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Apresentacdo




APRESENTACAO

Esta tese teve por objetivo analisar o impacto da manipulacdo neonatal na
morfologia do bulbo olfatério e nos comportamentos de preferéncia olfatéria e

preferéncia sexual de ratos machos e fémeas aos 11 e 90 dias de idade.

A tese apresenta uma introducao, a qual descreve o0 modelo de manipulacéao
neonatal e suas relacbes com os temas abordados neste trabalho. Seguido da
introducdo esta a justificativa e os objetivos. A metodologia € apresentada
primeiramente de forma geral, descrevendo os procedimentos comuns para todos os
experimentos. Posteriormente, o material e métodos foi dividido em secdes (1, 2 e 3)
com a finalidade de descrever a metodologia especifica usada em cada experimento
realizado. Na secéo 1, foram analisados os efeitos da manipulagdo neonatal sobre a
morfologia e a estrutura do bulbo olfatério. Na secao 2 foram analisados os efeitos
da manipulacdo neonatal sobre comportamentos que envolvam o sistema olfatério,
tanto em filhotes, na preferéncia pelo odor maternal, quanto em adultos, na
preferéncia sexual. Na secao 3, foram analisados os efeitos da manipulacado
neonatal sobre o comportamento maternal, bem como a relacdo mae-filhote. Esta
divisdo em secgdes também foi feita para a descricdo dos resultados. Apoés, esta a
discussao e as conclusdes obtidas a partir dos experimentos realizados. Finalizando
a tese estado as perspectivas futuras para trabalhos a serem realizados a partir dos
resultados obtidos nesta tese, as referéncias bibliograficas, que listam os trabalhos
utilizados para a elaboracdo da mesma e o artigo elaborado com os resultados da

secao 1.



Lista de Figuras




Xl

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Desenho esquematico das conexdes do BOP (direita) BOA (esquerda) do
sistema olfatério de camundongo (adaptado de (Baum, 2009).........ccccceeeeereeiiiinnnneen. 8

Figura 2 - Fotomicrografia do bulbo olfatério principal, mostrando a localizacao das
camadas e o bulbo olfatdrio acessorio (BOA) ... 10

Figura 3 - Representacdo esquematica da via noradrenérgica do LC para o BO, a
qual é importante para induzir o aprendizado olfatério (Modificado de (Moriceau e
S TU 1)Y= U T2 10 ) 12

Figura 4 - Desenho de um subconjunto de comportamentos maternais incluindo
recolher filhotes, construir ninho, amamentar, lamber e agressdo maternal (contra

um intruso) adaptado de Gammie 2005. ... 16
Figura 5 — Grupos eXperimentais .........ccouuiar i 30
Figura 6 - Desenho esquemético do delineamento experimental..............ccccccceeeeen. 33

Figura 7 - Fotomicrografia de um corte sagital do bulbo olfatério (A). Delimitacao das

trés camadas analisSadas (B). ... .uueeeerrreiiiiiiiiiiie e 36
Figura 8 - Fotomicrografia da camada mitral e das células mitrais.............ccccceeeen.... 36
Figura 9 - Desenho esquematico do delineamento experimental.............ccccceeeeeee... 41

Figura 10 - Caixa utilizada para a realizagdo do teste de preferéncia pelo odor do
ninho e desenho esquematico do procedimento experimental............cocooiiiiieeennenn. 42

Figura 11 - Caixa utilizada para a realizacdo do teste de preferéncia sexual e
desenho esquematico do procedimento experimental. ............cooovvveviviiiiieiiieeeeeeeee, 45

Figura 12 — Resumo esquematico do modelo experimental de registro do
comportamento MaterNal............oooii e 47

Figura 13 - Principais comportamentos maternais analisados: a) postura de
amamentacdo com dorso bem arqueado; b) postura de amamentacdo com dorso
pouco arqueado; c) postura de amamentacao passiva (supino); d) comportamento
de lamber 0S filNOIES. ..coooe e 49

Figura 14 - Efeito da manipulagdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm?3) de células mitrais dentro da camada mitral do bulbo olfatério de
machos aos 11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A
densidade numérica é expressa por médias (£ EPM). O teste estatistico utilizado foi
ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia
aceito fOI dE P<D,05..... .t e e e e e e e e 53



XIl

Figura 15 - Fotomicrografia da camada mitral em um aumento de 100x mostrando a
organizacao das células mitrais no grupo ndo manipulado (A) € no grupo manipulado
(B). Coloracao feita em cresil VIoleta. .........ooooiiiiiiiiii e 53

Figura 16 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm?3) de células na camada glomerular do bulbo olfatério de machos aos
11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade
numeérica é expressa como médias (£ EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA
de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significAncia aceito foi de

Figura 17 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (niumero de
células por mms3) de células na camada mitral do bulbo olfatério de machos aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade numérica é
expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias,
seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05. ....55

Figura 18 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (niumero de
neurdnios por mm3) de neurdnios na camada granular do bulbo olfatério de machos
aos 11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade
numeérica € expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de
duas vias, seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de

Figura 19 - Efeito da manipulagdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm?3) de células mitrais dentro da camada mitral do bulbo olfatério de
fémeas aos 11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A
densidade numérica é expressa por médias (£ EPM). O teste estatistico utilizado foi
ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia
aceito fOI dE P<D,05.... .. a e e e aanaa—— 57

Figura 20 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm3) de células na camada glomerular do bulbo olfatério de fémeas aos
11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade
numeérica € expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de
duas vias, seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de

Figura 21 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm3) de células na camada mitral do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade numérica é
expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias,
seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05. ....59

Figura 22 - Efeito da manipulagdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm?3) na camada granular do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e aos 90



X

dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade numérica €
expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias,
seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05. ....60

Figura 23 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o numero de neurénios NeuN-
positivos (média £ EPM) na camada glomerular do bulbo olfatério de machos aos 11
e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05. ..o, 61

Figura 24 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada mitral do bulbo olfatério de machos aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05. .......cooooiiieiiiii e 62

Figura 25 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada granular do bulbo olfatério de machos aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05. ..o 63

Figura 26 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o numero neurdénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada glomerular do bulbo olfatério de fémeas aos 11
e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05. ..o 64

Figura 27 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o numero de neurénios NeuN-
positivos (média £ EPM) na camada mitral do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e aos
90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico utilizado
foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia
r=Tot= 11 (0 I (o1 IKo [T R 0N 01 T 65

Figura 28 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada granular do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05. ..., 66

Figura 29 - Preferéncia pelo odor do ninho em machos aos 11 dias de idade. Os
dados sao expressos pela média tEPM. Foram utilizados 18 animais no grupo nao
manipulado e 19 no manipulado. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas
vias, seguida pelo pos-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.



XV

Figura 30 - Preferéncia pelo odor do ninho em fémeas aos 11 dias de idade. Os
dados sédo expressos pela média tEPM. Foram utilizados 18 animais no grupo néo
manipulado e 19 no manipulado. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas
vias, seguida pelo pos-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.

Figura 31 - Preferéncia sexual de machos adultos. Os dados sdo expressos pela
média +tEPM. Foram utilizados 19 animais no grupo ndao manipulado e 13 no
manipulado. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-
teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05...........cccovvveeveeeeeeeeenn. 69

Figura 32 - Preferéncia sexual de fémeas adultas na noite do proestro. Os dados
sao expressos pela média tEPM. Foram utilizados 11 animais para cada grupo. O
teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo p6s-teste Bonferroni.
O nivel de significancia aceito foi de P<0,05..........ccoooeieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 70

Figura 33 - Média (tEPM) da frequéncia do comportamento total de a mamentagao
(soma dos comportamentos de amamentacdo com dorso bem arqueado, pouco
arqueado e amamentacao passiva) de ratas cujos filhotes sofreram manipulacéo
neonatal. Cada rata foi analisada em quatro se¢des didrias com 72 min cada,
durante os 10 primeiros dias pds-parto. Foram utilizadas 10 prenhas por grupo. O
teste utilizado foi ANOVA de duas vias, utilizando-se dia como medida repetida,
seguida do pés-teste de comparagdes multiplas Bonferroni. O nivel se significancia
r= Lot T1 (o I (o1 IKo [T R 0N 01 T 71

Figura 34 - Média (tEPM) da frequéncia do comportamento total de lamber os
filhotes de ratas onde as ninhadas sofreram manipulacdo neonatal. Cada rata foi
analisada em quatro secoes diarias com 72 min cada, durante os 10 primeiros dias
pos-parto. Foram utilizadas 10 prenhas por grupo. O teste utilizado foi ANOVA de
duas vias, utilizando-se dia como medida repetida, seguida do pés-teste de
comparacdes multiplas Bonferroni. O nivel se significancia aceito foi de P<0,05.....72

Figura 35 - Média (xEPM) da frequéncia do comportamento total de amamentacao
(soma dos comportamentos de amamentacdo com dorso bem arqueado, pouco
arqueado e amamentacao passiva) de ratas cujos filhotes sofreram manipulacéo
neonatal. Cada rata foi analisada por 72 min logo apds o procedimento de
manipulagdo neonatal, durante os 10 primeiros dias pds-parto. Foram utilizadas 10
prenhas por grupo. O teste utilizado foi ANOVA de duas vias, utilizando-se dia como
medida repetida, seguida do p6s-teste de comparagdes multiplas Bonferroni. O nivel
se significancia aceito foi de P<0,05. ......coooooiieiiiei e, 73

Figura 36 - Média (tEPM) da frequéncia do comportamento total de lamber os
filhotes de ratas onde as ninhadas sofreram manipulacdo neonatal. Cada rata foi
analisada por 72 min logo apo6s o procedimento de manipulacao neonatal, durante
os 10 primeiros dias pos-parto. Foram utilizadas 10 prenhas por grupo. O teste
utilizado foi ANOVA de duas vias, utilizando-se dia como medida repetida, seguida



XV

do pés-teste de comparacdes multiplas Bonferroni. O nivel se significancia aceito foi



XVI

Lista de Abreviaturas




LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH — Hormonio Adrenocorticotréfico

AMe — Amigdala Medial

ANOVA — Andlise de Variancia

AVP — Arginina Vasopressina

AVPV — Nucleo Periventricular anteroventral

BDNF — Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo

BO — Bulbo Olfatério

BOA — Bulbo Olfatorio Acessério

BOP — Bulbo Olfatério Principal

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal
CREAL - Centro de Reproducao e Experimentacao de Animais de Laboratério
CREB - Proteina Ligante ao elemento Responsivo AMPc
CRH — Horménio Liberador de Corticotrofina

DAB — Tetrahidrocloreto de 3-3’ diaminobenzidina

DPN — Dia p6s-natal

EO — Epitélio Olfativo

GH — Hormébnio do Crescimento

HPA — Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

HPG — Hipotalamo-Hipéfise-Gbénada

LC — Locus Coeruleus

MePD — Amigdala Medial Péstero-dorsal

XVI



XVII

MPOA — Area Pré-6ptica Medial
NA — Noradrenalina

NeuN — Proteina Neuronal Nuclear
OVN - Orgao Vomeronasal

PKA — Proteina Cinase

PRL — Prolactina

PVN — Ndcleo Paraventricular

SN — Sistema Nervoso

SNC - Sistema Nervoso Central



XIX

Resumo




XX

RESUMO

A manipulagdo neonatal altera o comportamento maternal e a relagcdo mae-
filhote induzindo mudancas fisiolégicas e alteracoes comportamentais em resposta a
estimulos estressores, que perduram ao longo da vida do animal. O objetivo deste
trabalho foi analisar os efeitos da manipulagédo neonatal (dia p6s-natal 1 ao dia pés-
natal 10) sobre o numero de células nas camadas do bulbo olfatério de ratos
machos e fémeas aos 11 e aos 90 dias de idade. Além disso, estudar o
envolvimento do sistema olfatério (no inicio e na vida adulta do animal) no
estabelecimento das relagdes sociais em ratos que sofreram manipulagdo neonatal.
Nossos resultados mostraram uma reducdo significativa no numero de células
mitrais e no numero total de células na camada glomerular em ratos manipulados
machos e fémeas em ambas as idades. O numero de neurdnios NeuN-positivo
também estd alterado. Fémeas manipuladas no periodo neonatal apresentam
reducéo no numero de neurdnios NeuN-positivos na vida adulta. Quanto as relacbes
sociais, a manipulacado neonatal ndo alterou a preferéncia olfatéria no inicio da vida
do animal (aos 11 dias de idade). Entretanto, na vida adulta este procedimento
causou uma reducdo na preferéncia sexual de ratos machos. Em relacdo ao
comportamento maternal, ndo foram encontradas diferencas entres os grupos
manipulado e ndo manipulado. Estes resultados indicam que alteracées no ambiente
neonatal causam mudancas estruturais estaveis no bulbo olfatério, o que pode ser
uma das causas das alteragées nos comportamentos sociais, como por exemplo,
comportamento sexual, interacdo e memdria social, encontradas em animais que

sofreram manipulac&o neonatal.
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ABSTRACT

Neonatal handling alters maternal behavior and mother-pup inducing
physiological changes and behavioral changes in response to stressful stimuli, which
persist throughout the life of the animal. This study aims to examine the effects of
neonatal handling (postnatal day 1 to postnatal day 10) on the number of cells in the
layers of the olfactory bulb of male and female rats at 11 and 90 days old. Moreover,
studying the involvement of the olfactory system (early and adult life of the animal) in
the establishment of social relations in rats subjected to neonatal handling. Our
results showed a significant reduction in the number of mitral cells and the number of
cells in the glomerular layer in handled rats males and females at both ages. The
number of NeuN-positive neurons is also changed. Neonatal handled females show
a significant reduction in the number of NeuN-positive neurons in adulthood. As for
social relations, neonatal handling did not alter olfactory preferences in early life of
the animal (at 11 days old). However, in adulthood this procedure caused a reduction
in the sexual preference of male rats. In relation to maternal behavior, no differences
were found between the groups handled and nonhandled. Neonatal changes in the
environment cause permanent structural changes in the olfactory bulb, which may be
one of the causes of changes in social behaviors, such as sexual behavior, social

interaction and memory, found in animals that underwent neonatal handling.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estresse e manipulacao neonatal

O inicio da vida em varias espécies é muito suscetivel a estimulos ambientais.
Assim, a plasticidade durante o desenvolvimento é importante para gerar diferentes
fenétipos apropriados para diferentes ambientes (Gluckman et al.,, 2005). A
plasticidade ocorre em todos 0s niveis organizacionais, desde o comportamento a
anatomia, sendo que a dificuldade em reverter um desenvolvimento alterado € muito
maior em nivel anatémico do que comportamental (Macri e Wrbel, 2006). Sendo
assim, experiéncias que ocorrem no inicio da vida tém grande influéncia sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e, dessa forma, modulam o
comportamento e o funcionamento encefélico do adulto (Papaioannou et al., 2002),
bem como o desenvolvimento das fungbes emocionais e cognitivas (Poeggel et al.,

2003).

O estresse é o resultado de uma série de mecanismos adaptativos em
resposta a estressores que visam proteger o organismo e restaurar a homeostase,
envolvendo mudancas tanto no sistema neuroenddcrino quanto no autondémico
(Bomholt et al., 2004). O cérebro é o 6rgao central da resposta ao estresse, e é ele
que determina 0 que sera considerado um estimulo estressante e que controla as
respostas comportamentais e fisioldgicas a estressores reais ou em potencial
(Mcewen, 2007). O organismo precisa de uma resposta hormonal normal ao
estresse para sobreviver a certas situagdes; sendo assim, uma resposta
adrenocortical excessiva e uma inadequada funcdo autonémica sao deletérias para

a saude e a sobrevivéncia (Mcewen, 2007).



O eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) é um dos principais sistemas
envolvidos nas respostas comportamentais e neuroendécrinas ativados em
situacOes estressoras. A ativacao deste eixo resulta na liberacao de glicocorticéides
do cértex da adrenal que, junto com o aumento da atividade catecolaminérgica e a
participacdo de diversos outros sistemas neuroenddcrinos, regulam a funcao
vascular e a producdo de energia, entre outras, facilitando as respostas
comportamentais adequadas com o objetivo de manter a homeostase (Meaney et
al., 1993; Meerlo et al, 1999). Para que isto ocorra, os neurbnios do nucleo
paraventricular (PVN) do hipotdlamo sintetizam e secretam o horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), que ativam a hipéfise anterior,
promovendo a liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). Este, por sua
vez, promove a secrecao de glicocorticoides pelo cortex da adrenal (Handa et al.,
1994; Francis et al., 1996; Herman e Cullinan, 1997). Em humanos, o glicocorticoide

de maior importancia € o cortisol e no rato, a corticosterona.

