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A0s meus pais.



O que me tranquiliza € que tudo o que existe, existe com uma precisao absoluta. O
que for do tamanho de uma cabeca de alfinete ndo transborda nem uma fragdo de
milimetro além do tamanho de uma cabeca de alfinete. Tudo o que existe € de uma
grande exatiddo. Pena € que a maior parte do que existe com essa exatiddo nos é
tecnicamente invisivel. O bom é que a verdade chega a ndés como um sentido secreto
das coisas. Nos terminamos adivinhando, confusos, a perfeicao.

Clarice Lispector, in A Perfeicéo
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RESUMO

A manipulacdo neonatal ocasiona alteragdes comportamentais frente a situagoes
estressantes, mostrando animais hiporresponsivos ao estresse, exibindo uma menor
reatividade emocional, uma menor taxa de defecacdo e maior exploracdo que 0s néo-
manipulados quando colocados em um ambiente novo, mesmo que este inclua seu
predador natural, como no caso do campo aberto com predador (Levine et al., 1967;
Padoin et al., 2001; Severino et al., 2004). A manipulacdo neonatal prejudica ainda a
funcdo reprodutiva dos animais na idade adulta, seja na exibicdo do comportamento
sexual em machos e em fémeas, ou na reducdo ou bloqueio da ovulacdo e exibi¢do de
ciclos anovulatérios pelas fémeas (Gomes et al., 1999). Outro efeito bastante marcante é
observado na morfologia do encéfalo destes animais, dando suporte neural as alteracdes
comportamentais e neuroenddcrinas observadas nestes animais.

O presente trabalho teve por objetivo verificar se a reducdo do numero de
neurdnios em animais de 11 e 90 dias, constatada na area pré-éptica medial, no locus
coeruleus e no nucleo paraventricular do hipotalamo dos animais manipulados quando
comparados aos ndo-manipulados, deve-se a uma reducdo da proliferagdo celular nestes
nucleos aos 11 dias de idade, e se 0 aumento do nimero de neurdnios na regido CAl da
formagéo hipocampal observado nos animais manipulados quando comparados aos nao-
manipulados, se deve ao aumento da proliferacdo celular no animais manipulados
também aos 11 dias de idade, logo apds o término da manipulacdo neonatal.

Foram utilizadas ratas Wistar prenhas do biotério central da UFRGS, sendo os
filhotes divididos em dois grupos: N&o-Manipulados e Manipulados, dos quais
utilizamos os filhotes fémeas. Para o estudo das regiGes de interesse o encefalo dos
animais foi retirado apos perfusdo, incluido em parafina, fatiado em um micrétomo,
submetido a imunoistoquimica para o BrdU, sendo o nimero de células contado com
auxilio de um microscépio optico.

Os resultados do presente trabalho indicaram, através do uso do BrdU como
marcador de proliferacdo celular, que a mesma encontra-se de fato alterada nas fémeas
manipuladas, sendo menor na area pré-Optica medial, nucleo paraventricular e locus
coeruleus e maior na regido CA1 da formacdo hipocampal. O registro de um menor
numero de células nestas estruturas ndo extingue a possibilidade de morte celular
ocorrendo de forma concomitante a esta diminui¢do da proliferacdo celular observada
neste trabalho.

De maneira mais geral, a principal conclusdo deste trabalho é a de que a
manipulacdo neonatal, leva a alteracbes de longo prazo na morfologia do encéfalo
destes filhotes, as quais sdo mantidas mesmo durante a idade adulta, mas que se iniciam
durante a infancia, nestes primeiros 10 dias de vida em que o animal recebe o estimulo
da manipulag&o.



1. INTRODUCAO

1.1. Homeostase e Estresse

A homeostase ¢ definida como um estado de equilibrio dindmico e complexo,
necessario para a manutengao da vida. Este equilibrio ¢ constantemente ameagado por
fatores intrinsecos e extrinsecos como, por exemplo, 0s estressores. Assim, O estresse
pode ser definido como um estado de desequilibrio da homeostase (Chrousos & Gold,
1992). Os organismos, quando expostos a situagdes de ameaga e perigo como
estressores, respondem com uma série de respostas adaptativas, que se opdem a estes
estimulos estressores na tentativa de manter a homeostase (Chrousos & Gold, 1992).

O pesquisador Hans Selye foi um dos pioneiros nos estudos abordando a
fisiologia e patofisiologia envolvidas no estresse, definindo o estresse como uma
resposta ndo especifica do organismo frente a um estimulo (definido como estressor).
Em seus estudos foram enfatizadas as respostas integradas de multiplos sistemas de um
organismo. Mesmo que todos os 6rgdos sejam afetados quando um organismo rompe
seu estado de homeostasia, existem aqueles que sdo os primeiros a sofrerem as
alteracdes funcionais, tais como os sistemas neuroenddcrino, cardiovascular, imune e
gastrointestinal (Selye, 1976).

Quando um organismo ¢ submetido a uma situacdo de estresse, ha uma resposta
classica, a resposta do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HPA), que se inicia através
dos neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do hipotdlamo, os quais sintetizam e
secretam o hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP),
os quais atuam na hipdfise anterior, promovendo a liberacio de hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) na circulagdo sanguinea sistémica, e este por sua vez
estimula a secrecdo de glicocorticdides (corticosterona nos ratos e cortisol nos
humanos) pelo cortex da glandula adrenal (Francis et al., 1996; Tsigos & Chrousos,

2002).



O estresse induz ainda a ativag@o do sistema autdnomico simpatico, promovendo
a descarga periférica de noradrenalina (NA), importante para que o organismo seja
capaz de prover substratos energéticos durante o estresse, o que por sua vez ¢
importante para a resposta cldssica de luta-ou-fuga (Kopin, 1995). O estresse também
induz a secre¢do de NA em todo o encéfalo, sendo que grande parte desta noradrenalina
central secretada em resposta ao estresse origina-se no locus coeruleus, que ¢
extremamente sensivel a maioria dos estimulos estressantes (Melia & Duman, 1991;

Tsigos & Chrousos, 2002).

1.2. Periodo Hiporresponsivo ao Estresse

Em roedores, as duas primeiras semanas de vida representam um periodo critico
para o desenvolvimento do sistema nervoso, uma vez que, nesta fase ainda ocorrem
processos vitais como migrag¢ao, divisdo, diferenciacdo, crescimento e morte de células
neste sistema (Mistretta & Bradley, 1978, Schmidt et al., 2002). Desta forma a
manuten¢do de uma baixa concentragdo de corticosterona durante o desenvolvimento
dos roedores ¢ essencial para um desenvolvimento normal do sistema nervoso.

A administragdo de glicocorticoides interfere no crescimento e diferenciagdo
promovendo alteracdes permanentes neste individuo (Levine, 2001). Altas
concentragdes de glicocorticoides causam diminui¢do da mitose, mielinizagdo,
neuromorfogénese (Bohn, 1980) e alteragdes comportamentais € neuroquimicas no
adulto (Gonzales et al., 1990).

Entretanto, apesar das respostas estereotipadas do estresse na idade adulta,
durante as duas primeiras semanas de vida pds-natal do roedor, quando um estimulo
estressante ¢ aplicado ao animal, observa-se um pequeno ou nenhum aumento da
secre¢do de ACTH e corticosterona (Walker et al., 1986; Schmidt et al., 1994; Schmidt
et al., 2002). Por esta razdo este periodo ¢ chamado de Periodo Hiporresponsivo ao
Estresse (Guillet et al., 1980; Sapolsky & Meaney, 1986; Suchecki et al., 1993; Levine,
1994), um periodo no qual o eixo HPA esta hiporresponsivo. Este periodo também ¢
caracterizado por concentragdes plasmaticas basais de corticosterona e ACTH muito

baixas (Walker et al., 1986; Grino et al., 1989; Levine, 1994).



