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Resumo



Manipulacdo neonatal, ocitocina, vasopressina e comportamentos sociais em

ratos

Eventos que acontecem aos filhotes, tais como intervencbes no ambiente ou
alteracGes no comportamento maternal, durante o periodo neonatal induzem a alteragdes
neuroenddcrinas e comportamentais estaveis, percebidas ja na infancia e perduram na vida
adulta do animal. O modelo de manipulacdo dos filhotes no periodo neonatal tem sido
estudado com o objetivo de tentar compreender as alteracdes no ambiente perinatal e suas
manifestacdes, visto que muitas patologias psicoldgicas podem ser desencadeadas neste
periodo e se manifestar na vida adulta. A principal conseqiiéncia da manipulacdo neonatal
é uma reducdo da ansiedade a ambientes novos em ratos adultos. Logo apds o nascimento,
o sistema nervoso central (SNC) ainda esta em formacdo e intervengdes ocorridas no
periodo neonatal afetam alguns sistemas neurais.

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da manipulacdo durante o0s
primeiros dias de vida, em filhotes de rato e suas conseqliéncias em comportamentos
sociais e em sistemas neurais relacionados a ocitocina e vasopressina. A ocitocina, um
horménio neuro-hipofisario cujo papel na reproducéo é bem conhecido foi estudado neste
trabalho porque tem fungdes importantes no SNC, principalmente em modular
comportamentos, como sexual, social, afetivos e memoria social. A vasopressina,
conhecida por sua funcdo na manutencdo da osmolalidade, também € reconhecida por
modular agressividade, o eixo hipotalamo-hipofise-supra-renal, comportamentos sexuais,
memoria e tem sido estudada em transtornos depressivos. Este estudo comparou varios
parametros relacionados a producédo e a liberacdo de ocitocina e vasopressina entre ratos
manipulados e ndo-manipulados no periodo neonatal.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram uma reduzida interacdo social
em ratos adultos. Ainda pOde-se observar aumento da agressividade nestes animais. Esse
efeito comportamental aparentemente € dependente do sexo, pois somente foi detectado em
machos. Também foi relatado um menor ndmero de neurdnios ocitocinérgicos e um
aumento no numero dos vasopressinérgicos no hipotadlamo de ratos adultos, machos e
fémeas, que sofreram manipulacdo. Ndo foi demonstrada diferengas na liberagéo destes
hormdénios na resposta ao estresse, nem na expressdo total de ocitocina e de vasopressina

no nucleo paraventricular de ratos adultos. Entretanto, em filhotes machos e fémeas, aos 10



dias de idade, pdde-se observar que a manipulacdo aumenta a secrecdo plasmatica de
ocitocina.

Conclui-se assim, que, a manipulagdo no periodo neonatal interfere negativamente
no estabelecimento de relagdes sociais na vida adulta, podendo ter como causa uma

possivel alteracdo nos sistemas ocitocinérgico e vasopressinergico central nestes.



CAPITULO 1

EFEITOS DA MANIPULACAO NEONATAL SOBRE OS
COMPORTAMENTOS SOCIAIS EM RATOS ADULTOS



INTRODUCAO

A manipulacéo neonatal

Os primeiros dias de vida de um individuo, principalmente nos mamiferos, sdo de
crucial importancia para que haja um desenvolvimento completo e pleno de sistemas neurais.
Sabe-se que logo apds o nascimento o sistema nervoso central (SNC) estd ainda em formagao,
processo que pode durar anos em humanos e semanas em roedores (Fenoglio et al, 2006).
Eventos que interferem no ambiente do neonato podem levar a alteracdes importantes na
formag¢ao normal do SNC.

Muitas patologias que se manifestam na vida adulta podem ser desencadeadas na
infancia, por eventos considerados traumadticos e estressantes. Por exemplo, o abuso ¢ a
negligéncia a prole podem desestabilizar a fisiologia normal do organismo naquele periodo,
podendo induzir a transtornos depressivos ou mesmo doengas cardiovasculares (Kaffman &
Meaney, 2007; Swain et al, 2007).

Durante o desenvolvimento sao necessarios niveis adequados de glicocorticoides para
a matura¢do normal do animal. Em ratos, durante o periodo neonatal até aproximadamente o
14° dia de vida os niveis de glicocorticdides permanecem baixos, e o filhote apresenta o eixo
hipotadlamo-hipofise-supra-renal (HPA) imaturo, incapaz de responder adequadamente aos
estimulos estressantes. A mae participa na regulagdo dos sistemas fisiologicos da prole, entre
eles o da manuteng¢do dos niveis de hormonio do crescimento (GH), freqiiéncia cardiaca, ciclos
de vigilia, etc. Aparentemente a presenca da mae € necessaria para que o eixo HPA mantenha-
se suprimido durante os primeiros dias de vida, pois animais que ficam em separagdo
prolongada da mae respondem com ativacdo deste eixo, apresentando liberacdo de
corticosterona (para revisdo, Levine, 2001). A atividade do eixo HPA na vida adulta ¢
determinada durante o periodo neonatal, incluindo o cuidado maternal (Meaney et al, 2007).

Ha varias décadas vém sendo estudados os efeitos da manipulagdo neonatal sobre
comportamentos de ratos adultos. Ratos manipulados do primeiro ao 20° dia de vida e
submetidos ao teste do campo aberto quando adultos, apresentam um aumento da locomogao
neste teste. Ainda, apresentam uma redugdo significativa dos niveis plasmaticos de
corticosterona comparados aos animais que ndo sofreram manipulacao (Levine et al, 1967). A

menor reatividade ao estresse parece ocorrer desde o periodo do desmame, pois ratos com 21



dias submetidos a manipulagdo do 1° ao 21° dia de nascimento, apresentam niveis reduzidos
de corticosterona plasmatica ap6s choque elétrico em relagdo a animais ndo manipulados
submetidos ao mesmo tipo de estresse (Ader et al, 1968). Os niveis de hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) também s3o mais altos em ratos nao-manipulados apos alguns
tipos de estresse (Meaney et al, 1993).

Somando-se a estes resultados, foi demonstrado que os animais manipulados, quando
adultos apresentam medo diminuido em exposicdo a ambientes novos (Caldji et al, 2000).
Ratos, machos e fémeas, manipulados do primeiro ao décimo dia e submetidos quando adultos
ao campo aberto com predador (gato) apresentam comportamentos indicativos de menor
ansiedade em ambientes aversivos. O indice de locomocdo se manteve significativamente
maior em relacdo aos ratos ndo-manipulados tanto antes, durante e apos a presenca do
predador na arena. Os ratos manipulados ainda apresentaram maior tempo na area do gato
(Padoin et al, 2001).

A menor amplitude da secrecdo de corticosterona em resposta ao estresse em ratos
manipulados pode ser devido a maior sensibilidade do feedback negativo do eixo HPA, pois
foi demonstrado uma maior densidade de receptores para glicocorticdides no hipocampo destes
animais. Sendo que o hipocampo, além do hipotdlamo ¢ uma importante regido inibidora da
sintese do hormdnio liberador da corticotrofina (CRH) e da atividade do eixo HPA (Meaney et
al, 1993).

Foram observadas alteragdes importantes em neurotransmissores, que também sofrem
influéncia de variacdes no ambiente neonatal. Ratos manipulados apresentaram alteracdes nos
niveis de dopamina e serotonina (SHT). Em diferentes areas do SNC, houve aumento dos
niveis de SHT no hipocampo e aumento do metabolismo da dopamina no hipotdlamo. Estas
alteragdes foram observadas em ratos pré-puberes e na idade adulta, tanto nos niveis basais
como induzidos por estresse (Papaioannou et al, 2002a).

Ratas manipuladas quando adultas apresentam ciclos estrais anovulatérios (Gomes et
al, 1999) e uma diminuicdo da concentragdo plasmatica de estradiol durante o proestro, bem
como auséncia do pico de LH, apesar de apresentarem ciclos estrais completos, compostos por
quatro fases (Gomes et al, 2005).

Sugere-se que a manipulagdo neonatal dos filhotes possa induzir alteracdes no
comportamento maternal, sendo um importante mediador,causando desta forma, as mudangas
neuroenddcrinas e comportamentais observadas na vida adulta do individuo. Desde que a
manipulagdo neonatal induz a mudangas fisioldgicas no filhote e ainda altera o comportamento

da mae, ndo estd claro ainda qual dos dois fatores se a manipulacdo ou o comportamento



maternal s3o os responsaveis pelas alteracdes relatadas. A hipdtese mais provavel € a de que se
devam ao comportamento maternal, pois quando o aumento do comportamento maternal ¢
bloqueado apds a manipulacdo, ndo ocorre o efeito da manipulagdo no comportamento
exploratorio (Kaffman & Meaney, 2007).

Os filhotes de mamiferos nascem quase que completamente dependentes do
comportamento parental, principalmente do comportamento maternal, que visa nutrir, aquecer
e prover contato fisico para a maturacdo completa dos filhotes até que eles possam sobreviver
sozinhos. Em ratos, o ambiente logo apds o nascimento ¢ composto da mae e dos irmdos. A
mae constréi um ninho onde mantém os filhotes aquecidos e durante os primeiros dias pos-
parto ela raramente afasta-se deste ninho (Numan, 1988, Swain et al, 2007). O comportamento
da mae durante o periodo pos-parto ¢ adaptado para os cuidados do recém nascido. Em maior
grau, ocorrem comportamentos como a hipervigilancia, e obsessividade que pode melhorar e
garantir a saude e sobrevivéncia do recém nascido. As ligagdes sociais que se formam neste
periodo ativam sistemas neurais que fazem com que a mae naquele momento focalize no bem-
estar do recém nascido. Alteragdes nesta relagao, por exemplo, ruptura da ligagdo mae-filhote,
como a separagdo, podem induzir ao comportamento parental perturbado, como abuso ou
negligéncia (Swain et al, 2007). Em roedores, os filhotes podem perceber a auséncia
prolongada da mae e realizar respostas adaptativas como vocalizac¢des ¢ liberagdo de ACTH e
corticosterona visando mobilizar os suprimentos de glicose para o cérebro na possivel falta de
alimentagdo aquele periodo (Kaffman & Meaney, 2007).

Em ratos, ap6s uma interferéncia, ocorre uma alteragdo do comportamento maternal
para com os filhotes. Por exemplo, maes cujos filhotes sdo submetidos a manipulagdo
aumentam a duracdo do comportamento de amamentacao com o dorso arqueado (Pryce et al,
2004). Apds a manipulacdo, a mae também aumenta a quantidade de estimulos para com os
filhotes (para revisdo, Fenoglio et al, 2006 b). Além disso, a separagdo dos filhotes por um
longo periodo induziu ao aumento do comportamento de lamber (Pryce et al, 2004). Sendo
assim, a manipulacdo ou estimulagdo neonatal pode ser considerada um indutor do
comportamento maternal.

Desta forma, alteracdes no comportamento maternal podem induzir modificagdes
epigenéticas nos filhotes. A estimulacdo tactil oriunda da mae durante a primeira semana de
vida parece ter uma importante fungdo em estabelecer fendtipos estaveis no comportamento da
ninhada (Kaffman & Meaney, 2007). Maes que naturalmente possuem maior cuidado maternal
com a prole induziram nos filhotes varias alteracdes neuroendocrinas na vida adulta. Os

filhotes de maes com alta freqiiéncia de lamber os filhotes mostraram menor desinibi¢do no



campo aberto (Uriarte et al, 2007), maior densidade de receptores para benzodiazepinicos no
nucleo central e lateral da amigdala, e no locus coeruleus (LC), bem como aumento de
receptores beta adrenérgicos no LC em comparagdo com filhotes cujas maes apresentavam um
indice de comportamento maternal significativamente menor (Caldji et al, 1998). Também foi
relatado um aumento na metilagdo do gene para receptor de glicocorticoide no hipocampo, que
¢ um dos componentes que controlam a expressdo génica do receptor para glicocorticoides.
Estes resultados demonstraram que variacdes no ambiente do recém nascido na primeira
semana de vida podem induzir alteragcdes em niveis gendmicos (Weaver et al, 2004). Ainda foi
relatado um aumento na sinaptogénese hipocampal em ratos criados por maes com alta
freqiiéncia do comportamento de lamber (Liu et al, 2000).

Foi reportado um prejuizo da fungdo reprodutiva nestes animais. Ratas adultas
apresentaram menor intensidade de lordose e uma redug¢do significativa no nimero de oocitos
liberados quando criadas por maes com maior freqliéncia do comportamento de lamber
(Uriarte et al, 2007).

O estresse pode ser definido como uma ameaga em potencial que pode ser originado de
fora do organismo e que desencadeia uma cascata de reacdes que induzem a respostas rapidas
e adaptativas, como a secre¢do de glicocorticoides e catecolaminas, mas também mudangas na
expressao génica (para revisao, Fenoglio et al, 2006a).

O estudo dos estimulos que s3o estressantes na infancia e suas conseqiliéncias ¢ de
extrema importancia, visto que aproximadamente 50% das criangas sofrem algum tipo de
estresse, como negligéncia ou abuso. Tais eventos atingem a saude do sistema nervoso central,
podendo prejudicar elementos cognitivos e emocionais ¢ tem efeitos duradouros,

manifestando-se principalmente durante a vida adulta do individuo (Fenoglio et al, 2006 a).

Sistema Olfatério

Os animais com grande capacidade olfativa geralmente se utilizam de sinais olfatérios
para a discriminag@o entre ameaga ou perigo, familiares ou ndo familiares e para discernir os
alimentos. Em condi¢des naturais, os ratos utilizam o comportamento de cheirar como padrio
de comportamento exploratorio (Kepecs et al, 2006). Em presas, como roedores, os sinais
olfatérios, bem como auditivos, dos predadores possibilitam a deteccao destes (para revisao,
Apfelbach et al, 2005). Os estimulos olfatérios sdo moléculas que ligam-se a receptores
especificos no epitélio nasal. Durante a respiragdo passiva, o fluxo de ar, contendo moléculas

odoriferas ¢ levado até o epitélio nasal e as moléculas ligam-se de maneiras diferentes aos



receptores localizados na mucosa nasal. Durante o cheirar ativo, que ocorre quando os
roedores exploram ambientes novos ou estdo em comportamentos de aprendizado olfatério, o
fluxo de ar se altera dramaticamente. Neuronios sensoriais projetam para os glomérulos do
bulbo olfatério, ativando diferentes regides deste (para revisdo, Johnson & Leon, 2007). Nos
mamiferos o sistema olfatério tem a capacidade de discriminar milhares de estimulos
quimicos diferentes. Os estimulos se dividem em dois grupos: substancias quimicas nao-
volateis presentes nos liquidos, os feromonios, e uma grande variedade de substancias
quimicas volateis presentes no ar. Esses estimulos sdo percebidos por dois sistemas olfatorios
diferentes, o acessorio e o principal (Holy, 2003, Keverne, 2004, Sanchez-Andrade et al,

2005).

Memodria social

Os comportamentos sociais requerem dois ou mais individuos e que os animais neste
contexto tenham o instinto e a motivagdo para permanecerem proximos. Os comportamentos
sociais podem ser considerados positivos, que incluem os afiliativos onde ocorrem beneficios
mutuos ou 0s comportamentos sociais negativos, onde se encaixa o comportamento agressivo.
As ligacdes sociais podem se formar entre pais e filhotes, entre dois adultos ou entre outros
membros do grupo e possuem vdrias vantagens, entre elas a de garantir a sobrevivéncia da
espécie e a de defesa contra a predagdo (Carter & Keverne, 2002).

Entre os mamiferos, existem espécies que vivem em diversos graus de sociabilidade,
desde solitarios até altamente sociais, como chimpanzés e humanos. Devido a caracteristica
humana de pertencerem ao grupo de alta sociabilidade, parece importante estudar os
mecanismos associados aos relacionamentos sociais (Choleris et al, 2004).

O reconhecimento social (também conhecido como memoria social) em que animais
identificam e reconhecem individuos da mesma espécie ¢ um pré-requisito para varios tipos de
comportamentos sociais, porque permite o estabelecimento de ligacdes sociais e de
hierarquias dentro de um grupo (Choleris et al, 2004). A formacdo de pares sociais e 0s
comportamentos reprodutivos, também dependem da capacidade de reconhecer individuos
familiares e ndo familiares, dentro da mesma espécie (para revisao, Ferguson et al, 2002).

O reconhecimento social nos roedores apresenta-se como um comportamento que
utiliza o instinto natural dos roedores em investigar individuos novos, e avalia o aprendizado e

a memoria nos animais. Nestes animais, além da memoria social de longo prazo, eles também



apresentam memoria social de curto prazo, onde reconhecem animais apresentados por um
breve periodo de tempo (Ferguson et al, 2002). Os comportamentos de cheirar o corpo ¢ a
regido anogenital bem como perseguir o novo individuo sdo considerados comportamentos de
investigacdo social (Bielsky & Young, 2004). Existem varios modelos experimentais
utilizados para se testar a memoria social, no modelo habituagdo-desabituagdo apresenta-se
repetidamente o animal estimulo, que pode ser um juvenil pré-pubere, e a diminui¢ao do
tempo de investigagao representa que houve um reconhecimento (Bielsky & Young, 2004).

O sistema olfatorio principal e o sistema olfatorio acessorio sdo ativados durante os
encontros sociais nos ratos. Os comportamentos apresentados durante esse teste, o cheirar o
corpo e também perseguir o animal estimulo, indicam que ndao somente sinais olfatorios
volateis sdo utilizados para a discriminagdo, bem como sinais feromonais, ndo volateis
(Ferguson et al, 2002). O comportamento de investigacdo olfatdria inclui o cheirar ativo e
pode ser acompanhado de mordiscar e lamber (Kepecs et al, 2005).

Os mecanismos neurotransmissores envolvidos na memoria social incluem a ocitocina
e a vasopressina. Estes neuropeptideos quando liberados em determinadas regides do SNC sao
cruciais para que haja o reconhecimento social. O estrogénio também regula a acdo da
ocitocina na memoria social em ratas fémeas (Choleris et al, 2004). A ocitocina também ¢
liberada em varias regides do SNC durante interagdes sociais ¢ sexuais (Carter & Keverne,

2002).

Interacéo social

Quando dois ratos adultos sdo colocados juntos eles engajam-se em interagdes
sociais, que incluem varios comportamentos, entre eles cheirar, perseguir, morder e algumas
vezes apresentam comportamentos agressivos, tais como morder, chutar e boxear ou mesmo
podem apresentar comportamento de montar (File & Hyde, 1978). Em ratos, os
comportamentos sociais incluem cheirar o corpo e regido genital, o lutar de brincadeira (play
fighting behavior), que inclui o comportamento de boxear, empurrando e afastando o parceiro.
Este comportamento inicia-se na fase pds-desmame em ratos e parece ser importante para o
desenvolvimento social e cognitivo (Homberg et al, 2007). Rastejar sobre ou sob o parceiro e
permanecer deitado com o corpo encostado também sdo componentes do comportamento

social (Patin et al, 2005).



O estudo dos comportamentos de interacdo social parece ser importante para
estabelecer se ha nestes animais inadequagdes de comportamentos. Alteracdes nestes
parametros podem ser indicativas de transtornos psiquiatricos. Postula-se que o
desenvolvimento anormal do sistema nervoso durante o periodo de formagdo deste possa ter
um papel no desenvolvimento de transtornos, como a esquizofrenia (Lee et al, 2007). Ao
testarem-se interagdes sociais em ambientes novos, alguns comportamentos apresentados
podem também ser indicativos de ansiedade (Patin et al, 2005).

Em humanos, as interagdes sociais sdo importantes para o desenvolvimento normal e
esse tipo de interacdo parece ocorrer principalmente na adolescéncia, da mesma forma, em
ratos este parece ser o periodo onde estas interagdes ocorrem em maior freqii€ncia. Além
disso, as interagdes sociais nos ratos sdo sensiveis a fatores ambientais (Varlinskaya & Spear,
2008).

Dados experimentais sugerem que as diferentes formas de interagdes sociais podem ser
mediadas por sistemas neurais distintos e que o status atual, de isolamento ou ndo e a
familiaridade ou nao do ambiente em que foi feito o teste podem interferir nos
comportamentos sociais (Varlinskaya & Spear, 2008). Em fémeas, assim como ocorre com a
receptividade sexual, as fases do ciclo podem alterar a duragdo dos comportamentos sociais,
ratas em proestro apresentaram mais tempo interagindo socialmente (Frye & Rhodes, 2008).

Alguns sistemas como o sistema serotonérgico e ocitocinérgico estdo envolvidos em
interagdes sociais, podendo ser mediada pelos receptores para ocitocina e serotonina (SHT1A)
(Thompson et al, 2007). Camundongos knockout para SHT apresentam comportamento social
reduzido (Homberg et al, 2007). Durante as interagdes sociais percebidas como positivas, a

OT pode ser liberada (para revisdao, Uvnas-Moberg, 1998).



JUSTIFICATIVA

Os comportamentos sociais sdo fundamentais para a sobrevivéncia de mamiferos que
vivem em sociedade. Apds o nascimento, os mamiferos dependem da mae e de um ambiente
propicio para que haja um desenvolvimento normal. O estresse sofrido na infancia mostrou ser
extremamente danoso para o SNC em humanos e animais experimentais, podendo afetar
habilidades, entre elas, relacionadas a memoria e sociabilidade. Considerando que durante o
desenvolvimento do animal, os eventos que acontecem podem afetar sistemas neurais e
comportamentos, durante a infincia e futuramente, estudar as variagcdes no ambiente do recém
nascido e sua relagdo com comportamentos sociais na vida adulta parece ser importante visto
que alguns tipos de estresse na infiancia podem ser determinantes de diversas patologias
psicoldgicas ou ndo. As principais conseqiiéncias nas variagdes do ambiente perinatal podem
ser observadas na migra¢do neuronal e nos niveis ou liberagdo de neuropeptideos, induzindo a

desequilibrios nas relagdes sociais, como ja esta estabelecido em diversos estudos.

OBJETIVO GERAL

Esta tese propde-se a analisar o papel da manipulagdo neonatal no estabelecimento das
relacdes sociais na vida adulta, como o reconhecimento de individuos bem como nas
interagdes sociais entre os animais. Além disso, avaliar o possivel efeito da manipulacio
neonatal na producdo e na liberagdo de neuropeptideos reconhecidamente envolvidos na

modulagdo de comportamentos sociais.

Objetivo

O objetivo deste estudo ¢ determinar o impacto da manipulacdo neonatal sobre os
comportamentos sociais em ratos adultos. Os objetivos especificos sao:

Estudar (1) a memoria social em ratos adultos manipulados e ndo-manipulados durante

o periodo neonatal e (2) a interagdo social nestes animais.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, prenhas, provenientes do biotério central da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As ratas foram colocadas em caixas forradas com
maravalha e com agua e comida ad libitum. Durante o periodo de gestagdo, a data do parto foi
verificada diariamente e as caixas foram limpas de acordo com a rotina do biotério. No dia do

nascimento dos filhotes, considerado dia 0, os animais ndo foram perturbados.

Manipulacéo neonatal

No dia seguinte ao parto (dia 1), as prenhas com sua ninhada foram inseridas em um
dos seguintes grupos e adotaram-se os procedimentos descritos a seguir:

Grupo ndo-manipulado: no dia 1, os filhotes excedentes a 8 foram retirados do ninho
de modo que o experimentador ndo tocasse nos outros filhotes que permaneceriam com a mae.
A partir deste momento, as ninhadas do grupo ndo-manipulado ndo sofreram nenhum tipo de
intervengdo por parte do experimentador até completar 10 dias de idade.

Grupo manipulado: a partir do dia 1, os filhotes foram submetidos & manipulagdo por 1
minuto por dia, até completarem 10 dias de idade. A manipulagdo consistia em levar a caixa
residéncia até a sala anexa do biotério, retirando-se a mae da caixa e colocando-a em uma
caixa ao lado e em seguida, segurar os filhotes todos juntos, retirando-os do ninho e
manipulando-os suavemente pelo periodo de 1 minuto. Apos este procedimento a mae foi
recolocada junto aos filhotes e a caixa devolvida ao biotério.

A partir do 11° dia, houve a restauragdo do processo de limpeza das caixas e no 21°
dia, os filhotes foram desmamados e separados por sexo, em grupos de 3 a 4 animais. Os ratos
machos foram utilizados para experimentos na idade adulta a partir do 90° dia de idade.

Todas as ratas adultas utilizadas foram submetidas a verificagao diaria do ciclo estral
diariamente a partir do 70° dia e utilizadas apds pelo menos 2 ciclos estrais regulares de 4

fases.
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Experimento 1 -Memodria social

Avaliar o comportamento de memoria social em ratos adultos submetidos a manipulagao

neonatal

Animais

Os ratos machos foram divididos em 4 grupos: ratos adultos manipulados e ndo-
manipulados sem experiéncia sexual, e ratos adultos, manipulados e ndo-manipulados com
experiéncia sexual. As fémeas, manipuladas e ndo-manipuladas, foram utilizadas apos no

minimo 2 ciclos estrais consecutivos regulares, em diestro II.