Ao nascerem, os mamiferos ndo estdo com o sistema nervoso (SN)
plenamente desenvolvido, sendo mais suscetiveis a alteracées ambientais. Durante
as duas primeiras semanas de vida, em ratos, a concentracdo de corticosterona
plasmatica é baixa e permanece assim até aproximadamente o 14° dia de vida. Esta
baixa concentracdo plasmatica de corticosterona durante o desenvolvimento do rato
€ essencial para a maturacao normal do SN (Sapolsky e Meaney, 1986). Além disso,
as concentragdes hipofisarias de ACTH, e hipotalamicas de CRH, também sao
diminuidas neste periodo. Assim, estimulos que normalmente induzem o aumento
destes horménios em adultos sdo incapazes de fazé-lo em animais neonatos.
Devido a estes fatores, este periodo € chamado de hiporresponsivo ao estresse

(Sapolsky e Meaney, 1986; Levine, 2001). Sendo assim, o neonato necessita do



cuidado maternal para protegé-lo e diminuir sua exposicao a estimulos estressores
(Sapolsky e Meaney, 1986) mantendo os niveis de corticosterona baixos (Moriceau
et al., 2004; Moriceau e Sullivan, 2004a) para que ocorra o desenvolvimento normal

do SN.

O desenvolvimento de respostas adaptativas ao estresse pode ser modificado
por eventos que ocorrem nesta época (Meaney et al.,, 1993). Eventos estressantes
durante o periodo neonatal podem influenciar a maturacao do eixo HPA (Coutinho et
al., 2002), o comportamento do rato na vida adulta (Aguiar et al, 1997) e o
desenvolvimento da plasticidade do SN. Assim, injurias, doencas e outros
estressores severos podem romper o processo normal de desenvolvimento,
induzindo mudancas fenotipicas que podem ser inadequadas sob diversas
condigbes ambientais (Gluckman et al., 2005). Eventos traumaticos e estressantes,
desencadeados durante o periodo da infancia, podem induzir diversas patologias
gue se manifestam na vida adulta, como transtornos depressivos, obesidade ou até
mesmo doencas cardiovasculares (Kaffman e Meaney, 2007; Swain et al., 2007).
Nas ultimas décadas, tem havido um grande interesse em identificar quais sdo os
fatores do ambiente neonatal e de que forma estes fatores podem influenciar a
fisiologia e o comportamento de animais que tiveram qualquer tipo de intervencao
nessa fase. Devido a isso, diversos laboratérios utilizam tratamentos artificiais como
modelos de variacbes ambientais no inicio da vida (separacao maternal, estresse
pré-natal, restricdo de alimento, dentre outros), buscando o entendimento dos efeitos
a longo prazo que as alteracbes no ambiente neonatal podem causar (Meaney et al.,
1988; Van Oers et al.,, 1999; Huot et al., 2002; Poeggel et al., 2003; Raineki et al.,

2009)



Estudos que envolvam esses modelos sdo uma ferramenta importante na
investigacado da relagdo das interacbes com o meio, no periodo neonatal, com as
alteragbes que ocorrem na vida adulta (Meerlo et al., 1999). Dentre estes modelos
estd a manipulacao neonatal, que tem por objetivo avaliar como uma interferéncia
ambiental nos primeiros dias pds-parto pode alterar os mecanismos neurais que
controlam os comportamentos e as respostas neuroenddcrinas ao estresse. A
manipulagdo neonatal envolve uma separacao breve da mae e uma estimulacao tatil
dos filhotes (Raineki et al., 2009) o que altera o comportamento maternal e
consequentemente a relagcdo mae-filhote (Liu et al.,, 1997; De Azevedo et al., 2010).
Esta ruptura na relacdo mae-filhote, bem como a ruptura do filhote com o
ambiente/ninho, induz mudancas fisiolégicas que promovem alteracdes nos padrdes
comportamentais em resposta a estimulos estressores que perduram ao longo da
vida do animal (Levine et al., 1967; Hess et al., 1969; Levine, 1993; Meaney et al.,
1993; Meaney et al., 1996; Nunez et al., 1996; Meerlo et al., 1999; Liu et al., 2000;

Levine, 2001).

Foi demonstrado que o modelo de manipulacdo causa uma reducdo nas
concentragcdes de mRNA do CRH na amigdala central e um menor conteudo deste
horménio no Locus coeruleus (LC) (Francis et al., 1999). Existe também uma
atenuacdo da ativacdo do LC induzida pelo CRH, o que resulta em pequenos
aumentos de noradrenalina (NA) no PVN no hipotalamo, apds o estresse por
contengao (Liu et al.,, 2000). Quando adultos, os ratos manipulados sintetizam e
secretam menos CRH, ACTH e corticosterona quando expostos a diversos
estressores e a secrecdo hormonal induzida pelo estresse apresenta um retorno
mais rapido aos niveis basais, quando comparados a animais ndo manipulados

(Plotsky e Meaney, 1993). Outro horménio que sofre alteracbes devido a



manipulagcdo neonatal é a prolactina (PRL). Ratos manipulados na infancia
apresentam uma menor secre¢cdo de PRL quando expostos a estresse agudo por

contencgdo, quando comparados a ratos nao manipulados (Severino et al., 2004).

Lucion et al. (2003) demonstraram que a manipulacdo neonatal afeta o
namero de células em diferentes areas do SNC. Ratos manipulados apresentam
uma reduga@o no niumero e no volume de células no LC, tanto em machos quanto em
fémeas, quando comparados ao grupo nao manipulado (Lucion et al, 2003).
Estudos realizados em nosso laboratério demonstram que a manipulacdo neonatal
causa uma reducao na densidade de células e no diametro do soma neuronal na
area pré-optica medial (MPOA), e diminuicdo da densidade de células, volume e
namero total de neurénios na amigdala medial péstero-dorsal (MePD) e no nuicleo

periventricular anteroventral (AVPV) (Camozzato et al., 2009).

A manipulagdo neonatal altera as respostas nociceptivas. Ratos machos
submetidos a manipulacao neonatal ndo apresentam alteracdo no limiar nociceptivo
guando expostos a plataforma quente, entretanto fémeas em diestro apresentam um
aumento no limiar nociceptivo quando avaliadas no mesmo teste (Smythe et al.,
1994). A manipulagdo neonatal também causa alteracdo em camundongos
submetidos ao tail-flick e ao teste de formalina, reduzindo a sensibilizacao a dor,
nestas tarefas (D'amato et al, 1999). Estes resultados demonstram que a
manipulacdo neonatal modifica o sistema nociceptivo, 0 que pode ocorrer

concomitantemente com altera¢des nas fungdes do eixo HPA.

Estudos mostram que a atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada (HPG)
sofre alteracbes em animais que foram manipulados no periodo neonatal. Fémeas

manipuladas durante este periodo, apresentam alteracbes nas concentracdoes de



horménios relacionados a ovulacdo (Gomes et al, 2005) e ciclos estrais

anovulatérios (Gomes et al., 1999).

A manipulacdo neonatal também causa alteragdes comportamentais. Em
ratos adultos (machos e fémeas), reduz respostas emocionais expressadas por um
aumento na atividade exploratéria, o qual é interpretado como redugcédo do medo a
ambientes novos (Levine et al., 1967; Bodnoff et al., 1987; Fernandez-Teruel et al.,
1991; Padoin et al, 2001; De Azevedo et al., 2010). Este procedimento reduz
também um tipo especifico de comportamento social, que é o comportamento de
interacao social em ratos machos adultos (Todeschin et al., 2009). O comportamento
sexual também esta alterado. Em fémeas, ha uma redugéao do quociente de lordose
(Gomes et al., 2005); ja os machos apresentam uma redu¢do no numero de montas
(Gomes et al., 1999; Padoin et al., 2001), o que demonstra uma capacidade

reprodutiva reduzida.

1.2 Sistema olfatorio

Em roedores, o sistema olfatério pode discriminar milhares de estimulos
quimicos diferentes. Este sistema € discutido por véarios autores devido a sua
importdncia em diversos aspectos anatbmicos, fisiolégicos e comportamentais
(Whitten e Champlin, 1959). O sistema olfatério se diferencia anatomicamente em
dois sistemas distintos, que diferem quanto a natureza da informacao processada. O
bulbo olfatério principal (BOP) é responsavel por discriminar uma grande variedade
de odores presentes no ambiente, gerando assim, diversos tipos de
comportamentos. O bulbo olfatério acessério (BOA) é um sistema que determina

tarefas mais simples, detectando uma faixa menor de odores, como moléculas de



ferorménios, transmitindo a informagéo centralmente para iniciar um comportamento
especifico ou respostas endécrinas (Davis et al., 1978; De Olmos et al., 2004).
Devido a isso, 0 sistema olfatério € capaz de processar informacdes de dois tipos de
estimulos: os ferorménios, detectados pelo 6rgao vomeronasal (OVN) e os estimulos
quimicos do ar, pelo epitélio olfativo (EO), ambos situados na cavidade nasal. Os
receptores do OVN se projetam para o BOA, localizado na regiao dorsocaudal do
BOP. Estes sinais sao processados primeiramente no bulbo olfatério (BO) de onde
sao projetados para diversas areas envolvidas com a percepgcédo, como a amigdala e
o hipotalamo (Sanchez-Andrade et al., 2005). O BOP, que detecta uma grande
variedade de odores, recebe aferéncias do EO e envia suas eferéncias para a

amigdala medial (AMe) (Davis et al., 1978; de Olmos et al., 2004) (Figura 1).

VNO MOE

Figura 1 - Desenho esquematico das conexdes do BOP (direita) BOA (esquerda) do
sistema olfatério de camundongo (adaptado de (Baum, 2009).



Abreviacdes: VNO, dérgdao vomeronasal; AOB, bulbo olfatério acessoério; MeA,
amigadala medial; MePD, amigadal medial péstero dorsal; PMCo, amigdala cortical
posteromedial;ACo, amigdala cortical anterior; PLCo, amigdala cortical
posterolateral; BNST, nucleo da estria terminal - lateral (L) e medial (M); mPOA,
area pré-6ptica medial; VMH, ndcleo hipotaldmico ventromedial; VTA, area
tegmental ventral; Acb, nucleo accumbens; MOE, epitélio olfatério principal; MOB,
bulbo olfatério principal; AON, nucleo olfatério anterior; OT, trato olfatorio; Pir, cortex
piriforme; Ent, cortex entorrinal.

A percepcao olfatéria ocorre nos neurdnios sensoriais dentro do EO que se
projetam até o BOP, este por sua vez, possui uma organizacao laminar, dividida em
camadas de acordo com o tipo celular principal (Figura 2). A projecao dos neurbnios
sensoriais é feita através do nervo olfatério, que converge milhares de ax6nios do
EO até a camada glomerular, onde se inicia a integracao sinaptica do BO (Shipley et
al., 2004). Os glomérulos tém papel fundamental na transmissé@o de sinais gerados
nos receptores olfatérios, fazendo sinapse principalmente com as células mitrais
(Meisami e Sendera, 1993). A camada plexiforme externa apresenta baixa
densidade celular; nesta camada predominam os dendritos das células mitrais,
células em tufo e células granulares. Logo apés, esta a camada mitral que contém o
soma das células mitrais e as células granulares. As células mitrais estdo arranjadas
em uma camada unica e continua e sdo a principal via de saida do BO. As células
mitras e em tufo sdo as principais vias de eferéncia do BO e utilizam principalmente
o glutamato como neurotransmissor. Estas células recebem aferéncias via conexéo
dendritica priméria dos glomérulos. As células mitrais e em tufo possuem seus
dendritos na camada plexiforme externa, onde formam sinapses dendodendriticas
com as células granulares, que sao interneurénios gabaérgicos. Imediatamente apds
esta camada, esta a camada plexiforme interna, formada por varios axénios e

dendritos e com baixa densidade de células. ApGs, esta a camada de células

granulares. Estas células sao responsaveis pelo controle das eferéncias das células
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mitrais e pela interacao inibitéria lateral. Por ultimo, est4d a camada subependimal,
que se caracteriza por ser progenitora de diversos tipos de células do BO (Shipley et

al., 2004).

Figura 2 - Fotomicrografia do bulbo olfatério principal, mostrando a localizacao das
camadas e o bulbo olfatério acessério (BOA)

As interagdes e os vinculos sociais sdo muito importantes para os humanos,
assim como para diversas outras espécies de animais. A importancia do
reconhecimento social é fundamental para o desenvolvimento e a manutencéao das
estruturas sociais (Sanches-Andrade e Kendrick, 2009). O cérebro esta envolvido
em sofisticadas especializacbes para o controle de comportamentos sociais
(Sanchez-Andrade e Kendrick, 2009) e o BO possui extrema importancia para estes
comportamentos. O sistema olfatério é filogenéticamente conservado e apresenta
um importante papel na memoria de diversos comportamentos ecologicamente
significativos tanto na infancia quanto na vida adulta (Wilson et al., 2004). Sendo
assim, uma modificacdo no sistema olfatério além de prejudicar o aprendizado

olfatério na infancia, pode também ser responsavel por alteracbes em
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comportamentos que envolvam esta via, como por exemplo, os comportamentos

sociais.

O reconhecimento mutuo da méae pelo filhote em animais altriciais como os
ratos assegura que o recém-nascido seja alimentado, cuidado e protegido. Assim, o
olfato possui extrema importancia para o desenvolvimento normal do filhote, sendo
necessario para mediar a ligacdo mae-filhote, e o reconhecimento da mae pelo
filhote se da através do aprendizado olfatério (Sullivan et al., 1989). Em ratos, para
que ocorra o aprendizado olfatério, é necessario o pareamento de um estimulo tatil e
um olfatério, neste caso, o cuidado maternal e o odor da mée/ninho (Sullivan e
Wilson, 2003). O reconhecimento do odor maternal na infancia é diretamente
dependente da memoria olfativa e o processo de aprendizado olfatério produz
mudancas metabdlicas e anatdmicas. Estas mudancas sao causadas por uma
reorganizacdo do processamento de informacdées que ocorre no BO (Sanches-
Andrade e Kendrick, 2009), devido a um aumento de NA no LC (Moriceau e Sullivan,
2004b). A NA e o LC possuem um importante papel no comportamento e na
plasticidade neural no inicio do desenvolvimento. O aprendizado olfatério em filhotes
requer aferéncias do LC para o BO durante a exposicdo a um odor para que a

memb©ria olfativa seja formada (Landers e Sullivan, 1999) (Figura 3).

As células mitrais possuem extrema importancia na formacado da memoria do
odor maternal (Sullivan et al., 2000). A informacédo recebida e processada pelas
células mitrais é enviada para areas do cortex, onde ocorre o processamento final da
informacdo sensorial (Saghatelyan et al., 2003). As mudangcas que ocorrem nas
sinapses entre as células mitral-granular sdo de crucial importancia para o

aprendizado olfatério (Sanches-Andrade e Kendrick, 2009).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da via noradrenérgica do LC para o BO, a
qual é importante para induzir o aprendizado olfatério (Modificado de (Moriceau e
Sullivan, 2005)

As células mitrais estdo diretamente envolvidas com o processo de
aprendizagem olfatéria, sendo assim, alteragbes nessas células podem estar
modificando eventos biolégicos significativos, tais como na relacdo mae-filhote
(Kendrick et al., 1992; Wilson e Sullivan, 1994; Brennan e Keverne, 1997). Estas
mudancgas possuem extrema importancia na vida adulta, pois o odor apresenta um
papel essencial no comportamento sexual, no medo do predador, na busca por
alimento, no reconhecimento de ambientes novos € no comportamento maternal

(Moore et al., 1997).

1.3 Preferéncia olfatoria, preferéncia sexual e manipulacao neonatal

O olfato, assim como o tato é um dos principais responsaveis pelo inicio do
vinculo entre a mae e o filhote. Esta capacidade de reconhecimento da mae, pelo
filhote, é essencial para sua sobrevivéncia e se da através do aprendizado olfatério
(Moriceau e Sullivan, 2004b) estando diretamente relacionado com a atividade

noradrenérgica do LC (Moriceau e Sullivan, 2004b). A atividade noradrenérgica é
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diferente em filhotes e adultos, principalmente devido a pouca ou a auséncia da
inibicdo dos auto-receptores a-adrenérgicos em filhotes. Estes receptores irdo
completar sua maturacao por volta dos 10 dias de vida (Nakamura e Sakaguchi,

1990).