1.3. Manipulacdo Neonatal

O ambiente que envolve o animal no periodo neonatal, assim como a relagao
mae-filhote neste periodo, podem influenciar na promocgao de efeitos estaveis e de longo
prazo no comportamento e no sistema neuroendocrino deste animal (Levine et al., 1967,
Francis et al., 1999; Meerlo et al., 1999).

Em roedores, a estimulacdo dos filhotes através da manipulacdo humana, no
modelo experimental denominado manipula¢do neonatal ou neonatal handling, vem
sendo utilizada para examinar os mecanismos pelos quais variagdes do ambiente
durante o periodo neonatal poderiam afetar o desenvolvimento de sistemas neurais
durante este periodo (Anand et al., 1999; Abraham & Kovacs, 2000; Anand & Scalzo,
2000; Zhang et al., 2002), dando origem a alteragdes comportamentais ¢
neuroenddcrinas estaveis, persistentes ao longo da vida do animal (Levine, 1962;
Denenberg, 1964; Caldji et al., 2000; Kaufmann et al., 2000). Nestes animais, a
estimulacdo neonatal consiste tipicamente na manipulacdo dos filhotes por um ou
alguns minutos, em geral, durante as duas primeiras semanas de vida, no periodo dito

hiporresponsivo ao estresse.

1.4. Manipulacdo Neonatal e Respostas ao Estresse

A manipulagdo neonatal ocasiona alteracdes comportamentais bastante evidentes
frente a situacdes estressantes, mostrando que esses animais sdo hiporresponsivos ao
estresse, uma vez que os animais manipulados exibem uma menor reatividade
emocional, tem uma menor taxa de defecacdo e exploram mais que os nado-manipulados
quando colocados em um ambiente novo ou em um novo paradigma experimental,
mesmo que este inclua seu predador natural, como no caso do campo aberto com
predador (Levine et al., 1967; Meerlo et al., 1999, Padoin et al., 2001; Severino et al.,
2004).

A manipulagdo neonatal altera de forma permanente a resposta do eixo HPA
frente a estimulos estressantes. Quando adultos, os animais manipulados no periodo
neonatal sintetizam e secretam menores quantidades de hormonio liberador de

corticotrofinas (CRH), ACTH e corticosterona (o principal glicocorticéide dos ratos) em



resposta a uma gama de estressores, além de exibir um retorno aos niveis basais destes
hormonios mais rapido, ap6s o término do estimulo (Levine et al., 1967; Plotsky &
Meaney, 1993; Liu et al., 2000).

Os glicocorticoides atuam em varios locais do SNC, com atividade inibitoria,
através de uma retroalimentacdo negativa sobre a sintese de fatores-liberadores
hipotalamicos para ACTH, em especial o CRH e o hormdnio arginina-vasopressina. Os
animais manipulados no periodo neonatal apresentam uma maior sensibilidade a esta
retroalimentagdo negativa exercida pelos glicocorticoides se comparados a animais nao-
manipulados e portanto, uma diminui¢do da expressdo de RNAm de CRH e¢ AVP
hipotalamicos (Plotsky & Meaney, 1993).

O efeito da manipulag¢do neonatal na sensibilidade a retroalimentacao ¢ mediado
por um aumento na expressdo de receptores para glicocorticdides (GR) na formacao
hipocampal destes animais, uma regido intimamente envolvida com a regulacdo desta
retroalimentagdo negativa (Liu et al., 1997). Assim, o aumento da expressdo de
receptores glicocorticoides € uma caracteristica central do efeito da manipulacao
neonatal sobre a responsividade do eixo HPA ao estresse, resultando em um aumento da
retroalimentagdo negativa da sintese de CRH e AVP e diminuicdo da liberacdo de
ACTH, com conseqiiente liberacdo diminuida de -corticosterdides, normalmente
liberados durante uma situagao de estresse.

Outro efeito da manipulacdo neonatal sobre a secrecdo hormonal frente a um
estressor pode ser observado com relagdo a prolactina, um hormoénio protéico com
varios efeitos biologicos, atuando na reprodugdo, na homeostase, no sistema imune,
sendo que sua secrecdo ¢ afetada por estimulos ambientais e um estimulo estressante ¢
capaz de aumentar esta secrecdo. Porém, quando expostas a um paradigma de estresse
por vapor saturado de éter, fémeas adultas manipuladas no periodo neonatal, na fase
diestro do ciclo estral, apresentam uma secre¢ao de prolactina significativamente menor
do que fémeas nao-manipuladas, sendo que o mesmo ¢ observado nos machos adultos

manipulados no periodo neonatal se comparados aos machos nao-manipulados

(Severino et al., 2004).



1.5. Manipulacdo Neonatal e Comportamento Sexual

A manipulagdo neonatal prejudica ainda a fun¢do reprodutiva dos animais na
idade adulta, na exibicdo do comportamento sexual em machos e em fémeas (Padoin et
al., 2001), e na reducdo ou bloqueio da ovulagdo e exibi¢do de ciclos anovulatérios
pelas fémeas (Gomes et al., 1999), o que indica que os esterdides ovarianos produzidos
durante o periodo pré-ovulatério provavelmente ndo estariam sendo efetivos no
exercicio de seus efeitos periféricos, sugerindo que a manipulacdo neonatal afetaria
substratos neurais que modulam também o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HPG),
além do eixo HPA. O sistema central noradrenérgico, com o locus coeruleus como
nlcleo de importancia central, ¢ possivelmente um dos sistemas neurais afetados pela
manipulac¢do neonatal, parecendo ndo responder adequadamente ao estrogeno periférico,
levando a uma disfun¢do na secre¢do do LH, o que poderia explicar a ocorréncia de
ciclos anovulatorios e menor taxa de exibi¢do de comportamento sexual nas fémeas
manipuladas no periodo neonatal.

Sendo que a perpetuagdo da espécie e a procriagdo sao processos complexos, nos
quais eventos fisioldgicos e comportamentais devem ocorrer de modo sincrénico para
que haja a producdo e liberacdo de gametas, torna-se necessario a presenca de
mecanismos neurais € enddcrinos integros participando deste fenomeno. Se tais
mecanismos estiverem alterados, possivelmente aqueles comportamentos relacionados
com a preservacao da espécie estardo comprometidos, sendo este um dos efeitos
prejudiciais da manipulagdo neonatal.

O CRH tem sido proposto como um mediador dos efeitos anti-reprodutivos
provocados pelo estresse e pela manipulagdo neonatal através de uma acdo direta nos
nucleos do hipotalamo, inibindo a secre¢@o do hormonio liberador das gonadotrofinas
(GnRH) (Caraty et al., 1997). O GnRH ¢é um peptideo imprescindivel ao controle da
secrecdo de gonadotrofinas, principalmente o LH e, portanto, para a fungdo gonadal nas
fémeas.

J& o estradiol e a progesterona plasmaticos basais ndo diferem entre fémeas
manipuladas e ndo-manipuladas, assim como a concentracdo de testosterona plasmatica
basal dos machos manipulados ndo ¢ estatisticamente diferente da dos machos nao-
manipulados (Severino et al., 2004). Entretanto, apés o comportamento sexual, as
fémeas manipuladas exibem uma menor concentragdo plasmatica de progesterona, se

comparadas as fémeas ndo-manipuladas no mesmo periodo (Gomes et al., 2006a),



sendo que nesta circunstancia uma alta concentra¢do plasmatica de progesterona seria
essencial para o sucesso reprodutivo, uma vez que este hormdnio € necessario para a
implantacdo e manutencao do blastocisto na parede uterina durante a gestacao (Adler et

al., 1970).