Experiéncia sexual

A experiéncia sexual foi obtida expondo dois machos a uma fémea previamente
ovariectomizada, tratada com estradiol mais progesterona a fim de tornar-se receptiva
sexualmente (Estradiol e estradiol e progesterona 48 horas depois, de acordo com protocolo
estabelecido em nosso laboratério). Os mesmos ratos foram utilizados, sem experiéncia
sexual e com experiéncia sexual. Apds o primeiro teste (grupos sem experiéncia sexual) os
ratos foram entdo expostos as fémeas receptivas por aproximadamente 24hs, para adquirirem

experiéncia e entdo serem novamente testados (grupos com experiéncia sexual).

Teste

Foi utilizado o protocolo habituagdao-desabituacao, adaptado de Winslow & Camacho
(1995) para testar a memoria social em ratos adultos. Aos 90 dias de idade,
aproximadamente, os ratos foram colocados em caixas de acrilico transparentes, isolados,
com agua e comida ad libitum, por no minimo 7 dias. Apds este periodo, o teste foi
realizado. As fémeas permaneceram na caixa de acrilico por pelo menos um ciclo completo,
e foram testadas no diestro II. O teste foi feito durante o periodo de atividade dos animais, a
partir das 18 hs, com as luzes apagadas e utilizando-se uma ldmpada vermelha. O
procedimento ocorreu em uma sala isolada com temperatura controlada e apds os animais,

em suas caixas, serem levados a este local, houve um periodo de ambientagao de no minimo
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20 minutos. Um rato juvenil macho, 21-30 dias de idade (Juvenil 1) é apresentado ao adulto
por 4 sessdes sucessivas de 2 minutos intercalados por 18 minutos de intervalo, o juvenil
permanecendo em outra sala, durante o intervalo. Apos as 4 sessdes, um novo juvenil (Juv.
2) ¢ apresentado ao adulto por 2 minutos. O teste consistiu em 5 sessdes, 4 deles (S1, S2, S3

e S4) com o juvenil 1 e durante a Gltima sessdo (S5) foi apresentado o juvenil 2, para a

desabituacao.
INTERVALO
18 MIN
v
Juv 2
Juv 1 Juv 1 Juv 1 Juv 1l (Novo)

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo de memodria social, utilizando-se o
paradigma de habituagdo-desabituagdo. Habituagdo com o juvenil 1 e desabituacdo com o

juvenil 2. Juv 1, juvenil 1; juv 2, juvenil novo.

Parametros comportamentais avaliados

A freqiiéncia e a duracdo dos comportamentos foram analisados através de gravacao
em video e os parametros comportamentais mensurados com o auxilio do programa The
Observer (Noldus).

Cheirar o juvenil: comportamento de cheirar ativamente o corpo do juvenil, incluindo a
regido genital, cauda e cabeca, estando o rato residente com o focinho em dire¢cdo, muito
préximo do corpo do juvenil estimulo. Perseguir o juvenil, comportamento de seguir de perto

o juvenil enquanto ele se movimenta.
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Experimento 2- Interacédo social

Avaliar se a manipula¢do durante o periodo neonatal altera o comportamento de

interagdo social em ratos adultos.

Animais

Os ratos machos foram divididos em 2 grupos: ratos adultos manipulados e nao-
manipulados As fémeas foram utilizadas apdés no minimo 3 ciclos estrais consecutivos

regulares, em diestro II.

Teste

Ratos adultos foram submetidos ao teste de interagdo social, em uma arena especifica,
de acordo com Patin et al (2005). A arena de interagdo social consistiu em 3 caixas de acrilico
(figura 2) (40x 45x 40cm) caixa A, B, com portas, e caixa neutra, estando ligadas por um
corredor. Dois animais do mesmo grupo (ndo-manipulado x nado-manipulado ou manipulado x
manipulado) foram isolados 24 hs antes do teste em seu territorio (caixas A e B), no biotério.

O teste ocorreu durante o periodo escuro, com iluminacao auxiliar. Na noite do teste,
os animais foram levados para uma sala separada, aguardou-se o tempo de ambientagdo de 20
min e o inicio do teste foi estabelecido quando abria-se as portas das caixas A e B, permitindo-
se aos animais explorarem toda a arena, incluindo a caixa neutra. Os animais foram filmados

durante 15 minutos.

Figura 2. Arena do teste de interacdo social.

Parametros comportamentais avaliados
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A freqiiéncia e duragdo dos comportamentos foram analisadas através das gravagdes

em video e com o auxilio do programa The Observer (Noldus). Para cada par de ratos testado,
os seguintes comportamentos sociais foram avaliados: laténcia da interacdo social (cheirar),
duragdo e freqiiéncia do tempo de interag@o social entre os dois animais (cheirar, investigar),
freqliéncia e duragdo dos ataques e o tempo em que os animais estavam em caixas diferentes
(territorios diferentes). Avaliou-se, para os machos 10 pares de ratos ndo-manipulados, 9 de
ratos manipulados e para as fémeas, 10 pares de ndo-manipuladas e 7 pares de manipuladas,

sempre em diestro II.

Analise estatistica

Para o teste de memoria social, foi obtida uma média (+ EPM) da freqiiéncia e da
duracdo do comportamento de cheirar os juvenis, que foi analisada por ANOVA de uma via,
utilizando-se tempo como medida repetida. Posteriormente, cada grupo foi analisado
separadamente por ANOVA de uma via. Para analise pos-hoc foi utilizado o teste Newman-

Keuls. O nivel de significancia aceito foi p< 0,05.
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Para a andlise estatistica do teste de interagdo social, a duragdo, freqiiéncia e laténcia
de cada parametro comportamental foram expressas como média (= EPM) e analisadas pelo

teste t de student. O nivel de significancia foi aceito caso p< 0,05.
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RESULTADOS

Memoria social

As figuras 3, 4 e 5 demonstram a duragdo, em segundos (s), do comportamento de
cheirar os juvenis durante o teste de memoria social.

O comportamento apresentado pelos ratos machos nao-manipulados e manipulados,
sem experiéncia sexual (figura 3) no paradigma habituacdo-desabituacdo foi estatisticamente
diferente entre os grupos [F(1,24)=6,603, p=0,01], onde os ratos machos manipulados
mostraram uma redu¢do da duragdo de cheirar os juvenis. A ANOVA de uma via para
medidas repetidas mostrou também efeito tempo [F(4, 96)=8,91, p<0,001].

Para os ratos com experiéncia sexual a ANOVA também mostrou efeito grupo [F(1,
23)=17,45, p<0,01] e tempo [F(4, 92)=14,84, p<0,001] (figura 4).

Cada grupo foi analisado separadamente por ANOVA. Os ratos machos sem
experiéncia sexual ndo-manipulados ndo apresentaram habituagdo-desabitua¢do. Os animais
manipulados sem experiéncia sexual apresentam uma clara habituacao-desabituacdo [F(4,
60)=2,991, p<0,02], indicada pela reducdo significativa do comportamento de cheirar durante
as sessoes 1 a 4, e um aumento na sessao 5 em comparacao com a 4 (desabituagao).

Nos ratos com experiéncia sexual a ANOVA detectou habituacdo e desabituagdo tanto
no grupo nao-manipulado [F(4, 55)=3,81, p<0,01].como no grupo manipulado [F(4, 60)=2,45
p=0,05].

A ANOVA de uma via, com medidas repetidas demonstrou que as fémeas (figura 5)
apresentaram um efeito significativo tempo [F(4, 84)=26,96, p<0,001] entretanto ndo houve
efeito grupo [F(1, 21) =2,72; p=0,11], nem interagdo [F(4, 84) =1,41 ]. A ANOVA, para cada
grupo, separadamente, indicou que foi observada habituagdo e desabituacdo nas fémeas nao-

manipuladas [F(4, 60)=7,18, p<0,001] e nas manipuladas [F(4, 45)=5,37 p<0,01].
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Interacdo social

Laténcia da primeira interagao social

Durante o teste de 15 minutos, a laténcia, em segundos (s), da primeira interagao social
(cheirar) ndo apresentou diferengas entre os grupos, tanto em machos [t (18)=0,65, p=0, 93]

(figura 6A) quanto em fémeas [t (15)=1,5, p=0, 15] (figura 6B)

Duragdo e freqiiéncia do comportamento de cheirar

A figura 7A representa a duragdo do comportamento de cheirar em machos. O teste t
mostrou que os pares de machos manipulados possuem uma menor duragdo do
comportamento de cheirar do que os machos nao-manipulados [t (18)=3,46, p=0,03], apesar
de apresentarem uma tendéncia na freqiiéncia [t (20)=1,77, p=0, 091]. Entretanto nas fémeas
(figura 7B) a andlise estatistica ndo mostrou diferengas entre o grupo manipulado e nao-
manipulado, na duragdo [(t15)=0,10, p=0,92] ¢ nem na freqliéncia deste comportamento [(t

15)=1,5, p=0, 15].

Freqiiéncia e durag@o dos ataques

O teste t demonstrou um aumento na freqiiéncia [(t13)=2,11 p=0,05], mas nao detectou
diferengas na duracao [(t18)=0,41, p=0,68] dos ataques entre os pares de machos manipulados
e ndo-manipulados (Fig. 8A) testados durante o teste. Nas fémeas (Fig. 8B), a freqiiéncia
[(t14)=0,31, p=0,75] e a duracdo deste comportamento também nao apresentaram diferencas

entre oS grupos.

Territorios diferentes

Os pares de ratas manipuladas apresentaram uma diminuicao do tempo despendido em
territorio diferente [(t13)=2,209, p=0,004], indicando que as fémeas manipuladas permanecem
menor tempo em comportamento ndo social (fig. 9 A). Os pares de machos ndo apresentaram

diferencas neste parametro (fig. 9 B).
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Memoria Social
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Figura 3. Memoria social. Duragdo do comportamento de cheirar, em segundos (s), em ratos
nao-manipulados (NM) e manipulados (M) no periodo neonatal, adultos, sem experiéncia
sexual, sendo o mesmo juvenil apresentado por quatro sessdes de 2 min intercaladas por 18
minutos (S1-S4); seguido por uma sessdo com um juvenil diferente (S5). Os dados sdo
expressos como média (EPM) da duracdo do comportamento de cheirar os juvenis e
analisados por ANOVA de uma via, utilizando-se sessdo como medidas repetidas. *p<0,05

comparando-se ao grupo nao-manipulado. n=12-13 para cada grupo.
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Figura 4. Memoria social. Duragdo do comportamento de cheirar, em segundos (s) em ratos
ndo-manipulados (NM) e manipulados (M) no periodo neonatal, adultos, com experiéncia
sexual, sendo o mesmo juvenil apresentado por quatro sessdes de 2 min intercaladas por 18
minutos (S1-S4); seguido por uma sessdo com um juvenil diferente (S5). Os dados sdo
expressos como média (tEPM) da duracdo do comportamento de cheirar os juvenis e
analisados por ANOVA de uma via, utilizando-se sessdo como medidas repetidas. *p<0,05

comparando-se ao grupo nao-manipulado. n=12-13 para cada grupo.
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Figura 5. Memoria social. Duracdo do comportamento de cheirar, em segundos (s), em ratas
nao-manipuladas (NM) e manipuladas (M) no periodo neonatal, adultas, em diestro, sendo o
mesmo juvenil apresentado por quatro sessdes de 2 min intercaladas por 18 minutos (S1-S4);
seguido por uma sessdo com um juvenil diferente (S5). Os dados s@o expressos como média
(£EPM) da duragdo do comportamento de cheirar os juvenis e analisados por ANOVA de uma
via, utilizando-se sessdo como medidas repetidas. a-b, p<0,05 comparando-se as sessoes.

n=12-13 para cada grupo.
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Interacao social
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Figura 6. Interagdo social. Laténcia, em segundos(s), do comportamento de cheirar em ratos
adultos machos (A) e fémeas (B) ndo-manipulados (NM) e manipulados (M) no periodo
neonatal, adultas, no teste de intera¢do social. Os dados sdo expressos como média (tEPM) da
laténcia do comportamento de cheirar e analisados pelo teste t de Student. *p<0,05

comparando-se ao grupo ndo-manipulado. n=7-11 em cada grupo.
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Figura 7. Interacdo social. Dura¢do do comportamento de cheirar, em segundos (s), em ratos
adultos machos (A) e fémeas (B), ndo-manipulados (NM) e manipulados (M) no periodo
neonatal, no teste de interagdo social. Os dados sdo expressos como média (tEPM) da duragdo
do comportamento de cheirar e analisados pelo teste t de Student. *p<0,05 comparando-se ao

grupo nao-manipulado. n=7-11 em cada grupo.
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Figura 8. Interacdo social. Freqiiéncia do comportamento de atacar em ratos adultos, machos
(A), e fémeas (B), ndo-manipulados (NM) e manipulados (M) no periodo neonatal, no teste
de interacdo social. Os dados sdo expressos como média (fEPM) da duracdo do
comportamento de lutar e analisados por teste t de Student. *p=0,05 comparando-se ao grupo

ndo-manipulado. n=7-11 em cada grupo.
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Figura 9. Interacdo social. Duragdo, em segundos (s), em que os ratos permanecem em
territorios diferentes. A) machos; B) fémeas, ndo manipulados (NM) e manipulados (M) no
periodo neonatal. Os dados sdo expressos como média (fEPM) da freqiiéncia do

comportamento de lutar e analisados pelo teste t de Student. *p<0,05 comparando-se ao grupo

nao-manipulado.
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DISCUSSAO

Os comportamentos sociais na vida adulta sdo muito afetados por alteragdes que
ocorrem durante a formagao do sistema nervoso central, como por exemplo, durante o periodo
pré-natal ou pos-natal. Ha varios tipos de estresse que podem ser aplicados nos filhotes e
observadas as conseqiiéncias na vida adulta, estresses por separagdo longa, por manipulacdes
breves, por alteragcdo das condi¢des do ninho. Estas interferéncias apresentam um impacto em
comportamentos e alteracdes em sistemas neurais na vida adulta (Brunson et al, 2005,
Fenoglio et al, 2006, Papaioannou et al, 2002b, Kosten et al, 2007).

Eventos que estressam a rata parturiente (estresse pré-natal) levaram a mudancas nas
interagdes sociais dos animais na vida adulta, os machos apresentaram reducdo no
comportamento de cheirar e um aumento na agressividade (Patin et al, 2005). Outro estudo
também avaliou comportamentos sociais de machos cujas maes foram estressadas durante a
gravidez, e apontou comportamentos sociais diminuidos (Lee et al, 2007). Nossos resultados
mostraram que a manipulacdo neonatal também induz a alteracdes nos comportamentos
sociais. A manipulacdo neonatal durante os dez primeiros dias de vida reduziu o tempo de
investigagdo social, representados pelo comportamento de cheirar, em ratos machos nos testes
de memoria social e no teste de interagao social.

Virios estudos tém sido feitos analisando os comportamentos em ratos que foram
submetidos a alteracdes no ambiente durante o periodo neonatal. Estd bem estabelecido que
ratos manipulados apresentam menor ansiedade em ambientes novos, como o teste em
labirinto e campo-aberto, além de apresentarem um prejuizo no comportamento sexual
(Meerlo et al, 1999, Padoin et al, 2001).

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar o efeito da manipulacdo, entretanto nossos
resultados foram distintos entre os sexos, pois nos testes obtidos os machos manipulados
apresentaram redugdes na interagdo social € aumento no comportamento agressivo, enquanto
nas fémeas manipuladas ndo se observaram diferengas. Avaliacdo de ratos adultos em testes
de memoria em outros estudos também apontaram diferencas entre os sexos, enquanto 0s
machos tiveram uma melhor performance no reconhecimento de objetos, as fémeas obtiveram
melhores resultados em testes de esquiva inibitoria (Kosten et al, 2005, Kosten et al, 2007).

Estas diferencas entre os sexos provavelmente dependem das ag¢des dos esterdides gonadais
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sobre o hipocampo, evidenciando os efeitos dependentes do sexo causados pelas intervengdes
no periodo neonatal em eventos relacionados a memoria (Kosten et al, 2005).

O desempenho no teste de memoria social ndo apresentou diferengas entre os grupos,
pois os ratos manipulados apresentaram a habituacdo e desabituagdo esperadas. Apesar da
diminui¢do do tempo total de investigacdo, os ratos manipulados ndo apresentaram prejuizo
no teste de memoria social. Tang et al (2003) avaliou a memoria social em ratos adultos
submetidos a um tipo semelhante de estimulagdo neonatal (por ambientes novos), observando
que houve melhora dos animais submetidos & estimulacdo neste teste. De fato, eventos que
alteram o ambiente no periodo neonatal parecem realmente causar efeitos na memoria na vida
adulta. Camundongos manipulados no periodo neonatal, procedimento que induziu ao
aumento do comportamento parental apresentaram uma melhora na memoria espacial, na vida
adulta (Bredy et al, 2004). Foi mostrada uma melhora no teste de reconhecimento de objetos
em animais manipulados, tanto em fémeas quanto em machos. Entretanto, testes de memoria
envolvendo aversividade, como a esquiva inibitéria, mostraram uma piora nos animais
manipulados. (Kosten et al, 2007). Muitos modelos tém sido utilizados para testar eventos
que afetam aspectos neurais no periodo neonatal. Muitos estudam o papel da influéncia
maternal na ativagdo de mediadores moleculares de estresse no rato imaturo, e a resposta da
mae na volta dos filhotes a caixa. Por exemplo, breves periodos diarios de separacao (15
minutos) sdo considerados estresse leve, em contraste, periodos maiores de separacao (3 a 24
horas) sdo considerados modelos de estresse mais severos. Ambos os tipos de estresse, no
comego da vida, induzem conseqiiéncias a longo prazo. A funcdo de memoria mediada pelo
hipocampo ¢ facilitada em roedores adultos e primatas ndo-humanos que tiveram aumento do
comportamento maternal ou enriquecimento ambiental. Entretanto o estresse severo induz ao
prejuizo na fun¢do hipocampal e na memoria na vida adulta (Fenoglio et al, 2006). A melhora
cognitiva ou mesmo a auséncia de prejuizos a cognicdo em ratos manipulados pode ser devido
a maior sobrevivéncia de neuroénios no hipocampo, pois filhotes que foram cuidados por maes
com alta freqiiéncia de comportamento maternal induziram ao aumento da sobrevivéncia
neuronal no hipocampo em adultos (Bredy et al, 2003).

O teste de interacdo social avaliou pares de ratos submetidos & manipulagcdo e
comparou com pares ndo—manipulados. A duracdo do comportamento de cheirar apresentou
uma reducdo entre ratos machos manipulados. Entretanto ndo foi observado diminui¢do da
interagdo social entre ratas fémeas manipuladas. Resultados de nosso laboratorio mostraram
que os comportamentos das fémeas manipuladas sdo suscetiveis a mudangas no ambiente

neonatal, pois outros tipos de comportamentos sociais, como o comportamento sexual em
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fémeas manipuladas apresentaram alteragdes importantes, como a diminui¢do da freqiiéncia
de lordoses, € nos machos como a menor quantidade de montas, conforme Padoin et al,
(2001). Neste sentido, os comportamentos sociais ndo sexuais, como a intera¢do entre dois
machos adultos, também podem envolver componentes de ansiedade, pois investigar um
individuo desconhecido pode induzir a ativagao do eixo HPA (Patin et al, 2005). Alguns
estudos sugerem que a diminui¢ao do tempo de investigacao pode ser devido a um aumento na
ansiedade (Lee et al, 2007). Visto que os ratos que sofreram manipula¢do tém como principal
caracteristica uma reducdo da ansiedade, este resultado ndo deve ser interpretado deste modo,
principalmente por que ndo houve diferencas na laténcia da investigacdo social. A diminui¢ao
do tempo em que os machos permanecem cheirando pode ser interpretada, neste teste, como
uma inabilidade em estabelecer ligagdes sociais.

Os efeitos de ambientes novos sobre a interagdo social parecem ser dependentes de
género e idade, pois machos adultos sdo mais sensiveis aos ambientes novos do que fémeas e
ratos adolescentes. Ambos os testes de memoria e de interagdo social foram feitos em
ambientes familiares, isto €, os animais permaneciam pelo menos 7 dias na caixa, quando
testados na habituacdo e desabituacdo assim como os animais testados na interacdo social
permaneciam cerca de 24 horas na caixa antes do teste. Estes pesquisadores ainda sugerem que
a familiaridade do local onde foi feito o teste também pode interferir no resultado. O
isolamento social prévio ao teste mostrou ser capaz de induzir ao aumento de todas as formas
de atividades sociais (Varliskaya & Spear, 2008).

Os sintomas negativos, como a menor sociabilidade, podem ser devido a menor
quantidade de neuropeptideos relacionados a ligagdes sociais, como a OT e VP em regides do
sistema nervoso central que sdo importantes em promover comportamentos afiliativos, tais
como a amigdala central (Lee et al, 2007) entretanto estes pardmetros devem ser estudados

mais detalhadamente.
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Conclusoes

Este capitulo observou os efeitos da manipulacdo neonatal sobre comportamentos
sociais em ratos adultos. Primeiro testou-se a memoria social, onde se pdde constatar que de
modo geral a manipulagdo nao prejudicou o reconhecimento social nos animais manipulados,
pois observa-se a habituagdo e desabituacdo tanto em machos como em fémeas. Entretanto,
detectou-se uma reducdo significativa do tempo em que os machos adultos permaneceram
cheirando os juvenis durante as sessdes. Nas fémeas testadas observou-se uma redugdo mais
sutil do comportamento investigatorio ao juvenil também. Esse resultado nos induziu a fazer
uma investigagdo em outros parametros comportamentais, avaliando a interagcdo social em
ratos manipulados na infancia.

O teste de interacdo social, onde testamos pares de ratos adultos e o0 modo como
interagem entre si confirmou nos machos a tendéncia a passar menos tempo
cheirando/investigando o parceiro durante o teste. Nao foi possivel observar o mesmo
resultado nas fémeas neste mesmo parametro. O teste de interagdo social também avaliou os
comportamentos agressivos entre os pares de ratos ndo-manipulados e manipulados,
demonstrando um aumento na agressividade, embora ndo tenha sido possivel detectar
diferencas significativas entre as fémeas. De maneira geral estes testes de comportamentos
desenvolvidos neste estudo avaliaram outros tipos de comportamentos sociais que ja foram
estudados em ratos submetidos a interferéncias no periodo neonatal, como o comportamento
sexual ou de preferéncias. Estes dados nos mostram que a manipulagao altera comportamentos

sociais em geral nestes animais.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA MANIPULACAO NEONATAL SOBRE A
LIBERACAO PERIFERICA E SOBRE A PRODUCAO
CENTRAL DA OCITOCINA
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INTRODUCAO

Ocitocina

A ocitocina (OT) faz parte do sistema hipotalamo-neuro-hipofise. Este sistema ¢ formado
por dois importantes nticleos hipotalamicos que produzem ocitocina e vasopressina e liberam
seus produtos diretamente na neuro-hipofise, o nucleo paraventricular (PVN) e o nucleo
supradptico (SON). O nucleo supradptico ¢ formado na maior parte por células
magnocelulares, com didmetro de 20 a 35 um, situa-se nas bordas laterais do quiasma optico e
projeta macicamente para a neuro-hipéfise (para revisao, Swanson & Sawchenko, 1983,
Paxinos, 1985, Kiss & Mikkelsen, 2005).

O ntcleo paraventricular sintetiza mais de 20 neurotransmissores ou peptideos e possui
tr€s zonas funcionais: a zona parvocelular, a zona médiocelular e a zona magnocelular (Kiss et
al, 1991). Os neurdnios magnocelulares do PVN e do SON sintetizam, transportam e liberam
na neuro-hipofise OT e vasopressina (VP) e suas respectivas proteinas carreadoras, as
neurofisinas, formando o sistema hipotalamo-neurohipofiseal (HNH). Varias regides enviam
aferéncias para a por¢do magnocelular do PVN, entre elas a amigdala, o bulbo olfatério, o
septo, outros nucleos hipotalamicos, o6rgdao subfornicial, entre outros (Cunningham &
Sawchenko, 1991).

O sistema neuro-hipofisario ¢ dependente da atividade elétrica dos neurdnios
magnocelulares, que sdo ativados ou inibidos principalmente por glutamato e GABA (Oliet &
Piet, 2004).

Os neurdnios ocitocinérgicos e vasopressinérgicos possuem uma plasticidade, que pode
ser alterada dependendo da demanda fisiologica que necessita um aumento da atividade destas
células, como por exemplo, desidratacdo, lactacdo e durante o parto. Os neurdnios
magnocelulares hipertrofiam e ha um aumento das sinapses glutamatérgicas e GABA¢érgicas,
bem como uma diminui¢do da quantidade de astrécitos na regido e diminuicdo dos seus
prolongamentos (Oliet & Piet, 2004). Os neurdnios do SON apresentam alteragdes
morfoldgicas de acordo com a atividade desempenhada. Durante a lactagdo o corpo celular e
os dendritos aumentam e hd um aumento nos contatos sinapticos nos neuronios
ocitocinérgicos, modificando a arboriza¢do dendritica em comparag¢do com ratas virgens. (para

revisdo, Cunningham et al, 2004).
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No PVN, as divisdes parvocelulares sintetizam CRH e também OT e VP, que podem
projetar para outras areas do SNC, constituindo uma via separada de secrecao, modulando
alguns comportamentos. Apenas 0,2 % dos neurdnios ocitocinérgicos projetam
concomitantemente para a neuro-hipdfise e para outras dreas do SNC (para revisao, Gimpl &
Farenholz, 2001).