Os ratos no periodo neonatal sao capazes de adquirir preferéncia pelo odor.
Estudos realizados em nosso laboratério demonstram que ratos manipulados no
periodo neonatal apresentam uma redugédo na preferéncia pelo odor maternal aos
sete dias de idade, quando comparados a animais controle, ou seja, eles nao
reconhecem a presenca da mae nesta idade. Estes resultados demonstram uma
interferéncia na relacdo mae-filhote, a qual determina mudancgas na vida adulta do
animal manipulado. O nao reconhecimento do odor da mae pelo filhote pode ser
devido a uma reducdo na atividade de NA no BO, o que altera a formagédo da

memoria de preferéncia de odor, neste caso, maternal.

O comportamento da mée em relagdo ao seu filhote pode alterar o
desenvolvimento do SNC do filhote (Levine, 2001). A estabilidade na relagdo mae-
filhote é importante para regular a neuroplasticidade do eixo HPA durante as
primeiras semanas do periodo pos-natal (Van Oers et al., 1999). Sendo assim, o
estabelecimento da relagcdo normal entre a méae e o filhote € de extrema importancia
para o crescimento e desenvolvimento da prole (Moriceau e Sullivan, 2005). O
protocolo de manipulacdo neonatal aumenta esta interacéo através de um aumento
do comportamento maternal imediatamente apds os filhotes retornarem ao ninho
(Meaney et al., 1988; Liu et al., 1997), desestabilizando assim, os padrdées normais

de cuidado maternal.
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O reconhecimento do odor maternal em filhotes depende da meméria olfativa.
Ratos filhotes apresentam um periodo sensivel para aprendizagem de respostas
comportamentais associadas a novos odores, através da estimulacao recebida por
sua mae (Sullivan et al., 2000). Este periodo sensivel e as respostas do aprendizado
olfatério sao criticos para manter a relacdo mae-filhote necessaria para a
sobrevivéncia da prole. Este periodo se estende desde o nascimento até a segunda
semana de vida e caracteriza-se por um aumento no aprendizado olfatério (Sullivan

e Wilson, 1995).

O olfato também é uma importante ferramenta reguladora do comportamento
sexual, tanto de invertebrados, como vertebrados (Dias et al., 2008). A preferéncia
por parceiro € um paradigma que tem sido utilizado para avaliar aspectos
motivacionais de comportamento sexual tanto em machos quanto em fémeas de

diversas espécies, inclusive em roedores (Avitsur e Yirmiya, 1999).

Varios estudos demonstram que a atividade do eixo HPG pode sofrer
alteracées em animais que foram manipulados no periodo neonatal, alterando assim
diversos aspectos relacionados aos comportamentos sociais e sexuais. Fémeas
manipuladas durante este periodo, além de apresentarem uma diminuicdo no
comportamento sexual, (Padoin et al., 2001) apresentam ciclos estrais anovulatorios
0 que demonstra uma capacidade reprodutiva reduzida (Gomes et al., 1999). Gomes
et al. (2005), demonstraram que horménios relacionados a ovulacido e ao
comportamento sexual em fémeas, também estdo alterados em ratos que foram

manipulados nas duas primeiras semanas de vida.

A perpetuacdo da espécie e a procriagdo Sao processos complexos, nos
quais eventos fisiolégicos e comportamentais devem ocorrer de modo sincrénico

para que haja o sucesso reprodutivo. Alteracbes nestes mecanismos podem



15

comprometer comportamentos relacionados com a preservacao e a proliferacao da
espécie (Cameron et al., 2005). A percepcao de odores ira influenciar e até mesmo
determinar diversas fases do processo reprodutivo de um animal, como o
reconhecimento do parceiro € o comportamento sexual (Brennan e Keverne, 1997).

Estes fatores s&o determinantes para o sucesso reprodutivo.

1.4 Comportamento maternal

O comportamento dos mamiferos durante a lactagdo difere daquele exibido
por fémeas em outros periodos de seus ciclos reprodutivos (Ferreira e Hansen,
1986). No final da gravidez e durante os primeiros dias da lactacdo, as fémeas
passam por importantes mudangas hormonais e comportamentais que induzem e
permitem a nutricdo e cuidado da prole, para que a fémea possa cumprir com éxito
sua fungao reprodutiva e garantir a sobrevivéncia dos filhotes (Russell et al., 2001;
Numan e Insel, 2003; Giovenardi et al., 2005). Uma das hip6teses que poderia
explicar o rapido surgimento do comportamento maternal seriam as mudancas
hormonais que ocorrem no término da gestacdo (Numan, 1994). Nesta fase e
durante os primeiros dias de lactacdo, a fémea passa por mudancas hormonais
(Numan, 1994) e comportamentais importantes que induzem e habilitam-na a
proteger e orientar a ninhada (Stern e Johnson, 1990). A presenca dos filhotes
também é fundamental para o surgimento deste comportamento (Giovenardi et al.,

2000).

O comportamento maternal em ratas consiste de varios elementos integrados
e que estdo relacionados com a nutrigdo e o cuidado dos filhotes (Figura 4). Eles

podem envolver diretamente os filhotes (amamentacdo, lambida, busca e
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recolhimento de filhotes) ou ndo (construcdo de ninhos, comportamento agressivo
maternal, aumento da ingestdo e diminuicdo de medo e ansiedade) (Rosenblatt et
al., 1996). Este padrdao complexo aparece espontaneamente em maes primiparas.
Perto da data do parto, a mae inicia uma sequéncia de mudancas comportamentais
que visam receber adequadamente os filhotes. Ela muda seus padrdes de limpeza
corporal, levando mais tempo na limpeza da regido mamaria e, alguns dias antes do

parto, ela constréi um ninho com o substrato disponivel (Numan, 1994).

Agressao

Lamber maternal
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Figura 4 - Desenho de um subconjunto de comportamentos maternais incluindo
recolher filhotes, construir ninho, amamentar, lamber e agressdao maternal (contra
um intruso) adaptado de Gammie 2005.

Apds o estabelecimento da interacdo mae-filhote, a resposta maternal passa
a ser induzida por estimulo dos filhotes, independentemente de horménios (Van
Leengoed et al., 1987). A rata lactante precisa de varios estimulos, além das
mudanc¢as hormonais causadas pela gestacdo em si, para estabelecer uma resposta

maternal. O principal estimulo é a presenca dos filhotes, que atrai a atencao da mae,
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com alguns comportamentos, como vocalizacdes e movimentos do corpo, e pelo

olfato (Moore et al., 1997).

Em ratos, o comportamento maternal ocorre com maior frequéncia nos
primeiros dez dias ap6s o parto, onde as lactantes passam até 85% do tempo total
junto aos filhotes; este padrdo diminui gradualmente (Grota e Ader, 1969). Existem
variagdes naturais nestes cuidados, especialmente nos comportamentos de
amamentacao e lambida de filhotes (Champagne et al., 2007). Os filhotes de ratos,
assim como a maioria dos roedores, nascem altriciais, isto €, sdo parcialmente
imoveis, desprovidos de pélos, ndo possuem o sistema visual e auditivo bem
desenvolvido, sdo incapazes de se locomover e de regular sua temperatura (Grota e

Ader, 1969; 1974).

Durante o periodo da lactagdo, as maes apresentam comportamento de
cuidar dos filhotes e manifestam-no pela busca dos mesmos quando estes se
afastam do ninho, pela estimulacédo da micgcédo por meio da lambida anogenital, pelo
posicionamento sobre os filhotes para prové-los de nutricao e calor, construcdo do
ninho e defesa contra intrusos (Grota e Ader, 1969; Stern e Johnson, 1990; Albert e
Walsh, 1995). Os diversos comportamentos maternais parecem ser modulados por
diferentes vias neurais. A postura de amamentacao é reflexamente iniciada pelos
filhotes, sendo necessario que 0os mesmos estejam vivos, quentes e presos aos
mamilos. A fémea lactante pode manter-se por cima da ninhada com uma postura
arqueada, o que faz com que as mamas fiquem mais expostas e facilita a ejecdo do

leite pelo estimulo de succao dos filhotes (Stern e Johnson, 1990).

O comportamento de lamber a prole parece expressar a motivagcdo da mae
em relacdo a ninhada (Stern, 1997), sendo este comportamento nato da mae e

independente da agédo do filhote. A lambida serve para melhorar o crescimento
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somatico e o desenvolvimento do cérebro através de efeitos imediatos no sistema
endocrino do filhote (Schanberg et al,, 1984; Levine, 2001). Além disso, a
estimulacao tatil causada por este comportamento também é responsavel pela
ligacdo e pelo vinculo do filhote com sua mae, através do aprendizado olfatorio
(Sullivan e Wilson, 1995). Sendo assim, a frequéncia do comportamento de lamber
os filhotes tem sido utilizada como parametro para mensurar o cuidado materno

(Champagne et al., 2003).

Até aproximadamente o 12° dia de vida, € a mae que toma iniciativa de se
aproximar dos filhotes. Apds este periodo, os filhotes estao aptos a se locomoverem
e a deixar o ninho, entdo sédo eles que se aproximam da mae para requererem
cuidados (Leon e Moltz, 1971). Depois de duas semanas do nascimento ha um
declinio gradual dos cuidados maternos, até que ocorra a rejeicao dos filhotes pela
mae no desmame, que ocorre aproximadamente aos 28 dias de vida (Reisbick et al.,

1975).

Interacbes normais na relacdo mae-filhote sdo importantes para o
crescimento e desenvolvimento adequados dos mamiferos. A interrupcdo de
estimulos sensoriais providos pela mae tem efeitos negativos no desenvolvimento
da ninhada em muitas espécies (Pauk et al., 1986).0 contato fisico ativo provido
pela mae € particularmente importante para a regulagdo dos processos de

crescimento normal em filhotes de mamiferos.

Diversos estudos relacionados ao desenvolvimento de roedores demonstram
que a mae é responsavel por regular diversas respostas fisiolégicas nos filhotes,
como por exemplo, a frequéncia cardiaca, os ciclos de sono/vigilia e a produgédo de
hormonio do crescimento (GH) (Levine, 2001). Ratos com duas semanas de idade,

se separados por 24 horas da mae, apresentam um decréscimo de 40% da
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frequéncia cardiaca. Este decréscimo ocorre devido a auséncia do leite materno e
pelo rompimento do contato maternal e é revertido assim que a mae retorna (Levine,

2001).

Filhotes em que a mae despende mais tempo para cuida-los, lambendo-os
mais, apresentam quando adultos um aumento de receptores para glicocorticoides
no hipocampo e uma reducdo na secrecao de ACTH e corticosterona em resposta
ao estresse (Liu et al, 1997). Esta resposta & similar a de animais que sao

manipulados no periodo neonatal.

Acredita-se que as intervencgdes realizadas no periodo hiporresponsivo ao
estresse podem ter um efeito préprio, bem como podem induzir um aumento do
comportamento maternal, devido a uma alteracdo na relacdo mae-filhote. O
procedimento realizado pelo experimentador seria um estimulo para aumentar o
comportamento da mae em relacéo a prole (Liu et al., 1997). Sendo assim, diversos
estudos tentam esclarecer se os efeitos comportamentais e neuroenddcrinos
observados em um animal que sofreu intervengao no periodo neonatal sdo devidos

a intervencao em si ou ao comportamento da mae ao retornar para o ninho.

Experiéncias que ocorrem no inicio da vida s&o conhecidas por exercer fortes
influéncias no comportamento e no desenvolvimento do SNC em diversos animais,
inclusive em humanos (Liu et al., 2000). Para muitas espécies, a mae representa
uma fonte de alimentagao, calor, protecdo e educacao, que sao fatores essenciais
para o desenvolvimento de comportamentos sociais normais (Kuhn e Schanberg,
1998). O periodo neonatal, para humanos e a maioria dos mamiferos, €
caracterizado por uma intensa relagéo entre a mae e o filhote, o que ajuda o neonato

a se adaptar no novo ambiente e forma o vinculo afetivo (Winberg, 2005). Em
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algumas espécies, como o musaranho, os filhotes permanecem muito tempo
sozinhos enquanto a mae vai em busca de alimento e recebem alimentagcdo uma
Unica e longa vez ao dia. Outras espécies, como os ratos, os filhotes se alimentam
quase que continuamente durante os primeiros dias de vida, mas gradualmente este
periodo aumenta e eles comecam a ficar menos dependentes da mae (Ader e Grota,
1970). A maioria das espécies de primatas despende a maior parte do tempo com a
mae nos primeiros dias de vida e se tornam independentes ao longo do tempo (Kuhn
e Schanberg, 1998). Cada espécie possui o desenvolvimento fisiolégico apropriado
e adaptacdes comportamentais que permitem uma adaptacao ideal ao ambiente em

que vivem.

Em ratos, a alteracédo ou interferéncia no ambiente neonatal podem alterar a
relacdo mae-filhote, modificando assim padrdes comportamentais estaveis da mae
em relacdo a sua prole (De Azevedo et al, 2010). A manipulacdo neonatal pode
causar estas alteracdes. Estudos demonstram que as maes de filhotes manipulados
no periodo neonatal apresentam um aumento nos padrdées de amamentagdo e
lambida (Liu ef al., 1997) logo apos o retorno dos filhotes ao ninho. Sabe-se que esta
alteracao comportamental da mae pode alterar o desenvolvimento do SNC do filhote
(Pryce e Feldon, 2003). Devido a estes fatores, infere-se que as alteracées que
ocorrem na relacdo méae-filhote sejam responsaveis pelas alteragdes no padréao
comportamental e neuroendécrino encontrado em ratos que foram manipulados no

periodo neonatal.

A atividade do eixo HPA em ratos neonatos parece depender da presenca da
mae (Suchecki et al., 1993). Portanto, fatores externos, como a presenca da mae,
podem interferir nos processos fisioldgicos dos filhotes (Suchecki et al., 1993). O

comportamento de ratos adultos que sofreram intervencao no periodo neonatal é
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afetado pelos estimulos ambientais combinados com a resposta imediata da mae

em relacao aos filhotes (Villescas et al., 1977).

Assim, essas alteragdes fisiologicas e enddcrinas observadas em animais
neonatos e adultos podem ser devidas a interferéncia na relagdo mae-filhote em um
periodo critico para o desenvolvimento do SNC de roedores. Maes que foram
privadas durante algum periodo de suas ninhadas lambem, cuidam e permanecem
mais tempo em cima dos filhotes do que aquelas cuja relagdo mae-filhote nao sofreu
interferéncia (Liu et al., 1997).

Interacbes normais na relacdo mae-filhote sdo importantes para o
crescimento e desenvolvimento adequados dos mamiferos. A interrupcdo de
estimulos sensoriais providos pela mae tem efeitos negativos no desenvolvimento
da ninhada em muitas espécies (Schanberg et al., 1984; Pauk et al., 1986). O
contato fisico ativo provido pela mae é particularmente importante para a regulacao
dos processos de crescimento normal em filhotes de mamiferos. Sendo assim,
diversos estudos tentam esclarecer se o0s efeitos comportamentais e
neuroendocrinos observados em um animal que sofreu intervencdo no periodo
neonatal sdo devidos a intervencdo em si, ao comportamento da méae ao retornar

para o ninho ou a um rompimento do ambiente neonatal.

Devemos considerar que este comportamento da mae € muito importante,
mas existem outros fatores que parecem ser decisivos para o desenvolvimento
normal do filhote como seu cheiro (estimulo olfativo) e o préprio ninho. A relacéo do
filhote com os préprios irmaos e a ruptura do ambiente em que ele vive (ninho)
contribui de forma significativa para desencadear as alteragdes comportamentais
observadas na idade adulta, em ratos que sofreram algum tipo de intervencéo

neonatal (Benetti et al., 2007; De Azevedo et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a manipulacdo neonatal causa diversas alteracoes
comportamentais e neuroendocrinas que perduram ao longo da vida do animal. Este
procedimento tem um efeito préprio, bem como causa uma alteragdo na relacao
mae-filhote. Nesta fase, o reconhecimento do odor maternal é de fundamental
importancia para a sobrevivéncia dos neonatos, pois eles dependem da mae para se
manterem vivos. Este reconhecimento ocorre devido ao pareamento do cuidado
maternal com o cheiro da mae, chamado de aprendizado olfatério. O odor ira
interferir diretamente na vida do animal, pois esta relacionado com o reconhecimento
da mae, busca de alimento, comportamento reprodutivo e comportamento de medo.
Devido a isso, o sistema olfativo € um fator importante a ser estudado. Considerando
que experiéncias que ocorrem no inicio da vida podem modificar diversos
comportamentos sociais do animal quando adulto, como por exemplo,
comportamento sexual, interacdo e memoria social, o presente trabalho hipotetiza
que a intervencao ambiental pode modificar a morfologia do bulbo olfatério e assim
induzir alteracdes de comportamentos sociais no filhote e na idade adulta. Sendo
assim, analisamos quantitativamente o nimero de células em trés camadas do bulbo
olfatério, de ratos machos e fémeas no periodo neonatal e na vida adulta, bem como

comportamentos que envolvem este sistema.

