao se observou a queda das concentragdes plasmaticas de PRL. Portanto, o
efeito da manipulagcdo neonatal quando o E2 é reposto foi observado,
reforcando a hipdtese de que a presenga das gbénadas é necessaria para o
aparecimento do efeito da manipulacdo neonatal sobre a resposta da PRL ao
estresse.

Em ratos machos, foram observados apenas os efeitos do tratamento
hormonal e do estresse. O efeito da manipulagdo neonatal ndo foi significativo
provavelmente devido a acdo mais pronunciada da testosterona do que da
propria manipulagao neonatal sobre a resposta da PRL ao estresse.

Em conclusao, a manipulacdo neonatal reduz a resposta da PRL ao estresse
por contengcdo em ratos machos e fémeas apenas na fase do estro quando
comparados aos animais ndo-manipulados. A reducio da resposta da PRL ao

estresse por éter ndo foi observada em ratas ovariectomizadas, contudo, ratas
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manipuladas submetidas a ovariectomia ficticia apresentaram uma reducao da
resposta da PRL ao estresse quando comparadas as ratas ndo-manipuladas
submetidas a ovariectomia ficticia. Além disso, a queda da concentragcéo
plasmatica de PRL em ratas ovariectomizadas tratadas com E2 submetidas a
estresse nao foi observada em ratas manipuladas. Estes resultados indicam
que o estado hormonal de ratas influencia o efeito da manipulagdo neonatal
sobre a resposta da PRL ao estresse. Assim, a modulacdo dos efeitos da
manipulagdo neonatal pelos esteréides gonadais envolve mecanismos neurais
relacionados a comportamentos e a resposta da PRL ao estresse, visto que
ambos sao afetados e relacionados com a manipulagcdo neonatal, a fase do

ciclo estral e com a presenga de horménios esterdides gonadais.

6.3. Resposta do LH ao estresse

No experimento 1, os resultados deste estudo revelaram que a
manipulacdo neonatal reduz a resposta do LH ao estresse por contencdo em
ratos machos e fémeas nas fases do diestro, proestro e estro.

No experimento 2, em ratos machos foi observado efeito significativo do
tratamento hormonal e do estresse sobre a secrecdo do LH induzida por
estresse por éter. A gonadectomia provocou um aumento das concentragdes
plasmaticas de LH quando comparada a gonadectomia ficticia e a
gonadectomia seguida de reposi¢cdo com testosterona. Em ratas, foi observado
somente o efeito significativo do tratamento hormonal tanto em nao-
manipuladas quanto em manipuladas, ndo havendo efeito da manipulacao
neonatal. Como esperado, a ovariectomia aumentou as concentracdes

plasmaticas de LH, por outro lado, a ovariectomia seguida de reposicado com
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E2 reduziu as concentragdes plasmaticas de LH quando comparadas as ratas
submetidas a ovariectomia ficticia.

A ciclicidade dos horménios esterdides gonadais durante o ciclo estral
influencia a resposta do LH ao estresse (para revisdao ver KALRA & KALRA,
1989). Neste estudo, verificamos as maiores respostas nas fases do proestro e
estro, confirmando a influéncia das variagdes dos hormdnios ovarianos sobre a
resposta do LH ao estresse.

Os hormonios esterdides gonadais, o estradiol e a testosterona, atuam
no SNC modulando a secregao de neurénios LHRH para regular a secreg¢ao do
LH em ratos com as gbnadas intactas conforme as oscilagdes da quantidade
de LHRH atuante na circulagdo porta hipofisaria com precisédo rigorosa (para
revisdo ver KALRA & KALRA, 1989). Em ratos, a gonadectomia aumenta as
concentragdes plasmaticas de LH, por outro lado, a gonadectomia seguida de
reposicdo com testosterona ou estradiol diminui a secrecao deste horménio
(para revisdo ver KALRA & KALRA, 1989; KAWAKAMI & WINTERS, 1999;
HOOD & SCHWARTZ, 2000). Os mecanismos responsaveis por esta
regulacdo envolvem mudancgas no binding de receptores GnRH (CLAYTON &
CATT, 1981), na expressao génica de receptores GnRH (KAYSER et al., 1993)
e na inibicado GABAérgica sobre neurbnios GnRH (HOOD & SCHWARTZ,
2000), entre outros mecanismos. Confirmando a literatura, os resultados deste
trabalho demonstraram que a gonadectomia aumentou as concentragdes
plasmaticas de LH e a gonadectomia seguida de reposi¢ao com testosterona e
estradiol teve o efeito contrario. No experimento 2, os efeitos dos horménios
esteréides gonadais sobre as concentragdes plasmaticas de LH foram mais

potentes que os efeitos da manipulagcdo neonatal, que foram observados
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somente em ratos com gbnadas intactas e em ratas durante as fases do
diestro, proestro e estro.