A OT ¢ sintetizada nos neuronios do PVN e SON, a partir de uma grande molécula
precursora. Nos humanos o gene para OT consiste em trés exons, que codificam o sinal
translocador, a ocitocina e a neurofisina associada. Esta molécula, chamada OT
prepropeptideo, sofrem clivagens enquanto estd sendo transportado ao longo do axoénio cujos
terminais localizam-se na neuro-hipofise. O produto final liberado no terminal axdénico ¢ a OT
e sua molécula carreadora, a neurofisina. Existem neurofisinas associadas tanto a OT como a
VP que formam uma ligacdo com o peptideo dentro da vesicula secretora, sendo liberadas
junto com estes. A neurofisina também tem funcdo de empacotar e armazenar a OT no
terminal antes de ser liberada (Ben-Barak et al, 1985; Gimpl & Farenholz, 2001). Este
nanopeptideo ou andlogo a ele, ¢ encontrado em praticamente todos os grupos de vertebrados
(Para revisao, Debiec, 2007).

Os sinais sensoriais sdo levados das visceras através de aferentes craniais e espinhais.
Os neurdnios chegam principalmente dos nucleos do tronco encefalico: nucleo do tracto
solitario, medula ventrolateral e nucleo parabraquial pontino. Os neurdnios destas regides
projetam diretamente para os nucleos hipotalamicos PVN e SON. O nucleo parabraquial
projeta poucas fibras para o PVN ou SON, entretanto ha varias proje¢des que enviam para o
nucleo da base da estria terminal e ntcleo central da amigdala que por sua vez inervam o
PVN. Destes neuronios a grande maioria sao neurdnios que expressam adrenalina e
noradrenalina, e ja estdo presentes desde o periodo neonatal (Rinaman, 2007).

Nas fémeas lactantes, a liberagdo periférica deste peptideo estimula a ejecdo do leite
contraindo as células mioepiteliais que envolvem os alvéolos e ductos nas glandulas
mamarias. Também age no musculo liso do endométrio, estimulando contragdes ritmicas no
utero responsaveis pela expulsao do feto (Samson, 1996). Em machos de vérias espécies a
liberagdo sistémica de OT pode estar envolvida na ejaculagdo, agindo no musculo liso do
sistema reprodutivo e regulando a espermatogénese em ratos (Cunningham & Sawchenko,
1991, Gimpl & Farenholz, 2001).

Normalmente a OT ¢ detectada em baixos niveis no plasma, mas em niveis maiores
durante o parto e lactacdo e também em machos e fémeas durante alguns tipos de estresse. Dor

intensa, alta temperatura e som alto podem inibir a secre¢ao de OT, enquanto hemorragia ¢
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estresse (por contencdo, ambientes novos ¢ medo) estimulam a sua secrecao (Samson, 1996).
Ratos expostos ao nado forgado e a imobilizacdo apresentaram um aumento na secrecao
plasmatica de OT , estes tipos de estresse parecem ser estimulos fortes para a liberagdo deste
peptideo (Lang et al, 1983).

Ha uma relagdo entre a OT central e as respostas cardiacas ao estresse pois existem
conexoes entre 0 PVN e o complexo vagal dorsal (Morris et al, 1995).

O receptor para OT ¢ uma proteina com 7 oc-hélices transmembrana e 389
aminoacidos, acoplado a proteina G. Até o momento descrito somente um tipo, que esta
presente nos tecidos periféricos e no SNC (Gimpl & Farenholz, 2001). Perifericamente
ocorrem receptores para OT em células Osseas, mioblastos, células cardiacas e endoteliais
(para revisdo, Zingg & Laporte, 2003).

Sitios de ligagdo para OT possuem ampla distribui¢ao no cérebro: no sistema olfatério,
nos nucleos basais, no sistema limbico, no tdlamo, no hipotdlamo, algumas regides corticais,
no tronco cerebral e na medula espinhal. A maior concentra¢do de receptores ¢ encontrada no
nucleo olfatdrio anterior, hipotdlamo ventromedial, amigdala central e no subiculo ventral. A
localizagdo destes sitios de ligacdo muda de acordo com o desenvolvimento do animal, pois
aos 10 dias de vida, os ratos apresentam maior densidade de receptores para OT no cortex
cingulado e retroesplenial, na substancia gelatinosa do nticleo do trigémeo, caudado-putamen,
subiculo dorsal, entretanto aos 90 dias, hd diminuicdo ou desaparecimento dos receptores
nestes locais (Tribollet et al, 1992). Também foi descrito receptores para OT no bulbo
olfatério, no tubérculo olfatéorio e em outros nucleos da amigdala, que podem estar
relacionados a percepcdo ou modulagdo de estimulos olfativos (Caldwell, 1992). Foram
descritos receptores no cortex insular e perirrinal, subiculo ventral, caudado-putamen
dorsolateral, nucleo acumbens, septo lateral, nticleo da base da estria terminal, nicleo medial
tuberal, complexo mamilar, oliva dorsal, ntcleo espinhal trigeminal, nucleo do trato solitario e
area tegmental ventral (DeWied et al, 1993, Morris et al, 1995, Pedersen et al, 1995).

Além da liberacdo axonal, sabe-se que a OT pode ser liberada centralmente pelos
dendritos e pelo corpo celular, no hipotalamo, sendo que esta liberacdo ¢ independente da
secre¢do para o sangue (para revisdo, Ludwig & Leng, 2006). Centralmente, a OT tem sido
descrita por exercer papéis na modulacdo de varios comportamentos, entre eles, maternal,
sexual e alimentar e responder a varios peptideos hipotalamicos, por exemplo, orexina,
leptina, hormonio estimulador do alfa-melanécito (cMSH) (para revisdo, Sabatier, 2006). A
OT possui papel em varios tipos de interagdes sociais como comportamento sexual, maternal,

agressivo maternal (Engelmann et al, 2000).
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A destruicao dos nucleos produtores de OT atrasa a resposta maternal em ratas, ¢ a
microinjecao central de OT aumenta o comportamento maternal em camundongas virgens e
lactantes em relagdo aos filhotes. Alguns trabalhos relatam que camundongas knockout para o
gene da OT apresentam comportamento maternal intacto, entretanto outros estudos apontam
para prejuizos neste comportamento em camundongas com este gendtipo (para revisdo, Lim &
Young, 2006).

Parte da OT hipotalamica ¢ produzida nos neurdnios parvocelulares do PVN que
projetam para regides do sistema limbico, tais como hipocampo, estriado, amigdala,
hipotalamo, nucleo acumbens, locus coeruleus e nucleo do tracto solitario, agindo como um
importante neurotransmissor ( Lim & Young, 2006, Ludwig & Leng, 2006). Fibras contendo e
terminais nervosos contendo OT sdo encontrados em diversas regides, principalmente no
tronco cerebral e na medula espinhal. A OT pode ser liberada somatodendriticamente em
varias situagdes fisiologicas e difundir para outras regides do SNC. Presume-se que a OT
originada dos neurdnios parvocelulares teriam fun¢do de mediar varios comportamentos.
Viarias regides onde ha alta densidade de receptores para OT, por exemplo, a amigdala e o
bulbo olfatério apresentam poucas fibras em direcdo a estas areas. Entdo, postula-se que em
regides que ha alta densidade de receptores e pouca inervagdo originada de neurdnios
parvocelulares a OT possa ser originada da liberagdo somatodendritica de neurdnios
magnocelulares (Sabatier, 2006).

Wallner et al (2006) reportou a liberagao plasmatica de OT durante encontros sociais,
sexuais ou ndo, em ratos machos e fémeas. Altas concentragdes de OT foram encontradas no
liquido-cérebro-espinhal de machos ap6s a ejaculagdo (Sabatier, 2006). A inje¢do central de
OT em fémeas tratadas com progesterona aumentou o quociente de lordoses quando expostas
a machos sexualmente ativos enquanto a inje¢do de OTA inibiu o comportamento sexual
destas (Pedersen & Boccia, 2002). Existe uma alta densidade de receptores para OT em
regides hipotalamicas relacionadas ao comportamento sexual, como o hipotdlamo
ventromedial e a area predptica medial (Greer et al, 1986, Caligioni et al, 2007).

A OT também pode ser liberada durante a escolha e a formagdo de pares e seus
receptores centrais, em areas subcorticais importantes, sdo ativados durante alguns tipos
especificos de sentimentos, como o amor maternal (para revisdo, Zeki et al, 2007). Este
peptideo pode agir regulando comportamentos relacionados a estresse € no aprendizado e
memoria, bem como na emocionalidade, em associacdo com a VP (Engelmann et al, 2000). A

OT facilita a motivagdo social e o comportamento de aproximacao, e parece ser fundamental
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em processos de memoria social, onde é importante a discriminacdo de individuos familiares
ou nao (Lim & Young, 2006).

A sobrevivéncia das espécies animais depende do seu sucesso reprodutivo. A
reproducdo necessita de varios circuitos integrados que induzird o animal pronto para o
acasalamento encontrar o seu par culminando com a fertilizagdo. Na maioria dos animais, o
instinto sexual esta sincronizado com o pico da fertilidade. Varios trabalhos tém estudado o
papel dos neuropeptideos na resposta sexual, e foi descrito que a OT e a VP sdo liberados
durante o desejo sexual em humanos, e que estes peptideos afetam a amigdala durante estes
processos (para revisao, Debiec, 2007). Vérios estudos também indicam o papel da OT no
comportamento monogamico de espécies de roedores, como os ratos das pradarias. Estes
roedores apresentam um comportamento de exclusividade a somente um parceiro facilitado
pela infusdo de OT via intracerebroventricular (Carter et al, 1992). Em humanos, presume-se
que a OT esteja relacionada ao amor romantico, associado ao comprometimento e a confianca
(Debiec, 2007).

ApO6s o parto, o comportamento maternal ¢ de crucial importancia para a sobrevivéncia
dos mamiferos. O estado hormonal durante a gravidez estimula a sintese e libera¢do de OT,
ocorrendo maior expressdo de seus receptores, principalmente nas regides como area
tegmental ventral, area preoptica medial, amigdala, ntiicleo da base da estria terminal e bulbo
olfatério (Debiec, 2007).

Também parece estar relacionada com o circuito ansiolitico central (para revisao,
Carrasco & van der Kar, 2003). Os estados de estresse desencadeiam respostas adaptativas
que visam manter a homeostasia do organismo. Alguns estados, como a gravidez e lactacao
possuem respostas ao estresse atenuadas. Alguns estudos tém demonstrado a inibi¢ao do eixo
HPA pela OT, sendo que hd um aumento da liberagdo de ACTH e corticosterona apds a
injecdo central de antagonista para OT (OTA) em ratos machos e fémeas (Neumann et al,
2000).

Alguns estudos sugeriram que autistas possuem anormalidades na fungao
ocitocinérgica. Em humanos, menor expressao de ocitocina bem como de seus receptores pode
estar relacionado a esta patologia, principalmente no género masculino (Carter, 2006).
Medidas na concentracdo plasmatica de OT foram feitas em pacientes autistas e individuos

normais e detectaram-se niveis plasmaticos menores nos autistas (Modahl et al, 1998).
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JUSTIFICATIVA

Os comportamentos sociais sdo fundamentais para a manutencdo da espécie. Estes
comportamentos sdo modulados por varias estruturas no SNC, onde agem determinados
neurotransmissores. Além de desempenhar fungdes importantes na reproducdo de fémeas de
mamiferos, a OT tem sido descrita por desempenhar um papel importante, agindo no sistema
nervoso central, em varios comportamentos, incluindo social, sexual, maternal e emocionais
(Amico et al, 2004, Carter, 2005). Possuindo efeitos antidepressivos, ansioliticos e sedativos e
alterando a resposta ao estresse em roedores (Miranda-Cardenas et al, 2006; Neumann, 2002).
Além disso, a OT parece ser sensivel a alteracoes ambientais causadas nos primeiros dias de

vida e estar relacionada a prejuizos em comportamentos sociais (Carter, 2005).

Objetivo

Este trabalho tem o objetivo de investigar os efeitos induzidos pela manipulacdo
neonatal ao sistema ocitocinérgico, em filhotes e adultos. Os objetivos sdo:

Estudar (1) a liberagdo plasmatica de OT em filhotes manipulados e nao-manipulados
durante o periodo neonatal; (2) a resposta plasmatica da OT ao estresse em ratos adultos (3) a
distribuicdo dos neurdnios ocitocinérgicos magnocelulares no PVN e SON e parvocelulares no
PVN em ratos adultos e (4) a quantidade de OT no PVN em ratos adultos, machos e¢ fémeas

em diestro.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, prenhas, provenientes do biotério central da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As ratas foram colocadas em caixas, utilizando-
se maravalha como substrato e d4gua e comida ad lib. Durante o periodo de gestacao, verificou-
se diariamente a data do parto e as caixas foram limpas de agodo com a rotina do biotério. No

dia do nascimento dos filhotes, considerado dia 0, os animais ndo foram perturbados.

Manipulagdo neonatal

No dia seguinte ao parto (dia 1), as prenhas com sua ninhada foram inseridas em um
dos seguintes grupos e adotaram-se os procedimentos descritos a seguir: grupo nao-
manipulado: no dia 1, os filhotes excedentes a 8 foram retirados do ninho de modo que o
experimentador ndo tocasse nos outros filhotes que permaneceriam com a mae. A partir deste
momento, as ninhadas do grupo ndo-manipulado ndo sofreram nenhum tipo de intervencao
por parte do experimentador até completar 10 dias de idade.

Grupo manipulado: a partir do dia 1, os filhotes foram submetidos & manipulagdo por 1
minuto por dia, at¢ completarem 10 dias de idade. A manipulac¢do consistiu em levar a caixa
residéncia até a sala anexa do biotério, retirando-se a mae da caixa e colocando-a em uma
caixa ao lado e em seguida, segurar os filhotes todos juntos, retirando-os do ninho e
manipulando-os suavemente pelo periodo de 1 minuto. Apods este procedimento a mae foi
recolocada em sua caixa e a caixa devolvida ao biotério.

A partir do 11° dia, houve a restauracdo do processo de limpeza e no 21° dia, os
filhotes foram desmamados e separados por caixa, em grupos de 3 a 4 animais. Os animais
foram utilizados para experimentos na idade adulta a partir do 90° dia de idade.

As ratas foram submetidas a verificacao diaria do ciclo estral diariamente a partir do

70° dia e utilizadas apos pelo menos 2 ciclos estrais regulares de 4 fases.
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Verificagao do Ciclo estral

A partir do 70° dia de idade, ocorreu a verificacdo diaria do ciclo estral das fémeas
através de esfregacos vaginais com solugdo salina 0,9%. Os esfregagos foram analisados em
microscopio optico e anotados em planilha. Apds pelo menos 2 ciclos estrais regulares com 4
fases as ratas foram consideradas aptas para o experimento. Todas as ratas adultas foram

utilizadas na fase diestro II.

Experimento 1-Avaliacdo da concentracdo plasmatica da OT em filhotes de

10 dias manipulados durante o periodo neonatal

Ratos filhotes, machos e fémeas no décimo dia de vida foram decapitados, para
posterior coleta do sangue do tronco nas seguintes condigdes:

Grupo ndo-manipulado (controle) NM: os animais foram retirados do ninho e
imediatamente decapitados.

Grupo manipulagdo tnica (MU): ratos do grupo ndo-manipulado, no décimo dia de
vida foram submetidos a manipula¢do unica por 1 minuto, como descrito anteriormente. Apos
o procedimento de manipulag@o, os animais foram decapitados imediatamente.

Grupo manipulado (MRO): os animais foram manipulados durante os dez dias de vida.
Ao décimo dia os animais foram decapitados imediatamente apds a manipulacdo, sem serem
devolvidos ao ninho.

Grupo manipulado-5 minutos (MRS5): os animais foram manipulados durante os dez
dias de vida. Ao décimo dia os animais foram manipulados, devolvidos ao ninho, a mae

devolvida a caixa e ap6s 5 minutos, os filhotes foram decapitados, para coleta do sangue.

Grupo manipulado-10 minutos (MR10): os animais foram manipulados durante os dez
dias de vida. Ao décimo dia os animais foram manipulados, devolvidos ao ninho, a mae

devolvida a caixa e apos 10 minutos, os filhotes foram decapitados para coleta do sangue.
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O sangue dos filhotes foi colocado em tubos previamente heparinizados e
imediatamente centrifugados a 3000 RPM por 15 minutos. O plasma foi armazenado a -20° C

para posterior radioimunoensaio para OT.

Experimento 2-Avaliacdo da resposta da ocitocina ao estresse em ratos

submetidos a manipulacdo neonatal

Ratos adultos, machos e fémeas foram submetidos a canulacdo da jugular, na tarde
anterior a coleta. Os animais foram anestesiados via intraperitoneal (ip) com tribromo etanol.
A cirurgia foi feita com auxilio de uma agulha acoplada a uma canula de silastic (Medicone)
de aproximadamente 11 cm contendo solucdo salina 0,9% . A cénula foi inserida na jugular e
suturada no musculo peitoral, para em seguida ser subcutaneamente externalizada na regido do
pescoco dos animais.

A coleta seriada de sangue foi realizada na manha seguinte a cirurgia. O sangue foi
coletado antes (Basal), 10 min, 30 e 60 minutos apds os animais serem inseridos em um tubo
contensor de acrilico. Amostras de 600 pl de sangue foram coletadas em seringas
heparinizadas ¢ a mesma quantidade de solucdo salina fisioldégica 0,9% foi reposta
imediatamente. O sangue foi centrifugado a 3000 RPM/15 min em centrifuga refrigerada e

congelado para posterior radioimunoensaio para ocitocina.

Radioimunoensaio (RIA)

O protocolo de RIA foi realizado de acordo com Caligioni & Franci (2002). Os
plasmas coletados foram extraidos com éter de petréleo e acetona para posterior liofilizagao e
dosagem por RIA Os reagentes utilizados foram anticorpos especificos (M. Morris, Wright
State University, USA), hormonios iodinados (J.A. Rodrigues, USP) e anticorpo secundario
(C.R.Franci, USP).
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Experimento 3-Avaliacdo dos neurénios produtores de ocitocina nos nucleos
paraventricular e supraoptico do hipotalamo em ratos adultos manipulados

no periodo neonatal

Ratos adultos, machos e fémeas foram submetidos a perfusdo transcardiaca com
solugdo de lavagem tamponada e heparinizada, pH 7.4, seguida de paraformoldeido 4% (de
acordo com Peinado et al, 1996) Os cérebros foram coletados e colocados em sacarose a 30%,
para posterior congelamento em isopentano.

Ap6s o congelamento, todos os cérebros foram seccionados no mesmo dia. Obtiveram-
se secgoes de 50 um nas regides do PVN e SON (utilizando-se Paxinos & Watson, 1987)., em
criostato a -20° C. As secg¢des foram inseridas em containeres contendo PBS pH 7,4.

O procedimento de imunoistoquimica ocorreu para todos os encéfalos ao mesmo
tempo, isto €, 24 hs apos o seccionamento. Foi feito o bloqueio da peroxidase enddégena com
solugdo de peroxido a 3%, em seguida lavagem com PBS -Triton a 0,4%. As sec¢des foram
incubadas com anticorpo monoclonal anti-neurofisina associada a ocitocina (Monoclonal
AntiBody PS38, gentilmente doado pelo Dr. Harold Gainer, NIH, EUA) a dilui¢ao de 1:50,
overnight a 4°C. Apds foi incubado com anticorpo anti-mouse biotinilado (antimouse IgG,
Vector) durante 2 hs. Em seguida foi aplicado as secgdes o complexo ABC (Vector
Laboratories). A revelagdo ocorreu com solu¢do de DAB (Sigma) e peroxido de hidrogénio
(Merck). O controle positivo consistiu dos proprios nucleos e o controle negativo foi
processado com auséncia do anticorpo primario.

As secgoes foram lavadas, submetidas a desidratagdo por seqiliéncia de alcoois e xilol e
depois montadas em laminas previamente gelatinizadas e cobertas com laminulas e Entellan
(Merck).

Para realizar a contagem do nimero dos neurdnios foi utilizado um sistema-teste
quadrado composto por linhas, previamente calibrado com lamina objeto e com objetiva de

100X com area teste de X/Y 11960 umz (Mandarim de Lacerda, 2003)
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Experimento 4-Analise da quantidade de OT no PVN pelo método Western

blotting, em ratos manipulados

Os animais adultos, machos e fémeas em diestro II foram decapitados e tiveram o
encéfalo retirado e congelado em isopentano em gelo seco, posteriormente armazenados em
freezer -70°C. O PVN foi microdissecado e coletado bilateralmente, de acordo com a técnica
de Palkovits (1988). Obteve-se um homogeneizado com 50 pL de tampao de homogeneizagao
contendo Tris e SDS. Determinou-se o conteido de proteina pelo método descrito por
Bradford (1976). Posteriormente, quantidades iguais de proteina (35 ug para cada amostra)
foram carregadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para separacdo de acordo com a sua
mobilidade. Apods, as proteinas foram eletrotransferidas do gel para uma membrana de
nitrocelulose (Amersham). A efetividade da separacdo das proteinas no gel e a sua
transferéncia para a membrana foram verificadas. A seguir, feito o bloqueio de sitios
inespecificos, colocando-se a membrana em tampao salina Tween-Tris (TTBS; Tris-HCI 100
mM, pH 7,5, 0,9% de cloreto de sodio e 0,1% de Tween 20) contendo albumina 5% por 2
horas em temperatura ambiente. Apds o bloqueio a membrana foi incubada overnight, a 4°C,
com anticorpo primario anti-neurofisina associada a ocitocina (Monoclonal AntiBody PS38,
gentilmente doado pelo Dr. H. Gainer, NIH, EUA). Apds o anticorpo primario, a membrana
foi lavada em TTBS e incubada por 2 horas com o anticorpo secundario de cabra anti-mouse
IgG, na concentragdo de 1:10000 diluido em TTBS. A membrana foi lavada novamente com
TTBS e a imunorreatividade foi detectada pela alteracdo de quimioluminescéncia (ECL
Western blotting analysis system, Amersham). A analise densitométrica dos filmes foi
realizada com o auxilio do programa MCID Image Analysis System (versao 5.02, Imaging

Research, Canada).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos através da média + erro padrao da média (EPM), e o
nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05) para se admitir uma diferenca de valores como

estatisticamente significativa.
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A comparagao da ocitocina plasmatica dos filhotes foi analisada por ANOVA de uma
via. Ja a resposta da ocitocina ao estresse nos ratos adultos foi analisada por ANOVA de uma
via, utilizando-se tempo como medida repetida. Para a analise pos hoc utilizou-se o teste
Newman-Keuls.

A comparacdo entre os grupos para o numero de células imunorreativas a OT no PVN
e SON em ratos e em ratas adultas no diestro foi realizada utilizando ANOVA de uma via,
utilizando-se hemisfério como medida repetida. A expressdo de OT no PVN foi analisada
através do teste t de Student, comparando-se os manipulados com nao-manipulados,

separadamente para cada sexo.
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RESULTADOS

Experimento 1-Avaliacdo da concentracdo plasmatica de OT em filhotes

manipulados no periodo neonatal

As figuras 10 A e B, mostram as concentragdes plasmaticas de OT em filhotes, machos
e fémeas. Foram utilizados 5 grupos experimentais: ndo-manipulado (controle, NM);
manipulagdo tnica 10° dia (MU), manipula¢do repetida no 10° dia imediatamente apds a
manipulagdo (MRO); manipulacdo repetida no 10° dia,. 5 minutos ap6s (MRS5) e manipulagao
repetida 10 minutos apos a manipulagdo (MR10). Em machos (figura 10A), foi observado
efeito significativo para grupo [F(4,56)=4,89; p=0,001]. A analise pos hoc mostrou que os
machos do grupo manipulado, 10 min apds a manipulacdo apresentam niveis plasmaticos
maiores. Em fémeas (figura 10 B), foi observado efeito significativo para grupo [F(4,62)=4,5;
p=0, 002], a analise pos-hoc mostrou que os filhotes fémeas dos grupos de manipulagio
repetida apos 5 e 10 minutos, testados apresentam maiores niveis plasmaticos de ocitocina
quando comparadas as fémeas do grupo nao-manipulado ou do grupo manipulacao tinica. No
entanto, as fémeas que foram testadas imediatamente & manipulacdo apresentaram maior
concentragdo plasmatica do hormonio (p=0,05). Porém, as fémeas que foram manipuladas
apenas no 10° dia pds-natal e foram decapitadas ap6s a manipulagdo (manipulacdo unica 10°

dia) apresentaram concentracdes de OT semelhantes as fémeas nado-manipuladas.
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Figura 10. Ocitocina plasmatica em filhotes aos 10 dias de idade, machos (A) e fémeas (B).
NM, filhotes ndo manipulados (n= 14); MU, tnica manipulagdo no 10° dia (n=13); MRO,
plasma coletado imediatamente a manipulagdo (n=14); MRS, plasma coletado 5 minutos ap6s
a manipulagdo e devolugdo ao ninho (n=10); MR10, plasma coletado 10 minutos apds a
manipulagdo e devolugdo ao ninho (n=12). Os dados foram expressos pela média + EPM e
analisados utilizando ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

Para grupo a, b p<0,05 quando comparado aos grupos ndo-manipulado, manipulagdo tnica e

manipulados.
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Experimento 2 — Avaliacdo da resposta da OT ao estresse por contengdo em

ratos adultos, machos e fémeas, manipulados no periodo neonatal.