Este tipo de estudo é relevante face ao fato de que o sistema olfatério esta
envolvido com diversos aspectos na sobrevivéncia e na perpetuacdo das espécies.
Portanto, avaliar os efeitos de intervengcées no periodo neonatal € imprescindivel
para um melhor entendimento da fisiologia do comportamento, visto que alteragcdes

nessa fase podem perdurar ao longo da vida do animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo analisar se a manipulacdo neonatal
altera a morfologia do bulbo olfatério em ratos. Além disso, estudar o envolvimento
do sistema olfatério (no periodo neonatal e na vida adulta do animal) no

estabelecimento das relagdes sociais em ratos que sofreram manipulagdo neonatal.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar quantitativamente o numero de células nas camadas
glomerular, mitral e granular do bulbo olfatério de ratos, machos e fémeas, aos 11 e

aos 90 dias de idade;

e Avaliar quantitativamente o numero de células mitrais dentro da
camada mitral do bulbo olfatério de ratos, machos e fémeas, aos 11 e aos 90 dias de

idade;

e Avaliar através a expressdo da proteina neuronal nuclear (NeuN), a
quantidade de células neuronais nas camadas glomerular, mitral e granular do bulbo

olfatério de ratos, machos e fémeas, aos 11 e aos 90 dias de idade.

e Avaliar a preferéncia pelo odor do ninho aos 11 dias de vida em ratos

(machos e fémeas) que foram manipulados no periodo neonatal;
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e Avaliar a preferéncia sexual na vida adulta, de ratos (machos e fémeas)

qgue foram manipulados no periodo neonatal.

e Analisar de maneira pontual (frequéncia comportamental em diferentes
periodos do dia) o comportamento maternal de ratas cujos filhotes foram

manipulados, em quatro periodos ao longo dos 10 primeiros dias pos-parto.
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia descrita a seguir foi utilizada para a realizagcdo de todos os
experimentos desenvolvidos nesta tese. Porém, o item material e métodos foi
dividido em secbes onde foi descrito detalhadamente a metodologia especifica de

cada experimento.

4.1 Local de realizacao

Os experimentos apresentados nesta tese foram realizados no Laboratério de
Neuroendocrinologia do Comportamento do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A contagem de células foi realizada
em parceria com a Universidade Federal de Santa Catarina no Laboratério de
Histologia do Departamento de Ciéncias Morfologicas. A técnica de
imunoistoquimica foi realizada na Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre no Laboratério de Patologia do Programa de Pé6s-Graduacao em

Patologia.

4.2 Animais

Foram utilizadas ratas prenhas (N=40), primiparas, da variedade Wistar,
provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Estas ratas
foram levadas para o biotério setorial do Laboratério de Neuroendocrinologia do

Comportamento, cerca de uma semana antes do parto, onde foram colocadas em
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caixas-residéncia (com as seguintes dimensdes: 65 x 55 x 25 cm) com maravalha
servindo de substrato. O dia do nascimento dos filhotes foi controlado e denominado
dia zero. No dia seguinte ao nascimento (dia pods-natal 1 — DPN1), as ninhadas
foram padronizadas aleatoriamente em oito filhotes. Aos 21 dias de idade os filhotes
foram desmamados e machos e fémeas permaneceram em caixas separadas, com
cinco animais até a idade adulta. Os animais foram mantidos no biotério sob um
ciclo claro-escuro de 12:12 horas, com inicio da fase escura as 17:30 horas. A
temperatura do biotério foi mantida constante em torno de 22°C. Todos os animais
tiveram livre acesso a agua e comida (Rodent Show, Nutrilab, Colombo, Brasil)
durante todo o periodo desta pesquisa e foram tratados pelos funcionarios do
préprio biotério.

Todos os procedimentos estdo de acordo com as orientacdes éticas do uso
de animais experimentais, conforme orientacdo do Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA). Foram tomados todos os cuidados para reduzir o
namero de animais usados e seu sofrimento. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul com o parecer

n°2007/767.

4.3 Grupos experimentais

Ao parirem (DPN 0), as ratas com suas ninhadas foram divididas em dois grupos:

e Nao manipulado/controle (NM): animais que nao foram tocados pelos
experimentadores nem pelos tratadores durante os 10 primeiros dias apds o

nascimento.
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e Manipulados (M): animais que foram separados brevemente da mae e
manipulados durante 1 minuto por dia, nos 10 primeiros dias apds o nascimento. A
manipulagdo consistiu em retirar a mae da caixa-residéncia e coloca-la em uma
caixa separada contendo maravalha. Os filhotes foram retirados do ninho e
suavemente manipulados todos juntos, pelas méos do pesquisador que utilizou
luvas de latex. A manipulacao foi realizada de maneira sutil, durante 1 minuto. Logo
apos, os filhotes foram devolvidos para seus ninhos nas caixas-residéncia e a mae
foi colocada junto a eles novamente.

Este procedimento (Figura 5) foi realizado no ciclo claro e teve inicio no dia
seguinte ao nascimento dos filhotes, considerado dia 1 (DPN1) e ambos os grupos

tiveram suas caixas-residéncia limpas somente a partir do DPN11.

DPN10

Animais sem |

intervencao
DPN1 DPN10
l | Manipulacdo |
neonatal

DPNO

Grupo Manipulado

Figura 5 — Grupos experimentais
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4.4 Ciclo estral

Para a realizacdo dos procedimentos com fémeas adultas, foi verificado o
ciclo estral. A partir de 70 dias de idade, foi feita a coleta diaria do esfregago vaginal,
obtida através da lavagem vaginal feita com solucao salina, a fim de verificar a fase
do ciclo em que a fémea estava. Apds a coleta, o material foi analisado a fresco em
um microscépio O6ptico. As fases do ciclo foram determinadas pela avaliagdo
citolégica. Foram utilizadas nos experimentos somente ratas que apresentaram trés

ciclos estrais regulares seguidos.

4.5 Eutanasia e descarte

Os animais submetidos aos procedimentos histoldégicos foram eutanasiados
durante o procedimento de perfusdo para a realizagao das analises histologicas.
Este protocolo experimental foi necessario para viabilizar a coleta das estruturas
cerebrais de interesse desse trabalho. Os animais foram conduzidos do biotério
setorial para o laboratério, onde estdo localizados 0s equipamentos para 0s
procedimentos experimentais. Para a realizacdo da perfusdo os animais foram
anestesiados com injecdo intraperitonial de 5-10 mg/kg de xilasina (Anasedan:
Agribands, Campinas, SP, Brasil) e 75-95 mg/kg de quetamina (Dopalen: Agribands,
Campinas, SP, Brasil). Esse procedimento foi realizado em uma sala separada,
afastada dos outros animais para nao estressa-los. Apds a perfusdo, o bulbo
olfatério dos animais foi retirado e armazenado em um frasco contendo uma solucéo
tamponada de paraformaldeido (4%). O material utilizado nos procedimentos foi
lavado e os residuos (papel com sangue e outros residuos) devidamente

descartados. Os animais utilizados para os procedimentos comportamentais foram
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levados ao biotério central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo

devidamente eutanasiados em uma camara de CO..

Quanto aos procedimentos de descarte, as carcacas dos animais foram
acondicionadas em sacos plasticos de coloracdao branca, préprios para descarte,
armazenadas em freezer (-18° C) e ap6s aviso prévio, foram conduzidas ao Biotério

Central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os residuos bioldgicos, tais como: tecidos ou partes do encéfalo foram
levados ao Centro de Reproducao e Experimentacdo de Animais de Laboratério
(CREAL) onde o tratamento foi posteriormente realizado. Todos os residuos

bioldgicos tiveram o mesmo tratamento dado as carcacas.

4.6 SECAO 1 - SISTEMA OLFATORIO

4.6.1 Delineamento experimental

Para a realizacao dos experimentos descritos neste capitulo, foram utilizados
ratos machos e fémeas dos grupos NM e M aos 11 e aos 90 dias de idade (Figura
6). O numero de animais de cada grupo experimental foi de seis. As fémeas adultas
foram estudadas na fase de diestro. Para isto, o ciclo estral foi observado
diariamente através do esfregaco vaginal por um periodo de 15 dias e somente

fémeas com trés ciclos regulares foram estudadas.
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Contagem de células no BO e
/ Imunistoquimica para NeuN

DPN 1 DPN 11 DPN 90
Dias1a 10

A 7 N

(apds o nascimento)

Manipulacao neonatal

DPN O DPN 10

Figura 6 - Desenho esquematico do delineamento experimental.

4.6.2 Calculo da densidade numérica de células (Nv) por volume do

dissector

Protocolo experimental

Para a realizacdo deste experimento foi feita uma estimativa da densidade
numérica de células na camada glomerular, na camada mitral e na camada granular
do BO. O calculo da densidade numérica de células foi realizado no lado direito e
esquerdo do BO, entretanto para a analise dos resultados foi realizada a soma dos

lados.

e Animais: os animais (machos e fémeas) foram perfundidos e seus cérebros,
fixados, incluidos, cortados e corados com cresil violeta e posteriormente analisados

através de técnica de contagem.

e Histologia: para a realizacdo da perfusdo os animais foram anestesiados
com injecdo intraperitonial de 5-10 mg/kg de xilasina (Anasedan: Agribands,
Campinas, SP, Brasil) e 75-95 mg/kg de quetamina (Dopalen: Agribands, Campinas,
SP, Brasil). Ap6s a anestesia, foi feita a toracotomia onde o coracao foi exposto, e a
seguir colocada uma canula no ventriculo esquerdo. Os animais foram entao

perfundidos, com o auxilio de uma bomba peristaltica, contendo uma solucao
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lavadora de tampéao fosfatado com heparina (50 mL em animais com 11 dias e 100
mL em animais com 90 dias), seguido por uma solucao fixadora de paraformaldeido
4% diluido em tampao fosfato 0,1M (pH 7.4).

Apés a perfusao transcardiaca o encéfalo foi retirado do cranio e permaneceu
na mesma solucao fixadora por 8h. Depois de fixado, o cérebro foi lavado por 1Th em
agua corrente e desidratado em diferentes concentracdes de alcool (70%, 80%,
90%, 95% e alcool absoluto), colocado em xilol e incluido na posicao final com uma
resina paraplastic (Histosec - Merck). Apds a inclusao, foram realizadas seccoes
coronais seriadas do cérebro, com 5um de espessura cada, cortadas em um
micrétomo e coletadas em série de fatias em laminas gelatinizadas. Os cortes foram
corados com cresil violeta e depois desidratados através de séries de alcool,
clareados com xilol e encobertos com Entellan (Merck). O BO, foi identificado de
acordo com atlas do cérebro de ratos de (Paxinos e Watson, 2007) e com o atlas
estereotaxico do bulbo olfatério de rato de Slotnick e Hersch (1980).

e Calculo da densidade numérica de células (Nv) por volume do disector: para

o célculo da densidade numérica utilizamos a técnica do disector 6ptico. Foi utilizado
um microscopio (Zeiss Axioscop2) com uma lente de 100X e uma camera de video
(CCD video camera module) acoplada a um computador (Apple Macintosh 8600-
300) e um sistema para andlise de imagem (NIH Image 1.62f). As contagens foram
realizadas em seccdes de 5um, onde focalizdvamos as faces superior (look up) e
inferior (look down), através da alteracdo de foco (alterando o eixo-z), sendo que a

distancia entre esses planos foi a propria espessura do corte (5um).

Por razao de eficiéncia, o nucleo da célula foi considerado a representagcéao de
uma célula e somente foram contadas as células observadas em apenas um dos

planos. A Qa (numero das células contadas na area teste) foi o nimero de nucleos
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celulares, visto em somente um foco, quando eles estdo totalmente ou parcialmente
dentro da estrutura (Schmitz e Hof, 2005). A contagem foi realizada do lado direito e
esquerdo em uma area teste de 8.405um? para a contagem de células nas camadas
glomerular, mitral e granular e de 15.558um? para a contagem de células mitrais
dentro da camada mitral. Para obter uma contagem imparcial da estrutura foi
utilizada uma grade com duas linhas proibidas (exclusdo) e duas linhas aceitaveis
(inclusédo), quando o objeto tocava as linhas proibidas ele ndo era contado, no
entanto quando contava as linhas aceitdveis ou estivesse dentro da area

completamente ele foi contado (Howard e Reed, 1998).

A contagem do BO foi feita ao longo da extensado de todo o nucleo iniciando
na regido posterior correspondente a lamina 16.21 do atlas estereotaxico do bulbo
olfatério de rato (Slotnick e Hersch, 1980) até o fim do ndcleo. Foram contados 10
cortes por rato, com intervalo de 20 cortes nos filhotes e 40 nos adultos, resultando

em 60 cortes por grupo.

Como a contagem foi realizada dentro de uma area teste conhecida (Ar),
entdo o volume do disector (Vpis) foi calculado através da multiplicagado da area teste
pela espessura da microtomia (Ar. €), e essa contagem dentro desse volume do
disector é considerada imparcial. A densidade numérica de células (Nv) pode ser
estimada pela seguinte férmula: Nv= Qa/A7.e 1/mm?®; Onde Nv= densidade numérica
de células; Qa= numero das células contadas na area teste; Ar= area teste; e=

espessura (Mandarim-De-Lacerda, 2003).

¢ Delimitacdo das camadas do BO: Para a realizacdo deste experimento foi

feita a analise histoldgica do BO e a delimitacido das camadas a serem analisadas

(Figura 7). Apds este procedimento foi realizada uma estimativa do numero de



células nas seguintes regides: camada glomerular, camada mitral
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e camada

granular. Dentro da camada mitral, foi feita a andlise das células totais e

separadamente das células mitrais (Figura 8).

camada glomerular

camada mitral

camada granular

Figura 7 - Fotomicrografia de um corte sagital do bulbo olfatério (A). Delimitacdo das

trés camadas analisadas (B).

Figura 8 - Fotomicrografia da camada mitral e das células mitrais
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4.6.3 Quantificacao de neuronios NeuN positivos

Protocolo experimental

Para a realizacao deste experimento foi feita uma estimativa do niumero de
neurbnios pela expressdao da proteina neuronal nuclear (NeuN) na camada
glomerular, camada mitral e camada granular do BO. A quantificacdo de neurbnios
NeuN positivos foi realizada no lado direito e esquerdo do BO, entretanto para a

analise dos resultados foi feita a soma dos lados.

e Animais: os animais (machos e fémeas) foram perfundidos e seus
cérebros, fixados, incluidos, cortados e armazenados em freezer (-18°C).
Posteriormente foi realizada a técnica de imunoistoquimica para a marcacao dos

neurdénios NeuN-positivos.

e Histologia: para a realizagdo do experimento os animais foram
anestesiados e perfundidos (conforme a técnica descrita acima no item 3.2) com
solucdo lavadora de tampao fosfatado com heparina, seguido por paraformaldeido
4% em tampao fosfato 0,1M (pH 7.4).