1.6. Manipulacéo Neonatal e Morfologia do Encéfalo

Outros efeitos bastante marcantes da manipulacdo neonatal sdo observados na
morfologia do encéfalo destes animais, dando suporte neural as alteragdes
comportamentais e neuroenddcrinas observadas nestes animais. A manipulacdo neonatal
induz a uma redu¢do permanente em torno de 35% do niimero das células nervosas do
locus coeruleus em ratos de 11, 26, 35 e 90 dias de idade, tanto em machos quanto em
fémeas (Lucion et al., 2003). Considerando o efeito plastico que a manipulagdo
neonatal induz no locus coeruleus através da redu¢do do numero de células deste nticleo
noradrenérgico, poderia se supor que outras estruturas centrais de controle da ovulagdo
também estariam sendo afetadas por aquela intervengdo de estresse no inicio da vida.

Além disso, também se observa uma redu¢do no numero de neurénios na regiao
parvocelular dos nucleos paraventricular e supra-optico do hipotdlamo, da area pré-
optica medial e nucleo periventricular anteroventral também do hipotadlamo, e um
aumento na densidade de neurdnios na regido CAl da formagdo hipocampal (lado
esquerdo). No entanto, os experimentos nio revelaram efeitos da manipulagdo neonatal
sobre os neuronios e células gliais da amigdala, exceto da subdivisdo ou subntcleo da
amigdala medial postero-dorsal (MePD) (Winkelmann-Duarte, 2004, Camozzato,
2006).

Com base nestes trabalhos anteriores de nosso laboratdrio, realizados para
esclarecer as alteracdes morfologicas no encéfalo, envolvidas com a manipulagao
neonatal, escolhemos os nucleos do encéfalo que seriam estudados neste trabalho, para
verificar a proliferacdo celular nos animais manipulados, utilizando a técnica da
imunoistoquimica para o BrdU, um andlogo da base nitrogenada timina, ja descrito
como um bom marcador de proliferacdo celular ¢ neurogénese em varios tecidos,

incluindo o tecido nervoso.



1.6.1. Area pré-ptica medial (MPOA)

A érea pré-Optica medial ¢ uma estrutura chave para o controle da reprodugdo
nos roedores machos e fémeas. Essa area inclui os nucleos mediano, medial,
ventromedial e periventricular além de uma zona indiferenciavel, sendo uma regido
bastante complexa, tanto funcional, quanto anatomicamente (Kiss et al., 2003). Esta
area ¢ composta por neurdnios que secretam hormoénio liberador das gonadotrofinas
(GnRH) (Barry et al., 1985; Merchenthaler et al., 1989), e estes neurdnios, por sua vez,
possuem receptores androgenos ¢ estrogenos (Simerly et al., 1990; Shughrue &
Merchenthaler, 2001).

A area pré-optica medial tem um papel importante no controle neural da
reproducdo, em ambos o0s sexos, no controle da secrecdo das gonadotrofinas pela
hipofise (Freeman, 1994) e, portanto, no comportamento sexual (Meisel & Schas,
1994).

Nos roedores, uma das regides sexualmente dimoérficas mais proeminentes em
volume ¢ a regido central da area pré-Optica medial, freqlientemente chamada de ntcleo
sexualmente dimorfico da darea pré-Optica medial (SDN-POA), o qual ¢
significativamente maior nos machos que nas fémeas (Bloch & Gorski, 1988; Dohler et
al., 1984). Esta diferenca depende ainda, e pode ser manipulada por, esterdides gonadais
durante o periodo critico de desenvolvimento do encéfalo. A coloragdo de Nissl (Gorski
et al., 1978) e a imunohistoquimica anti-calbidina (um marcador especifico para SDN-
POA) (Sickel & McCarthy,2000), revelam que a SND-POA ¢ repleta de neurdnios, que
dao oportunidade para agdes de neuropeptideos, como a somatostatina.

O desenvolvimento do dimorfismo sexual nesta regido sexualmente dimorfica da
MPOA vem sendo atribuido a uma maior incidéncia de apoptose nas fémeas se
comparadas aos machos, na regido central da area pré-6ptica medial, nos dias 8 a 10 de
vida do animal; a testosterona e o estrogeno previnem a apoptose durante este periodo
(Davis et al., 1996).

Nos animais manipulados, além de uma diminui¢do do numero de neurdnios na
MPOA, observa-se uma menor densidade de receptores para Ang II nesta area (Gomes
et al., 2006b), um fato que pode explicar o maior conteido de LHRH na MPOA ¢ a
reducdo do pico de LH na tarde do proestro e, conseqiientemente, os ciclos estrais
anovulatdrios observados em fémeas manipuladas no periodo neonatal (Gomes et al.,

1999). Uma vez que a Ang II estimula a liberagdo de LHRH da MPOA (Dornelles &



Franci, 1998), a menor densidade de receptores para Ang Il na MPOA poderia diminuir

a acdo excitatéria da Ang em neurénios LHRH da MPOA.
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Figura 1 — Localizagdo da Area Pré-Optica Medial (Paxinos & Watson, 1997).

1.6.2. Nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN)

O nucleo paraventricular (PVN) do hipotdlamo tem um papel muito importante
na coordenagdo de respostas a estressores (Rivier et al., 1982). As informagodes
sensoriais relacionadas ao estresse convergem da secrecdo de hormodnio liberador de
corticotrofina (CRH) de neuronios localizados no PVN para iniciar uma cascata de
efeitos neuroenddcrinos. O CRH estimula por sua vez a liberagdo de ACTH da hipofise
e conseqiiente liberacdo de corticosterona pelo coértex da glandula adrenal ativando
desta forma o eixo HPA, originando uma resposta classica ao estresse (Herman et al.,
1997; Herman et al., 2002).

O PVN localiza-se lateralmente ao III ventriculo e divide-se de forma classica
em uma regido magnocelular (PVNm) e uma parvocelular (PVNp). Estas regides sao

subdivididas em trés magnocelulares (anterior, medial e posterior) e 5 parvocelulares



(anterior, medial lateral, dorsal e periventricular). Neurdnios magnocelulares estdo
diretamente relacionados com a liberagcdo dos peptideos ocitocina (OX) e vasopressina
(AVP) da neurohipéfise dentro da circulacdo sistémica, comandando desta forma a
lacta¢do, o parto, controle da pressdo arterial e o balango eletrolitico do organismo.
Estes peptideos magnocelulares liberados na circulagdo porta-hipofisaria podem ser
liberados frente a estimulos estressantes e parecem modular a secre¢ao de ACTH em
determinadas circunstancias (Plotsky et al., 1985), porém a integracao dos efeitos destes
peptideos com a atividade do eixo HPA durante o estresse ainda precisam ser
esclarecidas.

Neuronios do componente dorsolateral da parte medial do PVNp projetam-se
para a eminéncia media e liberam CRH; estes neurdnios compreendem o efeito
endocrino para a liberagdo de ACTH. Neuronios da regido dorsal do PVNp, da parte
ventral do componente medial do PVNp e o componente lateral do PVNp projetam-se
para o tronco encefalico e circuitos autondmicos da medula espinhal e parecem integrar
o fluxo do sistema nervoso simpatico e parassimpatico (Sawchenko & Swanson, 1981;
Whitnall, 1993). Estas regides do PVNp podem também regular a ativagdo do eixo HPA
indiretamente via modulacao do tonus cardiovascular e diretamente via inervagdo para o
proprio coértex da adrenal (Jasper & Engeland, 1997). Assim, enquanto os neurdnios
CRH agem como mediadores primdrios na secre¢do de ACTH, as populagdes de
neurdnios considerados pré-autbnomos e também os neurdnios magnocelulares
contribuem na integragio do PVN como moduladores das respostas do estresse
(Herman et al., 2002).