A figura 11 representa a resposta da OT ao estresse por contencdo, em ratos adultos.
Em machos (FIG.11A), a ANOVA de uma via para medidas repetidas nao mostrou efeito
grupo [F(1,8), p=0,608]. Entretanto ocorreu um efeito tempo [F(3, 24), p=0,024]. A andlise
pos hoc mostrou um aumento significativo da concentragdo plasmatica de OT aos 10 minutos
do inicio da contengdo. Nas ratas submetidas ao mesmo procedimento (fig. 11B), a ANOVA
de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa entre o grupo nao-
manipulado e o manipulado na secrecao de OT [F(1,16)= 0,07, p=0,77], entretanto houve
efeito tempo [F (3,54)=3,15, p=0,03] e interagdo [F(3,54)= 2,25, p=0,04]. A contengdo causou
um pequeno aumento da secrecdo de OT nas ratas ndo-manipuladas aos 10 minutos apos o
inicio do estresse, entretanto nas fémeas manipuladas ocorreu um aumento diferente do basal

somente aos 30 minutos apods o inicio da contengao.
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Figura 11. Concentragdo plasmatica de OT em ratos adultos conscientes, submetidos ao
estresse por contencao. O=basal, antes do inicio da contencao; 10, aos 10 minutos do inicio da
contencdo; 30, aos 30 min; 60, aos 60 min. Machos (A) e fémeas em diestro II (B). Os ratos
sdo manipulados (M), submetidos & manipulacdo por 1 min/dia do primeiro ao décimo dias
pos-natal ou ndo-manipulados (NM). Os dados expressos pela média + EPM e analisados por
ANOVA de uma via, tempo como medida repetida, seguido de Newman-Keuls. * p<0,05

quando comparado aos grupos. a-b-c p<0,05, para tempo. n=7-11 para cada grupo.
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Experimento 3 - Avaliacdo dos neurdnios produtores de ocitocina nos nucleos
paraventricular e supradptico do hipotalamo em ratos adultos manipulados no periodo

neonatal.

A figura 12, 13 e 14 mostra o nimero de neur6nios magnocelulares (maiores que 12
um) e parvocelulares (menores que 12 um) imunorreativos a8 OT no PVN, e no SON,
respectivamente, por area teste (11960 um?) e por seccio de cérebro, em machos adultos. A
figura 12 mostra que ndo ha diferengas no nimero de neurénios magnocelulares OT-positivos
no PVN [F(1,10)=1,9; p=0,19], entretanto apresentaram uma tendéncia a intera¢do
[F(1,10)=4,04; p=0,07]. Os ratos manipulados possuem menos neurénios OT-positivos
parvocelulares no PVN [F(1,10)=7,49; p=0,02] (figura 13). A figura 14 mostra os neuronios
OT positivos no SON, onde nao foi detectada diferenca entre os grupos [F(1,10)=0,55;
p=0,47].

As fémeas estdo representadas nas figuras 15, 16 e 17. No PVN, a andlise mostrou
efeito significativo lado [F(1,9)=9,6; p=0,01], sendo que os lados direito possuem maior
numero de células, mas nao houve diferenca entre o grupo nao-manipulado ¢ manipulado
[F(1,9)=0,04; p=0,84] nos neuronios magnocelulares (fig.15). Também houve efeito grupo
para as células parvocelulares no PVN, como mostrado na fig. 16 [F(1, 9)=15,18; p=0,003].
No SON (figura 17) de ratas fémeas, a estatistica apresentou uma tendéncia ao efeito lado

[F(1,9)=3,67; p=0,08].
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Figura 12. Numero de células magnocelulares imunorreativas a OT por seccao de cérebro, nos
hemisférios direito (D) e esquerdo (E) do nucleo paraventricular do hipotalamo de ratos
adultos. NM, nao-manipulados ¢ M, manipulados no periodo neonatal. Os dados foram
expressos pela média =+ EPM e analisados utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como

medida repetida, seguido de Newman-Keuls. n = 6 para ambos os grupos.
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Figura 13. Numero de células parvocelulares imunorreativas a OT por sec¢do de cérebro, nos
hemisférios direito (D) e esquerdo (E) do nucleo paraventricular do hipotdlamo de ratos
adultos. NM, ndo-manipulados e M, manipulados. Os dados foram expressos pela média +
EPM e analisados utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido
de Newman-Keuls. n = 6 para ambos os grupos. Para grupo * p<0,05 quando comparado aos

grupos nao-manipulado e manipulados.
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Figura 14. Numero de células imunorreativas & OT por seccdo de cérebro, nos hemisférios
direito (D) e esquerdo (E) do nucleo supradptico do hipotalamo de ratos adultos. NM, ndo-
manipulados e M, manipulados. Os dados foram expressos pela média + EPM e analisados
utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de Newman-Keuls.

n = 6 para ambos 0s grupos.
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Figura 15. Nimero de células magnocelulares imunorreativas a OT por sec¢do de cérebro, nos
hemisférios direito (D) e esquerdo (E) do nucleo paraventricular do hipotdlamo de ratas
adultas (fémeas). NM, ndo-manipulados e M, manipulados. Os dados foram expressos pela
média + EPM e analisados utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida,
seguido de Newman-Keuls. Para hemisfério # p<0,05 quando comparados os lados direito e

esquerdo. n = 5-6 para ambos 0s grupos.
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Figura 16. Numero de células parvocelulares imunorreativas a OT por sec¢ao de cérebro, nos
hemisférios direito (D) e esquerdo (E) do nucleo paraventricular do hipotdlamo de ratas
adultas (fémeas). NM, ndo-manipulados e M, manipulados. Os dados foram expressos pela
média + EPM e analisados utilizando ANOVA de uma via hemisfério como medida repetida,

seguido de Newman-Keuls. n =5- 6 para ambos os grupos.
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Figura 17. Numero de células imunorreativas & OT por seccdo de cérebro, nos hemisférios
direito (D) e esquerdo (E) do nticleo supradptico do hipotdlamo de ratas adultas (fémeas). NM,
nao-manipulados e M, manipulados. Os dados foram expressos pela média £+ EPM e
analisados utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de

Newman-Keuls. n =5- 6 para ambos os grupos.
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Experimento 4 — Quantificacdo de OT no PVN pelo método Western blotting

As figuras 18 A, B e C mostram a expressao de OT no PVN, em ratos adultos, machos,
e ratas em diestro II. O teste t ndo detectou diferencas significativas entre os grupos, tanto em

machos (fig. 18 B) [t(5)=0,49; p=0,63] como em fémeas (fig.18C) [t(4)=0,30; p=0,77].
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Figura 18. Expressdao de OT no nucleo paraventricular de ratos adultos, manipulados (M) e
nao-manipulados (NM) obtida pela densidade optica de OT detectada por western blotting, em
machos (B), e fémeas em diestro II. (C). Em (A), figura representativa dos western blots para

OT. Os dados foram expressos pela média = EPM e analisados utilizando teste t de Student.

n= 3-4 para ambos 0s grupos.
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DISCUSSAO

Constatou-se que as interferéncias durante o periodo neonatal nas interagdes sociais do
animal induzem alteracdes da atividade do sistema OTérgico em filhotes (Noonan et al, 1994),
em adultos (Francis et al, 2000) e VPérgico (Veneema et al, 2006, 2007, Desbonnet et al,
2008), sendo assim, estas alteragdes por sua vez podem ter como conseqiiéncias as mudangas
comportamentais observadas durante a vida adulta. Mesmo uma breve separacdo da mae
durante este periodo, que ¢ estressante para o filhote, pois ocorre interrupcao da ligagdo mae —
filhote, induziu a uma alterag¢do da ligagao para OT no hipocampo j4 no oitavo dia (Noonan et
al, 1994).

Neste trabalho, foram avaliados os niveis plasmaticos de OT em ratos de 10 dias de
idade, ndo-manipulados e em ratos manipulados em diferentes momentos apds a manipulagao.
Observamos que a manipulagdo induziu ao aumento na liberagao plasmatica de OT. Enquanto
em machos, somente ap6s 10 minutos da manipulagdo houve um aumento significativo da OT
plasmatica, em fémeas o aumento da OT plasmatica foi significativo aos 5 e 10 minutos e
houve uma tendéncia ao aumento dos niveis plasmaticos imediatamente apds a manipulacao.
O aumento da OT plasmatica no grupo manipulado pode ser devido ao estresse sofrido pela
manipulagdo ou a resposta da mae, assim que os filhotes sdo devolvidos ao ninho, pois a mae
altera o comportamento maternal apos os filhotes sofrerem algum tipo de intervencao, além
disso, a mae possui diferencas em relagdo ao comportamento maternal entre os filhotes
machos e fémeas (Moore & Morelli, 1979, Noonan et al, 1994, Francis & Meaney, 1999).
Esta diferenciacdo do comportamento da mae em relagdo aos filhotes pode ter sido a causa das
diferengas apresentadas entre os filhotes machos e fémeas. Sabe-se também que a OT (alguns
estudos também sugerem a VP) ¢ liberada em situagdes de experi€ncias prazeirosas, bem
como em situacdes de estresse psicologico (Fries et al, 2005), e além disso, sugere-se um
papel da OT no desenvolvimento neuronal em roedores, pois a inje¢do I.P. de OT no periodo
neonatal induz a alteracdes na plasticidade neuronal (Carter, 2003, Yamamoto et al, 2002).
Provavelmente o aumento além do normal dos niveis plasmaticos de OT induzida pela

manipulagdo, alterou a plasticidade neuronal deste sistema quando adultos. Outros estudos
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sugerem que a expressao dos receptores para OT ¢ aumentada a medida que aumenta o
comportamento maternal para com os filhotes (Champagne et al, 2001).

Alguns estudos avaliaram a liberacdo de OT em ratos durante o periodo neonatal,
Sinding et al (1980a) analisaram a concentra¢do hipotalamica e na neuro-hipofise de ocitocina
e vasopressina em ratos recém nascidos, determinando que na neuro-hipofise a concentragdo
de OT ¢ menor que a da VP e permanece baixa até o 8° dia de vida, esta concentragdo parece
ser 1% dos niveis adultos. Os niveis fetais de OT somente sdo detectaveis a partir do 14° dia
de gestacdo (Sinding et al, 1980b) e os niveis deste hormdnio na neuro-hipdfise ja existem no
dia do nascimento (Sinding et al, 1980c). Entretanto, até¢ o sétimo dia ap6s o nascimento o
sistema hipotalamo-neuro-hipodfise esta imaturo (Choy & Watkins, 1979). Apesar de existirem
dados controversos sobre as concentracdes de OT na eminéncia mediana e na neuro-hipofise,
aparentemente aos 10 dias de idade, nos ratos, este sistema ja estaria maduro, sendo que o
PVN e o SON atingem estagios diferentes de maturacao durante o periodo neonatal (Choy &
Watkins, 1979).

Ap0s o parto, as ratas lactantes permanecem com altos niveis plasmaticos de OT, que
além da liberacdo do leite parecem exercer efeitos antiestresse, diminuindo a producio de
corticosterona e baixando a pressdo arterial nas ratas lactantes. Em ratos e ovelhas possui a
funcdo de estabelecer ligagdes com os filhotes sendo liberada tanto na circulagdo como no
sistema nervoso central (Uvnas-Moberg, 1998). Confirmando esse padrdo, o bloqueio dos
receptores de OT na amigdala central por OTA induziu ao aumento do comportamento
agressivo maternal (Lubin et al, 2003).

Os tipos de estresse sofridos por um animal podem ser divididos em categorias, o
fisico e psicologico. Os hormdnios neuro-hipofisarios podem ser liberados durante as duas
situacdes, entretanto pode haver uma dissociagdo entre a resposta endocrina e central (Onaka,
2004).

A OT ¢ um hormonio que responde seletivamente ao estresse, alguns tipos causam a
liberagdo plasmatica, como por exemplo, estresses psicologicos como a imobilizagdo ou
contencdo (Lang et al, 1983, Onaka, 2004, Dinan & Scott, 2005). O estresse por contencao
induziu a liberagdo de OT na circulagdo tanto em machos como nas fémeas. Nossos resultados
mostraram que as fémeas manipuladas aparentemente t€ém um atraso na liberagcdo plasmatica
da OT no estresse por contencdo, enquanto nos machos nao houve diferencas.entre os grupos.
Alguns estimulos parecem dissociar a liberacdo plasmadtica da liberacdo central da OT, em
machos submetidos ao estresse por agressividade por outro macho induziu a liberagdo intra-

hipotalamica de OT, sem alterar a concentracdo plasmatica (Engelmann et al, 1999). Além
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disso, foi reportado dimorfismo sexual na resposta da OT ao estresse, sendo que a resposta das
fémeas ¢ maior que a dos machos (Carter et al, 1988).

Alguns hormonios sensiveis a estresse sdo afetados pela manipulagdo neonatal.
Severino et al (2004) demonstraram que ratas manipuladas em diestro II apresentam uma
reducdo da resposta da prolactina ao estresse. Em varias espécies que ha diferencas entre os
sexos nas respostas do eixo HPA ao estresse e talvez seja devido a influéncia dos esterdides
sexuais (para revisdo, Tilbrook & Clarke, 2006). Aparentemente a manipula¢do neonatal ndo
exerce efeito sobre a liberagdo plasmatica da OT em machos, apresentando um efeito
sexualmente dimoérfico neste sistema.

A OT, bem como a VP, estd intimamente relacionada com a comunicacao social em
animais (Fries et al, 2005). Em ratos observou-se que a OT aumenta a expressdo de alguns
comportamentos, por exemplo sexual e maternal (Onaka, 2004). Estudos anteriores mostraram
que a manipulagdo neonatal diminui o nimero total de neuroénios em duas regides, no Locus
coeruleus (Lucion et al, 2003) e na porc¢ao parvocelular do PVN (Winkelmann-Duarte et al,
2007). Neste trabalho detectamos que a manipulacdo neonatal ndo alterou o numero de
neurdnios magnocelulares OTérgicos em ratos machos ou fémeas, entretanto induziu a
reducdo nos neurdnios parvocelulares OTérgicos, em ratos adultos. Também ndo observamos
diferengas na quantidade de OT total no PVN nos animais manipulados em relagdo aos nao-
manipulados, entretanto pudemos observar uma redugdo em um dos parametros de
comportamentos sociais nos machos, como a reducdo do comportamento de cheirar em dois
testes comportamentais, podendo ser relacionado a diminui¢do da quantidade de neurdnios
ocitocinérgicos induzidos pela manipulacdo neonatal. Neste sentido, humanos psicoticos e
autistas apresentam niveis plasmaticos menores de OT (Modahl et al, 1998, Goldman et al,
2008). Entretanto ndo houve correlagdo entre niveis plasmaticos de OT em pacientes
deprimidos, mesmo assim, estd estabelecida a relagdo da OT com a regulacdao do eixo HPA,
que esta hiperativo em individuos com desordens de humor e afetivas (Scantamburlo et al.
2007), por isto a importancia de se estudar o efeito das alteragdes no periodo neonatal sobre o
sistema ocitocinérgico e seus possiveis efeitos na vida adulta.

A expressdo da OT no PVN, quantificada por western blotting e comparada entre os
animais manipulados e ndo-manipulados ndo apresentou diferengas tanto em machos como em
fémeas, bem como o numero de neurdnios magnocelulares imunorreativos a OT, tanto no
PVN como no SON. Além da liberagdo plasmatica, também foi demonstrado que alguns tipos
de estresse emocionais induzem a liberacdo hipotaldmica de OT através da liberagdo

somatodendritica, caracteristica destes neuronios (Engelmann et al, 1999). Nao se pode



58

determinar a origem do peptideo quantificada através do western blotting, se pertence ao
fluido extracelular, ou contida nas células, sendo que dependendo do estimulo os neurénios do
PVN e SON podem coordenar a liberacdo do peptideo dos dendritos ou dos terminais
axonicos na neuro-hipéfise simultaneamente ou separadamente (Neumann, 2007).

Neste trabalho, constatou-se que o lado esquerdo possui menos neurdnios
magnocelulares OTérgicos em fémeas tanto no PVN, e no lado direito ha uma tendéncia a
apresentar mais neurdnios também no SON. Nao foram encontradas assimetria no niimero
total de neurdnios magnocelulares nestas duas regides em estudo prévio (Winkelmann-Duarte
et al, 2007). Nossos resultados apontam para a lateralizacdo dos neurénios OT tanto em ratas
nao-manipuladas como nas manipuladas, ao contrario de Sullivan & Dufresne (2006) que
demonstraram que a manipulacdo neonatal induziu a lateralizacdo do sistema regulatério do
eixo HPA.

Entretanto foi demonstrado que ocorre assimetria no sistema neuroenddcrino em
estruturas relacionadas a reproducdo, ocorre no hipotalamo, demonstrada pelas diferentes
quantidades de GnRH nos hemisférios direito e esquerdo em ratas com ovarios intactos e ratos
e maior densidade de neurdnios GnRH positivos no hemisfério direito em camundongos
(Gerendai & Halasz, 2001). A lateralizagdo ocorre também em seres humanos, sendo o

hemisfério direito maior que o esquerdo e estd presente desde o nascimento (Gilmore et al,

2007).

Conclusoes

No estudo sobre os efeitos da manipulagdo neonatal sobre a liberagdo da OT em
filhotes e em adultos, e sobre a OT no SNC conclui-se que o sistema OTérgico parece ser
sensivel a interferéncias ambientais nos primeiros dias de vida. Em filhotes, a manipulacao
neonatal serviu como estimulo para aumentar a liberagao plasmatica da OT, comparada a
filhotes ndo-manipulados.

Em fémeas adultas, submetidas ao estresse por imobiliza¢do, considerado um estressor
psicologico e um forte indutor da liberagdo da OT, observa-se que a manipulacdo atrasou a
liberagao deste hormonio na circulagdo, entretanto em machos nao observou-se efeitos sobre a

liberagdo plasmatica.
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Nao constatou-se efeitos sobre os principais neurdnios produtores de OT no PVN e
SON, os magnocelulares, entretanto demonstrou-se uma diminui¢do em neurdnios
parvocelulares imunorreativos a OT, em ratos adultos, podendo ser uma das causas das
diferencas em comportamentos sociais ja descrita nos animais que foram submetidos a
manipulagdo na infancia. Também podemos concluir que a expressao de OT no PVN nao
parece ser alterada pela manipulagdo neonatal, pois nao foi possivel detectar diferengas na

quantidade de OT no PVN pelo método utilizado.
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CAPITULO 3

EFEITOS DA MANIPULACAO NEONATAL SOBRE A
LIBERACAO E SOBRE A PRODUCAO CENTRAL DA
VASOPRESSINA
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INTRODUCAO

Vasopressina

A vasopressina (VP) ¢ sintetizada nos nucleos paraventricular e supraoptico do
hipotalamo. Dois tipos de neuronios sao responsaveis pela sintese de VP, os parvocelulares e
magnocelulares. Os neurdnios magnocelulares encontram-se no PVN e SON e projetam seus
axOnios para a neuro-hipofise. J4 os neurdnios parvocelulares encontrados na divisdo
parvocelular do PVN projetam para a eminéncia mediana, sendo assim a VP também ¢
secretada na circulagdo portal (Treschan & Peters, 2006).

O gene codificador da VP contém 3 exons, intercalados por 2 introns e localiza-se no
mesmo cromossomo onde ¢ codificada a ocitocina (OT), entretanto a transcri¢do ocorre no
sentido oposto. No camundongo localiza-se cromossomo 2 ¢ em humanos, no cromossomo
20. Sua estrutura de 9 aminoacidos difere em somente dois, da estrutura da OT. Sintetizada
como um pré-pro-hormdnio, que consiste no peptideo sinalizador, no nonapeptideo e na
neurofisina associada (neurofisina II) (para revisdo, Caldwell et al, 2008). Em ratos, os
neurdnios vasopressinérgicos sdo originados de células precursoras localizadas na porgao
dorsal do III ventriculo, antes do nascimento, € os neurénios do SON desenvolvem-se antes do
que no PVN. Nos humanos ja se encontram neurdnios no PVN e SON por volta do final do
terceiro més de gestacdo (para revisdo, Ugrumov, 2002). Em ratos, observou-se niveis
hipofisarios detectaveis de VP somente a partir do 14°dia de gestacdo (Sinding et al, 1980a).

Os principais estimulos que induzem a liberagdo da VP sdo o aumento da osmolalidade
no sangue, diminui¢do da pressdo arterial e diminui¢do da volemia (Treschan & Peters, 20006).
Sua principal fun¢dao no rim ¢ aumentar a reabsor¢ao de agua nos ductos coletores renais,
sendo também conhecida como hormonio antidiurético (ADH). A VP ¢ sensivel a pequenas
variagdes na osmolalidade plasmatica. Os estimulos que induzem a sua liberagdo no
hipotalamo sdo ativados através de receptores localizados em osmorreceptores localizados em
vasos portais € mesentéricos € a queda de pressao sentida nos baroreceptores atriais e arteriais
também induzem a liberagdo de VP (Petersen, 2006). Varios eventos estressantes servem
como estimulos para a liberagdo de VP e compreendem altera¢des na volemia, sendo assim, 0s
estressantes envolvendo estas mudancas, como hemorragia, aumentam os niveis de VP
circulantes. Além disso, alguns estudos sugerem que a VP pode ser liberada em situagdes de

estresse ndo-osmotico, apesar de ndo haver um consenso, outros estimulos estressantes, que
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nao volémicos, como os psicologicos, tais como imobilizagdao, ambientes novos, nado forgado,
choque, ndo parecem induzir a liberagdo plasmatica de VP, embora induzam a liberacao de
OT (Jezova et al, 1995; Wotjak et al, 1998; Laguna-abreu, 2004). Entretanto ocorre liberagao
de VP no PVN e SON apés estresse por nado for¢cado, sugerindo uma dissociagdo da resposta
central e periférica da vasopressina ao estresse (Wotjak et al, 1998). Apesar da auséncia de
liberacao periférica da VP no plasma, a origem da VP liberada no PVN parece ser de origem
magnocelular predominantemente (Wotjak et al, 2001).

Os receptores para VP sdo receptores acoplados a proteina G e consistem de 3
subtipos, Vl1a, V1b e V2, também conhecidos como VR1, VR2 e VR3.

Os receptores Vla sdo encontrados em musculo liso vascular, figado, utero e cortex
adrenal, enquanto os V2 sdo encontrados nos ductos coletores renais. Os do tipo V1b sdo
encontrados na adeno-hipofise onde regulam a liberacdo da corticotrofina (ACTH). No SNC
os receptores Vla sdo encontrados inclusive no PVN (Dinan & Scott, 2005; Petersen, 2006).
Os neurdnios vasopressinérgicos expressam desde o nascimento os receptores Vla e Vib e a
auto-regulacao ocorre através do Vla (Ugrumov, 2002).

A vasopressina também possui um papel importante na regulagdo da resposta ao
estresse. O eixo HPA ¢ regulado por dois principais hormoénios, o CRH e a VP. A VP age
sinergicamente com o CRH (Stratakis & Chrousos, 1995) e juntamente com o CRH facilita a
liberacdo do ACTH na adeno-hipdfise. Os neuronios parvocelulares que liberam VP na
circulagdo portal possivelmente co-expressam tanto CRH como VP. A maioria dos neuronios
VP positivos que acessam a circula¢do portal sdo oriundos do PVN, entretanto alguns estudos
mostram que podem também ser originados do SON (Dinan & Scott, 2005). Estimulos
estressantes induzem nao somente a ativagao do eixo HPA, mas também o eixo hipotadlamo-
neuro-hipofise (HNH), sendo que a VP pode ser liberada tanto axonalmente como somato-
dendriticamente em resposta a alguns estimulos. Dessa forma, eventos estressantes podem
induzir ndo somente a ativacdo do eixo HPA, mas também do eixo HNH (Engelmann et al,
20006).

Em ratos foi descrito a ocorréncia de receptores para VP em varias regides do SNC,
como area septal lateral, hipocampo, drea amigdalo-estriatal, nicleo da base da estria terminal
e regides do hipotalamo, e através dos receptores localizados nestas areas limbicas podem
mediar comportamentos (Ruscio et al, 2007; Caldwell et al, 2008). Estudos em roedores
demonstraram que algumas fungdes centrais da VP (conjuntamente com a OT) relacionam-se

com comportamentos sociais. Deste modo, a VP parece estar relacionada na modulagdo de
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comportamentos como a agressdo entre machos, no comportamento agressivo em lactantes,
reconhecimento de odores e preferéncia na escolha de parceiros (Caldwell et al, 2008).