Ap6s a perfusao transcardiaca o encéfalo foi retirado do cranio e permaneceu
na mesma solucao fixadora por 8h. Depois de fixado, o cérebro foi lavado por 1Th em
agua corrente e desidratado em diferentes concentracdes de alcool (70%, 80%,
90%, 95% e alcool absoluto), colocado em xilol e incluido na posicao final com uma
resina paraplastic (Histosec - Merck). Apds a inclusao, foram realizadas seccoes
coronais seriadas do cérebro, com 5um espessura cada, cortadas em um micrétomo
e coletadas em série de fatias em laminas gelatinizadas. Ap6s a coleta os cortes
foram mantidos em freezer -18°C até o momento da imunoistoquimica.

e Técnica de imunoistoquimica: para a realizacao da imunoistoquimica as
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laminas contendo os cortes foram desparafinizados em estufa a 70°C e lavados em
alcool 100% e xilol. Ap6s este procedimento, foi feita a recuperacao em citrato de
sédio (pH 6,0). Para o bloqueio da peroxidase enddgena, os cortes foram embebidos
em uma solucao de peroxido de hidrogénio 5% e apés 20 minutos foi feita a lavagem
em PBS. Apds este procedimento foi feito o bloqueio das proteinas inespecificas
com albumina de soro bovino 1% durante 1h. As seccbes, foram incubadas com
anticorpo primério (anti-NeuN, da marca Chemicon International) na diluicdo de
1:1000 por 12h a 4°C. Apds o periodo de incubacao o material foi lavado em PBS e
os cortes foram incubados com anticorpo secundario anti-mouse/rabbit (Picture Max,
HPR Polimer conjugate da marca Invitrogen) durante 40 minutos. O material foi
entdo lavado em PBS e foi feita a incubacdo com anticorpo terciario (Picture Max,
HPR Polimer conjugate da marca Invitrogen) durante 40 minutos. Apds este
processo o material foi novamente lavado com PBS. Para a visualizagdo da reacao
os cortes foram tratados com tetrahidrocloreto de 3-3' diaminobenzidina (DAB)
0,06% diluido em PBS. Os cortes foram lavados em PBS, desidratados em alcool
100% e diafanizados em xilol. As laminas foram entdo, cobertas com entellan e
laminulas.

Para o controle da técnica de imunoistoquimica, o anticorpo primario foi

substituido por PBS e o restante do procedimento foi idéntico ao descrito acima.

e Quantificacdo dos neurbnios NeuN-positivos: para a quantificacdo dos

neurénios marcados imunoistoquimicamente para proteina NeuN, foi utilizado um
microscépio (Zeiss Axioscop2) com uma lente de 100x e uma camera de video (CCD
video camera module) acoplada a um computador (Apple Macintosh 8600-300) e um
sistema para andlise de imagem (NIH Image 1.62f). A contagem dos neurbnios de

cada regiao foi realizada utilizando-se os hemisférios direito e esquerdo (Madruga et
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al., 2006), e com o auxilio de uma area teste (8.405 um?). Para obter uma contagem
imparcial da estrutura foi utilizada uma grade com duas linhas proibidas (exclusao) e
duas linhas aceitaveis (inclusdo). Foram contados os neurénios que encontravam-se
dentro desta area teste e 0s que encostavam nas linhas de inclusdo. Os neurénios
que incidiam sobre as linhas de exclusdo, ndo foram contados (Howard e Reed,

1998; Winkelmann-Duarte et al., 2007; Camozzato et al., 2009).

4.6.4 Calculo de tamanho da amostra

Caélculo da densidade numérica de células (Nv) por volume do dissector

Para a realizacdo do experimento de contagem de células o n amostral foi
calculado para a variavel numero de células, com base em estudos realizados
anteriormente pelo nosso laboratério (Winkelmann-Duarte et al., 2007). Foi
considerado um poder de 80% para um nivel de significancia de P<0,05. O niamero

de animais calculado foi de seis por grupo.

Quantificacao de células NeuN positivas

Para a realizacdo do experimento imunoistoquimica o n amostral foi calculado
para a variavel nimero de células, com base em estudos realizados anteriormente
pelo grupo (Winkelmann-Duarte et al.,, 2007). Foi considerado um poder de 80%
para um nivel de significancia de P<0,05. O niumero de animais calculado foi de seis

por grupo.
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4.6.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos através de média (+EPM). Para a analise dos
resultados do célculo da densidade numérica de células e para a contagem de
células NeuN-positivas foi realizado o teste de analise de variancia (ANOVA) de
duas vias, seguido do pés-teste de comparacdes multiplas Bonferroni, quando
necessario. Os fatores considerados foram grupo (manipulado ou ndo manipulado) e
idade (11 dias ou 90 dias). O nivel de significancia utilizado para se admitir uma
diferenca de valores como estatisticamente significativa foi de 5% (P<0,05). O
software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado com ferramenta computacional para a

analise estatistica do dados.

4.7 SECAO 2 - PREFERENCIA PELO ODOR DO NINHO E PREFERENCIA

SEXUAL

4.7.1 Delineamento experimental

Para a realizacao dos experimentos descritos neste capitulo, foram utilizados
ratos machos (N=37) e fémeas (N=37) divididos em grupos NM e M. Aos 11 dias de
idade foi retirado um macho e uma fémea de cada ninhada para a realizagcdo do
teste de preferéncia pelo odor do ninho, apéds o teste os filhotes foram marcados e
colocados novamente na ninhada, onde permaneceram até o desmame. Na idade
adulta (DPN90), os mesmos animais foram testados quanto a preferéncia sexual

(Figura 9).

As fémeas adultas foram estudadas na fase de proestro, que é a fase

receptiva. Para isto, o ciclo estral foi observado diariamente através do esfregaco
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vaginal por um periodo de 15 dias e somente fémeas com trés ciclos regulares

foram estudadas.

Teste de preferéncia Teste de preferéncia
pelo odor do ninho sexual \

DPN1 DPN11 DPN90
Dias1a 10

A A

(apds o nascimento)

Manipulacao neonatal

DPNO DPN10

Figura 9 - Desenho esquematico do delineamento experimental

4.7.2 Preferéncia pelo odor do ninho (odor familiar) em filhotes (machos

e fémeas)

Protocolo experimental

Este teste permite que o filhote possa escolher entre duas areas com
maravalhas de odores diferentes, onde uma das areas é colocada a maravalha do
ninho em que o filhote vive (odor familiar) e na outra uma maravalha limpa (odor

neutro).

e Teste de preferéncia pelo odor do ninho: este teste mede o tempo que o

filhote gasta em torno do odor familiar, ou seja, o cheiro do ninho. Para isto, foi
utilizada uma arena de acrilico transparente dividida em duas partes por uma linha
central de dois centimetros. Em um lado foi colocado 300 mL de maravalha limpa e
no outro a mesma quantidade de maravalha do ninho. O filhote foi colocado na linha
central, entre os dois odores e monitorado através de uma filmadora durante 1

minuto. Este procedimento foi repetido cinco vezes, com um intervalo de 2 minutos,
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sendo que em cada sessao de filmagem a caixa era limpa com alcool 70% e as
maravalhas foram invertidas para que nao houvesse nenhum tipo de
condicionamento do filhote. Os parametros analisados foram: o tempo em que o
filhote despende cheirando cada area e a laténcia em que ele alcanga a regidao da

maravalha (Figura 10).

DPN11

30 minutos
‘R1 R, R, R, R

Manipulacao ‘

1min. 1min. 1min. 1min. 1min

‘ Ambientacéo na sala

de registros Teste de preferéncia

olfatdria
*R = Registro

Figura 10 - Caixa utilizada para a realizagdo do teste de preferéncia pelo odor do
ninho e desenho esquematico do procedimento experimental.

4.7.3 Castracao das fémeas

Este procedimento teve como objetivo utilizar ratas ovariectomizadas e com
reposicdo hormonal, com intuito de mimetizar a noite do proestro (periodo de
receptividade da fémea ao macho). Para a realizagcdo da castragao, foram utilizadas
ratas adultas. Os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de 5-10
mg/kg de xilasina (Anasedan: Agribands, Campinas, SP, Brasil) e 75-95 mg/kg de

quetamina (Dopalen: Agribands, Campinas, SP, Brasil). A ovariectomia foi realizada
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através de incisdes bilaterais com cerca da 1cm de cada lado, na altura dos flancos.
Ap6s a abertura da pele e da parede muscular, o ovario foi retirado e feita uma
ligadura nas porcdes uterinas expostas. A parede muscular foi suturada, assim como
a pele. Ap6s a cirurgia, as ratas foram colocadas em caixas-residéncia e utilizadas

no minimo duas semanas depois.

4.7.4 Reposicao hormonal de fémeas

Este procedimento mimetiza a noite do proestro. Apdés o periodo de
recuperacao da ovariectomia, as ratas foram induzidas a receptividade sexual com
injecdes subcutaneas de estradiol e progesterona. A primeira injecdo foi de
benzoato de estradiol (benzo-ginoestril ap® 5mg - SARSA, RJ) na dose de 20
ug/rata e 48 horas depois foi feita uma injecdo de progesterona (Sigma) na dose de

2,5 mg/rata mais benzoato de estradiol na dose de 20 ug/rata, seis horas antes da

utilizagéo da rata.

4.7.5 Castracao dos machos

Ratos adultos foram anestesiados com injecao intraperitonial de 5-10 mg/Kg
de xilasina (Anasedan: Agribands, Campinas, SP, Brasil) e 75-95 mg/Kg de
quetamina (Dopalen: Agribands, Campinas, SP, Brasil). A orquiectomia foi realizada
por meio de incisdes transversais Unicas nos sacos escrotais de cerca de 2 cm,
estando o animal em decubito dorsal. Os ramos vasculares foram rigorosamente
atados e, apods, os testiculos foram removidos e a pele suturada. Apos a cirurgia, 0s
ratos foram colocados em caixas coletivas e s6 foram utilizados no minimo duas

semanas depois.
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4.7.6 Teste de preferéncia sexual

Protocolo experimental

O teste de preferéncia sexual é utilizado para avaliar a motivacdo sexual,
sendo muito dependente da percepcado de odores. Este teste permite que o rato

adulto possa escolher entre um animal que esteja receptivo e outro que néo esteja.

e Teste de preferéncia sexual em machos adultos: este teste mediu o tempo

que o macho despende em torno da area em que a fémea ativa se encontra. Para
isto, foi utilizada uma arena de acrilico 90x60x40 cm transparente dividida em trés
partes, sendo que a regido central possui comunicacdo com as laterais (Figura 11).
Essas sao divididas por duas tampas de acrilico contendo furos para que os animais
nao tenham contato fisico, mas possam sentir os odores. Em um dos lados foi
colocada uma fémea nao receptiva (castrada) e no outro uma fémea ativa (castrada
e reposta com estradiol e progesterona). O macho testado foi colocado na regiao
central, tendo um periodo de 15 minutos de adaptagcao. Apos esse tempo as fémeas
foram colocadas nas laterais e o macho na regido central, e as caixas foram
filmadas por 15 minutos. Os parametros analisados foram o tempo em que o macho

despende cheirando cada area lateral.
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Ambientacao

DPN90 .
_ 30 minutos ﬂ
Ciclo escuro ‘ 15 min. ‘
‘ Ambientacéo na sala ‘ 15 min.
de registros Teste de preferéncia

sexual

Figura 11 - Caixa utilizada para a realizagcao do teste de preferéncia sexual e
desenho esquematico do procedimento experimental.

e Teste de preferéncia sexual em fémeas adultas: as fémeas foram

estudadas na fase de proestro. Este teste mede o tempo que a fémea despende em
torno da area em que o macho intacto se encontra. Para isto, foi utilizada a mesma
caixa do experimento anterior (Figura 11). Em um dos lados foi colocado um macho
intacto e no outro, um macho castrado. A fémea testada na fase do proestro foi
colocada na regiao central, tendo um periodo de 15 minutos de adaptacao. Apds
esse tempo os machos foram colocados nas laterais e a fémea colocada na regiao
central. A caixa foi filmada por 15 minutos e os parametros analisados foram o

tempo em que a fémea despende cheirando cada area lateral.
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4.7.7 Calculo de tamanho da amostra

Tese de preferéncia pelo odor do ninho em filhotes

Para a realizacao dos testes de preferéncia pelo odor do ninho em filhotes 0 n
amostral foi calculado para a variavel laténcia de chegada na area do ninho, com
base em estudos realizados anteriormente pelo nosso laboratério (Raineki et al.,
2009). Foi considerado um poder de 80% para um nivel de significancia de P<0,05.

O numero de animais calculado foi de 15 por grupo.

Teste de preferéncia sexual

Para a realizacao dos testes de preferéncia sexual o n amostral foi calculado
para a variavel duracao do tempo de cheirar, com base em estudos realizados
anteriormente pelo nosso laboratério (Raineki et al., 2009). Foi considerado um
poder de 80% para um nivel de significancia de P<0,05. O numero de animais

calculado foi de 14 por grupo.

4.7.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos através de média (+EPM). Para a analise dos
resultados do teste de preferéncia pelo odor do ninho e de preferéncia sexual foi
realizado o teste de analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida do pds-teste
de comparacbes multiplas Bonferroni, quando necessario. Os fatores considerados
foram grupo (manipulado ou ndo manipulado) e lado (maravalha limpa ou do ninho,
para o teste de preferéncia pelo odor maternal; area do animal castrado ou ativo,
para o teste de preferéncia sexual). O nivel de significancia utilizado para se admitir

uma diferenca de valores como estatisticamente significativa foi de 5% (P<0,05). O
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software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado com ferramenta computacional para a

analise estatistica do dados.

4.8 SECAO 3 - COMPORTAMENTO MATERNAL

4.8.1 Delineamento experimental

Para a realizacdao dos experimentos descritos neste capitulo, foram utilizadas
ratas prenhas, divididas em NM e M. A partir do DPN1 estas ratas foram observadas
diariamente para o registro do comportamento maternal, que foi realizado até o

DPN10 (Figura 12).

DPN10
DPN1

Registro do
DPNO comportamento maternal

Figura 12 — Resumo esquematico do modelo experimental de registro do
comportamento maternal.

Protocolo experimental

O comportamento maternal de cada fémea lactante foi registrado, em quatro
sessdes diarias de 72 min de observacao, sendo trés sessdes no ciclo claro (com
inicio as 9h, 12h e 15h) e uma no ciclo escuro (iniciando as 18h). Este procedimento
foi realizado durante os 10 primeiros dias pés-parto. A distribuicdo das sessodes foi
feita em funcdo de que os comportamentos maternais ocorrem mais frequentemente

durante o ciclo claro (Champagne et al., 2003). Em cada sessao, o comportamento
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maternal das fémeas foi registrado através de 25 observacdes pontuais feitas em
intervalos de trés minutos (25 observagdes por sessado x 4 sessdes por dia = 100
observacdes/mae/dia). Nestas sessOes as fémeas lactantes foram observadas em
sequéncia e o(s) comportamento(s) desenvolvido(s) no instante da observacao foi
registrado em uma planilha. Com base na descricado encontrada em estudos prévios
(Caldji et al., 2000; Champagne et al., 2003) os comportamentos observados foram:
mae fora do ninho; amamentar os filhotes em trés posturas diferentes: 1)
posicionada sobre eles com o dorso muito arqueado (Figura 13a), 2) posicionada
sobre eles com o dorso pouco arqueado (Figura 13b), ou apresentando uma postura
passiva onde fica deitada de lado (Figura 13c) ou de costas enquanto os filhotes
mamam; lamber os filhotes (superficie do corpo ou regiao anogenital) (Figura 13d);

construir ninho; filhotes fora do ninho; recolher os filhotes para o ninho.

Para os comportamentos descritos acima, o parametro utilizado na analise
estatistica foi a frequéncia de cada comportamento. Ao final dos registros, foram
somadas as frequéncias das trés posturas de amamentacdo para compor a

frequéncia do comportamento chamado de amamentar.
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Figura 13 - Principais comportamentos maternais analisados: a) postura de
amamentacdo com dorso bem arqueado; b) postura de amamentagdo com dorso
pouco arqueado; c) postura de amamentacao passiva (supino); d) comportamento
de lamber os filhotes.