Com o procedimento da manipulagdo neonatal, além de uma diminui¢do do
nimero de neur6nios no nucleo paraventricular, também observa-se uma menor
densidade de receptores para angiotensina I (Ang II) neste nucleo (Gomes et al.,
2006b). Uma vez que a angiotensina central ativa o eixo HPA, estimulando a secre¢do
de CRH na resposta ao estresse (Saavedra et al., 2004), essa densidade de receptores
diminuida pode ser um dos fatores que ocasionam respostas diminuidas
comportamentais ¢ do eixo HPA frente a situagdes estressantes nos animais

manipulados no periodo neonatal.
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Figura 2 — Localizagdo do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (Paxinos & Watson,

1997).
1.6.3. Formagao Hipocampal

A formacgdo hipocampal ou hipocampo ¢ uma estrutura do sistema nervoso
central, localizada no lobo temporal de cada hemisfério encefalico, que esta diretamente
relacionada a funcgdes de aprendizagem e memodria, participando também da
neurocircuitaria do estresse (Roozendal et al., 2003). Em termos citoarquitetonicos, o
hipocampo ¢ formado por dois grandes grupamentos de células que sdo divididos em
duas camadas celulares principais: as células granulares, que formam o giro denteado, e
a camada de células piramidais CA1, CA2 e CA3 do proprio hipocampo (Swanson et
al., 1987).

A diminui¢do do niimero de receptores para glicocorticdéides no hipocampo,
comprovadamente induzida pela manipulacdo neonatal, mostra que este nucleo do
sistema nervoso central pode ser afetado por estimulos externos que alteram o estado de
homeostasia do organismo (Meaney et al., 1993). Varias substdncias podem ser
liberadas pelo sistema nervoso em decorréncia de um estimulo de estresse. Entre elas
estdo os glicocorticoides, secretados pela glandula supra-renal e que, por sua vez, depois
de serem liberados na circulagdo sist€émica e penetrarem na barreira hemato-encefalica,

agem nos receptores do hipocampo (Pavlides & McEwen, 1999). O hipocampo ¢ um
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dos maiores mediadores do mecanismo de retroalimentacio negativa sobre o eixo HPA,
também participa em processos cognitivos e comportamentais modulados por
costicosterdides.

Receptores do tipo I (mineralocorticoides) e do tipo II (glicocorticoides) sao
expressos nas células piramidais dos Cornos de Ammon (CAl, CA2 e CA3) e nas
células granulosas do giro denteado (GD). A ativacdo desses receptores medeia uma
variedade de efeitos, tais como regulacdo da arborizacdo e do comprimento dos
dendritos nas células piramidais do CA e a reposi¢dao de neurdnios no GD (McEwen et
al., 2002). Os glicocorticoides podem levar os neurdnios a ficarem morfologicamente
nao-responsivos a estimulos, inibindo a arborizacao dendritica, uma vez que suprimem
a resposta de aumento de atividade promovida pelo fator neurotrofico derivado do

encéfalo (BNDF) (Campbell & MacQueen, 2004).
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Figura 3 — Localizag¢ao da Formagdo Hipocampal (Paxinos & Watson, 1997).

1.6.4. Locus Coeruleus

O locus coeruleus (LC), também conhecido como nucleo A6, localiza-se no

tegmento dorsolateral da ponte, no tronco enceféalico, bilateralmente ao IV ventriculo, e
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tem o principal grupamento de neurdnios noradrenérgicos do SNC. Este nticleo tem
uma agao ampla e difusa em varias estruturas do sistema nervoso. Nos ratos, todo o
locus coeruleus possui em torno de 1500 neurdnios (Aston-Jones et al., 1995; Foote et
al., 1983).

Os estudos da morfologia celular do locus coeruleus identificaram neuronios
fusiformes médios, que projetam-se principalmente para o cortex cerebral e para a
formacgdo hipocampal e neuronios grandes multipolares que enviam projecdes para a
medula espinal e para os nticleos hipotalamicos (Aston-Jones et al., 1995; Cunningham
& Sawchenko, 1998; Loughlin et al., 1986). A atividade deste nticleo ¢ marcantemente
sincronizada, produzindo uma liberagdo coordenada do neurotransmissor noradrenalina
(NA) no SNC.

Além de ser ativado por estimulos estressantes (Kaufman et al., 2000; Pacak &
Palkovits, 2001; Van Bockstaele et al., 2001), o locus coeruleus participa do controle da
secre¢do do hormonio luteinizante (LH), sendo assim um importante modulador do eixo
hipotalamo-hipéfise-gonadal. Uma estimulagdo elétrica no locus coeruleus potencializa
a liberagdo de LH induzida pela estimulacdo da area pré-optica medial (Gitler &
Barraclough, 1987). Também demonstrou-se que uma lesdo eletrolitica do LC diminui o
conteudo de NA no hipotdlamo basal medial e bloqueia a liberacao pulsatil de LH em
ratas ovariectomizadas, o pico pré-ovulatério de gonadotrofinas, assim como o pico
induzido por esterdides nestas ratas ovariectomizadas (Anselmo-Franci et al., 1997,
Anselmo-Franci et al., 1999; Franci & Antunes-Rodrigues, 1985; Helena, et al., 2002).
Estes bloqueios de picos hormonais sdo acompanhados por um aumento no contetdo de
hormonio liberador do horménio luteinizante (LHRH) na area pré-optica medial,
sugerindo que o LHRH ndo ¢ liberado de forma normal no periodo de pico de
gonadotrofinas nos animais lesionados (Helena et al., 2002).

O locus coeruleus tem sua morfologia alterada nos animais manipulados no
periodo neonatal, os quais possuem um menor numero de neur6nios, assim como um
menor volume do nucleo, quando comparados a animais ndo-manipulados no mesmo
periodo, uma alteragdo bastante marcante tanto em fémeas, quanto em machos (Lucion,

etal., 2003).
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Figura 4 — Localizagdo do Locus Coeruleus (Paxinos & Watson, 1997).

1.7. Neurogénese e proliferacdo celular

A neurogénese ocorre normalmente somente em 4reas limitadas do encéfalo de
mamiferos adultos como o hipocampo (Altman & Das, 1965; Taupin, 2007) ¢ o bulbo
olfatério (Altman, 1969; Luskin, 1993; Lois & Alvarez-Buylla, 1993, Taupin, 2007)
mas as fungdes desses novos neurdénios € 0s mecanismos que controlam seu nascimento
ainda precisam ser mais estudados. Uma ferramenta importante para o estudo da
neurogénese e da proliferacdo celular, foi a introducdo de andlogo sintético da base
nitrogenada timina, o BrdU (5-bromo-2’-deoxiuridina). Como a timina, o BrdU ¢
incorporado ao DNA das células durante a fase S da mitose, marcando as células em
proliferacdo, assim como a sua progénie. Esta marcacdo pode ser visualizada com
técnicas imunocitoquimicas e ndo requer necessariamente o uso de autoradiografia.

O BrdU ¢ uma halopirimidina, como mostra a figura 1, originalmente utilizada
como um agente antineopldsico e antiviral (Freese et al., 1994), sendo utilizado
alternativamente para determinar o indice de proliferagdo em tumores (Struikmans et
al., 1997). A marcagdo por BrdU vem sendo bastante utilizada para estudar a
neurogénese adulta in situ. Entretanto, seu uso tem certas limitagdes, uma vez que ele é

toxico e mutagénico, induzindo uma série de efeitos colaterais.
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Além disso, o BrdU é um marcador direto da sintese de DNA e ndo da
proliferacao celular no encéfalo de animais adultos, podendo ser incorporado durante
outros processos celulares que envolvem sintese de DNA, como reparo celular, morte
celular, duplicagdo génica ou mesmo uma divisdo celular incompleta, portanto o uso do
BrdU como marcador da neurogénese em animais adultos esta sujeito a falhas (Taupin,

2007).