Entre os comportamentos mais estudados destaca-se o papel da VP na memoria social
em roedores. A VP ¢ de fundamental importdncia em um tipo especifico de memoria baseada
em sinais olfatérios: a memoria social ou reconhecimento social. Injecdes centrais e
periféricas de VP demonstram claramente que a VP tem funcao importante no reconhecimento
social em roedores. A VP quando injetada em algumas regides, por exemplo, area septal,
resulta em uma melhora da memoria social, enquanto o antagonista injetado na mesma regiao
prejudica o reconhecimento. Os receptores Vla e V1b relacionam-se com a memoria social,
entretanto a maioria dos parametros comportamentais da memoria social sao mediados pelo
Vla. Além disso, estimulagdo elétrica do PVN e SON induzindo a liberagdo deste peptideo
também mostrou melhora na memoria social. O bloqueio dos receptores V1a por antagonistas
injetado centralmente impede o reconhecimento (Bielsky & Young, 2004). Ratos brattleboro
mutantes deficientes em VP apresentam déficits neste tipo memoria (Engelmann & Landgraf,
1994).

A ativacdo do eixo HPA em situagdes de estresse ¢ uma resposta normal do organismo,
entretanto algumas patologias como por exemplo a depressdo podem ser causadas por um
desequilibrio no eixo HPA e por alteracdes no padrdo de secrecdo da VP (Dinan & Scott,
2005). A vasopressina também pode exercer um papel inibitério no comportamento sexual
em ratas, pois quando injetada centralmente, inibe o comportamento sexual quando expostas a
um macho sexualmente ativo (Pedersen & Boccia, 2006).

A VP parece estar relacionada a ansiedade. Ratos geneticamente selecionados com alta
ansiedade apresentam uma hiperresponsividade do eixo HPA e maior expressdo da
vasopressina no PVN (Bosch et al, 2006). Em humanos, altos niveis plasmaticos de VP estdo
associados a desordens de estresse pos-traumatico e psicoses (de Kloet et al, 2008, Goldman et

al, 2008).
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JUSTIFICATIVA

A VP tem sido descrita por seu papel em comportamentos agressivos, memoria social,
e modulacdo da ansiedade, mas principalmente na modulagdo do eixo HPA e por agir em
estruturas extrahipotalamicas (Engelmann et al, 2006, Veneema et al, 2006, Tillbrok & Clarke,
2006). Os animais manipulados na infancia possuem uma menor reatividade do eixo HPA,
manifestado pela menor secre¢do de hormonios relacionados ao estresse, efeitos observados
principalmente na vida adulta.

Sendo assim a justificativa deste trabalho ¢ a de tentar avaliar até que ponto a
manipula¢do neonatal que tem sido amplamente estudada por suas alteragdes no eixo HPA
pode influenciar a plasticidade e liberacdo de neuropeptideos importantes na regulagdo do

estresse, como a Vasopressina.

Objetivo

Este trabalho tem o objetivo de investigar os efeitos induzidos pela manipulagdo
neonatal ao sistema vasopressinérgico. Os objetivos sao:

Estudar (1) a liberagdo plasmatica de VP em filhotes manipulados e ndo-manipulados
durante o periodo neonatal; (2) a resposta plasmatica da VP ao estresse em ratos adultos (3) a
distribui¢do dos neurdénios VP magnocelulares no PVN e SON e parvocelulares no PVN em

ratos adultos e (4) a quantidade de VP no PVN em ratos adultos, machos e fémeas em diestro.
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MATERIAL E METODOS

Experimento 1-Avaliacdo da concentracdo plasmatica da VP em filhotes de

10 dias manipulados durante o periodo neonatal

Ratos filhotes, machos e fémeas no décimo dia de vida foram decapitados, para
posterior coleta do sangue do tronco nas seguintes condigdes:

Grupo ndo-manipulado (controle): os animais foram retirados do ninho e
imediatamente decapitados.

Grupo manipulagdo unica: filhotes do grupo nao-manipulado, no décimo dia de vida
foram submetidos & manipulacdo tnica por 1 minuto, como descrito anteriormente. Apds o
procedimento de manipulacdo, os animais foram decapitados imediatamente.

Grupo manipulado: os animais foram manipulados durante os dez dias de vida. Ao
décimo dia os animais foram decapitados imediatamente ap6s a manipulagdo, sem serem
devolvidos ao ninho.

Grupo manipulado-5 minutos: os animais foram manipulados durante os dez dias de
vida. Ao décimo dia os animais foram manipulados, devolvidos ao ninho, a mae devolvida a
caixa e apos 5 minutos, os filhotes foram decapitados, para coleta do sangue.

Grupo manipulado-10 minutos: os animais foram manipulados durante os dez dias de
vida. Ao décimo dia os animais foram manipulados, devolvidos ao ninho, a mae devolvida a
caixa e apds 10 minutos, os filhotes foram decapitados para coleta do sangue.

O sangue dos filhotes foi colocado em tubos previamente heparinizados e
imediatamente centrifugados a 3000 RPM por 15 minutos. O plasma foi armazenado a -20° C

para posterior radioimunoensaio para vasopressina.

Experimento 2-Avaliacdo da resposta da vasopressina ao estresse em ratos

submetidos a manipulacdo neonatal

Ratos adultos, machos e fémeas foram submetidos a canulacdo da jugular, na tarde
anterior a coleta. Os animais foram anestesiados com tribromo etanol. Com auxilio de uma

agulha acoplada a uma canula de silastic (Medicone) de aproximadamente 11 ¢cm contendo
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solucdo salina 0,9% a canula foi inserida na jugular e suturada no musculo peitoral, para em
seguida ser subcutaneamente externalizada na regido do pescoco dos animais.

A coleta seriada de sangue foi realizada na manha seguinte a cirurgia. O sangue foi
coletado antes (Basal), 5 min, 10 min, 30 e 60 minutos apds os animais serem inseridos em
um tubo contensor de acrilico. Amostras de 600 ul de sangue foram coletadas em seringas
heparinizadas e a mesma quantidade de solugdo salina fisiologica 0,9% foi reposta em
seguida. O sangue foi centrifugado a 3000 RPM por 15 min em centrifuga refrigerada e

congelado para posterior radioimunoensaio para VP.

Experimento 3- Avaliagdo dos neurdnios produtores de vasopressina nos
ndcleos paraventricular e supraoptico do hipotalamo em ratos adultos

manipulados no periodo neonatal

Ratos adultos, machos e fémeas foram submetidos a perfusdo transcardiaca com
solu¢do de lavagem tamponada e heparinizada, pH 7, 4, seguida de paraformoldeido 4%
(Peinado et al, 1996). Os cérebros foram entdo retirados do cranio e colocados em solugdo de
sacarose a 30%, para posterior congelamento em isopentano e gelo seco. Apds congelamento,
todos os cérebros foram seccionados em criostato a -20°C, no mesmo dia. Obtiveram-se
secgoes de 50 um nas regidoes do PVN e SON. As seccdes foram inseridas em containeres
contendo PBS pH 7.4.

O procedimento de imunoistoquimica ocorreu ao mesmo tempo para todos os
encéfalos, isto €, 24 hs apos o seccionamento. Foi feito o bloqueio da peroxidase endogena
com solucdo de peroxido a 3%, em seguida lavagem com PBS -Triton a 0,4%. As seccdes
foram incubadas com anticorpo policlonal anti-neurofisina associada a vasopressina
(Monoclonal AntiBody PS41, gentilmente doado pelo Dr. Harold Gainer, NIH, EUA) a
dilui¢do de 1:50, overnight a 4°C. Apo6s foi incubado com anticorpo anti-mouse biotinilado
(antimouse IgG, Amersham Life Science) durante 2 hs. Em seguida foi aplicado as sec¢des
complexo ABC (VECTOR Laboratories), ¢ revelado com DAB (Sigma) e peroxido de
hidrogénio (Merck). O controle positivo consistiu dos proprios nucleos e o controle negativo

foi processado com auséncia do anticorpo primario.
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As seccdes foram lavadas, submetidas a desidratagdo por seqiiéncia de alcoois e xilol e
depois montadas em laminas previamente gelatinizadas e cobertas com laminulas e Entellan
(Merck).

A contagem do numero dos neurdnios foi utilizada um sistema-teste quadrado
composto por linhas, previamente calibrado com lamina objeto e com objetiva de 100X com

area total de X/Y 11 960um? (Mandarim de Lacerda, 2003).

Experimento 4 - Avaliacdo da quantidade de VP no PVN pelo método

Western blotting, em ratos manipulados

Os animais adultos, machos e fémeas em diestro II foram decapitados e tiveram o
encéfalo retirado e congelado em isopentano em gelo seco, posteriormente armazenados em
freezer -70°C. O PVN foi microdissecado e coletado bilateralmente, de acordo com a técnica
de Palkovits (1988). Obteve-se um homogeneizado com 50 pL de tampao de homogeneizagao
com inibidores de proteases (NaCl, Tris, EDTA, Glicerol). Desse homogeneizado determinou-
se o conteudo de proteina pelo método descrito por Bradford (1976). Posteriormente,
quantidades iguais de proteina (35 ug para cada amostra) foram carregadas em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) para separagdo de acordo com a sua mobilidade. Apds, as
proteinas foram eletrotransferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose (Amersham). A
efetividade da separagdo das proteinas no gel e a sua transferéncia para a membrana foram
verificadas. A seguir, feito o bloqueio de sitios inespecificos, em tampao salina Tween-Tris
(TTBS; Tris-HC1 100 mM, pH 7,5, NaCl 0,1% de Tween 20) contendo albumina 5% por 2
horas em temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada overnight, a 4°C,
com anticorpo primario anti-vasopressina (Monoclonal AntiBody PS 41, doado pelo Dr.
Harold Gainer, NIH, EUA). Apo6s o anticorpo primario, a membrana foi lavada em TTBS e
incubada por 2 horas com o anticorpo secundario de cabra anti-mouse IgG, na concentracdo
de 1:10000 diluido em TTBS. A membrana foi lavada novamente com TTBS e a
imunorreatividade foi detectada pela alteragdo de quimioluminescéncia (ECL Western blotting
analysis system, Amersham). A analise densitométrica dos filmes foi realizada com o auxilio

do programa MCID Image Analysis System (versao 5.02, Imaging Research, Canada).
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Analise estatistica

Os resultados foram expressos através da média + erro padrao da média (EPM), e o
nivel critico fixado foi de 5% (p<0,05) para se admitir uma diferenca de valores como
estatisticamente significativa.

A comparacdo dos niveis plasmaticos de VP nos filhotes foi analisada por ANOVA de
uma via. Ja a resposta da VP ao estresse nos ratos adultos foi analisada por ANOVA de uma
via, utilizando-se tempo como medida repetida. Para a analise pos hoc foi utilizado o teste
Newman-Keuls.

A comparacdo entre os grupos para o numero de células imunorreativas a VP no PVN
e SON em ratos e em ratas adultas no diestro foi realizada utilizando ANOVA de uma via,
utilizando-se hemisfério como medida repetida. A quantificacdo de VP no PVN foi analisada
através do teste t de Student, comparando-se os manipulados com nao-manipulados,

separadamente para cada sexo.
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RESULTADOS

Experimento 1-Avaliacdo da concentracdo plasmatica de VP em filhotes

manipulados no periodo neonatal

A figura 19 mostra as concentragdes plasmaticas de VP de filhotes, machos e fémeas.
Foram utilizados 5 grupos experimentais: nao-manipulado (controle, NM); manipulag¢do
unica 10° dia (MU), manipulagdo repetida no 10° dia imediatamente ap6s a manipulagio
(MRO); manipulagdo repetida no 10° dia,. 5 minutos apoés (MR5) e manipulagdo repetida 10
minutos apos a manipulacdo (MR10). Em machos (figura 19 A), ndo foi observado efeito
significativo para grupo [F (4,54)=2,02 , p=0,10]. Em fémeas (figura 19 B), ndo foi observado
efeito significativo para grupo [F(4,51)=2,112; p=0,0928].
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Figura 19. Vasopressina plasmatica em filhotes aos 10 dias de idade, machos (a) e fémeas (b).
NM, filhotes ndo manipulados (n= 14); MU, tnica manipulagdo no 10° dia (n=13); MR,
plasma coletado imediatamente a manipulagdo (n=14); M5, plasma coletado 5 minutos apos a
manipulagdo e devolu¢gdo ao ninho (n=10); M10, plasma coletado 10 minutos apds a
manipulacdo e devolug¢do ao ninho (n=12). Os dados foram expressos pela média + EPM e
analisados utilizando ANOVA, seguido de Newman-Keuls.

Para grupo *p<0,05 quando comparado aos grupos ndo-manipulado, manipula¢io Unica e

manipulados.
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Experimento 2 — Avaliacéo da resposta da VP ao estresse por contengcdo em

ratos adultos, machos e fémeas, manipulados no periodo neonatal.

As figuras 20 A e B representam a resposta da VP ao estresse por contengdo, em ratos
adultos. Em machos (fig. 20 a), a ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo mostrou
efeito grupo [F(1,14)=0,02, p=0,8]. Entretanto ocorreu um efeito tempo [F(4, 56)=32,99,
p=0,02]. A analise pos hoc mostrou um aumento significativo da concentragdo plasmatica de
VP aos 10 minutos do inicio da conten¢do, os valores retornaram a niveis semelhantes aos
niveis basais nas coletas subseqiientes, 30 ¢ 60 minutos. Nas ratas submetidas ao mesmo
procedimento (fig. 20 B), a ANOVA de uma via para medidas repetidas mostra que nao houve
diferenga significativa entre o grupo nao-manipulado e o manipulado na secrecdo de VP
[F(1,20)=0,2, p=0,65], entretanto houve efeito tempo [F (4,80)=3,85, p=0,006] . A contengao
causou um pequeno aumento da secrecdo de VP em ambos os grupos aos 10 minutos em

machos e aos 5 minutos nas fémeas apos o inicio do estresse.
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Figura 20. Concentracao plasmatica de VP em ratos adultos conscientes, machos (A) e fémeas
em diestro II (B), submetidos ao estresse por contencao. O=basal; 5, 5 minutos ap6s o inicio da
contencdo, 10, aos 10 min; 30, aos 30 min; 60, aos 60 min. Os ratos manipulados (M) foram
submetidos a manipulagdo por 1 min/dia do primeiro ao décimo dias pds-natal ou nao-
manipulados (NM), ndo foram tocados no periodo péds-natal. a-b p< 0,05 comparando-se as
sessoes. Os dados foram expressos pela média = EPM e analisados utilizando ANOVA,

seguido de Newman-Keuls.
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Experimento 3 — Avaliacdo dos neurdnios produtores de vasopressina nos
ndcleos paraventricular e supradptico do hipotdlamo em ratos adultos

manipulados no periodo neonatal.

As figuras 21, 22 e 23 mostram o numero de neurdénios magnocelulares e
parvocelulares imunorreativos a VP no PVN por sec¢ao de cérebro, em machos adultos. A
ANOVA de uma via para medidas repetidas mostrou efeito significativo grupo
[F(1,10)=25,96443; p=0,00004] e lado [F(1,10)=6,89; p=0,02]. Entretanto, para as células
parvocelulares no PVN a andlise ndo apresentou diferenca significativa tanto em grupo
[F(1,10)=0,04; p=0,82] como para lado [F(1,10)=0,52; p=0,48]. Na andlise do niumero de
neurdnios imunorreativos @ VP no SON nao houve diferencas significativas, sem efeito grupo
[F(1,10)=0,34; p=0,57] nem lado [F(1,10)=0,09; p=0,76] ou interacdo [F(1,10)=2,05; p=0,18].

As figuras 24, 25 e 26 representam, respectivamente, os neuronios magnocelulares e
parvocelulares no PVN e os neur6nios no SON de ratas em diestro II. Os neurdnios
magnocelulares ndo apresentaram efeito grupo [F(1,10)=3,06; p=0,11], efeito lado
[F(1,10)=1,2; p=0,29], nem interagdo [F(1,10)=0,05; p=0,82]. O numero de neurdnios
parvocelulares no PVN ndo mostrou diferencas estatisticamente significativas entre as ratas
manipuladas e as ndo-manipuladas [F(1,10)=0,005; p=0,94], também nao ouve efeito lado
[F(1,10)=0,31; p=0,58] e nem interacdao [F(1,10)=0,52; p=0,48]. A ANOVA também nao
mostrou efeito no nimero de neurénios no SON [F(1,10)=0,0003; p=0,98] nem para lado

[F(1,10)=0,13; p=0,71] ou interacao [F(1,10)=0,45; p=0,51].
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Figura 21. Numero de células magnocelulares imunorreativas a VP por sec¢do de cérebro, no
nlcleo paraventricular do hipotdlamo de ratos adultos (machos), manipulados (M) e ndo-
manipulados (NM) no periodo neonatal. Os dados foram expressos pela média + EPM e
analisados utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de
Newman-Keuls. Para grupo *p<0,05 quando comparado aos grupos ndo-manipulado e
manipulados. Para hemisfério # p<0,05 quando comparados os lados direito e esquerdo. n = 6

para ambos 0s grupos.
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Figura 22. Numero de células parvocelulares imunorreativas a VP por seccdo de cérebro, no
nlcleo paraventricular do hipotdlamo de ratos adultos (machos) manipulados (M) e nao-
manipulados (NM) no periodo neonatal. Os dados foram expressos pela média £+ EPM e
analisados utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de

Newman-Keuls. n = 6 para ambos os grupos.
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Figura 23. Numero de células imunorreativas a VP por seccdo de cérebro, no nucleo
supraoptico do hipotalamo de ratos adultos (machos) manipulados (M) e nao-manipulados
(NM) no periodo neonatal. Os dados foram expressos pela média + EPM e analisados
utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de Newman-Keuls.

n = 6 para ambos 0s grupos.
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Figura 24. Numero de células magnocelulares imunorreativas a VP por sec¢do de cérebro, no
nucleo paraventricular do hipotdlamo de ratas adultas (fémeas) manipuladas (M) e nao-
manipuladas (NM) no periodo neonatal. Os dados foram expressos pela média + EPM e
analisados utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de

Newman-Keuls. n = 6 para ambos os grupos.
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Figura 25. Numero de células parvocelulares imunorreativas a VP por sec¢do de cérebro, no
nucleo paraventricular do hipotadlamo de ratas adultas, manipuladas (M) e ndo-manipuladas
(NM) no periodo neonatal. Os dados foram expressos pela média + EPM e analisados
utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de Newman-Keuls.

n = 6 para ambos 0s grupos.
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Figura 26. Numero de células imunorreativas a VP por seccdo de cérebro, no nucleo
supraoptico do hipotalamo de ratas adultas (fémeas) manipuladas (M) e nao-manipuladas
(NM) no periodo neonatal. Os dados foram expressos pela média + EPM e analisados
utilizando ANOVA de uma via, hemisfério como medida repetida, seguido de Newman-Keuls.

n = 6 para ambos 0s grupos.
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Experimento 4 - Analise da quantidade de VP no PVN pelo método Western

blotting, em ratos manipulados

A figura 27 mostram o conteudo de VP no PVN de ratos dos grupos ndo-manipulado
e manipulado, machos, e fémeas em diestro.

Para o conteudo de VP no PVN, ndo foi observado efeito significativo entre os grupos.
Em machos (fig. 27A), o teste t ndo mostrou diferengas [t(5)=2,008, p=0,10], que também nao
foram constatadas nas fémeas (fig. 27B) [t(4)=0,81, p=0,46].
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Figura 27. Expressdo de vasopressina (VP) no nucleo paraventricular de ratos adultos,
manipulados (M) e ndo-manipulados (NM), obtida pela densidade 6ptica de VP detectada por
western blot. Machos (B) e fémeas em diestro I (C). Em (A), figura representativa dos
western blots para VP. Os dados foram expressos pela média (= EPM) e analisados utilizando

teste t de Student. n=3-4 por grupo.
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Figura 28. Foto em menor aumento (20X), demonstrando neurdnios imunorreativos a VP, no
PVN. Esta foto refere-se um rato macho n@o-manipulado. 3V, terceiro ventriculo; setas,

neurdnios magnocelulares; tridngulo, parvocelulares.
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Figura 29. Foto em menor aumento (20X), a flecha indica um neurdnio imunorreativo a VP,

no SON. Esta foto refere-se a um rato macho ndo-manipulado. OX: quiasma dptico.
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DISCUSSAO

A manipulagdo dos filhotes ¢ um evento considerado estresse leve, que envolve uma
breve separacao seguido do aumento do comportamento maternal. Apos este procedimento, a
mae responde aumentando o comportamento de lamber os filhotes, cujo SNC responde por
sua vez, ativando populacdes neuronais em resposta ao aumento de estimulos obtidos pela
mae (Fenoglio et al, 2006, Cameron et al, 2008). Estudos em animais € humanos sugerem que
o estresse na infincia tem efeitos profundos na cogni¢do e emocionalidade (Fenoglio et al,
2006). Os efeitos da manipulacao podem ser observados ja desde o periodo neonatal. Podem
ocorrer alteragdes na plasticidade neuronal e hormonais em 4reas relacionadas ao estresse € a
reproducdo. Demonstrou-se diminui¢do do numero de neurdnios, como o Locus coeruleus, ja
no décimo dia de vida (Lucion et al, 2001). No nono dia de vida, ap6s o procedimento de
manipulagdo, ha aumento na expressdo de Fos em regides envolvidas com a resposta ao
estresse que sdo regulatorias no PVN, induzindo a uma diminui¢do da expressao do mRNA
para CRH no PVN (Fenoglio et al, 2004, Fenoglio et al, 2006).

Em ratos, o sistema hipotalamo neuro-hipofiseal (HNH) ndo estd maduro até o sétimo
dia de vida (Choy et al, 1980), entretanto apos este periodo a VP responde com um aumento
no plasma apos o estresse hiperosmotico (Sinding et al, 1980). No presente trabalho nao foi
possivel detectar alteracdes nos niveis plasmaticos de VP em filhotes, aos 10 dias de idade,
ndo-manipulados e submetidos & manipulagdo unica e a manipulacdo repetida, tanto em
machos como em fé€meas, sugerindo que apesar do sistema HNH estar maduro, a manipulagao
nao foi estimulo suficiente para aumentar sua liberagdo. O aumento do comportamento
maternal induzido pela manipulacdo neonatal aos filhotes, aos 5 e 10 minutos apds a
devolugdo ao ninho induziu a uma tendéncia ao aumento da liberagdo plasmatica da VP.

Viarios estudos demonstraram que os neurdnios vasopressinérgicos sdo suscetiveis a
interferéncias durante o periodo de formacao do sistema nervoso central, no periodo pré-natal
e poés-natal, estas interferéncias podem induzir a mudangas na expressao do peptideo e na sua
liberagdo, tanto centralmente como perifericamente (Veenema et al, 2006, 2007, Desbonnet et
al, 2008).

A liberagdo plasmatica de VP pode ser um bom parametro para avaliar a atividade

neuronal dos nucleos paraventricular e supradptico, preferencialmente dos neurdnios
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magnocelulares (Ruscio et al, 2007). Neste trabalho, avaliamos o efeito do estresse sobre a
liberacao deste peptideo. Apesar de haver um efeito do estresse na liberagcdo, nao foi
observado um efeito da manipulacdo tanto em machos como em fémeas, na vida adulta.
Ruscio et al (2007) também detectaram alteragdes na imunorreatividade da VP no PVN e no
SON sem observar alteragcdes na liberagdo plasmaticas em fémeas de roedores submetidos ao
isolamento social. Apesar de ter sido observado em fémeas, este resultado € interessante, pois
devido ao aumento do nimero de neurdénios magnocelulares poderiamos esperar como
conseqiiéncia um aumento da liberagdo periférica apos o estresse nos animais manipulados.
Entretanto, como a VP responde a varios tipos diferentes de estresse, o modelo de contengao
pode nao ter sido o mais adequado para testar a atividade neuronal, neste caso.

Por outro lado, estudos em roedores sugerem que niveis elevados centrais de VP estdo
relacionados ao aumento da agressividade (Veenema et al, 2006, 2007). Nossos resultados
mostraram uma tendéncia ao aumento da agressividade em machos adultos manipulados, bem
como um aumento no numero de neurénios magnocelulares imunorreativos a VP.
Considerando-se que o aumento do nimero de neurdnios poderia expressar maior produgdo de
VP, pode-se relacionar a agressividade dos machos manipulados a esse aumento. Ratos que
sofreram separa¢cdo maternal, apds expostos ao teste de agressividade, tem um aumento na
expressdo de RNAm para VP no SON e PVN, bem como maior imunorreatividade a VP nos
mesmos nucleos em comparagdo com ratos controle (Veneema et al, 2006). Camundongos
adultos que sofreram separa¢do maternal também tiveram um aumento da expressdo de VP, na
vida adulta, observada pelo aumento da imunorreatividade e na expressdo da VP, que foi
relacionada ao aumento na agressividade destes animais (Veneema et al, 2007). Por outro
lado, ratos que sofreram separacdo maternal na infancia apresentaram redugdo na
imunorreatividade a VP, no PVN. Desde que a separacdo maternal no inicio da vida ndo pode
ser comparada a manipulag@o neonatal por induzir a efeitos diferentes em animais adultos, por
exemplo, aumento dos niveis de ACTH e corticosterona, 0 oposto ocorre em animais
manipulados. Entretanto alguns mecanismos desencadeados por estes dois tipos de eventos
estressores parecem agir da mesma maneira no sistema hipotaldmico vasopressinérgico em
machos. Também foi relatado aumento da expressdo de RNAm para VP no PVN em ratos
adultos selecionados com alta ansiedade e cujas maes foram submetidas ao estresse durante a
gestagdo, entretanto no SON os niveis mantiveram-se inalterados (Bosch et al, 2006).