4.8.2 Calculo de tamanho da amostra

Para a realizagdo das analises do comportamento maternal o n amostral foi
calculado para a varidvel frequéncia de lamber, com base em estudos realizados
anteriormente pelo grupo (De Azevedo et al.,, 2010). Foi considerado um poder de
80% para um nivel de significancia de P<0,05. O numero de animais calculado foi de

14 por grupo.
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4.8.3 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos através de média (+EPM). Para a analise dos
resultados do registro do comportamento maternal foi realizado o teste de anélise de
variancia (ANOVA) de duas vias, utilizando-se dia como medida repetida, seguida do
pés-teste de comparacées multiplas Bonferroni, quando necesséario. Os fatores
considerados foram grupo (manipulado ou ndo manipulado) e dia pds-parto. O nivel
de significancia utilizado para se admitir uma diferenca de valores como
estatisticamente significativa foi de 5% (P<0,05). O software GraphPad Prism 5.0 foi

utilizado com ferramenta computacional para a analise estatistica dos dados.
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Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 SECAO 1 - SISTEMA OLFATORIO

5.1.1 Densidade numérica de células mitrais na camada mitral do bulbo

olfatéorio em machos

A figura 14 mostra a densidade numérica (nimero de células por mms) de
células mitrais da camada mitral do bulbo olfatério de ratos machos aos 11 e 90 dias
de idade. A ANOVA de duas vias nao apresentou interacdo manipulacdo X idade
[F(1,20=0,007 P=0,93]. Porém, observou-se um efeito da manipulagéo [F20=37,48
P<0,0001], onde a densidade numérica de células mitrais, da camada mitral do
bulbo olfatério dos ratos manipulados foi significativamente menor do que nos nao
manipulados. Também houve um efeito idade [F1 20=12,07 P=0,002] onde o grupo

nao manipulado apresentou uma maior densidade numérica aos 11 dias de idade.

A figura 15 mostra uma fotomicrografia da camada mitral em um aumento de
100x mostrando as alteracées morfolégicas da manipulagéao neonatal (A) em relacao
ao grupo nao manipulado (B). Este procedimento além de causar uma reducao na
densidade numérica de células mitrais da camada mitral, causou também uma

desestruturacao organizacional desta camada.
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CELULAS MITRAIS NA CAMADA MITRAL EM RATOS MACHOS
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Figura 14 - Efeito da manipulagcao neonatal sobre a densidade numérica (nimero de
células por mm?3) de células mitrais dentro da camada mitral do bulbo olfatério de
machos aos 11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A
densidade numérica é expressa por médias (£ EPM). O teste estatistico utilizado foi
ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste Bonferroni. O nivel de significancia
aceito foi de P<0,05.

* representa diferenca quanto ao efeito principal manipulacao.

Obs.: para simplificacdo do grafico, ndo foi colocado a representacdo grafica do
efeito principal idade.

- ﬁ Af‘f"l / tn

Figura 15 - Fotomicrografia da camada mitral em um aumento de 100x mostrando a
organizagao das células mitrais no grupo ndo manipulado (A) € no grupo manipulado
(B). Coloracao feita em cresil violeta.
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5.1.2 Densidade numérica de células na camada glomerular do bulbo

olfatéorio em machos

A figura 16 mostra a densidade numérica (nimero de células por mm3) de
células da camada glomerular do bulbo olfatério de machos aos 11 e 90 dias de
idade. A ANOVA de duas vias ndao apresentou interacdo manipulacdo X idade
[F(1,20=0,68 P=0,42]. Porém, observou-se um efeito da manipula¢do [F20=12,11
P=0,0024] onde a densidade numérica de células da camada glomerular do bulbo
olfatério de ratos manipulados aos 11 dias é significativamente menor do que nos
ndo manipulados. Também houve um efeito idade [F120=6,09 P=0,0227] onde

houve uma reducédo aos 11 dias.

CELULAS NA CAMADA GLOMERULAR EM RATOS MACHOS
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Figura 16 - Efeito da manipulagdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm3) de células na camada glomerular do bulbo olfatério de machos aos
11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade
numeérica é expressa como médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA
de duas vias, seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significaAncia aceito foi de
P<0,05.

* quando comparado aos demais grupos
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5.1.3 Densidade numérica de células totais na camada mitral do bulbo

olfatéorio em machos

A figura 17 mostra a densidade numérica (nimero de células por mm3) de
células totais na camada mitral do bulbo olfatério de machos aos 11 e 90 dias de
idade. A ANOVA de duas vias ndao apresentou interacdo manipulacdo X idade
[F1,20=1,92 P=0,18]. Os resultados também mostraram que n&o houve diferenga
significativa entre os grupos manipulado X ndo manipulado [F 20=0,42 P=0,52] e

nem diferenga entre as duas idades [F(1,20=0,009 P=0,92].

CELULAS TOTAIS NA CAMADA MITRAL EM RATOS MACHOS
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Figura 17 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mms3) de células na camada mitral do bulbo olfatério de machos aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade numérica é
expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias,
seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.
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5.1.4 Densidade numérica de células na camada granular do bulbo

olfatéorio em machos

A figura 18 mostra a densidade numérica (nimero de células por mm3) de
células na camada granular do bulbo olfatério dos ratos machos aos 11 e 90 dias de
idade. A ANOVA de duas vias nao apresentou interacdo manipulacdo X idade
[F(1,20=0,003 P=0,956]. Porém, observou-se um efeito da manipulacdo [F1,0=5,99
P=0,0345] onde a densidade numérica de células da camada granular do bulbo
olfatério de ratos manipulados é significativamente menor que nos ndo manipulados.

Também houve um efeito idade [F 1 20=13,05 P=0,0047].

CELULAS NA CAMADA GRANULAR EM RATOS MACHOS
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Figura 18 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
neurdnios por mm3) de neurdnios na camada granular do bulbo olfatério de machos
aos 11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade
numeérica € expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de
duas vias, seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de
P<0,05.

*diferenca quanto ao efeito principal manipulacéo

Obs.: para simplificacdo do grafico, ndo foi colocada a representacao grafica do
efeito principal idade.
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5.1.5 Densidade numérica de células mitrais na camada mitral do bulbo

olfatorio em fémeas

A figura 19 mostra a densidade numérica (nimero de células por mm3) de
células mitrais, da camada mitral do bulbo olfatério das fémeas aos 11 e 90 dias de
idade. A ANOVA de duas vias apresentou interacdo manipulacdo X idade
[F(1,20=9,28 P=0,0064]. Observou-se um efeito da manipulagdo [F(120=6,85
P=0,0165] entretanto ndo houve efeito idade [F20=2,52 P=0,1281]. A densidade
numeérica de células mitrais na camada mitral apresenta uma reducao significativa
em fémeas manipuladas aos 90 dias de idade, quando comparadas ao grupo nao
manipulado. Além disso, houve um aumento significativo na densidade numérica de
células mitrais na camada mitral do bulbo olfatério de fémeas aos 90 dias de idade

no grupo ndo manipulado quando comparado aos 11 dias de idade.
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Figura 19 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm?3) de células mitrais dentro da camada mitral do bulbo olfatério de
fémeas aos 11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A
densidade numérica é expressa por médias (£ EPM). O teste estatistico utilizado foi
ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia
aceito foi de P<0,05.

* quando comparado ao grupo ndo manipulado aos 90 dias

# quando comparado ao grupo ndo manipulado aos 11 dias
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5.1.6 Densidade numérica de células na camada glomerular do bulbo

olfatorio em fémeas

A figura 20 mostra a densidade numérica (nimero de células por mm3) de
células na camada glomerular do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e 90 dias de
idade. A ANOVA de duas vias ndao apresentou interacdo manipulacdo X idade
[F(1,20=0,94 P=0,34]. Entretanto houve um efeito da manipulagcdo [F(120=6,75
P=0,0172] e também um efeito idade [F(20=14,27 P=0,0012]. Os resultados
mostraram que fémeas ndo manipuladas apresentam um aumento significativo na
densidade numérica de células, aos 90 dias de idade, quando comparados ao grupo

manipulado.
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Figura 20 - Efeito da manipulacdao neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm3) de células na camada glomerular do bulbo olfatério de fémeas aos
11 e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade
numeérica € expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de
duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de
P<0,05.

* diferenca quanto ao efeito principal manipulacao

Obs.: para simplificacdo do grafico, ndo foi colocada a representacado grafica do
efeito principal idade.
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5.1.7 Densidade numérica de células totais na camada mitral do bulbo

olfatorio em fémeas

A figura 21 mostra a densidade numérica (nimero de células por mm3) de
células totais na camada mitral do bulbo olfatério das fémeas aos 11 e 90 dias de
idade. A ANOVA de duas vias nao apresentou interacdo manipulacdo X idade
[F(1,20=0,03 P=0,87]. Os resultados também mostraram que ndo houve diferenga
significativa entre os grupos manipulado X ndo manipulado [F120=0,42 P=0,52]

entretanto houve diferenga entre as duas idades [F(1,20=5,28 P=0,0324].
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Figura 21 - Efeito da manipulagdo neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm3) de células na camada mitral do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade numérica é
expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias,
seguida pelo pds-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.
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5.1.8 Densidade numérica de células na camada granular do bulbo

olfatorio em fémeas

A figura 22 mostra a densidade numérica (nimero de células por mm3) de
células na camada granular do bulbo olfatério das fémeas aos 11 e 90 dias de idade.
A ANOVA de duas vias ndo apresentou interacdo manipulagdo X idade [F,20=0,84
P=0,37]. Os resultados mostraram que n&o houve diferenca significativa entre os
grupos manipulado X n&o manipulado [F(120=1,92 P=0,18], entretanto houve
diferenga em relagédo ao efeito idade [F(1,20=17,03 P=0,0005]. A densidade

numérica de células na camada granular é maior aos 90 dias de idade em ambos os

grupos.
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Figura 22 - Efeito da manipulacdao neonatal sobre a densidade numérica (numero de
células por mm3) na camada granular do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e aos 90
dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. A densidade numérica é
expressa por médias (x EPM). O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias,
seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.

# diferenca quanto ao efeito principal idade
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5.1.9 Numero de neurénios NeuN-positivos nha camada glomerular do

bulbo olfatorio em machos

A figura 23 mostra a quantidade de neurdnios NeuN-positivos da camada
glomerular do bulbo olfatério de machos. A ANOVA de duas vias ndo apresentou
interacdo manipulacdo X idade [F120=2,26 P=0,15]. Os resultados mostraram que
nao houve diferenga significativa entre os grupos manipulado X nao manipulado
[F(1,20=0,36 P=0,57] e também ndo houve diferenca em relagéo ao efeito idade

[F(1.20=0,20 P=0,65].
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Figura 23 - Efeito da manipulagcdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média £ EPM) na camada glomerular do bulbo olfatério de machos aos 11
e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05.
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5.1.10 Numero de neurénios NeuN-positivos ha camada mitral do bulbo

olfatéorio em machos

A figura 24 mostra a quantidade de neurdnios NeuN-positivos da camada
mitral do bulbo olfatério de machos. A ANOVA de duas vias nao apresentou
interacdo manipulacdo X idade [F120=1,82 P=0,19]. Os resultados mostraram que
ndo houve diferenga significativa entre os grupos [F1,20=0,15 P=0,69] e também n&o

houve diferenga em relagdo ao efeito idade [F,20=2,15 P=0,16].
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Figura 24 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média £ EPM) na camada mitral do bulbo olfatério de machos aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05.
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5.1.11 Numero de neurdonios NeuN-positivos na camada granular do

bulbo olfatorio em machos

A figura 25 mostra a quantidade de neurdnios NeuN-positivos da camada
granular do bulbo olfatério de machos. A ANOVA de duas vias ndo apresentou
interacdo manipulacdo X idade [F120=1,35 P=0,26]. Os resultados mostraram que
ndo houve diferenga significativa entre os grupos [F(1,20=0,006 P=0,94]. Entretanto
houve diferenga em relacdo ao efeito idade [F(,20=16,5 P=0,0006] onde houve um

aumento no numero de neurdnios NeuN-positivos aos 90 dias.
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Figura 25 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada granular do bulbo olfatério de machos aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05.

# diferenca quanto ao efeito principal idade
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5.1.12 Numero de neurénios NeuN-positivos na camada glomerular do

bulbo olfatorio em fémeas

A figura 26 mostra a quantidade de neurdnios NeuN-positivos da camada
glomerular do bulbo olfatério de fémeas. A ANOVA de duas vias apresentou
interacdo manipulacdo X idade [F(120=9,32 P=0,0063] onde o grupo manipulado
apresenta uma redugdo no numero de células NeuN-positivas em relagdo ao nao
manipulado aos 90 dias de idade. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos [F1,20=0,27 P=0,61] e também n&o houve diferenga em

relacdo ao efeito idade [F1,0=1,25 P=0,28].
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Figura 26 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o numero neurdénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada glomerular do bulbo olfatério de fémeas aos 11
e aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05.

* quando comparado ao grupo ndao manipulado aos 90 dias

# quando comparado ao grupo ndo manipulado aos 11 dias
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5.1.13 Numero de neurdénios NeuN-positivos ha camada mitral do bulbo

olfatorio em fémeas

A figura 27 mostra a quantidade de neurdnios NeuN-positivos da camada
mitral do bulbo olfatério de fémeas. A ANOVA de duas vias apresentou interacao
manipulacdo X idade [F(20=7,68 P=0,0118]. Os resultados mostraram que n&o
houve diferenca significativa entre os grupos manipulado X nao manipulado
[F(1,20=0,14 P=0,70] e também ndo houve diferenca em relagéo ao efeito idade
[F(1,20=0,72 P=0,40]. A quantidade de células NeuN-positivas & menor nos ratos

manipulados aos 90 dias de idade quando comparado aos 11 dias.
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Figura 27 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada mitral do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e aos
90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico utilizado
foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia
aceito foi de P<0,05.

# quando comparado ao grupo manipulado aos 11 dias
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5.1.14 Numero de neuronios NeuN-positivos na camada granular do

bulbo olfatorio em fémeas

A figura 28 mostra a quantidade de neurdnios NeuN-positivos da camada
granular do bulbo olfatério de fémeas. A ANOVA de duas vias apresentou efeito na
interagdo manipulagéo X idade [F(120=12,56 P=0,0020]. Os resultados mostraram
qgue nao houve diferenca significativa entre os grupos manipulado X ndo manipulado
[F1,20=3,16 P=0,09] entretanto houve diferenga em relagdo ao efeito idade
[F(1,20=13,35 P=0,0016]. A quantidade de células NeuN-positivas € maior nos ratos

nao manipulados aos 90 dias de idade quando comparado aos 11 dias.
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Figura 28 - Efeito da manipulacdo neonatal sobre o nimero de neurénios NeuN-
positivos (média + EPM) na camada granular do bulbo olfatério de fémeas aos 11 e
aos 90 dias de idade. Foram utilizados 6 animais por grupo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de
significancia aceito foi de P<0,05.

* quando comparado ao grupo ndo manipulado aos 90 dias

# quando comparado aos demais grupos
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5.2 SECAO 2 - PREFERENCIA PELO ODOR DO NINHO E PREFERENCIA

SEXUAL

5.2.1 Preferéncia pelo odor do ninho (odor familiar) em filhotes (machos

e fémeas)

A figura 29 mostra a preferéncia pelo odor do ninho em ratos machos aos 11
dias. A ANOVA de duas vias n&o apresentou interagdo manipula¢do X lado [F 70=
0,32 P=0,57]. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre
os grupos [F,70= 0,37 P=0,54] entretanto houve diferenga em relagéo ao efeito lado
[Fi1,70= 75,73 P<0,0001] onde os machos, tanto manipulados, quanto n&o
manipulados apresentam preferéncia pelo odor do ninho, permanecendo mais tempo

na area da maravalha do ninho.
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Figura 29 - Preferéncia pelo odor do ninho em machos aos 11 dias de idade. Os
dados sé@o expressos pela média tEPM. Foram utilizados 18 animais no grupo nao
manipulado e 19 no manipulado. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas
vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significAncia aceito foi de P<0,05.
* diferenca em relacdo a area da maravalha limpa.
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A figura 30 mostra preferéncia pelo odor do ninho em ratas fémeas aos 11
dias. A ANOVA de duas vias n&o apresentou interagdo manipula¢do X lado [F,70=
0,68 P=0,41]. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre
os grupos [F 70= 0,92 P=0,34] entretanto houve diferenca em relacdo ao efeito lado
[Fi1,70= 27,58 P<0,0001] onde as fémeas, tanto manipuladas, quanto n&o
manipuladas apresentam preferéncia pelo odor do ninho, permanecendo mais tempo

na area da maravalha do ninho.
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Figura 30 - Preferéncia pelo odor do ninho em fémeas aos 11 dias de idade. Os
dados sao expressos pela média tEPM. Foram utilizados 18 animais no grupo nao
manipulado e 19 no manipulado. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas
vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni. O nivel de significAncia aceito foi de P<0,05.
* diferenca em relacdo a area da maravalha limpa.
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5.2.2 Teste de preferéncia sexual

A figura 31 mostra preferéncia sexual em ratos machos aos 90 dias de idade.
A ANOVA de duas vias ndo apresentou interagdo manipulacdo X lado [F1,60= 0,89
P=0,35]. Os resultados mostraram que n&o houve diferenca significativa entre os
grupos [F160= 0,00 P=0,99] entretanto houve diferenga em rela¢do ao efeito lado
[F(1.60= 7,14 P=0,0097]. Os machos ndo manipulados permanecem mais tempo na

area do animal ativo, entretanto os manipulados nao apresentam esta preferéncia.