0
Br
HN
o)\ N
HOCH2 o

HQ

Figura 5 — A estrutura halopirimidica do BrdU.

Experimentos j& apontaram que o ambiente em que o animal estd inserido, ndo
s06 no periodo neonatal, mas também na idade adulta, influéncia diretamente o
surgimento destes novos neurdnios, comprovando que animais que vivem em ambientes
mais ricos, como gaiolas com rodas de corrida e outros animais, tem uma taxa de
neurogénese significativamente maior que aqueles que vivem em gaiolas comuns
(Kempermann et al., 1997). Outros experimentos demonstraram que as experiéncias no
periodo neonatal, como a estimulagdo dos filhotes e a separagdo materna, afetam a
regulacdo da neurogénese no hipocampo, mais especificamente ocasionando uma
diminui¢do na proliferacdo celular ¢ uma producdo de neurdnios imaturos no giro
denteado, em animais adultos que foram separados das maes no periodo neonatal
(Mirescu et al., 2004).

Porém, na literatura hd poucos trabalhos que correlacionem a estimulacao tatil
dos filhotes com a proliferacdo celular ou mesmo com a neurogénese em seu encéfalo
quando adulto ou mesmo durante seu desenvolvimento. Uma vez que a manipulagdo
neonatal ¢ um procedimento de estimulagao dos filhotes num periodo de diferenciacao e

proliferacdo celular do sistema nervoso central, com este trabalho tivemos como
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objetivo testar a hipétese de que a diminui¢cdo do nimero de células em alguns nucleos
do encéfalo nos animais manipulados no periodo neonatal, constatada em experimentos
prévios do nosso laboratorio (Lucion et al., 2003; Winkelmann-Duarte, 2004), é devida
a uma reducdo da neurogénese e da proliferacao celular, ou se o aumento do nimero

celular na formagao hipocampal tem relagdo ao aumento destas.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo principal verificar se a redugdo do nlimero
de neurdnios observada em animais de 11 e 90 dias, constatada na area pré-Optica
medial, no locus coeruleus e no nucleo paraventricular do hipotdlamo dos animais
manipulados quando comparados aos nao-manipulados, deve-se a uma reducdo da
prolifera¢do celular nestes nicleos aos 11 dias de idade, e se 0 aumento do niumero de
neurdnios na regido CAl da formagdo hipocampal observado nos animais manipulados
quando comparados aos nao-manipulados, se deve ao aumento da proliferacdo celular

nos animais manipulados também aos 11 dias de idade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais

Neste experimento foram utilizadas ratas Wistar prenhas, provenientes do
biotério central da UFRGS, que foram levadas para o biotério laboratorial cerca de uma
semana antes do parto, onde foram colocadas em caixas individuais e observadas
diariamente para determinar o dia do nascimento dos filhotes. No dia do nascimento
(dia 0) o numero de filhotes foi padronizado em 8 por ninhada, através da remocao
aleatoria para se ter o minimo de contato possivel com os mesmos e suas maes. No dia
seguinte (dia 01) iniciamos o procedimento da manipulagdo neonatal, que foi efetuado
por 10 dias.

Todos os animais foram mantidos num ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes
acesas das 6:00 as 18:00), com temperatura ambiente de 22 + 1 °C e com 4gua e comida

ad libitum (Rodent chow, Nutrilab, Colombo, Brasil).

3.2.Grupos Experimentais

Ratas Wistar fémeas foram estudadas aos 11 dias de idade, logo apds o término

do procedimento de manipulacdo neonatal. Os animais foram divididos em dois grupos:

N&o-manipuladas (n = 6): animais que ndo receberam nenhum estimulo durante o
periodo neonatal, nem mesmo limpeza de suas caixas moradia (do nascimento até os 11

dias de idade).

Manipuladas (n = 7): animais que foram manipulados durante os dez primeiros dias de
vida pés-natal, sendo que o dia do nascimento foi considerado como dia zero. Antes da
realizacdo da manipulagdo, a caixa com os filhotes e a mae foi retirada do biotério e
levada a uma sala anexa a este. Primeiro, a mae era colocada em uma caixa proxima da

caixa moradia e o experimentador manipula todos os filhotes juntos, usando as maos
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cobertas por luvas de latex, durante um minuto, marcado com ajuda de um cronémetro,
por um periodo de 10 dias e em horarios aleatérios durante o fotoperiodo claro, evitando
um padrdo temporal fixo da estimulagdo. O tempo total entre a separacdo da mae e a
devolugdo dela aos filhotes levou em torno de dois minutos. Apos os filhotes serem
devolvidos ao ninho € a mie devolvida a caixa moradia, esta foi levada novamente ao
biotério. O procedimento de manipulagdo neonatal esta de acordo com modelos

classicos sobre estimulagdo por manipulagdo (Denenberg et al, 1964).

3.3. Injecdes de BrdU

No 8° ¢ no 10° dia pos-natal, um filhote fémea de cada ninhada foi pesado,
identificado com caneta cirirgica (Codman — Jonhson’s) e recebeu injegdes
intraperitoniais de BrdU (5-Bromo-2’-deoxiuridina), 1mL/100g de peso corporal
(Amersham Biosciences), para efetuar a marcagdo celular a ser observada

posteriormente na imunoistoquimica.

3.4. Procedimento cirurgico

No 11° dia de vida os animais foram novamente pesados, anestesiados
profundamente com tiopental (0,Iml/100g de peso corporal) e perfundidos
primeiramente com uma solucdo salina composta de agua destilada, sais e tampao
fosfato 0,1 M, pH 7.4, contendo heparina, para limpar o tecido e evitar a formagdo de
coagulos durante a perfusdo, e posteriormente pela solucdo fixadora composta de
paraformoldeido 4% e tampao fosfato 0,1 M, pH 7.4. O encéfalo foi entdo removido
cuidadosamente da caixa craniana e levado para a pos-fixacao por 8 horas, na mesma

solucdo de paraformoldeido 4% utilizada durante a perfusao.

3.5. Procedimentos histoldgicos

Depois de pos-fixados os encéfalos foram lavados por 30 minutos em agua

destilada e desidratados em banhos de 45 minutos em alcool (nas concentragdes de
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50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%), em seguida passaram por trés banhos de 45
minutos cada um em xilol ¢ 2 banhos de 45 minutos cada um em resina (Histosec -
Merck) na estufa a cerca de 55°C, onde eram incluidos em um terceiro banho na sua
posicao final, sendo retirados da estufa.

Os encéfalos foram entdo fatiados em sec¢des coronais de 5 um com auxilio de
um micrétomo, um banho-maria com agua destilada a cerca de 45 °C e um atlas do
encéfalo do rato (Paxinos & Watson, 1997), de modo a nos possibilitar o estudo das
seguintes areas: locus coeruleus, area pré-optica medial, nucleo paraventricular do
hipotalamo e regido CA1 da formagao hipocampal.

Os cortes foram coletados em laminas previamente tratadas com organo-silano,
de modo a facilitar sua fixagdo, e mantidos em estufa, a cerca de 37 °C, até o momento
de iniciar a imunoistoquimica.