Apesar de observarmos que houve um aumento no numero de neurdnios

magnocelulares vasopressinérgicos em ratos adultos submetidos a manipulagdo neonatal, nao
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foi demonstrado diferencas no ntimero de neurdnios parvocelulares, que permaneceram
estaveis.

Conjuntamente com o CRH, a VP ¢ considerada um indutor da atividade do eixo HPA,
agindo nos corticotrofos estimulando a liberacdo de ACTH. Dessa forma, a méaxima ativacao
do eixo HPA requer a acdo dos dois peptideos. A VP originada dos neuronios parvocelulares é
secretada na EM e age nos corticotrofos induzindo a liberagdo de ACTH via receptor V3
(Dinan & Scott, 2005). Sabe-se que eventos que alteram o ambiente neonatal afetam o eixo
HPA e animais manipulados possuem menor expressao de CRH desde filhotes (Fenoglio et al,
2006) e menor numero de células positivas para CRH quando adultos (Plotsky & Meaney,
1993), sendo assim, provavelmente a inibi¢do do eixo HPA causada pela manipulagdo
neonatal ndo se deve a alteragdes nas células vasopressinérgicas, visto que ndo foi
demonstrado neste trabalho altera¢des no nimero das parvocelulares.

Ao contrario do estudo feito nos neurdnios ocitocinérgicos, onde a manipulacdo
induziu alteracdes tanto em machos como em fémeas, a comparacao entre o numero de células
nos grupos estudados, induzidos pela manipulacao apresentou diferengas entre os sexos, as
fémeas manipuladas ndo apresentaram diferengas no nlimero de neur6nios magnocelulares VP
positivos. A expressdo dos comportamentos podem diferir entre os sexos, observou-se
diferengas entre a quantidade de fibras vasopressinérgicas entre machos e fémeas no SNC,
machos apresentam maior quantidade destas fibras. Fémeas tratadas com testosterona
elevaram a quantidade destas fibras na mesma regido, mostrando que a VP pode ser regulada
pelos androgénios, além disso constatou-se receptores para estradiol tipo B nos neurdnios
magnocelulares VP-positivos, indicando que o estrogénio pode agir nos neurdénios VP em
fémeas (Alves et al, 1998, Caldwell et al, 2008).

A VP esta relacionada a varias fungdes no SNC. A depressao pode estar relacionada a
um desequilibrio no eixo HPA e alguns trabalhos apontam o papel da VP nesta patologia,
visto que alguns experimentos demonstraram em humanos com depressdo uma
hipersensibilidade do receptor V3 e um aumento no numero de neurdnios vasopressinérgicos
(Purba et al, 1996, Scott & Dinan, 1998, Dinan e Scott, 2005). Abusos na infancia podem
aumentar a vulnerabilidade a desordens emocionais, como depressao e ansiedade (Surget et al,
2008). Neste sentido, os ratos manipulados, que apresentam diminuicdo da capacidade de
interagir socialmente aliado ao possivel aumento da atividade do sistema vasopressinérgico
indicado pelo aumento do nimero de células, pode indicar um sinal depressivo induzido pelo

estresse no periodo neonatal, mas este parametro deve ser avaliado mais detalhadamente.
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Em humanos as desordens autistas, que levam a incapacidade de relacionamento
social, e podem ser causadas por fatores epigenéticos e enddcrinos em que sdo desconhecidos
os mecanismos, modificam a estrutura do SNC, possuem maiores niveis de VP. O autismo
afeta mais o sexo masculino e pode estar relacionada com a alteragdo da produgdo de VP
(Carter, 2007).

Este trabalho observou que hd uma lateralizacdo no hemisfério direito, onde se
encontram maior nimero de neurdnios VP-positivos, magnocelulares. Esta lateralizagdo foi
observada nos ratos ndo-manipulados e manteve-se com a manipulagdo neonatal. Assimetria é
comum e encontrada no SNC, em varias regides, entre elas no hipotdlamo, e sugere a
lateraliza¢dao de fungdes (Para revisdo, Harris et al, 1996). Entretanto, a lateralizagdo nao foi
observada nas células parvocelulares, neste estudo.

Os niveis levemente maiores de VP expressos no PVN e a diminui¢do da capacidade
de interacdo social em ratos adultos machos, descritos neste trabalho podem estar relacionados
a desordens de sociabilidade. A manipulagdo induziu resultados distintos entre machos e
fémeas que confirmam as diferengas sexuais que os niveis deste peptideo apresentam nos
mamiferos (Carter, 2007). Estes resultados pedem uma avaliacdo mais detalhada entre as
funcdes dos neurdnios magnocelulares e parvocelulares do PVN, visto que ha uma dissociagdo
da resposta destes dois sistemas e do papel que a VP possui nos comportamentos sociais,
estudados em roedores.

Em resumo, os neuropeptideos liberados em regides distintas do cérebro em resposta a
estimulos, tanto estressantes como fisiologicos contribuem para as adaptacdes
comportamentais e neuroendocrinas de um individuo que foi submetido ao estimulo.
Somando-se a isso, os neuropeptideos como a VP e OT apresentam diversas formas de
liberagdo, incluindo a liberagdo somatodendritica, que pode ocorrer separadamente da

liberagdo axonal demonstra a complexidade deste sistema (Neumann, 2007).
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Conclusoes

O capitulo referente ao sistema vasopressinérgico € manipulagdo neonatal apresentou
resultados referentes a liberagao plasmatica de VP em duas idades (10 dias e adultos) e na
compara¢do entre o nimero de neurénios imunorreativos & VP entre os grupos, bem como
avaliou o conteudo de VP no PVN. Observou-se um aumento no numero de neuronios
magnocelulares no PVN em machos adultos, sendo que nao foi observado diferencas nas
parvocelulares. Em estudo recentemente publicado (Winkelmann-Duarte et al, 2007) nao
houve constatacdo de diferengas no numero total de células magnocelulares no PVN,
entretanto o mesmo estudo demonstrou que ha uma diminui¢do nas células parvocelulares,
causadas pela manipula¢do neonatal. Nao foram observadas diferencas na quantidade de
neurdnios no SON. Também nao foi houve diferengas entre os grupos na liberacdo plasmatica
de VP aos 10 dias e apos o estresse em ratos adultos, nem na quantidade de VP no PVN.
Esperava-se que o aumento no nimero de neurdnios magnocelulares VP imunorreativos nos
machos adultos estivesse relacionado ao aumento da liberacdo de VP plasmatica apos o

estresse, mas nao foi possivel detectar esse resultado utilizando-se este método.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos nesse estudo nos permitem concluir:

A manipulagdo neonatal repetida interfere com o comportamento social em machos
adultos, reduzindo o comportamento de cheirar e investigar. Os animais manipulados
apresentam menor motiva¢do social para interagir com individuos da mesma espécie, e
quando interagem fazem de forma negativa, indicado pelo aumento da agressividade.
Entretanto, ndo ha alteragdes no desempenho da memoria social nestes animais. Esse efeito da
manipulagdo neonatal ¢ dependente de sexo, pois nos dois testes utilizados apenas os machos
foram afetados.

O numero de neurdnios parvocelulares ocitocinérgicos, responsaveis pela producdo e
envio de OT a areas extrahipotaldmicas, encontra-se diminuido em machos e fémeas,
considerando-se que se houver menor quantidade de neurdnios terdo como conseqiiéncia
menor producdo, podendo ser considerado um dos coadjuvantes causadores do prejuizo do
comportamento social nos machos. Entretanto, as fémeas ndo apresentaram resultados
indicativos de prejuizo nos comportamentos sociais.

Quanto a OT proveniente dos neurénios magnocelulares, que sdo responsaveis pela

secrecdo pos-estresse deste hormdnio ndo foi alterada pela manipulacdo, sendo portanto a
provavel causa da auséncia de efeito na resposta deste ao estresse em machos, apesar de
observar-se um atraso no padrao de liberacdo nas fémeas.
A producdo de OT em filhotes machos e fémeas aos 10 dias apds o nascimento foi alterada
pela manipulacdo repetida, a manipulagao foi um potente indutor do aumento da liberagcdo
plasmatica de OT apds este procedimento, indicando que desde o periodo neonatal este
sistema ¢ responsivo a manipulacao.

A manipulag¢do neonatal repetida aumenta a quantidade de neurénios magnocelulares
vasopressinérgicos, em machos e fémeas, embora nao tenha sido demonstrado alteracdes na
liberagdo plasmatica pos-estresse tanto em filhotes como em adultos. Entretanto ndo pudemos
relacionar o aumento da VP ao aumento da agressividade nestes animais.

Assim, a influéncia da manipulagdo neonatal sobre o comportamento social nao pode
ser explicada totalmente pela quantidade de OT ou VP produzida no SNC os efeitos de longa

duracdo da manipulagdo, porque neste trabalho observou-se alteragdes somente em machos.
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Mais estudos podem ser necessarios para podermos correlacionar os comportamentos

apresentados pelos animais manipulados com a produgao ¢ a liberagao de OT e VP.
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Anexo 1

Parte dos resultados desta pesquisa foram publicados. Os resultados referentes ao
numero de neurdnios imunorreativos a OT em fémeas estdo em um artigo que foi publicado na

revista Brain Research, em 2007.

Anexo 2

Os resultados referentes a manipulagdo neonatal e seus efeitos nos sistemas

ocitocinérgico e vasopressinérgico € em comportamentos sociais, em machos e fémeas estao

em um artigo publicado na revista Hormones & Behavior.
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Early-life events can exert profound long-lasting effects on several behaviors such as fear/
anxiety, sexual activity, stress responses and reproductive functions. Present study aimed to
examine the effects of neonatal handling on the volume and number of cells in the hypothalamic
paraventricular nucleus (pPVN, parvocellular and mPVN, magnocellular regions) and the
supraoptic nucleus (SON) in female rats at 11 and 90 days of age. Moreover, in the same areas,
immunohistochemistry for oxytocin (OT) and glial fibrillary acidic protein (GFAP) were analyzed
in the adult animals. Daily handling during the first 10 postnatal days reduced the number of
cells in the pPVN and SON at both the 11 and 90 days. Handling decreased the number of OT-
positive parvocellular cells in the PVN in adult females. No significant differences were detected
on the optical density (OD) of GFAP-positive cells between the handled and nonhandled adult
females. The effect of handling on cell loss was observed 24 h after the 10-day handling period
and persisted into adulthood, indicating a stable morphological trace. Results suggest that
neonatal handling can induce plastic changes in the central nervous system.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction from the mother associated with repeated handling, usually

during the first two postnatal weeks, is seemingly an innocuous
The disruption of the mother-infant relationship constitutes intervention. However, these early-life events can exert profound
the bases for the vulnerability to diseases like depression long-lasting effects on several behaviors such as fear/anxiety

(Heim et al., 1997; Nemeroff, 2004). In rat pups, brief separation (Madruga et al., 2006; Padoin et al., 2001; Tejedor-Real et al., 1998);
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male and female sexual activity (Padoin et al., 2001); as well as
stress responses (Caldji et al., 1998; Meerlo et al., 1999; Pryce et al.,
2001; Severino et al., 2004), reproductive functions (Gomes et al.,
1999, 2005; Mazaro and Lamano-Carvalho, 2006) and regulation
of the fluid balance [data not published]. Besides the behavioral
and neuroendocrine effects, neonatal handling may also induce
stable structural alterations in the central nervous system.
Indeed, it is related to an increased density of glucocorticoid
receptors in the hippocampus and frontal cortex (Liu et al,,
1997; Meaney et al., 1996) and changes in hippocampal GABAA
receptors (Hsu et al., 2003). On the other hand, daily handling of
the rats can reverse the reduction in the volume of the
hippocampus induced by the neonatal hypoxia/ischemia
(Rodrigues et al., 2004). Previous study (Lucion et al., 2003)
showed that daily neonatal handling during the first 10
postnatal days results in a reduction of the number of cells in
the locus coeruleus (LC) of male and female rats at several ages
(11, 27, 36 and 90 days old), presenting evidence for a stable and
long-lasting structural change. An important demonstration of
experience-induced neuroplasticity during the neonatal period
(Fenoglio et al., 2006) shows that repeated handling, but not a
single manipulation event, evokes Fos expression in the
thalamic paraventricular nucleus, a stress-related structure.
Although the behavioral and neuroendocrine effects of
neonatal handling have been extensively described, the
neurological changes have been less focused, specifically in
females. Previous studies have shown that, in females, the
neonatal handling procedure can induce reproductive
changes, control of ovulation for instance, that have been
related to neuroendocrine functions regulated by the hypo-
thalamus (Gomes et al., 2005). The purpose of the present
study was to examine the effects of neonatal handling on the
number of cells and the volume of the hypothalamic
paraventricular nucleus (magnocellular, mPVN and parvocel-
lular, pPVN regions) and the supraoptic nucleus (SON) in
female rats at 11 and 90 days of age. These nuclei have been
chosen due to their participation in functions that are altered
by the handling procedure, such as reproduction, stress
response and fluid balance. The number of oxytocin (OT)-
positive cells was used as a more specific marker for neurons
in the PVN and SON. Moreover, this hormone exerts modula-
tory actions on reproductive functions in females, as well as
on behaviors related to social interaction. Both outcomes may
be altered by early-life interventions. Moreover, the density of
glial fibrillary acidic protein (GFAP)-immunostained cells was
measured in order to evaluate a possible specific effect of
neonatal handling on the glial cells. The hypothesized
changes in the number of cells could be either generalized or
restricted to one type of cell in the nuclei studied. We aimed to
test the hypothesis that early-life stimulation may induce
plastic changes in critical neural structures for the stress
response, reproduction, and behaviors in female rats.

2. Results

Fig. 1 shows a representative low magnification view of the
areas studied: pPVN, mPVN and SON. The tissue is from a
nonhandled rat.

Fig. 1 - Low magnification view (10x) and location of pPVN (a
and b), mPVN (a and b) and SON (c) where cells were counted
and the volume of the nuclei was analyzed in female rats.
3V—3rd ventricle; pPVN—parvocellular region of the PVN;
mPVN—magnocellular region of the PVN; SON—supraoptic
nucleus; ox—optic chiasm.

Fig. 2 shows the estimated total number of cells and the
volume of the pPVN and mPVN. Significant main effect for group
(F(1,20)=8.920, p<0.01) with a decreased number of cells in the
PPVN of handled females compared with nonhandled ones was
shown. No significant main effects for age (F(1,20)=0.402) and
side (F(1,20)=0.523) were detected on the number of cells. No
significantinteraction was observed between group (nonhandled
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Fig. 2 - Effects of neonatal handling on the number of cells and volume of the right (R) and left (L) side parvocellular (pPVN) and
magnocellular (mPVN) region of the PVN in female rats at 11 and 90 days of age. The estimated total number of cells and volume
(mm?) is reported as mean + SEM. Nonhandled control rats were kept undisturbed during the neonatal period and handled
animals were gently manipulated for 1 min daily from the 1st to the 10th day after delivery (n=6 for all groups and ages). Results
were compared between groups (nonhandled and handled), ages (11 and 90 days of age) and sides of the brain (right and left) by
a two-way ANOVA. *Indicates significant main effect for group. *Indicates significant main effect for age.

and handled), age (11 and 90 days) and side (right and left)
(F(1,20)=0.016). Fig. 2 also illustrates the estimated volume
(mm?) of the pPVN in female rats. No significant main effects for
group (F(1,20)=0.390), age (F(1,20)=0.978), side (F(1,20)=0.111) and
interaction between group (nonhandled and handled), age (11 and
90 days old) and side (right and left) (F(1,20)=2.334) were detected.

The estimated total number of cells and the volume of the
mPVN are also illustrated in Fig. 2. ANOVA shows a significant
main effect for age (F(1,20)=7.940, p<0.01) with a decreased
number of cells in the mPVN in the 90-day-old females
compared with 11-day-old females. No significant main
effects for group (F(1,20)=0.005), side (F(1,20)=0.562) and
interaction (F(1,20)=1.367) were detected on the number of
cells in the mPVN. Moreover, Fig. 2 shows no significant main
effects for group (F(1,20)=0.216) and side (F(1,20)=0.227) in the
volume of the mPVN. However, a significant main effect for
age (F(1,20)=17.412. p<0.001) and interaction between the age
and side (F(1,20)=12.640, p<0.01) were observed in the volume
of the mPVN. Post hoc analysis revealed that the volume of the
mPVN decreased in the 90-day-old female relative to the 11-
day-old female (Newman-Keuls test, p<0.05).

Fig. 3 illustrates the results of the estimated total number
of cells and the volume of the SON. Significant main effects
for group (F(1,20)=11.615, p<0.01) and age (F(1,20)=49.608,

p<0.001) were detected in the number of cells in the SON.
Handling reduced the number of cells and 90-day-old rats
showed more cells than the 11-day-old ones. No significant
main effect for side (F(1,20)=0.028) and interaction between
group, age and side (F(1,20)=1.894) was observed. However, a
significant interaction between age and side (F(1,20)=4.684,
p<0.05) was detected. Newman-Keuls test shows that 90-day-
old females have more cells than the 11-day-old pups in both
sides of the brain, but no significant difference was detected
between sides within the age groups.

Fig. 3 also shows a significant effect of age (F(1,20)=16.020,
p<0.001) on the volume of SON, with an increased volume at
the age of 90 days relative to 11 days. The main effect for the
group almost reached significance (F(1,20)=3.633, p=0.07). No
significant main effect for side (F(1,20)=0.197) and no signif-
icant interaction between group, age and side (F(1,20)=0.155)
were detected in the volume of SON.

Table 1a illustrates the optical density of GFAP immunohisto-
chemistry in the nuclei analyzed. No significant main effects for
group (F(1,8)=0.025), side (F(1,8)=0.121) and interaction between
group and side (F(1,8)=2.155) were detected in the pPVN. Similar
results were found in the mPVN with respect to the optical density
of glial cells (main effects for group (F(1,8)=0.026), side (F(1,8)=
0.663) and interaction between group and side (F(1,8)=0.049).
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Fig. 3 - Effects of neonatal handling on the number of cells and volume of the right and left side of the SON in female rats at 11
and 90 days of age. The same procedures as described in Fig. 2 were adopted. *Indicates significant main effect for group.

*Indicates significant main effect for age.

Moreover, no significant main effect for group (F(1,8)=0.182), side
(F(1,8)=1.167) and interaction between group and side (F(1,8)=
0.337) were observed in the density of glial cells in the SON.

Table 1b presents intracellular optical density of GFAP within
the cytoplasm of glial cells in the pPVN, mPVN and SON. Results
showed no significant main effects for group (F(1,8)=0.111), side (F
(1,8)=0.277) and interaction between group and side (F(1,8)=0.006)
in the pPVN. No significant effects were detected in the mPVN
(group F(1,8)=0.145, side F(1,8)=0.010 and interaction between
group and side F(1,8)=4.947). Moreover, no significant main
effects for group (F(1,8)=2.957), side (F(1,8)=1.074) and interaction
between group and side (F(1,8)=0.318) were shown in the GFAP
density within cells in the SON.

Fig. 4 shows a representative low magnification view of the
OT immunohistochemistry in the PVN and SON. Tissue is
from an adult nonhandled female.

Table 1 - Effects of neonatal handling on regional (a) and

intracellular (b) OD of GFAP in the pPVN, mPVN and SON of
female rats at 90 days of age

OD right side

Nucleus Group OD left side

(a) Regional optical density (OD) of GFAP

pPPVN NH 33.8+1.8 329=+16
H 32.7+13 333x14
mPVN NH 30.0+1.4 29.5+0.5
H 30.0+1.1 29.2+0.5
SON NH 47.2+2.3 452+1.4
H 45.5+1.9 45.0+0.9
(b) Intracellular optical density (OD) of GFAP
pPPVN NH 51.2+15 52.0+£1.9
H 51.6+1.3 52.2+1.1
mPVN NH 50.3+2.0 47.5+1.1
H 47.0+1.3 49.6+0.9
SON NH 50.2+0.8 49.7+1.2
H 49.3+1.0 47.6+1.0

The ODs are reported as mean + SEM and compared between groups
(nonhandled and handled) and sides of the brain (right and left) by a
one-way ANOVA (n=5 for all groups). No significant differences
were detected.

Fig. 5 shows the number of OT-positive parvocellular
neurons (diameter of cell bodies less than 12 um) in 90-day-
old females. One-way ANOVA showed significant main effect
for group (F(1,10)=8.660, p<0.05) with a decreased number of

Fig. 4 - Low magnification view (20x) of PVN (a) and SON (b)
where positive OT-immunostained cells were counted in
female rats. p—parvocellular immunostained neuron;
M—magnocellular immunostained neuron of the PVN;
ox—optic chiasm.
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Fig. 5 - Effects of neonatal handling on the number of positive
oxytocin-immunostained cells of the right (R) and left (L) side
parvocellular (pPVN) and magnocellular (mPVN) regions of
the PVN and right (R) and left (L) side of the SON in female rats
at 90 days of age. The estimated average number of cells per
brain section is reported as mean + SEM. Nonhandled control
rats were kept undisturbed during the neonatal period and
handled animals were gently manipulated for 1 min daily
from the 1st to the 10th day after delivery (n=6 for all groups of
animals). Results were compared between groups
(nonhandled and handled) and sides of the brain (right and
left) by a one-way ANOVA. *Indicates significant main effect
for group. *Indicates significant main effect for side.

OT cells in the handled group. No significant main effect for side
(F(1,10)=0.343) and interaction (F(1,10)=0.003) was detected.
Fig. 5 also shows that the number of OT-positive magnocellular
neurons (diameter of cell bodies more than 12 um) was not
different between the groups (F(1,10)=0.005). However, slightly
more OT-positive cells were detected in theright side thanin the

left (F(1,10)=5.479, p<0.05). No interaction group versus side was
detected (F(1,10)=0.029). Fig. 5 also presents the number of OT-
positive neurons in the SON. One-way ANOVA showed no
significant main effect for group (F(1,10)=0.017), side (F(1,10)=
1.179) and interaction (F(1,10)=0.328).

The mean (+ SEM) body weight (g) of the 11-day and 90-day-
old handled females (23.6+1.2 and 232.1+8.7, respectively)
was not different from the nonhandled group (20.7+1.2 and
223.5+11.2; t(10)=1.67 and t(10)=0.61, respectively). The mean
(+SEM) brain weight (g) of the 11-day-old handled (1.13+0.03)
was significantly lower than the nonhandled at the same age
(1.03+0.02; t(10)=2.66). However, the brain weight (g) of the 90-
day-old handled (1.76 £0.07) group was not different from the
nonhandled group at the same age (1.68+0.03; t(10)=0.91).

3. Discussion

Handling during the first 10 days of life induced a stable
reduction in the number of cells, as measured by the total
estimated number of cells, in the parvocellular region of the
PVNin both sides of the brain. Handled females at the age of 11
and 90 days showed fewer cells than nonhandled ones. The
cellloss was detected shortly after the manipulation period. At
90 days of age, the number of cells was not significantly
different from the 11 days in both groups, indicating that the
major effect of handling probably occurred during the
neonatal period. Furthermore, the decrease in the total
number of cells was at least partially due to a reduction of
the OT-producing parvocellular neurons in the PVN of adult
females. However, surprisingly the volume of the pPVN did
not change. Our initial hypothesis was that glial cells would be
responsible for the maintenance of the nucleus volume.
However, the density of GFAP was not different between the
two groups. It is noteworthy that the density of GFAP is not a
measurement of the number of glial cells. Moreover, it is
possible that other factors, like the size and number of neuron
prolongations, instead of an increase in glial cells, could be
involved in the volume compensation.

Handling did not change the estimated total number and also
OT-positive magnocellular neurons in the PVN. The volume of
this region was not altered by the neonatal handling procedure.
However, the estimated total number of cells and volume of the
mPVN in both nonhandled and handled animals decreased
throughout life. As in the parvocellular region, handling did not
alter the OD of GFAP in the mPVN. The handling procedure
affected the number of cells in the parvocellular region of the
PVN, which expresses several neuromodulators, mainly CRH
neurons, but not the magnocellular region that projects neurons
to the posterior lobe of the pituitary.

In the SON, handling reduced the estimated total number of
cells in the right and left side compared with nonhandled.
However, no change was detected in OT-positive neurons. The
reduction in the volume of the nucleus induced by handling was
discrete. On the other hand, the total number of neurons in the
control nonhandled females increased from the 11th to the
90th day, concurrently with an increase in the volume of the
nucleus, which is in agreement with previous report (Crespo
et al, 1990). Similarly, the estimated total number of cells
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increased in the handled females. In the right side, the
proliferation of cells of the SON from the neonatal period to
adulthood was minimally affected by the handling procedure. On
the left side, a different picture emerged; handled females
increased 42%, while nonhandled ones increased 63%. A
previous study (Tang and Reeb, 2004) also described a differential
effect of handling on the two sides of the brain indicating that
early-life stimulation may induce brain lateralization.