PREFERENCIA SEXUAL EM RATOS MACHOS

— A:rea do animal castrado
250- Il Area do animal ativo

2001

1504

100+ |

50+

Duracao cheirando a area (s)

Nao Manipulado Manipulado

Figura 31 - Preferéncia sexual de machos adultos. Os dados sdo expressos pela
média +tEPM. Foram utilizados 19 animais no grupo ndo manipulado € 13 no
manipulado. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-
teste Bonferroni. O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.

* diferenca em relacdo a area do animal castrado no mesmo grupo.
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A figura 32 mostra preferéncia sexual em ratas fémeas aos 90 dias de idade.
A ANOVA de duas vias ndo apresentou interagdo manipulacdo X lado [F(1,40= 0,02
P=0,88]. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre os
grupos [F.40= 0,71 P=0,40] entretanto houve diferen¢ca em relacdo ao efeito lado
[F(1,40= 37,35 P<0,0001]. Os machos ndo manipulados permanecem mais tempo na
area do animal ativo, entretanto os manipulados permaneceram o mesmo tempo nas

duas areas.

PREFERENCIA SEXUAL EM RATAS FEMEAS

— A:rea do animal castrado
300+ Il Area do animal ativo

250 *

200+

150+

100+ /I
50+

Duracao sobre a area (s)

Nao manipulado Manipulado

Figura 32 - Preferéncia sexual de fémeas adultas na noite do proestro. Os dados
sao expressos pela média tEPM. Foram utilizados 11 animais para cada grupo. O
teste estatistico utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Bonferroni.
O nivel de significancia aceito foi de P<0,05.

* diferenca em relacdo a area do animal castrado no mesmo grupo.
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5.3 SECAO 3 - COMPORTAMENTO MATERNAL

5.3.1 Registro do comportamento maternal

A figura 33 representa a frequéncia do comportamento de amamentacao total
ao longo dos 10 primeiros dias pds-parto em ratas cujos filhotes foram submetidos a
manipulagdo neonatal. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao
apresentou interagdo manipulagdo X idade [F9162=1,84 P=0,06]. Os resultados
mostraram que ndo houve diferencga significativa entre os grupos manipulado X nao
manipulado [F1,18=0,16 P=0,69] entretanto houve diferenga em relagéo ao efeito dia

[Fo.162=1,94 P=0,0488].

COMPORTAMENTO DE AMAMENTAGAO TOTAL

Nao manipulado
60- —a— Manipulado

50
404

30

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIA6 DIA7 DIAS DIA9 DIA10

Figura 33 - Média (tEPM) da frequéncia do comportamento total de a mamentagao
(soma dos comportamentos de amamentacdao com dorso bem arqueado, pouco
arqueado e amamentacao passiva) de ratas cujos filhotes sofreram manipulacéo
neonatal. Cada rata foi analisada em quatro se¢des didrias com 72 min cada,
durante os 10 primeiros dias pds-parto. Foram utilizadas 10 prenhas por grupo. O
teste utilizado foi ANOVA de duas vias, utilizando-se dia como medida repetida,
seguida do pés-teste de comparagdes multiplas Bonferroni. O nivel se significancia
aceito foi de P<0,05.
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A figura 34 representa a frequéncia do comportamento total de lamber ao
longo dos 10 primeiros dias pés-parto em ratas, cujos filhotes foram submetidos a
manipulagdo neonatal. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao
apresentou interagdo manipulagdo X idade [F(9162=0,95 P=0,48]. Os resultados
mostraram que nao houve diferenga significativa entre os grupos manipulado X nao
manipulado [F1,18=0,05 P=0,82] entretanto houve diferenca em relacdo ao efeito dia

[F(o,162)=2,49 P=0,0108].

COMPORTAMENTO DE LAMBER OS FILHOTES

N&o manipulado
—— Manipulado

Frequéncia

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIA6 DIA7 DIAS8 DIA9 DIA10

Figura 34 - Média (tEPM) da frequéncia do comportamento total de lamber os
filhotes de ratas onde as ninhadas sofreram manipulacdo neonatal. Cada rata foi
analisada em quatro sec¢6es diadrias com 72 min cada, durante os 10 primeiros dias
pos-parto. Foram utilizadas 10 prenhas por grupo. O teste utilizado foi ANOVA de
duas vias, utilizando-se dia como medida repetida, seguida do pés-teste de
comparacoes multiplas Bonferroni. O nivel se significancia aceito foi de P<0,05.
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A figura 35 representa a frequéncia do comportamento de amamentacao total,
do registro realizado logo apés o procedimento de manipulacdo ao longo dos 10
primeiros dias pés-parto em ratas, cujos filhotes foram submetidos ao protocolo
experimental. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao apresentou
interacdo manipula¢do X idade [F9,162=1,16 P=0,32]. Os resultados mostraram que
nao houve diferenca significativa entre os grupos manipulado X ndo manipulado
[F1,18=0,16 P=0,69] entretanto houve diferenga em relacdo ao efeito dia

[F(1,162)=2,68 P=0,0062].

COMPORTAMENTO DE AMAMENTAGCAO TOTAL APOS A MANIPULACAO NEONATAL

N&o manipulado
—=— Manipulado

10+

Frequéncia

DIA1T DIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIA6 DIA7 DIAS DIA9 DIA10

Figura 35 - Média (xEPM) da frequéncia do comportamento total de amamentacao
(soma dos comportamentos de amamentacdao com dorso bem arqueado, pouco
arqueado e amamentacao passiva) de ratas cujos filhotes sofreram manipulacéo
neonatal. Cada rata foi analisada por 72 min logo apds o procedimento de
manipulacdo neonatal, durante os 10 primeiros dias pds-parto. Foram utilizadas 10
prenhas por grupo. O teste utilizado foi ANOVA de duas vias, utilizando-se dia como
medida repetida, seguida do p6s-teste de comparagdes multiplas Bonferroni. O nivel
se significancia aceito foi de P<0,05.
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A figura 36 representa a frequéncia do comportamento total de lamber, do
registro realizado logo apdés o procedimento de manipulacdo ao longo dos 10
primeiros dias pés-parto em ratas, cujos filhotes foram submetidos ao protocolo
experimental. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao apresentou
interacdo manipula¢do X idade [F(9,162=0,31 P=0,96]. Os resultados mostraram que
ndo houve diferenga significativa entre os grupos [F,18=3,61 P=0,07] entretanto

houve diferenga em rela¢do ao efeito dia [F(1 162=1,88 P=0,0586].

COMPORTAMENTO DE LAMBER OS FILHOTES APOS A MANIPULAGCAO NEONATAL

Nao manipulado
6 —a— Manipulado

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIA6 DIA7 DIA8 DIA9 DIA10

Figura 36 - Média (tEPM) da frequéncia do comportamento total de lamber os
filhotes de ratas onde as ninhadas sofreram manipulacdo neonatal. Cada rata foi
analisada por 72 min logo ap6s o procedimento de manipulacao neonatal, durante
os 10 primeiros dias pos-parto. Foram utilizadas 10 prenhas por grupo. O teste
utilizado foi ANOVA de duas vias, utilizando-se dia como medida repetida, seguida
do pés-teste de comparacdes multiplas Bonferroni. O nivel se significancia aceito foi
de P<0,05.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesta tese mostraram que o protocolo de
manipulagdo neonatal, alterou a morfologia do BO tanto em machos, quanto em
fémeas. A manipulacdo neonatal reduziu a densidade numérica de células mitrais
em ratos machos aos 11 dias e esta diminuicdo se manteve na idade adulta. As
fémeas ndo apresentaram alteracao na densidade de células mitrais aos 11 dias,
entretanto aos 90 dias houve uma redugdo no numero de células quando
comparadas ao grupo ndao manipulado. Um aspecto interessante observado em
relacdo aos ndo manipulados é de que os machos apresentam uma redug¢do na
densidade numérica de células mitrais na idade adulta, ao contrario do que ocorre
nas fémeas ndo manipuladas, que apresentam um aumento destas células. Estes
resultados sugerem que nas fémeas nado manipuladas possa ter ocorrido
proliferacao celular. O BO é uma das poucas estruturas do SN de mamiferos em que
ha neurogénese. As células progenitoras se originam na zona ventricular e
subventricular dos ventriculos laterais do telencéfalo e migram para o BO (Carleton
et al, 2002). A neurogénese no adulto pode representar uma adaptacdo em
resposta a mudancas impostas pelo ambiente, pelo estado do animal e pelos niveis

hormonais (Gheusi e Lledo, 2007).

Nossos resultados também mostram que machos manipulados no periodo
neonatal apresentam uma redugdo na densidade numérica de células na camada
glomerular. Em fémeas, a manipulacdo neonatal também alterou a densidade
numérica de células nesta camada e quando adultas, estas ratas apresentam uma
reducdo no numero de neurdnios maduros, demonstrada por uma diminuigcdo no

namero de neurdnios NeuN-positivos. Em relacdo ao numero total de células na



77

camada mitral, ndo houve alteracdo tanto machos quanto em fémeas nas duas
idades. Entretanto, ao analisarmos o numero de neurénios NeuN-positivos, podemos
verificar que as fémeas manipuladas apresentam uma reducdo na vida adulta
quando comparadas as ndo manipuladas e aos 11 dias de idade. Estes resultados
demonstram que apesar de nao haver alteragdes no numero de células, ocorre uma
reducdo no numero de neurbnios maduros. A analise de densidade numérica
através da técnica do dissector Optico, muitas vezes pode quantificar células gliais
junto a neurénios, por isso a importancia de fazermos técnicas de imunoistoquimica
para quantificacao e diferenciagdo de neurénios maduros. O NeuN é um marcador
neuronal especifico que tem sido utilizado para identificar células nervosas, o qual é
expresso tanto no nucleo, quanto no citoplasma na maioria das células do sistema
nervoso de vertebrados (Do Nascimento et al., 2010). O NeuN é uma molécula
regulatéria, diretamente envolvida na diferenciacdo neuronal, sendo utilizada em
estudos do desenvolvimento do SN (Mullen et al., 1992). O NeuN ndo marca células
nervosas imaturas, ao menos até que cheguem a um estagio de desenvolvimento
que se aproxime de uma célula madura quanto a sua fungdo, portanto € um

marcador importante de maturacao celular (Sarnat et al., 1998).

Na camada granular, onde encontramos interneurénios responsaveis pela
regulacdo das células mitrais houve um efeito da manipulagdo neonatal em ratos
machos em ambas as idades. As fémeas nao apresentaram diferenca na densidade
numérica de células, entretanto houve alteracdo no numero de neurdnios NeuN-
positivos. Quando adultas as fémeas manipuladas permanecem com 0 mesmo
namero de células que no periodo neonatal, em compensacdo 0s animais nao
manipulados apresentaram um aumento no numero de neurdnios na vida adulta, o

que indica uma provavel neurogénese nestes animais.
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Nossos resultados estdo de acordo com diversos estudos (Lucion et al., 2003;
Camozzato et al., 2009) que mostram que o procedimento de manipulacdo neonatal
causa alteragbes no numero de células no SNC. Winkelmann-Duarte e
colaboradores (2007) mostraram que a manipulacdo neonatal reduz o numero de
células no nucleo paraventricular do hipotalamo e no ndcleo supradptico em fémeas
aos 11 dias de idade e na vida adulta. A area préoptica medial também ¢é afetada por
este procedimento (Camozzato et al.,, 2009). Fémeas apresentam uma reducao no
namero de células causada pela manipulacdo, o que também justifica os efeitos
deste procedimento no eixo HPG e na reducdo da ovulacdo nestas ratas

(Camozzato et al., 2009).

Outra area afetada pela manipulacdo neonatal é o LC. Machos e fémeas
manipulados apresentam uma redu¢ao no numero de células no LC tanto no periodo
neonatal quanto na vida adulta (Lucion et al., 2003). O LC localiza-se no tegumento
dorsolateral da ponte e é a principal fonte de NA para o BO. A estimulacao tatil no
periodo neonatal induz um aumento da atividade elétrica no LC, promovendo assim
um aumento na liberacao de NA no BO (Rangel e Leon, 1995). Esta liberacao de NA
€ necessaria para a manutencao das respostas das células mitrais para a aquisicao
da preferéncia pelo odor (Wilson e Sullivan, 1991). O BO apresenta receptores [3-
adrenérgicos que estdo funcionais desde as primeiras semanas de vida em ratos
(Woo e Leon, 1995). Estudos mostram que a preferéncia pelo odor pode ser
rapidamente adquirida pela ativagdo dos receptores p-adrenérgicos do BO (Sullivan
et al., 2000). A NA age nas células mitrais do BO através dos receptores fB-
adrenérgicos e na presenca de um novo odor ira produzir uma preferéncia por este
odor (Moriceau e Sullivan, 2004b). A ativacdo dos receptores B-adrenérgicos

promove um aumento na concentracdo de AMPc, que por sua vez ira ativar uma
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proteina quinase (PKA). Esta proteina atua fosforilando diversos substratos, como o
fator de transcricaio CREB (proteina ligante ao elemento responsivo ao AMPc). Este
processo induz a plasticidade neural do BO, sendo assim, a NA possui grande

importancia para o aprendizado olfatério (Sullivan et al., 1989).

Estudos mostram que a manipulacdo neonatal também altera a liberacdo de
monaminas no BO. Raineki et al. (2009) mostraram que ratos machos e fémeas
manipulados no periodo neonatal apresentam uma reducédo da atividade de NA no
BO aos 7 dias de idade. Estudos sugerem que uma disfungdo no sistema
noradrenérgico pode causar danos no SNC (Veyrac et al., 2005). Perdas de
neurénios noradrenérgicos no LC, responsaveis pela ruptura de aferéncias
noradrenérgicas para o BO, podem contribuir para que ocorram alteracdes
estruturais e funcionais no sistema olfatério. O rompimento das entradas sensorias
para o BO afeta diversos passos da neurogénese bulbar, incluindo o aumento da
apoptose da populacdo de interneurénios (Mandairon et al, 2003). A NA é um
regulador positivo para a neurogénese no BO e exerce um efeito neuroprotetor em
ratos na vida adulta (Veyrac et al., 2008). Considerando que a manipulacao reduz o
namero de células no LC e que este procedimento causa também uma reducao de
NA, podemos inferir que estes fatores possam estar causando uma diminuicdo no

namero de células no BO, conforme demonstrado pelos nossos resultados.

Outra possivel causa das alteragdes encontradas neste estudo, no BO podem
ser os fatores neurotréficos. O fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) esta
envolvido com a plasticidade, pois ajuda no crescimento e sobrevivéncia neuronal,
bem como na manutencgao estrutural e funcional das mudancas que ocorrem no SN
durante o aprendizado olfatério. A morfologia da arborizacdo dendritica,

sobrevivéncia, migracao e diferenciacao neuronal, também envolvem a regulacao do
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BDNF (Zimmerberg et al., 2009). O BDNF é uma proteina cuja transcricao é
aumentada durante o aprendizado olfatério. O CREB é conhecido como um fator de
transcricdo para o BDNF (Zimmerberg et al., 2009). O BDNF apresenta um
importante papel em diversos processos para regulagdo da morte celular, no
desenvolvimento dos padrbes de conexdes, para o crescimento e complexidade dos
dendritos, entre outros (Huang e Reichardt, 2001). Trabalhos realizados em nosso
laboratério (resultados nao publicados) mostram que a manipulacdo neonatal causa
um aumento nos niveis de BDNF no BO. Sendo assim, alteragbes nos niveis de

BDNF podem também estar causando modificagdes no numero de células no BO.