O efeito do estresse sobre as concentragdes plasmaticas de LH ainda é
muito pouco estudado. A resposta desse hormdnio ao estresse parece
depender do tipo, da intensidade e da duragcdo da aplicagdo de estimulos
estressantes (MARTI & ARMARIO, 1998). Geralmente, estresses crénicos
provocam uma redugao das concentragdes plasmaticas de LH (TACHE et al.,
1976; GRAY et al, 1978; DEMURA et al., 1989). Por outro lado, a aplicagcéo de
um estresse agudo induz a liberagdo desse horménio (MANN et al., 1986;
ARMARIO et al., 1993; MARTI et al., 1995).

Os mecanismos responsaveis pela regulagdo da secrecdo de LH
durante o estresse agudo ainda nado estdo bem esclarecidos. O ACTH, a
serotonina, a NA e a progesterona parecem participar deste processo. A
administragao ICV de ACTH induz um aumento nas concentragdes plasmaticas
de LH semelhantes as provocadas por estresse (MANN et al., 1986). A acéo do
ACTH sobre a liberagdo de LH durante a aplicagado de estresse agudo parece
nao ser mediada pela supra-renal, mas, provavelmente deve-se a um efeito
direto do ACTH no SNC (MANN et al., 1986). A administragdo de antagonistas
para serotonina, mianserina e metiotepina, e do inibidor da sintese de
serotonina PCPA (p-clorofenilalanina), abolem a liberagao da secrecao de LH
induzida por estresse por contencdo (ARMARIO et al., 1993). A administracdo
de inibidores da sintese de catecolaminas alfa-metil-p-tirosina (alfa MPT) e
DDC e de prazosina, um antagonista dos receptores 2a adrenérgicos
bloquearam a liberagado de LH induzida por estresse por contengédo (MARTIN et

al., 1995). CALLEGARI (2004) demonstrou uma amplificagdo do pico pré-
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ovulatério do LH na manha do proestro conjuntamente com aumentos na
secrecao plasmatica de progesterona. Este autor também sugere um efeito
estimulatério do ACTH sobre a secregcao de progesterona, principalmente a
oriunda da supra-renal, que por sua vez parece ser um dos fatores
responsaveis pela liberacdo aguda de neurotransmissores excitatérios sobre os
neurdnios LHRH que induziram a liberacdo de LH apds a aplicacdo de
estresse. Em conjunto, estes resultados da literatura, sugerem que, durante a
aplicagao de estresses agudos, a secregao de LH induzida por estresse parece
estar sendo regulada pela serotonina, ACTH, progesterona e pelo sistema
noradrenérgico.

Ja ha algumas décadas sabe-se que a manipulagdo neonatal afeta o
funcionamento do eixo HPA. Animais manipulados apresentam o eixo HPA
hiporresponsivo ao estresse, o0 que €& demonstrado pelas menores
concentracdes plasmaticas de corticosterona e ACTH em ratos manipulados
quando comparados a animais nao-manipulados (LEVINE et al.,, 1994;
MEANEY et al., 1996; LIU et al., 2000). Este fendmeno esta relacionado com o
aumento do numero de receptores para glicocorticdéides no hipocampo e no
cortex frontal, o que por sua vez torna o feedback negativo mais eficiente
(MEANEY et al., 1996). Assim como o eixo HPA, resultados de nosso
laboratério revelaram que a manipulagcdo neonatal afeta também o
funcionamento do eixo HPG. Ratos machos e fémeas manipulados
demonstram reducdo da atividade reprodutiva. Ratos machos apresentam
reducdo do comportamento sexual (PADOIN et al., 2001). Ratas fémeas
apresentam diminuicdo do comportamento sexual, ciclo estral anovulatorio, da

concentragao plasmatica de estradiol, LH e PRL na tarde do proestro (GOMES
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et al., 1999; GOMES et al., 2005). Além disso, foi observado um aumento do
conteudo de LHRH na area pré-6ptica medial de ratas manipuladas (GOMES et
al., 2005).