Para a imunoistoquimica ndo foram utilizados todos os cortes coletados, para o
locus coeruleus, que fica no tegmento da ponte, foram feitos 2 jogos de 6 laminas com 3
cortes por animal e destas 2 laminas foram submetidas a imunoistoquimica para o
BrdU. Ja para o restante dos nucleos foram feitos 5 jogos de 4 laminas com 3 cortes
cada, sendo que entre cada jogo foi feito um intervalo de 80 um, desprezando os cortes
deste intervalo, e submetiamos a imunoistoquimica uma lamina de cada jogo. O restante
das laminas foi corado com cresil-violeta e coberto com laminula, sendo armazenado
em um lamindrio para analise posterior.

Depois disso foi executada a imunoistoquimica para o BrdU, detalhada a seguir,
e a estimativa do niimero de células marcadas foi realizada por dois experimentadores,
de maneira imparcial, utilizando-se de toda a extensdo dos nucleos estudados, devido ao
numero relativamente baixo de células marcadas, com auxilio de um atlas do encéfalo
do rato (Paxinos & Watson, 1997) e um microscépio Optico com visualizacdo na

objetiva de 40X.

3.6. Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi executada em laminas histologicas previamente tratadas

com organo-silano, de modo a facilitar a fixa¢do do tecido na ldmina durante o processo

da imunoistoquimica, em cortes de 5 um de espessura, seguindo o seguinte protocolo:
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As laminas eram levadas a estufa a 60 °C por 20 minutos, lavadas em xilol em 3
banhos de 5 minutos seguidos de banhos de dlcool em concentragdo decrescente. A
recuperacdo antigénica foi feita com EDTA a 98 °C no banho-maria por 30 minutos e
depois de resfriadas as laminas eram lavadas em PBS com triton e a peroxidase
endogena inativada com H,0, a 1,5% em dois banhos de 10 minutos (na cdmara
escura), se fazendo uma nova lavagem em agua destilada e em PBS com triton. Os
cortes recebiam entdo o anticorpo primario (1:100) 2 horas em temperatura ambiente e
overnight a 4°C, sendo em seguida lavados e incubados com o anticorpo secundario
(1,5:100) por uma hora a 37°C. Como revelador utilizamos DAB (diaminobenzidina)
0,05% por 5 minutos e a contracoloracao foi feita com hematoxilina. Em seguida foram
feitos banhos de 4lcool em concentragdes crescentes, seguidos de banhos de xilol, sendo
que as laminas foram cuidadosamente cobertas por laminulas, fixadas por entelam sobre

0s cortes.

3.7. Analise Estatistica

A analise estatistica empregada para comparar ¢ analisar as amostras foi um
teste t de Student para medidas ndo-pareadas, comparando o lado direito de cada ntcleo
dos animais ndo-manipulados com o lado direito de cada nucleo dos animais
manipulados e o lado esquerdo de cada nucleo dos animais ndo-manipulados com o lado
esquerdo de cada ntcleo dos animais manipulados.

Para as medidas de peso corporal, também foi utilizado um teste t de Student,
comparando o peso dos animais ndo-manipulados e manipulados em cada uma das

idades em que foram submetidos a pesagem (8°, 10° e 11° dia p6s-natal).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Peso Corporal

Com relagdo ao peso corporal dos filhotes durante o experimento (média em
gramas + erro padrdo da média - EPM), ndo observamos nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os animais ndo-manipulados e manipulados em
nenhuma das idades em que foram submetidos a pesagem, no 8° dia pds-natal, data da
primeira injecdo intraperitonial de BrdU, (ndo-manipulados: 15,20 + 0,71 e
manipulados: 15,58 £ 1,21), no 10° dia pds-natal, data da segunda injec¢ao intraperitonial
de BrdU, (ndo-manipulados: 18,90 + 0,62 ¢ manipulados: 19,68 + 1,08) e no 11° dia
poés-natal, data da cirurgia de perfusdo e posterior retirada dos encéfalos (ndo-

manipulados: 20,54 + 1,28 e manipulados: 21,10 £+ 1,10).
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Figura 6 — Peso corporal (em gramas) no 8°, 10° e 11° dia pos-natal de filhotes Wistar
fémeas que receberam inje¢des intraperitoniais de BrdU, ndo-manipulados ou

manipulados, no periodo neonatal.
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4.2. Namero de células BrdU-positivas na Area Pré-Optica Medial em filhotes
Wistar fémeas de 11 dias

Na area pré-Optica medial, uma estrutura do SNC chave para a regulagao
neuroenddcrina da reproducao, pela regulacao da liberacdo de gonadotrofinas tanto em
machos quanto em fémeas, e da regulagdo do comportamento reprodutivo como um
todo, observamos uma diferenga estatisticamente significativa (p< 0,0001) do ntimero
de células em proliferagdo (BrdU-positivas) entre os animais nao-manipulados tanto do
lado direito do encéfalo (783,40 = 41,70), quanto do lado esquerdo (771,30 + 34,64) e
os manipulados (lado direito: 337,50 + 14,97 e lado esquerdo: 331,90 + 15,11). Esta
diminui¢do corresponde a cerca de 56% em ambos os lados do encéfalo, quando
comparados os animais manipulados no periodo neonatal aos animais ndo-manipulados
no mesmo periodo (Figura 4).

Este resultado ajuda a justificar o menor nimero de neurénios observado neste
nucleo tanto aos 11 como aos 90 dias de idade nos animais manipulados, se comparados
a animais ndo-manipulados no periodo neonatal (Winkelmann-Duarte, 2004), e também
pode justificar o prejuizo ao comportamento sexual observado tanto nos machos, quanto
nas fémeas que foram manipulados no periodo neonatal (Gomes et al., 1999; Padoin et
al., 2001).

E interessante ressaltar a importancia do bom funcionamento da area pré-optica
medial para a exibicdo de um comportamento sexual normal nos machos e nas fémeas,
uma vez que esta drea possui 0s neurodnios que se projetam para a eminéncia mediana,
culminando com a liberagdo de LHRH, essencial para o pico pré-ovulatorio de LH nas
fémeas. Sendo que a diminuicdo do numero de neurdnios aos 11 e aos 90 dias nas
fémeas manipuladas, assim como a menor taxa de proliferagdo celular aos 11 dias de
idade, poderia explicar as alteracdes reprodutivas a longo-prazo que ocorrem nas fémeas

manipuladas no periodo neonatal, como a ocorréncia de ciclos estrais anovulatérios

(Gomes et al., 1999).
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Figura 7 — Numero de células BrdU positivas (média + EPM) na Area Pré-Optica
Medial em um intervalo de 8 cortes de filhotes Wistar fémeas de 11 dias de idade, ndo-

manipulados e manipulados no periodo neonatal (D=Direito e E=Esquerdo).

4.3. Numero de células BrdU-positivas no nucleo Paraventricular do

Hipotalamo em filhotes Wistar fémeas de 11 dias

No nucleo paraventricular do hipotdlamo, observamos uma diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,01), sendo que ocorre um menor niimero de células
BrdU-positivas nos animais manipulados no periodo neonatal tanto do lado direito
(137,30 + 8,28) quanto do lado esquerdo (133,90 + 11,21) do encéfalo, se comparados
aos animais ndo-manipulados (lado direito: 197,00 + 18,43 e lado esquerdo: 203,40 +
20,05) (Figura 5). Esta diferenca corresponde a cerca de 30% de redugdo do lado direito
e 34% de reducao do lado esquerdo do encéfalo.