Although mPVN and SON synthesize OT and arginine
vasopressin (AVP) and the majority of neurons project to the
posterior pituitary, the neonatal environmental stimulation
affected only the SON cells. An important difference between
the two structures is the postnatal cell proliferation. While the
number of magnocellular neurons in the mPVN is decreased
when comparing the 90th with the 11th day of age, cells in the
SON proliferate throughout life, especially in the right hemi-
sphere. When considering the total number of cells harbored
throughout life, the mPVN is more stable than the SON. It is
possible that, at the time of handling stimulation, some SON
cells were in the process of division and differentiation
rendering them more likely to be affected by environmental
stimuli relative to other quiescent cells at that time. It is
interesting to note that a previous study (Lucion et al., 2003)
showed a significantreduction in the number of cells in the LCin
response to stimulation. Interestingly, the LCis also a nucleus in
which the number of cells increases throughout life. We suggest
that the capacity to proliferate could make the cells in the SON
more susceptible to neonatal stimulation. However, handling
also reduced the number of cells in the pPVN, a region in which
the cell number did not increase when comparing the 11th and
90th day time points.

In order to explain the observed reduction in the number of
cells, as early as 11 days postpartum, it is important to know
whether the parvocellular neurons in the PVN and neurons in
the SON respond to the handling procedure. Previous studies
(Avishai-Eliner et al., 2001; Fenoglio et al., 2004, 2006) have
shown that neonatal handling from day 1 postpartum decreases
CRH mRNA expression in the PVN beginning on postpartum day
9 and extending through day 45. Thus, during the neonatal
period, CRH neurons in the PVN do respond to environmental
stimulation, including handling. It is not known whether the
SON s activated. Nevertheless, by a yet unrevealed manner, the
handling procedure reduced the estimated total number of cells
in the pPVN and SON and the number of OT-positive parvocel-
lular neurons in the PVN. The decreased number of cells is
probably not related to a decrease in body weight. Differences in
body weight between handling and nonhandling groups here
reported did not reach statistical significance, however, in a
previous study (Gonzalez et al., 1990), higher body weights were
observed in the handled animals.

Considering that the infusion of an OT-receptor antagonist
(OTA) into the PVN increases basal and stimulated secretion of
ACTH in male and female rats (Neumann et al.,, 2000), the
reduction in the number of OT cells in the PVN, here shown,
would not be compatible with the phenotype of neonatal
handled animals. However, OT is also well known for its effects
on social bonding, sexual and reproductive behaviors in several
species [Cushing and Carter et al., 2000, Wallner et al., 2006 and
for a review, Young et al., 2005]. In female rats, intracerebroven-
tricular infusion of OT-receptor antagonist reduces sexual

behavior (Pedersen and Boccia, 2002), and the infusion of OT
prevented the decline of the behavior induced by AVP (Pedersen
and Boccia, 2006). Thus, the reduction in the number of OT cells
could be related to the decline in sexual receptiveness in female
rats, as previously shown [Padoin et al., 2001 and for a review,
Cameron et al,, 2005]. Although the present study did not
measure the functionality of OT system, we may predict that
early-life intervention can reduce social interaction, such as
sexual and maternal behavior, for instance. However, this
assumption is based only on the decreased number of OT cells
in the PVN. The outcomes of the neonatal handling procedure
have been considered positive, such as the reduction in fear and
stress response. These positive outcomes have been explained
by the increased maternal behavior induced by the brief
separation of the pups (Caldji et al., 2000; Liu et al., 1997).
However, the reduction in reproductive functions in females
casts doubts on the positive outcome of the handling procedure,
and a more complex picture emerged.

The results of this study extend knowledge in this field but
also raise intriguing questions, which will require additional
studies to address. For instance, results show that the neonatal
mother-infant disruption may develop a trace in the central
nervous system. We do not know the mechanism of cell loss. It
could be related to the possible increase in CRH induced by
handling. Administration of CRH during the neonatal period
reduces the number of neurons in the CA3 hippocampus of adult
rats, which is related to glutamatergic mechanisms and en-
hanced intracellular calcium (Brunson et al., 2001). However, it is
difficult to conceive that changes in CRH could cause a reduction
in the number of cells in the pPVN due to the fact that handlingin
fact reduces CRH mRNA expression in the PVN (Fenoglio et al,,
2004). Moreover, handling does not seem to alter plasma
corticosterone in the stress hyporesponsive period (Sapolsky
and Meaney, 1986), except on the 2nd day after delivery when it
may induce a significant rise in plasma corticosterone concen-
trations (McCormick et al., 1998). A recent study (Yossuck et al.,
2006) showed that the administration of corticosteroid on
postnatal day 1 induced no change in the volume of several
brain structures including the amygdaloid nuclei.

An alternative explanation for the reduction in the total
number of cells in the PVN and SON is the effect of the
noradrenergic system. Neurotransmitters, like noradrenaline,
can exert trophic functions in cell replication, differentiation
and cell death (Kreider et al., 2004). The effects of environmen-
tal stimulation can act on beta-adrenoreceptors (Wagner et al.,
1995) and increase cell replication, through the activation of
intracellular mechanisms involving c-AMP. However, an overt
stimulation of beta-adrenoreceptors can, in fact, induce cell
death. Thus, we may speculate that the decrease in the
number of cells observed in the present study could be due to
an excess of environmental stimulation, due to experimental
manipulation and increased licking/grooming by the dam,
which probably occurred after the handling procedure.

Moreover, we do not know whether the reduction in the
number of cells was uniform within several types of neurons, or
alternatively, whether it was restricted to a specific sub-
population of neurons. Results show that the parvocellular
OT-producing neurons of the PVN decreased in adult females
handled during the neonatal period. However, it is possible that
other sub-populations of neurons, for instance, the CRH or AVP
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cells, have different fates. Another aspect to consider is that we
studied females and previous studies have shown gender
differences on the effects of neonatal handling (Papaioannou
etal., 2002; Park et al., 2003). In the forced swimming stress test,
neonatal handling reduced the capacity of females to cope with
chronic stress, while the opposite was observed in males
(Papaioannou et al., 2002). Thus, the structural alterations here
described may not be true for males. However, in the locus
coeruleus, handling decreased the number of cells in both males
and females, although the effects on females were more
pronounced than males (Lucion et al., 2003).

In conclusion, early-life stimulation may reduce the total
number of cells in the SON and the parvocellular region of the
PVN. Results also indicate a reduction in the number of OT-
positive cells in adult females. Present study confirms
previous one (Lucion et al.,, 2003) that neonatal handling can
induce plastic changes in the central nervous system, besides
the hormonal and behavioral alterations, extensively de-
scribed in adult animals. The impact of handling on cell loss
was detected 24 h after the 10-day handling stimulation period
and was also detected in adulthood, indicating a stable
morphological trace. We suggest that experimental handling
may have caused a disruption in the mother-infant relation-
ship, which may in turn induce neurological sequelae.

4. Experimental procedures

4.1. Animals

Pregnant females from colonies of the Federal University of Rio
Grande do Sul were brought to the animal room in our
laboratory. Approximately 7 days before delivery, they were
housed individually and the presence of pups was checked
twice a day (beginning and end of the light period). The day of
birth was postnatal day 0. In the next day, the number of pups
was culled to 8 per dam by randomly removing some of them
with minimal contact with the remaining pups and the dam.
After weaning (postnatal day 21), the females were housed in
same-sex groups of 2—4 per cage (41 cmx34 cmx17 cm). The
animals were maintained on a 12-h light-dark cycle (lights on
at6:00 a.m.), the room temperature was 22+1°C, and water and
food (Rodent chow, Nutrilab, Colombo, Brazil) were available at
all times. Experiments were performed in accordance with the
National Institute of Health (NIH) guidelines (1986) and the
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2. Neonatal handling and experimental groups

The pups were divided into two groups: nonhandled, they were
not manipulated either by the researchers or by the caretakers
from the 1st to the 10th postnatal day, with bedding being
changed twice a week only from the 10th day on; and handled,
the pups were touched daily for 1 min during the first 10 days
after birth. Initially, the litter and the dam were placed in their
home cage and taken to a quiet room next to the animal
facility. We maintained similar light periods and temperature.
The dam was placed in another cage next to the home cage,
and then the experimenter gently handled all pups at the same
time using both hands, covered with fine latex gloves, for

1 min. After handling, all pups were returned to the nest at the
same time and the dam was placed back in the home cage. The
pups were handled at a distance of about 1 to 2 m from the
dam. The total time of mother-infant separation was approx-
imately 2 min. Handling was performed during the light period
of the photoperiod cycle (Gomes et al., 1999; Lucion et al., 2003;
Padoin et al., 2001; Severino et al., 2004).

In the experiment in which neurons were estimated by the
dissector method, the females of both groups were studied at 2
different ages: 11 (neonatal period) and 90 (adult) days old. The
number of animals in each experimental group (nonhandled
and handled) and age (11 and 90 days old) was 6. In the expe-
riment in which the expression of GFAP was estimated by
optical density (OD) and the OT-positive cells were counted,
adult nonhandled and handled females were studied and the
number of animals in each group was 5 and 6, respectively.
Within the experimental groups, the animals were nonsiblings
(each subject from a different litter). Adult females were studied
in diestrus. The estrous cycle was verified in the mormning by
taking vaginal smears over a period of 15 days and only females
with at least 3 regular cycles were studied.

4.3. Histological procedures for cell counting

Before the cell counting experiments, body weight (g) of
handled and nonhandled animals (6 in each group and age)
was obtained. Females were anesthetized with xylazine
(0.1 ml/g body weight, im.) and ketamine (0.1 ml/g body
weight, im.) and were perfused with phosphate buffered
saline (PBS) with heparin (50 ml in the 11-day-old and 100 ml
in the 90-day-old rats) followed by paraformaldehyde 4%
diluted in phosphate buffer 0.1 M (pH 7.4) at 4 °C at the same
flow rate and total amount. The perfusion rate was approx-
imately 1 drop in 7 s for the 11-day and 1 drop in 5 s for the 90-
day-old females. After the perfusion, the brain was extracted
from the skull, weighed, and placed in the fixing solution for
72 h. After fixation, the brain was washed for 1 h in running
water and then dehydrated in different concentrations of
ethanol (70%, 80%, 90%, 95% and absolute ethanol) and cleared
with xylol. They were included in the final position with a
paraplastic resin (Histosec — Merck). Coronal serial sections
(6 pm thick) were obtained with a microtome and serially
collected on glued slides. The tissue was stained with cresyl
violet. After staining, the sections were dehydrated through an
ethanol series and coverslipped with Entellan (Merck).

4.4. Estimation of the volume of the nuclei

The PVN and SON were identified according to a rat brain atlas
(Paxinos and Watson, 1997). The main references used to locate
the PVN were the presence of the fornix and the 3rd ventricle.
The parvocellular region was situated within 0.80 and 2.12 mm
and the magnocellular region within 1.80 and 2.12 mm in
relation to the bregma suture. The optic tract was used as a
reference to localize the SON (0.80 and 1.80 mm in relation to the
bregma suture). The cells and volume of the decussation and
retrochiasmatic nucleus of the SON were not analyzed.

The PVN was divided in the parvocellular (pPVN) and the
magnocellular (mPVN) regions. According to the rat brain atlas
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(Paxinos and Watson, 1997), the anterior parvocellular (PaAP),
medial parvocellular (PaMP), ventral (PaV), posterior parvocel-
lular (PaPo) and dorsal capsule (PaDC) were considered the
parvocellular region (pPVN). The anterior magnocellular
(PaAM) and lateral magnocellular (PaLM) were considered
the magnocellular region (mPVN).

The volume of each nucleus was estimated according to
the Cavalieri principle. We used an optic microscope (Zeiss
Axioscop2) with a 10x lens and a video camera (CCD video
camera module) attached to a computer (Apple Macintosh
8600-300) and an image analyzing system (NIH Image 1.62f,
Rasband, 1996). The area of the nucleus, expressed in mm?,
was measured starting from the 3rd section at intervals of 10.
The volume (mm?®) of the right and left-side PVN and SON was
estimated by multiplying the sum of the areas by the interval
between sections (60 pm).

4.5. Estimation of the total number of cells

In order to characterize the cells to be counted, we measured
the size (in microns) of the cell body and the nucleus of 30
neurons (6 rats and 5 cells per structure) in the nuclei analyzed
of nonhandled adult rats. We used the same light microscope,
video camera and computer with image analysis system
described in the analysis of the volume. The largest diameter
of the soma of the neurons varied from 6 to 12 um in the pPVN,
from 13 to 25 pm in the mPVN and from 15 to 25 pm in the SON.
Glial cells were smaller with a larger nucleus and deeply
stained nucleolus compared to the neurons.

The dissector method used in the present study to estimate
the total number of neurons is a three-dimensional probe that
samples structures proportional to their number without regard
to the size or shape of the structure (Mandarim-de-Lacerda, 2003;
Sterio et al., 1984). In a dissector, two sections are used to create a
sampling volume with an upper, reference section, containing a
test frame. The test frame, the unbiased counting frame, ensures
that all objects are counted with equal probability (Evans et al.,
2004; Sterio et al., 1984). Sections were viewed with a 100x
planachromatic immersion oil objective on a Leica DMRBE
microscope (NA=1.25) to identify neuron nuclei. For each
frame, the thickness of the section was measured by focusing
on the upper and lower section surfaces verified objectively by
employing an auto-focus device and read-out (the microscope
was equipped with a z-axis motorized focus controller micro-
cator with a resolution of 0.1 um). The neurons with a well-
focused nucleus in the lookup, but not in the lookdown, were
counted. Another condition was that the nucleus of the cell
should be inside the test area, but could not touch 2 borderlines of
the test area, previously chosen (forbidden lines).

The numerical density (Nv) of neurons (number of cells per
mm?®) was determined by the use of 10 random dissector pairs
for each nucleus and rat. Each section was used for only one
counting. This sampling design was based on a pilot experiment
to determine the inter-animal variability. Estimates of relative
variance of around 10% were considered acceptable (Gundersen
et al, 1988). The estimated total number of cells (N) was
calculated by multiplying the Nv by the volume of the nucleus
previously estimated according to the Cavalieri principle. For
reasons of efficiency, we analyzed the nuclei of the neurons (one
nucleus represented one neuron). The number of cell nuclei was

counted inside a frame of 2304 ym? in the lookup plane provided
that they did not intersect the right and inferior exclusion edges
of the frame (forbidden lines) (Gundersen et al., 1977). The center
of nucleus, not the top of nucleus, was measured. The center of
the nucleus was located by focusing on the clear nuclear edge
and clearly defined nuclear chromatin to prevent an asymmet-
ric distribution profile (Howard and Reed, 2005). The thickness of
the dissector (t) was 3 um, representing 1/4 to 1/3 of the height of
the neuron nuclei, which in practice is the more important
constraint on section thickness (Gundersen and Osterby, 1981).
The same counting procedures were applied for all groups and
thus the comparisons may be appropriate to detect the effects of
neonatal handling on the development of the nuclei studied.

4.6. Immunohistochemistry for GFAP

Adult females (90 days old) were anesthetized with thiopental
sodium (50 mg/kg body weight, i.p.) and were perfused with
100 ml of phosphate buffered saline with heparin followed by 4%
paraformaldehyde diluted in phosphate buffer 0.1 M (pH 7.4) at
4 °C at the same flow rate and total amount. After the perfusion,
the brain was extracted from the skull and placed into the fixing
solution for 4 h. After fixation, the brain was cryoprotected with
a 15% sucrose/PBS solution until the sample was saturated
followed by immersion in a 30% sucrose/PBS solution. The
sample was then frozen in cooled isopentane. Coronal serial
sections (50 pm thick) of the PVN and SON were obtained in the
cryostat, using the atlas (Paxinos and Watson, 1997) for
anatomical references. The samples were collected in PBS
solution with an interval of 100 pm. The tissue was processed
for GFAP immunohistochemistry using the antibody peroxi-
dase-antiperoxidase (PAP) procedure. Free-floating sections
were treated in 10% methanol and 3% H,0O, for 30 min and
washed carefully. Then, the sections were pre-incubated in 3%
normal goat serum (NGS) in PBS containing 0.3% Triton X-100
(PBS-Tx, Sigma Chemical Co.) for 30 min and incubated with
polyclonal GFAP antiserum obtained in rabbit (Sigma Chemical
Co.) diluted 1:150 in 3% NGS in PBS-Tx for 48 h at 4 °C. After
washing several times with PBS-Tx, sections were incubated in
an anti-rabbit IgG solution diluted 1:50 in PBS-Tx at room
temperature for 2 h. Sections were washed again in PBS and
incubated in rabbit PAP (Sigma Chemical Co.) diluted 1:500 in
PBS for 2 h at room temperature. The immunohistochemical
reaction was performed by incubating the sections in a
histochemical medium containing 0.06% 3'3-diaminobenzidine
(DAB, Sigma Chemical Co.) dissolved in PBS for 10 min and then
in a similar solution containing 1 pM of 3% H,0, per ml of DAB
medium for 10 min. Afterwards, the sections were rinsed in PBS,
dehydrated in ethanol, cleared with xylene and covered with
Entellan and coverslips. Control sections were prepared by
omitting the primary antibody and replacing it with PBS. The
tissue of all animals in this experiment was processed
(perfusion and immunodetection) in the same day using the
same solutions to avoid changes in the background and
differences in the chromogen reaction (Rasia-Filho et al., 2002).

4.7. Optical density (OD) of GFAP-positive cells

The intensity of the reaction product of GFAP immunohisto-
chemistry was measured by optical densitometry (Rasia-Filho
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etal.,, 2002), using a Nikon Eclipse E-600 microscope coupled to a
Pro-Series High performance CCD camera and Image Pro Plus
Software 4.1 (Media Cybemnetics, USA). The images obtained
from the sections were digitized and converted in an 8-bit gray
scale (0-255). To estimate the regional optical density generated
by GFAP immunoreaction in the pPVN, mPVN and SON, 3 areas
of interest (AOI) were employed, measuring 43,264 pum?,
16,378 ym? and 17,401 um?, respectively. The size of AOIs was
determined to avoid analysis of picture elements (pixels)
outside of the nucleus and to gather a significant number of
pixels from the different sub-regions of the SON, mPVN, and
PPVN. A possible change in the intracellular GFAP immunore-
activity was evaluated by processing densitometry of an
astrocytic soma, using the same estimating procedures de-
scribed above, but with an AOI measuring 10.95 pm?. For the
regional optical densitometry, an objective lens of 10x was used.
For the intracellular densitometry, an oil immersion objective of
100x was employed.

Both the left and right hemispheres of brains were analyzed
and, atleast 5 readings were performed in each nucleus per side.
To avoid misleading results, all lighting conditions and magni-
fications were held constant for different sections. Blood vessels
and other artifacts were avoided. Moreover, the investigator was
unaware of the experimental group from which the slices were
obtained during the analysis. Regional and intracellular optical
densities were obtained using the Lamber-Beer formula:
OD=log;o 1/T, where OD is the optical density and T is the
transmittance. The background correction and the subtraction
of background staining were performed according to our
previously described protocol (Xavier et al., 2005).

4.8.  Immunohistochemistry for oxytocin (OT)

Adult females in diestrus were studied. The preparation of the
tissue followed the same procedure as described for the
immunohistochemistry of GFAP. Sections (50 pm each) were
placed in small containers with PBS, which were numbered in
the antero-posterior order and marked according to their
respective group. Samples were collected in PBS solution at an
interval of 100 pm. Tissue was immersed in H,O, and
methanol for 30 min and normal goat serum to prevent
nonspecific antibody binding for 30 min. The primary
polyclonal antibody for OT (Chemicon International, CA) was
diluted with BSA in PBS (1:400) and applied to the sections for
48 h at 4 °C. The detection protocol included sequential
incubation of anti-rabbit IgG (1/200) and ABC complex (Vector)
solutions for 90 min each. Immunoreactive neurons were
visualized in a developer containing DAB (Sigma) and H,0, in
Tris HCI buffer (pH 7.6). As a negative control, sections were
processed as above but in the absence of primary antibody.
After finishing the immunohistochemical procedure, the
sections were dried on previously marked slides for 24 h.
Cell bodies with positive staining in the PVN and SON
nuclei were counted in both hemispheres by two trained
observers. Only stained cells in the first focus under a 40x
magnification were counted. The size of each stained cell was
measured with an optical light microscope (Zeiss, Oberko-
chen, Germany) attached to a video camera (Sony CCD video
camera module) and a computer (Apple MacIntosh 8600-300)
with image analyzing software (NIH image 1.62f, Rasband,

1996). The cell was considered parvocellular if the major
diameter was 6-12 pym and magnocellular if larger than 13 um.
Data were expressed as the mean number of OT-positive
stained cells by section analyzed.

4.9, Statistics

The values of the estimated number of cells in the nucleus (N)
and the volume of the nucleus (mm? were expressed as
means+SEM. Results were compared between groups (non-
handled and handled), ages (11 and 90 days of age) and sides of
the brain (right and left) by a two-way ANOVA, with side of the
brain as a repeated measure.

Regional and intracellular OD of GFAP and the number of
OT-positive cells were expressed as mean+SEM and com-
pared between groups (nonhandled and handled) and sides of
the brain (right and left) by one-way ANOVA, with side of the
brain as a repeated measure. In all cases, when appropriate, a
post hoc Newman-Keuls test comparison was used to analyze
individual differences.

The body weight was also expressed as mean+SEM and
compared between the handled and nonhandled groups
within age by the Student’s t test. In all cases, the accepted
level of significance was p<0.05.
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Early-life environmental events can induce profound long-lasting changes in several behavioral and
neuroendocrine systems. The neonatal handling procedure, which involves repeated brief maternal
separations followed by experimental manipulations, reduces stress responses and sexual behavior in adult
rats. The purpose of this study was to analyze the effects of neonatal handling on social behaviors of male and
female rats in adulthood, as manifest by the results of social memory and social interaction tests. The number
of oxytocin (OT) and vasopressin (VP) neurons in the paraventricular (PVN) and supraoptic (SON) nuclei of
hypothalamus were also analyzed. The results did not demonstrate impairment of social memory.
Notwithstanding, handling did reduce social investigative interaction and increase aggressive behavior in
males, but did not do so in females. Furthermore, in both males and females, handling was linked with
reduced number of OT-neurons in the parvocellular region of the PVN, while no differences were detected in
the magnocellular PVN or the SON. On the other hand, handled males exhibited increased number of VP-
neurons in the magnocellular zone of the PVN. We may conclude that the repeated brief maternal
separations can reduce affiliative social behavior in adult male rats. Moreover, the disruption of the mother-
infant relationship caused by the handling procedure induced long-lasting morphological changes in critical

neuroendocrine areas that are involved in social bonding in mammals.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Exposure to stress early in life can induce an increased vulner-
ability to mood disorders later in life (Heim et al., 2008, 2004; Sanchez
et al, 2001). Indeed, the origin of many adult diseases such as
depression, anxiety, or impulse control disorders, can be found in
infancy (Kaffman and Meaney, 2007; Swain et al., 2007).

Neonatal handling has been used experimentally with rodents in
order to analyze the long-lasting effects of environmental interven-
tion on the mother-infant relationship (Denenberg, 1964). In rats,
handling has been shown to reduce fear and stress responses
(Arborelius and Enklund, 2007; Caldji et al., 2000; Levine, 1962,
Levine et al., 1967; Meerlo et al., 1999; Padoin et al., 2001; Severino
et al,, 2004) as well as sexual behavior and reproductive functions
(Gomes et al., 2005; Padoin et al., 2001; Raineki et al., 2008). Neonatal
handling can also induce stable morphological changes to the central

* Corresponding author. Fax: 455 51 3308 3656.
E-mail address: alucion@ufrgs.br (A.B. Lucion).

0018-506X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.yhbeh.2009.03.006

nervous system, reducing the number of cells in the paraventricular
nucleus [PVN] of the hypothalamus (Winkelmann-Duarte et al., 2007)
and the locus coeruleus [LC] (Lucion et al., 2003). Although the
handling procedure does not reproduce a natural environmental
intervention, the wide range of long-lasting changes may nevertheless
indicate that biologically relevant pathways are activated by the
repeated brief separations from the mother combined with handling.

Central oxytocin (OT) has been related to social behaviors, such as
maternal and sexual, and also to reduced anxiety (Engelmann et al.,
2000; Lim and Young, 2006; Ludwig and Leng, 2006; Pedersen and
Boccia, 2002; Veenema and Neumann, 2008). Moreover, during the
neonatal period OT appears to exert long-lasting plastic effects on
peptide receptors (Bales et al., 2007). Vasopressin (VP) is also a
peptide that has been linked with social memory (Bielsky and Young,
2004; Caldwell et al., 2008) and aggression (Caldwell et al., 2008;
Veenema et al., 2006). In family-reared children, OT and VP levels
increase after physical contact with their mothers, while children that
have been neglected do not exhibit this increase (Fries et al., 2005).
Both of these neuropeptides appear to play a crucial role in social
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bonding (Hammock and Young, 2006; Keverne and Curley, 2004;
Wersinger et al., 2004; Young and Wang, 2004) and also induce
organizational effects on the development of social behavior (Cushing
and Kramer, 2005, Kramer et al., 2006).