Observamos que a manipulagao neonatal reduz a resposta do LH em
ratos machos e fémeas nas fases do diestro, proestro e estro. Possiveis
explicacbes para esta observacdo envolvem a participacdo do ACTH, da
progesterona e do sistema noradrenérgico.

Em ratos manipulados, a secrecdo de ACTH durante a aplicacdo de
estimulos estressantes € menor do que em animais nao-manipulados
(MEANEY et al., 1993; Liu et al., 2000). Assim, ratos manipulados liberam
menos ACTH, o que, por sua vez, provocaria uma menor liberagdao de LH
induzida por estresse. Da mesma forma, ratos manipulados demonstram uma
reducao das concentragdes plasmaticas de progesterona (GOMES et al.,
2005), horménio envolvido na regulagdo da secre¢cao de LH induzida por
estresse. Durante a aplicagcdo de estimulos estressantes, a maior parte da
progesterona secretada é oriunda da adrenal e, por sua vez, a progesterona
parece regular a atividade dos neur6nios LHRH indiretamente através da
acao sobre neurotransmissores excitatorios (CALLEGARI, 2004). Uma outra
provavel explicacdo para a menor reposta do LH ao estresse em animais
manipulados pode estar relacionada com o acumulo de LHRH na area pré-
Optica medial observado em ratas manipuladas na tarde do proestro (GOMES
et al.,, 2005). Esse aumento pode significar uma deficiéncia no sistema de
liberacdo de LHRH (HELENA et al., 2002). O estradiol é o principal horménio
responsavel pela sintese e liberacdo de LHRH, contudo o mecanismo pelo

qual o estradiol estimula os neurbnios LHRH ainda ndo esta esclarecido,
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embora muitos neurotransmissores participam deste processo (PETERSEN et
al., 2003). Assim, uma deficiéncia na liberagdo de LHRH durante o estresse
em ratos manipulados também poderia ser uma das causas da menor
liberacdo de LH induzida por estresse nesse grupo de animais.

Em conclusdo, a manipulagdo neonatal reduz a liberagcdo de LH em
resposta ao estresse por contencdo em ratos machos e fémeas adultos nas
fases do diestro, estro e proestro. As variagbes hormonais ao longo do ciclo
estral amplificam a resposta do LH ao estresse e intensificam os efeitos da
manipulagdo neonatal (redugao da resposta do LH ao estresse) nas fases do
proestro e estro. A acdo dos hormodnios esterdides gonadais (testosterona e
estradiol) e a gonadectomia sobre a resposta do LH ao estresse por éter foi

mais potente do que os efeitos da manipulagcado neonatal.

6.4. Papel do sistema noradrenérgico sobre a liberacdo de PRL em
resposta ao estresse

Os resultados obtidos no experimento 3, demonstram que as
concentragcdes plasmaticas de PRL aumentaram apos a aplicagdo do estresse
por contencdo e que tanto ratos machos quanto ratas fémeas manipuladas
apresentam uma menor resposta da PRL ao estresse por contengdo quando
comparados aos animais do grupo nao-manipulado. Além disso, foi observado
um aumento da razdo MHPG/NA no PVN apds aplicacdo do estresse somente
em ratas ndo-manipuladas.

O estresse por contencao é conhecidamente capaz de modificar as
concentragbes plasmaticas de PRL. Ja ha algum tempo sabe-se que as
concentragbes plasmaticas de PRL sao influenciadas por estimulos

estressantes (NEILL, 1970; WAKABAYASHI et al.,, 1971, KAWAKAMI, et al.,
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1979; DEMAREST et al., 1985; BANKY et al., 1994; CALDEIRA & FRANCI,
2000; para revisao ver FREEMAN et al., 2000). As concentragdes plasmaticas
de PRL, a magnitude e o tipo de resposta ao estresse (redu¢cdo ou aumento
das concentracbes plasmaticas) sao fortemente influenciados por horménios
esteréides gonadais (CALIGARIS & TALESNIK, 1983; POLETINI, 1998). Os
horménios esteréides gonadais, principalmente o estradiol, provocam
aumentos das concentragdes plasmaticas de PRL e da magnitude da resposta
desse hormdnio ao estresse. Desta forma, quando as concentragdes
plasmaticas de PRL e de hormdnios esterdides gonadais sdo baixos, como em
machos e fémeas em diestro, o estresse provoca um aumento da PRL no
plasma (WAKABAYASHI et al, 1971; POLETINI, 1998; SEVERINO et al.,
2004). De outro modo, quando as concentracbes plasmaticas de PRL e de
estradiol pré-estresse sdo elevadas, como em ratas na tarde do proestro, ratas
ovariectomizadas tratadas com E2 e E2+P, ocorre uma reducdo da PRL
plasmatica (GALA & HAISENLEDER, 1986; DONADIO et al, 2004). O
observado neste estudo foi um aumento das concentragdes plasmaticas de
PRL apds estresse, o que € um resultado esperado, pois foram estudados
ratos machos e fémeas na fase do diestro e ambos apresentam concentracdes
plasmaticas de PRL e estradiol menores do que ratas na tarde do proestro e
ratas ovariectomizadas tratadas com estradiol. Portanto, o estresse aplicado foi
suficientemente capaz de aumentar as concentracdes plasmaticas de PRL.
Existem poucos estudos na literatura que investigaram a resposta da
PRL ao estresse em ratos manipulados. Assim como o observado com o eixo
HPA, ratos machos e fémeas manipulados apresentam as concentracdes