Em trabalhos anteriores do nosso laboratorio, observou-se um menor numero de
neurénios aos 11 e aos 90 dias, em fémeas manipuladas no periodo neonatal no
componente parvocelular do ntcleo paraventricular do hipotdlamo, esta reducdo da
proliferacdo celular encontrada com o uso do BrdU poderia explicar, a0 menos em
parte, esta reducdo significativa do niimero de células neste nucleo ja aos 11 dias de
idade, logo apos o termino da manipulacdao neonatal, apesar de ter analisado o ntcleo de
uma maneira geral, sem distin¢do entre a regido parvocelular e magnocelular do ntcleo

paraventricular.
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Levando-se em consideragdo a importincia do nucleo paraventricular na
mediacdo de respostas a estressores, respostas estas que se encontram diminuidas nos
animais manipulados, pode-se associar o menor nimero de neurdnios na idade adulta,
um resultado direto da menor proliferacdo celular no periodo neonatal, a uma menor
secre¢ao de CRH por parte do PVN e, portanto, uma menor secrecdo de ACTH e
glicocorticoides. Para confirmar esta hipdtese, seria necessario verificar o conteudo de

CRH no nucleo paraventricular do hipotdlamo de animais manipulados.
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Figura 8 — Numero de células BrdU positivas (média = EPM) no nucleo
Paraventricular do Hipotdlamo em um intervalo de 8 cortes, de filhotes Wistar fémeas
de 11 dias de idade, ndo-manipulados ¢ manipulados no periodo neonatal (D= Direito e

E= Esquerdo).

4.4. Numero de células BrdU-positivas na regido CA1 da formacéo hipocampal

em filhotes Wistar fémeas de 11 dias

Na regido CAl da formagdo hipocampal dos animais manipulados no periodo
neonatal observamos um numero significativamente maior de células BrdU-positivas
(p< 0,0001), ou seja, em proliferagdo, tanto do lado direito do encéfalo (ndo-
manipulados: 112,60 £ 11,08 e manipulados: 192,40 £+ 5,98), como do lado esquerdo
(n2o manipulados: 124,10 + 4,32 e manipulados: 194,50 + 6,99) (Figura 6).
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Este resultado estd de acordo com dados prévios de nosso laboratdrio
(Winkelmann-Duarte, 2004), que demonstravam um aumento no nimero de neurdnios
nos animais manipulados nesta regido da formacao hipocampal tanto aos 11 e como aos
90 dias de idade, indicando que este tem relacdo direta com um aumento da proliferagao
celular no periodo neonatal em estudo.

O resultado indica ainda que o aumento no nimero de células da regido CAl
do hipocampo dos animais manipulados tem inicio ainda na infincia, logo apo6s o
término da manipulacdo neonatal, e que isso pode estar relacionado ao aumento do
nimero de receptores para glicocorticoides no hipocampo, demonstrado em trabalhos
prévios (Meaney et al., 1993). O hipocampo ¢ um dos principais mediadores do
mecanismo de retroalimentacdo negativa sobre o eixo HPA, também participa em
processos cognitivos e comportamentais modulados por costicosterdides. Nos animais
manipulados este mecanismo de retroalimentacdo negativa do eixo HPA ¢ mais
sensivel.

Receptores do tipo I (mineralocorticoides) e do tipo II (glicocorticoides) sao
expressos nas células piramidais dos Cornos de Ammon (CA1l, CA2 e CA3) e nas
células granulosas do giro denteado (GD). A ativacdo desses receptores medeia uma
variedade de efeitos, tais como regulacdo da arborizacdo ¢ do comprimento dos
dendritos nas células piramidais do CA e a reposi¢ao de neurdnios no GD (McEwen et
al., 2002). Os glicocorticoides podem levar os neurdnios a ficarem morfologicamente
nao-responsivos a estimulos, inibindo a arborizacdo dendritica, uma vez que suprimem
a resposta de aumento de atividade promovida pelo fator neurotrofico derivado do

encéfalo (BNDF) (Campbell & MacQueen, 2004).
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Figura 9 — Nuamero de células BrdU positivas (média + EPM) na regido CAl da
formagdo hipocampal em um intervalo de 8 cortes de filhotes Wistar fémeas de 11 dias
de idade, ndo-manipulados e manipulados no periodo neonatal (D= Direito e E=

Esquerdo).

4.5. Numero de células BrdU-positivas no Locus Coeruleus em filhotes Wistar

fémeas de 11 dias

No principal nucleo noradrenérgico do SNC, o locus coeruleus, observamos
uma diferenga estatisticamente significativa (p< 0,0005 e 0,001, do lado direito e do
lado esquerdo, respectivamente), com um menor numero de células em proliferacao,
evidenciadas pela presenca de BrdU, nos animais manipulados, tanto do lado direito
(30,60 = 17,99), quanto do lado esquerdo (32,00 + 19,48) do encéfalo, quando
comparados aos animais nao-manipulados no mesmo periodo (lado direito: 88,80 +
14,27 e lado esquerdo: 88,20 +17,64) (Figura 7). Em termos porcentuais esta redug¢do no
nimero de células em proliferacio observada nas fémeas manipuladas no periodo
neonatal ¢ de cerca de 65% do lado direito do encéfalo e de cerca de 63% do lado
esquerdo do encéfalo.

Esta diferenga significativa acaba por confirmar que o menor nimero de
neurdnios observados nos animais manipulados se comparados aos nao-manipulados,
tanto aos 11 como aos 90 dias de idade, mostrado em trabalhos anteriores do nosso

laboratorio (Lucion, et al., 2003), tem relagdo direta com uma menor proliferagdo
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celular no 11° dia de vida do animal, logo apés o término do procedimento da
manipulagdo neonatal. Um resultado que nao exclui a possibilidade de uma maior taxa
de morte celular por apoptose concomitantemente nos animais manipulados neste
mesmo periodo de vida.

Além disso, este resultado ¢ particularmente interessante se for levado em
consideracdo o fato de que o locus coeruleus ¢ um nucleo estd em franco processo de
proliferacdo, diferenciagdo e desenvolvimento celular mesmo apds o nascimento no
roedor, no periodo neonatal (Pinos et al., 2001).

Também ¢ importante considerar que o LC estd intimamente relacionado com o
pico pré-ovulatorio de LH, tendo uma grande importancia na modulagdo do eixo HPG,
o qual encontra-se alterado nas fémeas manipuladas no periodo neonatal. Sabendo-se
que lesdes neste nicleo diminuem o contetido de NA no hipotdlamo basal, bloqueiam a
liberacdo pulsatil de LH, o pico pré-ovulatério das gonadotrofinas e aumentam o
contetdo de LHRH na area pré-Optica medial (sugerindo que este ndo ¢é liberado),
podemos associar o menor nimero de neurdnios que ¢ observado nos filhotes de 11 dias
e nos animais de 90 dias, assim como a menor proliferagdo celular observada aos 11
dias de idade nos animais manipulados, com uma possivel alteragdo dos mecanismos
envolvidos nos eventos relacionados a uma ovulagdo bem sucedida, o que é observado
nas fémeas manipuladas no periodo neonatal. Assim, com um menor nimero de
neurdnios exercendo suas atividades, as vias finais estariam sendo prejudicadas,
dificultando a ovulagdo, induzindo ciclos estrais anovulatérios e a exibi¢do de um

comportamento sexual normal.
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Figura 10 — Ntmero de células BrdU positivas em um intervalo de seis cortes (média +
EPM) no Locus Coeruleus de filhotes Wistar fémeas de 11 dias de idade, nao-

manipulados e manipulados no periodo neonatal (D= Direito e E= Esquerdo).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho levou a elucidagdo de aspectos importantes relacionados
diretamente com a morfologia alterada do encéfalo de ratas Wistar fémeas manipuladas
no periodo neonatal, as quais apresentavam aos 11 e aos 90 dias de idade um menor
numero de células na area pré-6ptica medial, no nucleo paraventricular do hipotalamo e
no locus coeruleus e um maior numero de células na regido CAl da formagio
hipocampal se comparadas a fémeas ndo-manipuladas no mesmo periodo. Com o
presente trabalho foi possivel relacionar estes aspectos com a proliferacao celular que
ocorre durante o periodo da manipulagdo neonatal, nos 10 primeiros dias de vida,
esperava-se observar alteragdes na proliferacdao celular destes ntcleos, para explicar a
diferenca observada com relacdo ao numero de células entre os animais manipulados e
0s animais nao-manipulados.