The purpose of this study was to analyze the effects of neonatal
handling on social behaviors of male and female rats in adulthood (at
approximately 90 days), as manifest by the results of social memory
and social interaction tests. Considering the role of OT and VP in social
behaviors, and that the effects of handling have been detected several
weeks after intervention, we assume that the handling procedure
induces stable morphological changes in the peptidergic system. The
number of VP and OT-immunoreactive neurons in the PVN and in the
supraoptic nucleus (SON) were counted and compared between rats
that had or had not been handled in the early postnatal period.

Methods
Animals

Pregnant Wistar female rats were obtained from the colony of the
Federal University of Rio Grande do Sul. They were housed in our
laboratory animal facility and the day of birth (day 0) was controlled.
The number of pups was culled to 8 per dam. After weaning (postnatal
day 21, [PND21]), animals were housed in groups of 2 to 4 per cage
(41 cmx34 cmx17 cm), according to body weight, at a room
temperature of 22 °C. Lights were on from 6:00 to 18:00. Rodent chow
(Nutrilab, Brazil) and water were available at all times. Both males and
females were studied and were kept in same-sex cages until the tests.
Sufficient litters were studied so that only one male and one female
pup per litter were used in each experimental group. Experiments
were performed in accordance with the NIH guide for animal research
and were approved by the university's Research Ethics Committee.

Neonatal handling and experimental groups

Animals were divided into the following groups: (1) not handled
(NH, no handling during the first 10 days after birth) and (2) handled
(H, pups were separated from the mother and handled for 1 min each
day from PND 1 to 10). This handling procedure was modified from
early studies (Levine et al., 1967) and has been described in previous
publications (Severino et al., 2004; Raineki et al., 2008; Winkelmann-
Duarte et al., 2007). Briefly, the mother was removed from the home
cage and the investigator, wearing thin latex gloves, gently handled all
pups at the same time for 1 min, using both hands. After handling,
they were returned to the nest at the same time as the mother. The
cage bedding was not changed in either of the groups for the first
10 days. When females reached approximately 70 days, vaginal smears
were taken daily and only those rats showing at least three consecutive
regular 4-day estrous cycles were used in the experiments, and all
females were tested while in diestrus. The handling procedure was not
exactly the same as described in the early works (Levine et al., 1967).
However, other studies (Fenoglio et al., 2006a; Ladd et al., 2005; Pryce
et al.,, 2003) have also used modified protocols of handling procedure,
but no major discrepancies in the long-lasting effects were observed,
provided that separation from the mother is brief and repeated
(Fenoglio et al., 2006b). Previous studies conducted in our laboratory
(Padoin et al., 2001; Severino et al., 2004) have also reached similar
conclusions concerning reduced anxiety-like behaviors and stress
responses.

Behavioral testing

Social memory test

The social memory test (habituation-dishabituation) was based
on a previous study (Winslow and Camacho, 1995). The cage used for
testing was a clear Plexiglas box of the same dimensions as the home

cage. Prior to the test, animals were placed in the testing cage every day
for at least 7 days in order to become accustomed to this environment.
On the testing day, the rat to be studied was placed in the testing cage
at the start of the dark phase of the day-night cycle and left there for
20 min. After this period, a juvenile male rat (21-30 days old) was
introduced into the cage containing the adult rat being observed. The
juvenile was left in the testing cage with the adult for 2 min. During
this period the behavior of the adult rat was recorded. This procedure
was repeated 4 times (sessions S1 to S4) with the same juvenile
intruder. After that, a different juvenile of approximately the same
age as the previous one was placed in the testing cage, with the adult
(session S5). There was an 18 min interval between each session.
Animals were videotaped and their behavior scored at a later date by
a single trained observer who was blind to experimental group and
worked with a computer-assisted data acquisition system (Observer,
Noldus, Netherlands). The duration of social investigation (sniffing
the juvenile) was analyzed. The adult rat's habituation to the juvenile
intruder was evaluated in sessions S1 to S4. Memory was verified in
session S5. In comparison with S4, it was expected that the
introduction of a different juvenile intruder would result in increased
social investigation by the adult animal, which, theoretically, would
return to approximately the same levels of sniffing the novel juvenile
as it had exhibited towards the first juvenile when introduced in S1.

Social interaction test

This test was also based on a previous study (Patin et al., 2005).
The test apparatus consisted of 3 clear Plexiglas boxes (all
34 cmx40 cmx24 cm). Two of the boxes (A and B) were each
connected to a third (neutral, N) by a corridor and a door, but not to
each other. With the connecting doors closed, two adult rats from
different litters, but with similar body weights, were placed into boxes
A and B at the same time, one in each box. Each pair consisted of two
rats of the same sex and from the same experimental group (H or NH).
Therefore, 4 groups were observed: H males, NH males, H females and
NH females. Each rat remained confined to its own box, with no access
to the N box, for 24 h. Food and water were available ad libitum in
boxes A and B.

The observational part of the test was performed at the start of the
dark phase of the light-dark cycle. First, the doors to compartments A
and B were opened at the same time, allowing both rats the possibility
of exploring all three compartments, A, B and N. The test lasted 15 min,
during which time the following variables were recorded, irrespective
of which compartment they occurred in: latency of the first social
investigation (sniffing the other rat); latency of first attack; number
and duration of attacks, defined as threats, boxing, biting or offensive
rearing (most attacks were very quick and lasted just a few seconds);
time spent in non-social behavior (when rats were in separate
compartments); and time spent in active social interaction (sniffing,
grooming, licking, mounting or crawling under or over the other rat).

Immunohistochemistry for OT and VP in the PVYN and SON

Tissues were prepared according to procedures described by
Winkelmann-Duarte et al. (2007). Briefly, serial sections (50 um
each) were collected in PBS solution at 100 um intervals throughout
the nuclei. Tissues were immersed in H,0, and methanol for 30 min,
and then in normal goat serum for another 30 min to prevent
nonspecific antibody binding.

Oxytocin immunostaining was carried out using primary antibody
(OT Monoclonal AntiBody PS38, a generous gift from Dr. H. Gainer,
NIH, USA) at 4 °C and at a dilution of 1:50, applied overnight to brain
sections after incubation in normal goat serum (Ben-Barak et al.,
1985). Tissues were then washed with PBS and incubated with anti-
mouse IgG (Vector, 1:100) for 120 min. Vasopressin immunostaining
used primary antibody (VP Monoclonal AntiBody PS41, also donated
by Dr. H. Gainer, NIH, USA) diluted with BSA in PBS (1:50) and applied



A.S. Todeschin et al. / Hormones and Behavior 56 (2009) 93-100 95

Males

-

o

(=]
I

o]
o

2]
o

IS
I=3

n
o
L

Duration (s) of investigation

(=]

S1 S2 S3 S4 S5

Females O—NH

100 7

80

60

40

20 1

Duration (s) of investigation

S1 s2 83 S4 S5

Fig. 1. Effects of neonatal handling on the social memory test (habituation-
dishabituation paradigm). Social investigation time (mean4SEM) in 4 repeated 2-
min exposures to the same juvenile (S1-S4) followed by 1 final 2-min exposure to a
different juvenile (S5) with an inter-trial interval of 18 min was compared between
not handled (NH) and handled (H) adult male and female rats. Not handled control
rats were kept undisturbed during the neonatal period and H animals were gently
manipulated for 1 min daily from the 1st to the 10th post natal day. Data were
analyzed using one-way ANOVA with time as repeated measure. Number of animals:
NH males = 13; H males = 13; NH females = 13; H females = 13. *Indicates significant
main effect for group (NH versus H).

to the sections overnight at 4 °C. The detection protocol included
sequential incubation of anti-mouse IgG (1/100) and ABC complex
(Vector) solutions for 120 min each. Immunoreactive neurons were
viewed in a developer containing DAB (Sigma) and H,0; in Tris HCI
buffer (pH 7.6). For the negative control, sections were processed as
above, but in the absence of the primary antibody.
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The sections were placed on previously glued slides for 24 h. First,
the size of the cell body of the positive stained cells was measured
using an optical light microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany)
attached to a video camera (Sony CCD video camera module) and a
computer (Apple Maclntosh 8600-300) running image analyzing
software (NIH image 1.62f, Rasband, 1996). Cells were considered
parvocellular when the cell body diameter was 6 to 12 um, and
magnocellular if larger than 13 um. OT and VP-positive neurons were
counted within the test-area in the PVN and SON in both hemispheres
by a trained observer under 100x magnification. Data were expressed
as the mean (SEM) number of OT or VP-positive stained cells within a
test-area of 11,960 um?. One out of every two sections was sampled
throughout the nucleus and the number of positive cells was averaged
among the sections. Cells were counted provided that they were
inside the previously defined test-area, unless one of the 2 borderlines
of the frame was superimposed over them (forbidden lines)
(Mandarim-de-Lacerda, 2003).

Statistical analysis

Data were expressed as means (+SEM). Comparisons were
performed with same-sex animals. Results from the social memory
tests and immunohistochemistry were compared between groups
using one-way ANOVA with session and side of the brain, respectively,
as the repeated measure. For social interaction test results, Student's t
test was used to compare groups (NH versus H). In all cases,
significance was set at p<0.05.

Results
Social memory test

Fig. 1 illustrates the time NH and H rats spent sniffing (social
investigation) a stimulus juvenile rat. Effects were detected for group
[F(1,24y=6.60, p<0.05] and session [F(496)=8.92, p<0.001]. However,
the interaction between factors did not reach significance [Fi496)=
0.96]. Considering the main effect for session, post hoc analysis
revealed that duration of sniffing the juvenile in S1 was greater than in
all training sessions (S2, S3 and S4), but was not different from the test
session (S5). A tendency in the main effect for group was observed
among the females [F;, 21)=2.72; p=0.11]. Within sessions, a main
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Fig. 2. Effects of neonatal handling on the social interaction test in male and female adult rats. Mean (4 SEM) of the total duration of sniffing the partner, and mean (4 SEM) number
of attacks were computed. Data were analyzed using Student's t test. Number of animals: NH males = 10; H males=10; NH females =9; H females = 7. *Indicates significant

difference compared to NH rats.
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effect was detected [F4, s4) = 26.96, p<0.001]. No interaction between
factors was detected [F4, g4)= 1.41]. Considering the main effect for
session, post hoc analysis revealed that the duration of sniffing in S1
was greater than all the other training sessions (S2, S3 and S4) and
testing session (S5). However, duration in S5 was not different from S2
and was greater than S3 and S4.

Social interaction test

Fig. 2 illustrates the duration and frequency of social behaviors
between pairs of H and NH rats. In males, handling reduced the time
that the pairs spent sniffing each other [t15y=3.46, p<0.05]. In
females, no difference in the duration of sniffing was detected [t(15)=
0.10]. Fig. 2 also illustrates the frequency of aggressive behavior
between pairs of adult rats. A marginal difference was detected among
males [t13y=2.11, p=0.05]; whereas no difference was detected
among females [t(14)=0.31].

Immunohistochemistry for OT

Fig. 3 contains photomicrographs of representative PVN slides
from a male NH rat processed for OT immunohistochemistry (panel A)
and VP (panel B).

Fig. 4 illustrates the number of OT-immunoreactive neurons in
the PVN and SON of adult males. In the PVN, neonatal handling
decreased the number of OT-parvocellular neurons [main effect for
group, F(1,10)= 749, p<0.05]. No significant effects were detected for
side [F(110)=0.10], or interaction between factors [F(j10)=0.36].
Fig. 4 also illustrates the number of OT-magnocellular neurons in

Fig. 3. Representative photomicrographs of OT-positive cells (A — low magnification
view, 20x, immunohistochemistry for OT); and VP-positive cells (B — medium
magnification view, 40x, immunohistochemistry for VP) in the PVN of male rats. P —
parvocellular immunostained neuron; arrow — magnocellular immunostained neuron;
3V — third ventricle.

males. There was no change in H males compared with the NH ones
[main effect for group, F(110)=1.95]. No difference was detected
between the sides of the brain [F(;10)=0.01]. Interaction between
factors almost reached significance [F(110)=4.04; p=0.07].

The number of OT-neurons in the SON of adult males is also shown
in Fig. 4. No significant effects were detected between H and NH males
[main effect for group, F(1,10y=0.55], side [F(110)=2.34, p=0.15], or
interaction between factors [F110)=0.21].

The second group of graphs in Fig. 4 illustrates the number of OT-
immunoreactive neurons in the PVN and SON of adult females. In the
PVN, neonatal handling decreased the number of OT-parvocellular
neurons [main effect for group, F(19)=15.18, p<0.01]. No significant
effects were detected for side [F(;9)=0.04], or interaction between
factors [F(19)=2.10, p=10.18].

The second group of graphs in Fig. 4 illustrates the number of OT-
magnocellular neurons in females. There was no change H females
compared with NH ones [main effect for group, Fiq)=0.04].
However, a significant difference was detected between the sides of
the brain [F(1,9)=9.60, p<0.05], where there were more cells in the
right side. Interaction between factors did not reach significance
[F(]vg) = 147]

The number of OT-neurons in the SON of adult females is also
shown in Fig. 4. There was no change in H females compared with NH
ones [main effect for group, F(19)=0.07]. The differences in the
number of OT-positive cells between the sides of the SON almost
reached significance [F(19)=3.67, p=0.08]. No interaction was
detected between factors [F(1,9y=0.33].

Immunohistochemistry for VP

Fig. 5 illustrates the number of VP-immunoreactive neurons in
the PVN and SON of adult males. In the PVN, neonatal handling did
not induce any change in the number of VP-parvocellular neurons
[main effect for group, F(1,10y = 0.04]. Moreover, no significant effects
were detected for side [F(;0)=0.52], or interaction between factors
[F(LHJ) = 0003]

Fig. 5 also illustrates the number of VP-magnocellular neurons in
the males. In the PVN, neonatal handling increased the number of VP-
magnocellular neurons [main effect for group, F(i10)=25.96,
p<0.001]. Moreover, the number of VP-positive cells in the right
PVN was higher than the left F(10)=6.89, p<0.05]. However,
interaction between factors did not reach significance [F(110) =0.21].

The number of VP-neurons in the SON of the adult males is also
shown in Fig. 5. No significant effects were detected for handling
[main effect for group, F(1.10) = 0.34], side [F(110) = 0.09], or interaction
between factors [F110)=2.05].

The second group of graphs in Fig. 5 illustrates the number of VP-
immunoreactive parvocellular neurons in the PVN of the adult
females. No significant effects were detected for handling [main effect
for group, F(110)=0.01], side [F(;10)=0.31], or interaction between
factors [F(110)=0.52].

Fig. 5 also illustrates the number of VP-magnocellular neurons in
the PVN of females. In contrast with the males, the main effect for
the group did not reach reliable significance [F(110)=3.06, p=0.11].
Moreover, no difference was detected for the sides of the brain
[F(1,10y= 1.20]. Interaction between factors did not reach significance
[F(1,10)=0.05].

The number of VP-neurons in the SON of adult females is also
shown in Fig. 5. No significant effects were detected for handling
[main effect for group, F10)=0.01], side [F;10)=0.13], or interaction
between factors [F110)=0.45].

Discussion

The neonatal handling procedure, which involves brief and
repeated separations from the dam followed by handling, reduced
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Fig. 4. Effects of neonatal handling on the number of positive oxytocin (OT)-immunostained cells in the right (R) and left (L) side parvocellular (pPVN) and magnocellular (mPVN)
regions of the PVN and the SON in male and female rats at 90 days of age. The number of cells in the test-area (11,960 um?) were averaged (mean 4 SEM) across the sections of the
nuclei (one out of every two sections). Results were compared between groups (NH and H) and sides of the brain (right and left) with one-way ANOVA. Number of animals: NH
males = 6; H males = 6; NH females = 6; H females = 5. *Indicates significant main effect for group (NH versus H). *Indicates significant main effect for side (R versus L).

in a more affiliative strategy based on social investigation, and
increased aggressive behavior in adult male rats. Recognition and
memory were inferred from the social memory test, while social
motivation was evaluated based on the amount of time spent in social
non-aggressive contact in the social interaction test, in accordance
with previous study (Lim and Young, 2006). In both tests, adult males
that had been subjected to the handling procedure exhibited reduced
social investigative behavior. On the other hand, social memory was
not affected by the neonatal handling procedure. Notwithstanding,
handled males exhibited less social interaction with the juveniles in all
training and testing sessions. In a similar vein, a previous study in
rodents concluded that prenatal stress leads to a decrease in social
behavior during adulthood (Lee et al., 2007).

The reduction in non-aggressive social behavior does not seem to
be due to increased fear. Some authors consider a reduction in social
interaction to be a measure of high anxiety (Lee et al., 2007). However,
increased anxiety does not seem to be the cause for the results
described here. Indeed, one of the core effects of neonatal handling is a
reduction in anxiety (Caldji et al., 2000; Meerlo et al., 1999; Padoin
et al., 2001). Thus, it is more likely to that these results can be
explained as a consequence of a reduction in the capacity to form
social bonding rather than of increased fear. The reduced motivation
to engage in social behavior was detected in the social interaction test,
in which the duration of social investigation was reduced in the H
males.

Results also demonstrated an increase in aggressive behavior
during the encounters between H males in the social interaction test.
Assuming that aggression would be inversely related to fear, the effect
of handling on aggressive behavior is compatible with the idea that the
reduction in non-aggressive social interaction is not an indirect effect
related to behavioral inhibition induced by increased fear/anxiety. It is
therefore tempting to infer that the neonatal handling procedure may
reduce the development of social behavior that facilitates pairing in
male rats. Moreover, the increased aggressiveness indicates a reduced
tolerance of alien conspecifics. On the other hand, the reduction in
sexual behavior induced by the neonatal handling procedure shown in
previous study (Padoin et al., 2001) is possibly a specific case of this
reduction in social interaction that tends to bond subjects.

Handled females, on the other hand, exhibited very little difference
in the time spent in social contact (sniffing) during the social memory
test compared with the NH control females. Moreover, in the social
interaction experiment, no difference was shown between H and NH
females. Social memory was apparently not affected by the handling
procedure in either males or females. Since the rats exhibited more
interaction with the juvenile intruder during the testing session (S5)
than during the previous encounter with the juvenile used in S1, S2, S3
and S4, we may conclude that habituation and dishabituation were
observed. Indeed, previous studies have shown that the handling
procedure may even improve hippocampal-dependent memory
(Meaney et al., 1988; Oitzl et al., 2000; Stamatakis et al., 2008; Tang,
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Fig. 5. Effects of neonatal handling on the number of positive vasopressin (VP)-immunostained cells in the right (R) and left (L) side parvocellular (pPVN) and magnocellular (mPVN)
regions of the PVN and the SON in male and female rats at 90 days of age. The number of cells in the test-area (11,960 um?) were averaged (mean =+ SEM) across the sections of the
nuclei (one out of every two sections). Results were compared between groups (NH and H) and sides of the brain (right and left) with one-way ANOVA. Number of animals: NH
males = 6; H males = 6; NH females = 6; H females = 6. *Indicates significant main effect for group (NH versus H). *Indicates significant main effect for side (R versus L).

2001). However, the effects of neonatal handling on memory seem to
depend on the test used, i.e. on the kind of memory that is being
tested. Neonatal handling was shown to negatively affect inhibitory
avoidance, but increase object recognition, while no difference was
detected in a circular maze task (Kosten et al., 2007). We present
evidence that the exposure to early life repeated handling reduces
social behavior in males. At the same time, the habituation-dish-
abituation test indicates that neonatal handling does not affect the
ability to recognize another animal of the same species. This result is
in agreement with previous study in which repeated exposure to mild
stress during the postnatal period did not affect social memory in
adult rats (Tang et al., 2003).

Sex differences emerged in both the social memory and social
interaction tests. Among the females, the neonatal handling procedure
had little impact on either test in contrast with males. We did not aim
to analyze the differences between male and females. However,
previous studies have also shown sex differences in the changes
induced by neonatal environmental interventions affecting memory
(Kosten et al., 2007; Stamatakis et al., 2008), behavior, and hormones
(Akers et al., 2004; Cameron et al., 2008; Padoin et al., 2001). These
effects have been attributed to hormonal differences. Therefore, an
interaction between the hypothalamic-pituitary-gonad hormones
and the early-life environmental intervention seems evident and
should be addressed directly.

The number of OT-positive cells decreased in the parvocellular
region of the PVN in H males. Since central OT produced by the
parvocellular neurons in the PVN has been related to social behavior
and pair bonding, the reduced affiliative social behavior induced by
handling could be causally related to the reduced number of OT cells
in the pPVN. Besides reducing social interaction, prenatal stress
decreased OT-mRNA in the PVN and increased OT receptor binding in
the central amygdala in young adult male rats. Moreover, no
difference was found in the expression of VP mRNA. Infusion of OT,
but not VP, into the central amygdala reversed the social interaction
deficit in the prenatally stressed males, showing that OT is related to
social bonding (Lee et al., 2007). Here we present evidence that
postnatal stress can induce a reduction in social behavior and the
number of OT-positive cells in the PVN of male rats, although the
environmental interventions occurred at different moments of the
development.

Contradictory results have been described for the effects of early-
life environmental interventions on VP. Separation from the mother
for 3 h daily from day 1 to day 14 was shown to induce an increase
in VP in the PVN (VP mRNA and immunoreactivity) after aggressive
behavior encounters in male mice (Veenema et al., 2007) and rats
(Veenema et al., 2006). On the other hand, Desbonnet et al. (2008)
found a decreased number of VP-positive cells in the PVN of male
rats that had been submitted to separation from the dam (3 h from
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day 1 to 14). Here we present evidence that the brief separations
involved in the handling procedure increased the number of VP-
positive cells in the PVN of adult male rats. This result could be
related to the increase of the aggressive behavior in the handled
males. Indeed, previous studies (Caldwell et al., 2008; Ferris, 2008;
Veenema and Neumann, 2008) have shown that VP has a
facilitatory role on aggression. Neither the handling procedure
(based on the results of the study described here) nor longer
periods of maternal separation (based on results described by
Desbonnet et al., 2008) affected the number of VP-cells in the PVN
of female rats.

Besides social behaviors, the two peptides analyzed have been also
related to stress responses. In contrast with VP, OT inhibits the HPA
axis (Bao et al., 2008). Indeed, OT injected into the lateral ventricle of
male and female rats has been shown to inhibit the HPA axis
(Neumann et al., 2000); and OT-knockout male and female mice
exhibited greater corticosterone response to stress (Amico et al.,
2004; Mantella et al., 2004). If we assume that a decreased number of
OT-parvocellular neurons is related to reduced OT secretion, then the
stress-induced activity of the HPA axis would be expected to increase
in the H animals, but that is not what have been described for the
neonatal handled animals. In fact, a reduced stress response has been
demonstrated by several laboratories (Arborelius and Enklund, 2007;
Caldji et al., 2000; Levine, 1962, Levine et al., 1967; Meerlo et al., 1999).
However, the neuroendocrine control of stress involves several
systems and mechanisms. The apparent discrepancy (reduced stress
response and number of OT cells) could be explained by the fact that
handling increases the number of glucocorticoid receptors (GR) in the
hippocampus, altering the feedback of the HPA axis (Meaney and
Aitken, 1985). The improved stress feedback would be the main
consequence of handling on the response of corticosterone to
stressors. Nevertheless, this inference has yet to be confirmed
experimentally.

On the other hand, the increased number of VP-magnocellular
neurons in males does not appear to contradict the well-known effect
of neonatal handling reducing stress responses (Liu et al., 1997;
Meerlo et al., 1999; Plotsky and Meaney, 1993). However, within the
PVN, the neurons that stimulate the corticotrophs are the parvo-
cellular ones (Dinan and Scott, 2005; Ruscio et al., 2007; Treschan and
Peters, 2006), and results showed no change in the number of VP-
parvocellular neurons in the PVN in H rats.

Results also showed that the number of VP-positive magnocellular
neurons on the right side of the PVN in the males was greater than on
the left side; while in females, we observed a greater number of OT-
magnocellular neurons in the right side of the PVN. Neonatal
handling did not affect these lateral distributions in either case. To
our knowledge this is the first time that lateralization of these
peptidergic neurons has been shown in rats. Previous studies have
demonstrated right asymmetry for GnRH (Gerendai and Halasz,
2001) and dopaminergic neurons (Sullivan and Dufresne, 2006) in
the hypothalamus of rats. Nevertheless, neonatal handling did not
interact with the lateralization of VP or OT cells in males and females,
respectively.

In conclusion, repeated brief separations from the mother
followed by handling during the neonatal period induced a
reduction in affiliative social behavior among adult males, but not
females. At the same time, an increase in aggressive behavior
between H males during the social interaction test was detected.
These behaviors have been related to central OT and VP. Indeed,
neonatal handling reduced the number of OT-parvocellular neurons
in both male and female rats, and increased the number of VP-
magnocellular neurons in the PVN of males, but not of females.
These results suggest that the disruption to the mother-infant
relationship caused by the handling procedure may induce long-
lasting morphological changes in critical neuroendocrine areas that
are involved in social bonding in mammals.
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