plasmaticas de PRL pré-estresse semelhantes e uma reducido na resposta da
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PRL quando um estimulo estressante é aplicado (NUNEZ et al., 1996,
MEERLO et al., 1999; SEVERINO et al., 2004). Neste estudo, confirmando a
literatura, tanto ratos machos quanto ratas fémeas manipulados apresentaram
uma menor resposta da PRL ao estresse quando comparados aos animais
nao-manipulados, contudo, as concentragdes basais nado diferem entre os
grupos de animais nao-manipulados e manipulados. Este resultado sugere que
mecanismos centrais responsaveis pela regulagcdo da secrecédo de PRL em
resposta ao estresse, podem estar sendo alterados pela manipulagdo neonatal.

A regulacao da secrecao de PRL é extremamente complexa e o sistema
noradrenérgico parece estar envolvido nesse processo. (DODGE & BADURA,
2004). Existem algumas evidéncias que sugerem um papel estimulatério
central da NA na regulagdo das concentracbes plasmaticas de PRL. A
administracao ICV de dietilditiocarbamato (DDC), um inibidor da sintese de NA,
produz uma diminuicdo da PRL sérica (KALRA et al., 1978). Em ratos, a leséo
de vias noradrenérgicas ventrais reduz as catecolaminas no hipotalamo
anterior e as concentragdes plasmaticas de PRL (LANGELIER & MCCANN,
1977). Em hamsters, a microinfusdo do agonista de receptores noradrenérgicos
alfa-1b (L-fenilefrina hidroclorido) no PVN aumenta de forma dose dependente
a concentragdo de PRL no plasma (DODGE & BADURA, 2004). Da mesma
forma, a infusdo do antagonista alfa 1b cloroeticlonidina induz uma redugao
também de forma dose dependente das concentragdes plasmaticas de PRL
(DODGE & BADURA, 2004). Em conjunto estes resultados sugerem um papel
regulatorio do sistema noradrenérgico no PVN sobre a regulagao da secrecao

de PRL.
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A producdo de 3-metoxi-4-hidroxifeniletilenoglicol-sulfato (MHPG-
sulfato), metabdlito da NA, é um indicativo de aumento da atividade de
neurdnios noradrenérgicos centrais. Portanto, medindo sua produg¢ao, podemos
inferir a quantidade de NA utilizada (STONE, 1975). Em geral, a aplicagao de
um estresse agudo provoca uma redugao do conteudo de NA e um aumento do
MHPG-sulfato e do turnover (MHPG/NA) da NA em varias regides do sistema
nervoso central, entre elas o hipotdlamo (TANAKA et al., 1982, IDA et al, 1990,
PACAK et al, 1992, HELLRIEGEL & D'MELLO, 1997).

Confirmando a literatura, em ratos nao-manipulados encontramos um
aumento da razao MHPG/NA no PVN apds a aplicacdo do estresse por
contencdo. Esse tipo de estresse € conhecidamente capaz de estimular a
liberacdo e a utilizacdo de noradrenalina neste nucleo do sistema nervoso
central (PACAK et al., 1992). A liberagcdo de NA no PVN durante o estresse
parece facilitar as respostas de neurdnios que contém CRH e possivelmente
contribuir para a ativagédo do eixo HPA (SZAFARCZYK et al., 1987).