Os resultados indicaram, através do uso do BrdU como marcador de proliferagao
celular, que a mesma estava de fato alterada nas fémeas manipuladas, sendo menor na
area pré-optica medial, ntcleo paraventricular e locus coeruleus e maior na regido CA1
da formagao hipocampal. Isso ndo exclui a possibilidade de estudos futuros sobre morte
celular nas regides em que se observou uma diminui¢do do ntimero de células nos
animais manipulados, observando cascatas enzimaticas relacionadas a apoptose, por
exemplo. O registro de um menor nimero de células nestas estruturas ndo extingue essa
possibilidade ocorrendo de forma concomitante a uma diminui¢do da proliferacao
celular.

A manipulagdo neonatal levou a efeitos diferenciados com relacdo a
proliferacdo celular em diferentes nicleos do encéfalo, levando a uma diminui¢do do
numero de células em proliferagdo na area pré-optica medial, um fato particularmente
interessante se considerarmos a importancia da mesma para a fun¢do reprodutiva tanto
em machos quanto em fémeas, funcdo que se encontra alterada nas fémeas adultas
manipuladas no periodo neonatal. Esta diminuicao da prolifera¢do celular constatada em

nosso trabalho estd de acordo com os prejuizos na ovulagdo das fémeas manipuladas
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(Gomes et al., 1999) e com a diminuigdo da exibigdo do comportamento sexual pelas
mesmas (Padoin et al., 2001).

A mesma diminui¢do da proliferagcdo celular foi observada no nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN), uma estrutura chave na coordenagdo de respostas
estereotipadas frente a estressores (Rivier et al., 1982). As informagdes sensoriais
relacionadas ao estimulo estressor convergem da secrecdo de hormoénio liberador de
corticotrofina (CRH) de neurdnios localizados no PVN para iniciar uma cascata de
efeitos neuroenddcrinos. O CRH estimula por sua vez a liberagdo de ACTH da hipofise
e conseqiiente liberacdo de corticosterona pelo cortex da glandula adrenal ativando
desta forma o eixo HPA, originando uma resposta cldssica e estereotipada frente ao
estresse (Herman et al., 1997; Herman et al., 2002). E interessante ressaltar que nos
animais manipulados estas respostas estereotipadas dadas frente a um estressor estdo
alteradas, sendo menores nestes animais. Portanto, a diminui¢do no numero de células
na por¢dao parvocelular deste nucleo (Winkelmann-Duarte, 2004), assim como a
diminui¢do na taxa de proliferacdo celular observada neste trabalho, estdo de acordo
com a diminui¢do na resposta frente a estressores observada nos animais manipulados
no periodo neonatal quando adultos.

Outra regiao que apresenta uma diminuicao da prolifera¢ao celular nos animais é
o locus coeruleus, o qual tem o principal grupamento de neurdnios noradrenérgicos do
SNC. Além de ser ativado por estimulos estressantes (Kaufman et al., 2000; Pacak &
Palkovits, 2001; Van Bockstaele et al., 2001), o locus coeruleus participa do controle da
secre¢ao do hormonio luteinizante (LH), sendo assim um importante modulador do eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal. Nas fémeas manipuladas no periodo neonatal tanto a
resposta frente a estimulos estressantes quanto o eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal
encontram-se alterados, suprimidos. Esta diminui¢do da proliferagdo celular observada
em nosso trabalho, portanto, estd de acordo com estas alteragdes de longo prazo
observadas no comportamento dos animais manipulados.

J& na regido CAl da formagdo hipocampal o que se observa ¢ um aumento da
proliferacdo celular, e em trabalhos anteriores do nosso laboratdrio um aumento também
no numero de neurdnios desta regido (Winkelmann-Duarte, 2004). Esta estrutura esta
diretamente relacionada a func¢des de aprendizagem e memoria, participando também da
neurocircuitaria do estresse (Roozendal et al., 2003). A diminui¢do do nimero de
receptores para glicocorticdides no hipocampo induzida pela manipulacdo neonatal,

mostra que este nucleo do sistema nervoso central pode ser afetado por estimulos
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externos que alteram o estado de homeostasia do organismo, mesmo no periodo
hiporresponsivo ao estresse (Meaney et al., 1993). Esse aumento na proliferagdo celular
e no numero de neur6nios da regido CA1l do hipocampo pode representar uma tentativa
do organismo de aumentar o numero de receptores glicocorticdides pelo aumento do
nimero de células, uma vez que a manipulagdo neonatal induz a uma diminui¢do no
numero dos mesmos. Assim, um aumento da proliferacao celular durante o periodo
neonatal seria uma tentativa de garantir um nimero de receptores para glicocorticoides
mais proximo do normal na idade adulta do animal.

E importante levar em consideragdo que os resultados do presente trabalho
tratam somente das fémeas manipuladas no periodo neonatal, que tem como principais
caracteristicas na idade adulta a hiporresponsividade ao estresse (Levine et al., 1967,
Meerlo et al., 1999, Padoin et al., 2001; Severino et al., 2004) e a ocorréncia de ciclos
estrais anovulatorios e exibi¢do de comportamento sexual diminuida (Gomes et al.,
1999; Padoin et al., 2001).

De forma geral, a principal conclusao do presente trabalho ¢ a de que a
manipulacdo neonatal, um estimulo aparentemente inofensivo aplicado durante os
primeiros 10 dias de vida do filhote, num periodo hiporresponsivo ao estresse que este
estimulo representa, leva a alteragdes de longo prazo na morfologia do encéfalo destes
filhotes, as quais sdo mantidas mesmo durante a idade adulta, mas que se iniciam
durante a infancia, nestes primeiros 10 dias de vida em que o animal recebe o estimulo
da manipulacdo. Assim, o procedimento da manipulagdo neonatal afeta de forma
permanente a morfologia do encéfalo, e uma das formas como essa alteracdo acontece ¢
através da proliferacao celular, seja aumentada ou diminuida, de acordo com a regido do

encéfalo em questdo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam, através do uso do BrdU como
marcador de proliferagdo celular, que a mesma encontra-se de fato alterada nas fémeas
manipuladas, sendo menor na area pré-optica medial, nicleo paraventricular e locus
coeruleus ¢ maior na regido CA1l da formagdo hipocampal. O registro de um menor
nimero de células nestas estruturas ndo extingue a possibilidade de morte celular
ocorrendo de forma concomitante a esta diminui¢do da proliferacdo celular observada
neste trabalho.

De maneira mais geral, a principal conclusdo deste trabalho ¢ a de que a
manipulagdo neonatal, um estimulo aparentemente inofensivo aplicado durante os
primeiros 10 dias de vida do filhote, num periodo hiporresponsivo a estimulos
estressantes, sendo o estresse representado por este estimulo, leva a alteracdes de longo
prazo na morfologia do encéfalo destes filhotes, as quais sd3o mantidas mesmo durante a
idade adulta, mas que se iniciam durante a infancia, nestes primeiros 10 dias de vida em
que o animal recebe o estimulo da manipulagdo. Assim, o procedimento da manipulag¢do
neonatal afeta de forma permanente a morfologia do encéfalo, € uma das formas como
essa alteracdo acontece ¢ através da proliferacdo celular, seja aumentada ou diminuida,

de acordo com a regido do encéfalo em questao.
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