Além disso, estudos prévios sugerem que a NA pode estimular
neurdnios CRH estimulando a sintese e a liberagcdo de CRH para a circulagao
porta hipofisaria (PLOTSKI, 1987, PACAK et al., 1995, ITOIl et al., 1998,
DKEYSER et al., 2000). A NA induz uma liberagao de CRH através da ativagao
dos receptores alfa-1 adrenérgicos, que por sua vez aumentam a liberagédo de
NA (para revisdo ver FORRAY & GYSLING, 2004). Dados sugerem que a
liberagdo de PRL induzida por estresse parece ser mediada pelo CRH cuja
liberagao é estimulada pela NA oriunda de projecdes ascendentes. A lesdo do
LC diminui a secreg¢do de PRL induzida por estresse (POLETINI, 1998). Além

disso, a lesdo do PVN e a injegcao ICV do antagonista CRH R1 abolem a
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resposta da PRL ao estresse por contencdo (AKEMA et al., 1995) e por hipdxia
(XU et al, 2006). Assim, baseado em estudos prévios, existem evidéncias de
uma interacdo entre NA e CRH em condigdes basais e na presenca de
estimulos estressantes.

LIU et al., (2000), observaram que ratos machos manipulados
apresentam um aumento dos receptores adrenérgicos inibitérios no LC e uma
reducdo da liberacdo de NA no PVN induzida por estresse. No presente
estudo, avaliamos a atividade noradrenérgica em ratos machos e fémeas
manipulados. Nao se observou aumento da razdo MHPG/NA apds estresse
apenas em fémeas manipuladas, o que indica uma reducdo da atividade
noradrenérgica. Uma explicagdo para esse resultado seria o fato de que os
efeitos da manipulagdo neonatal parecem ser mais evidentes e pronunciados
em fémeas do que em machos (PAPAIOANNOU et al, 2002;
PANAGIOTAROPOULOS et al., 2004).

Considerando a participacdo do sistema noradrenérgico sobre a
secrecao e liberacdo de PRL em resposta ao estresse, a menor resposta da
prolactina ao estresse observada talvez possa ser devida, pelo menos em
parte, a menor razdo MHPG/NA, um indicativo da atividade noradrenérgica no
PVN observada nessas ratas. Como exposto anteriormente, existem evidéncias
que indicam que o CRH liberado apds a ativacdo do PVN parece ser um dos
fatores estimulatorios da secrecgao e liberacao da prolactina durante o estresse.
Assim, a menor atividade noradrenérgica no PVN em ratas fémeas
manipuladas pode ser um dos fatores responsaveis para a menor resposta da

prolactina ao estresse observada nestas ratas.



139

Em conclusdo, a manipulagdo neonatal diminui a magnitude da resposta
da PRL ao estresse por contengdo em ratos machos e fémeas adultos. Ratas
adultas manipuladas nao apresentam aumento da razdao MHPG/NA, um
indicativo da atividade noradrenérgica no PVN apds a aplicagao de estresse
por contencao (SEVERINO et al., 2005). A ativacdo noradrenérgica deste
nucleo do SNC ocorre comumente apos a aplicacao de estimulos estressantes
(IDA et al, 1990, PACAK et al, 1992, HELLRIEGEL & D'MELLO, 1997) e esta
relacionada com a liberacdo de PRL induzida por estresse, exercendo um
papel estimulatério sobre a secregcdo deste hormdnio (POLETINI, 1998;
DODGE & BADURA, 2004). Assim, a menor resposta da PRL ao estresse em
ratas manipuladas, parece estar relacionada com a reducdo da atividade

noradrenérgica ao estresse.
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7. CONCLUSOES

A manipulagdo neonatal promove uma reducdo da ansiedade e um
aumento da atividade exploratéria em ratos machos e fémeas nas fases do

diestro, estro e proestro.

Em ratos manipulados, a presenca das génadas parece ser necessaria
para “revelar” os efeitos da manipulacdo neonatal sobre a atividade exploratdria
em machos e fémeas e a ansiedade e a resposta da PRL ao estresse em
fémeas, sugerindo uma possivel mediagdo dos hormonios esterdides gonadais

nos efeitos da manipulacdo neonatal.

A manipulacdo neonatal reduz a resposta da PRL ao estresse por
contencdo em ratos machos e fémeas na fase do estro e reduz a resposta do
LH ao estresse por contencdo em ratos machos e fémeas em proestro e estro.
Estes resultados sugerem que o estado hormonal de ratas influencia os efeitos

da manipulacdo neonatal sobre a resposta da PRL e do LH ao estresse.

A manipulacdo neonatal reduz a atividade noradrenérgica no PVN em

resposta ao estresse por contengcdo em fémeas.
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