O sistema olfatério é de grande importdncia para o desenvolvimento do
animal e experiéncias vivenciadas na infancia possuem grande impacto na sua vida
adulta. Os odores que sado apresentados na infancia (reconhecimento da mae) irao
repercutir no desenvolvimento e na reproducdo do animal (Moriceau e Sullivan,
2005). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a manipulagédo neonatal
nao alterou a preferéncia pelo odor do ninho em ratos machos e fémeas aos 11 dias
de vida, pois os animais submetidos ao procedimento de manipulagdo neonatal,
testados aos 11 dias de idade, permanecem o mesmo tempo sobre a area com
maravalha do seu ninho comparados a area com maravalha limpa. Raineki et al.
(2009) demonstraram que a manipulagdo neonatal causa uma reducdo na
preferéncia pelo odor do ninho apenas em fémeas e aos 7 dias de vida. Estes
resultados podem ser explicados devido a diferenca dos protocolos utilizados. O
presente trabalho analisou animais aos 11 dias de vida (periodo mais seletivo ao
aprendizado olfatério), enquanto Raineki et al. (2009) analisou animais com 7 dias
de vida (periodo sensivel ao aprendizado olfatério). Durante o periodo neonatal os

ratos aprendem rapida e facilmente a preferéncia pelo odor. Para que ocorra o
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aprendizado olfatério no filhote, possibilitando que ele identifigue o odor de sua mae,
ou até mesmo outro cheiro, € necessario o pareamento de dois estimulos: o tatil
(que pode ser o cuidado maternal) e o olfatério (odor da mée) (Sullivan et al., 2000).
Estudos demonstram que usando condicionamento classico, no qual um odor é
pareado com um estimulo tatil ou com choque os filhotes aprendem facilmente a
distinguir este odor aos 6 dias de idade, independente do estimulo. Entretanto,
qguando é realizado este mesmo teste aos 12 dias de idade, ndo ocorre a preferéncia
pelo odor pareado com o estimulo tatil, apenas com o choque (Sullivan e Leon,
1986). Isto demonstra que os animais tornam-se menos seletivos ao aprendizado
com o passar do tempo, ocorrendo também a maturagao de outras areas, como a
amigdala. A maturacao de outras areas do encéfalo apés o periodo hiporresponsivo
pode explicar o fato dos animais aos 11 dias de idade ndo apresentarem alteracéo
na preferéncia olfatéria. A manipulagdo neonatal causa uma alteragdao no estimulo
tatil da mae para com seu filhote, esta alteracao causa um efeito nos filhotes fémeas
aos 7 dias de idade, fazendo com que 0s mesmos nao reconhegam o ninho,
entretanto esta alteracdo nao tem efeito na preferéncia olfatéria aos 11 dias. Estes
resultados demonstram que a alteragdo do estimulo tatil da mae é mais prejudicial
durante o periodo sensivel ao aprendizado olfatério, sendo a fase em que o filhote

mais necessita de cuidados.

Diversos trabalhos enfocam a importancia da relacdo mae-filhote para o
estabelecimento de respostas defensivas e estratégias reprodutivas na vida adulta
(Cameron et al., 2005). O sistema noradrenérgico envolvido na aprendizagem
olfatéria na infancia é critico para sobrevivéncia do animal até a vida adulta e
comportamentos como o de acasalamento e cuidado com a prole sdo dependentes

de fatores que acontecem durante este periodo (Brennan e Keverne, 1997). O
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reconhecimento do estado reprodutivo do parceiro sexual é de extrema importancia
para o0 desenvolvimento dos comportamentos  pré-copulatérios, que

consequentemente irdo levar ao comportamento sexual em si.

Os resultados apresentados nesta tese mostram que a manipulagdo neonatal
realizada nos 10 primeiros dias de vida alterou a preferéncia sexual dos machos na
vida adulta. Estes animais nao demonstram preferéncia entre uma fémea castrada e
uma fémea ativa, diferente do grupo ndo manipulado, que apresenta uma clara
preferéncia pela fémea sexualmente ativa. Entretanto, este resultado € diferente em
fémeas, pois ambos os grupos experimentais demonstraram preferéncia pelo macho
sexualmente ativo. Apesar da manipulagcéo nao alterar a preferéncia olfatéria aos 11
dias de idade, ocorreu um efeito tardio dependente do sexo, pois apenas os machos

foram afetados.

Trabalhos realizados em nosso laboratério mostram que a manipulacao
neonatal induziu alteracées nos comportamento sociais (Todeschin et al., 2009).
Este procedimento reduz o tempo de investigacao social de ratos machos nos testes
de memoria social e interacdo social. Estes resultados também apresentam
dimorfismo sexual, pois fémeas submetidas ao teste de interacdo social nao
apresentam diferenca em relacdo ao grupo nao manipulado (Todeschin et al., 2009).
Nossos resultados estdo de acordo com este estudo, mostrando que apenas 0s

machos foram afetados pelo procedimento de manipulagéo.

Estudos mostram que o comportamento sexual é reduzido pela manipulagéo
neonatal, tanto em machos quanto em fémeas. Padoin et al. (2001) demonstraram
que machos manipulados no periodo neonatal apresentam uma reducdo na

frequéncia de intromissdes penianas e no numero de intromissdes. Estes resultados
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também sdo encontrados em fémeas, visto que a manipulagdo causa uma reducao
na frequéncia de lordose (Gomes et al., 2006). Estes estudos demonstram que a
manipulacao afeta o comportamento sexual em fémeas, mas nao sua preferéncia na
busca de parceiro, 0 que ndo ocorre nos machos, que apresentam uma reducao na

preferéncia sexual e também do comportamento em si.

A importancia do reconhecimento social € fundamental para o
desenvolvimento e a manutencdo das estruturas sociais (Sanches-Andrade e
Kendrick, 2009). O desenvolvimento normal do filhote € necesséario para mediar a
ligacdo mae-filhote, e o reconhecimento da méae pelo filhote ocorre através do
aprendizado olfatério (Sullivan et al., 1989) que envolve o pareamento de um
estimulo tatil e um olfatério, neste caso o cuidado maternal e o odor da mée/ninho
(Sullivan e Wilson, 2003). A manipulacao neonatal € um procedimento considerado
um estresse leve, o qual envolve uma breve separacdo maternal seguida de um

aumento do estimulo tatil no filhote (Raineki et al., 2009).

Em ratos, o principal estimulo tatil nos filhotes € o comportamento de lamber o
corpo e a regidao anogenital dos mesmos pela mae. Este comportamento é tao
importante quanto a amamentacao, podendo alterar a plasticidade do SN (Van Oers
et al., 1999). Diversos trabalhos enfocam a importancia da relacdo mae-filhote no
periodo neonatal para o desenvolvimento dos filhotes (Anderson e Schanberg, 1975;
Pauk et al., 1986). Alteracbes e/ou intervencdes na relagdo mae-filhote neste
periodo, como a manipulagcdo, podem causar disturbios nesta relacdo e
consequentemente modificar o comportamento maternal em relacdo a sua prole.
Estudos propdem que os efeitos da manipulacdo dos filhotes sdo mediados pelo
aumento do comportamento maternal causado pela intervencdo na relacdo mae-

filhote (Liu et al., 1997). Maes cujos filhotes foram manipulados no periodo neonatal
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apresentam um aumento no comportamento de lamber os filhotes e de
amamentacao com o dorso arqueado quando comparadas a maes com filhotes nao

manipulados (Francis e Meaney, 1999).

O presente estudo também avaliou a frequéncia do comportamento maternal
em diferentes horarios do dia, no periodo em que os filhotes foram submetidos ao
procedimento de manipulacdo neonatal. Nossos resultados mostram que a
frequéncia do comportamento de amamentagdo total ndo foi estatisticamente
diferente entre os grupos manipulado e ndo manipulado, tanto ao longo dos dias,
quanto logo apds o procedimento de manipulacdo. Entretanto, podemos perceber
que existe uma maior oscilacdo na frequéncia deste comportamento no grupo
manipulado, demonstrando que ocorre uma modificagdo nos padrbes
comportamentais dessas maes. A frequéncia do comportamento de lamber os
filhotes também apresentou 0 mesmo padrédo de oscilagao, apesar dos grupos nao
serem estatisticamente diferentes, as maes dos filhotes que foram submetidos a
manipulacdo neonatal apresentam um padrdo instavel deste comportamento ao
longo dos dias. Quando avaliamos o comportamento de lamber logo apés o
procedimento de manipulacéo, verificamos uma tendéncia no aumento de lambidas
nos filhotes do grupo manipulado. Os resultados obtidos no nosso estudo sao
diferentes dos descritos na literatura, os quais demonstram que a manipulacédo e o
breve afastamento dos filhotes do ninho (15 min) aumentam o cuidado materno logo
apos o retorno dos filhotes (Liu et al., 1997; Francis e Meaney, 1999; Champagne e

Meaney, 2001).

Possivelmente a frequéncia de registros realizados no nosso estudo, tenha
sido insuficiente para mostrar o aumento do comportamento da mae, visto que néo

foram observacdes continuas. Cabe salientar também que os protocolos utilizados
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no desenvolvimento do nosso experimento e da literatura foram diferentes. Liu et al.,
(1997) demonstraram um aumento no comportamento de lamber e de amamentacao
com dorso arqueado da méae com os filhotes separados por 15 minutos. A maioria
dos trabalhos encontrados na literatura realiza observagdes continuas logo apés o
procedimento de manipulacdo. O presente trabalho realizou observacées pontuais
em diferentes periodos do dia, analisando apenas a frequéncia do comportamento
realizado pela mae a cada trés minutos. Outro fator importante é que a mae deve
manter um padrdo organizacional no cuidado e no comportamento maternal,
seguindo assim uma sequéncia apropriada de eventos, como por exemplo, recolher
os filhotes, lambé-los, amamenta-los com dorso arqueado (Stern, 1997). Mudancas
na frequéncia e na intensidade da amamentacao podem ser mediadores criticos

para alteragdes fisiolégicas e comportamentais a longo prazo (Walker, 2010).

Estudos realizados em nosso laboratério (Benetti ef al., 2006; de Azevedo et
al., 2010) sugerem que o aumento do comportamento da mae em relacao ao filhote
nao seja o fator preponderante para explicar as alteragdes comportamentais
observadas no animal adulto que sofreu intervencao neonatal. A ruptura da relacédo
mae-filhote e a retirada dos filhotes do ambiente/ninho sdo fatores que exercem
efeitos permanentes no desenvolvimento do animal. A retirada da ninhada da caixa-
residéncia e sua manipulacdo parecem promover na mae uma resposta
comportamental de alteracdo no cuidado com sua prole. Apesar de nao
encontrarmos diferencas estatisticas nos comportamentos de amamentacao e de
lamber os filhotes, podemos observar estas alteracées. Estudos mais aprofundados
devem ser realizados, sugere-se que haja um aumento no numero de registros

realizados, bem como no nimero amostral a fim de confirmar estes dados.
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Em suma, o presente estudo mostra que a manipulacdo neonatal altera a
morfologia do BO, reduzindo o niumero de células nas camadas glomerular e mitral e
impede o crescimento esperado de células nestas camadas. Desta forma, podemos
inferir que a manipulacdo neonatal atua tanto na morte celular quanto na
neurogénese do BO. Em conjunto, estes fatores podem ser responsaveis pelas
mudancas comportamentais observadas na vida adulta de animais que sofreram

manipulagdo neonatal.

Tendo em vista a importancia da relacdo méae-filhote e do ambiente/ninho
para o desenvolvimento da prole, bem como para a perpetuacado da espécie, sao
necessarios mais estudos elucidativos em relacao aos efeitos que o procedimento

de manipulacao neonatal pode causar na vida destes animais.
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CONCLUSOES

Através dos experimentos desenvolvidos, foi possivel concluir nesta tese que:

e A manipulagdo neonatal € um modelo experimental que causa alteragdes

morfolégicas permanentes no bulbo olfatério.

e A manipulagdo neonatal ndo altera a preferéncia olfatéria no inicio da vida do

animal (aos 11 dias de idade).

e A manipulacdo neonatal reduz a preferéncia sexual em machos na vida

adulta.

e A manipulagdo neonatal ndo altera a frequéncia do comportamento maternal
de fémeas nos 10 primeiros dias ap6s o parto, cujos filhotes foram

manipulados no periodo neonatal.
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PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados encontrados nesta tese e dando continuidade aos
estudos dos efeitos da manipulacao sobre o sistema olfatério, seria pertinente uma
abordagem mais aprofundada sobre a morfologia do bulbo olfatério, deste modo

propomos:

e Investigar se a reducdo no numero de células na camada glomerular e de
células mitrais esta ocorrendo devido a morte celular, avaliando assim se esta
ocorrendo apoptose nestas células, através de imunoistoquimica e

microscopia eletrénica;

e Avaliar se esta ocorrendo proliferagdo celular nestas células através de

imunistoquimica para Brdu, nas regides afetadas.

e Analisar se além da reducdao no numero de neurbnios também existe
alteragbes na quantidade de células gliais do bulbo olfatério, devido a

importancia destas células nos processos de transmissao de informacdes.
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Anexo 1

Os resultados referentes a morfologia do bolbo olfatério em machos e fémeas
aos 11 e 90 dias de idade, apresentados nesta tese, estdo em um artigo que foi

submetido para publicacdo na revista Behavioral Neuroscience.



109

amuscript Submitted hitp://www jbo.com/jbo3/submissions/act_SubmitMamiscript.cfm?jo...

de 1

Behavioral Neuroscience

Manuscript Submission Portal

Manuscript: Neonatal handling and its effects on the morphology of the
olfactory bulb

Dr. de Azevedo:

Your manuscript has been sent to the editorial office. The manuscript
coordinator will send an electronic confirmation, with your manuscript
nunber, when the manuscript file is formally opened in the editorial

office.

Behavioral Neuroscience Editorial Office

APPLY for APA membership | RENEW your APA membership

- RACDOI/DAN2 [1EHMDISURGEFA INHS P HIFDAI3 A FKRBU IFDES WRADERGIRRS, WK [T TE
AR REOHTDONPOARIFFP P HOMOEROWWADADARSEDHRVHOET NP RRIER DODHEITE
4 XHARQAUH DEQINVGHRIIFTP DOVRIBRMMVKRXCIEH GUHAWIVRINHHEIR DR | FHRINKHEXUDORLZ KIFKIME DAVXEP W3

26/6/2011 18:23



110

Neonatal handling and its effects on the morphology of the olfactory bulb

Marcia Scherem de Azevedo', Elisa Cristina Winkelmann-Duarte?, Vanise
Sebben', Simone Mattos Louzada', Marilda da Cruz Fernandes®, Marcia

Giovenardi® and Aldo Bolten Lucion’

'Laboratério de Neuroendocrinologia do Comportamento, Departamento de
Fisiologia, Instituto de Ciéncias Bésica da Saude, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

%L aboratério de Histologia, Departamento de Ciéncias Morfolégicas, Universidade

Federal de Santa Catarina, SC, Brasil

®Departamento de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal de Ciéncias da

Saude de Porto Alegre, Porto Alegre, RS, Brasil.

Corresponding author:

Marcia Scherem de Azevedo

Rua Sarmento Leite, 500, 2° andar, Laboratério 11

Departamento de Fisiologia — Fone: 55 51 3308-3453/ Fax: 55 51 3308-3656
Instituto de Ciéncias Bésica da Saude

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Porto Alegre, RS, CEP 90.050-170

Brasil

E-mail: marciascherem@yahoo.com.br



111

Abstract

Neonatal handling alters maternal behavior and mother-pup inducing
physiological and behavioral changes in response to stressors that persist throughout
the animal’s life. The objective of this study was to analyze the effects of neonatal
handling (PND1 to PND10) on the number of cell layers in the olfactory bulb of male
and female rats at 11 and 90 days of age. Our results showed a significant reduction
in the number of mitral cells and the number of cells in the glomerular layer in male
and female manipulated rats at both ages. The number of NeuN-positive neurons is
also changed. Neonatal handled females show a reduction in the number of NeuN-
positive neurons in adulthood. Alterations in the neonatal environment cause
permanent structural changes in the olfactory bulb, which can be one of the causes
of changes in social behavior, such as sexual behavior, social interaction and

memory, found in animals undergoing neonatal handling.

Key words: neonatal handling, olfactory bulb, cells
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Introduction

The development of plasticity as well as its restrictions occur in all
organizational levels from the behavior to anatomy, and it is much more difficult to
revert an altered development in anatomic levels than in behavioral ones (Macri et
al., 2009; Macri & Warbel, 2006). Thus, experiences occurring early in the life of the
animal may influence the development of central nervous system (CNS) and thereby
change behavior, the functioning of the adult brain (Papaioannou, Dafni, Alikaridis,
Bolaris, & Stylianopoulou, 2002) as well as the emotional and cognitive functions
(Fenoglio, Brunson, & Baram, 2006; Poeggel et al., 2003). Several experimental
procedures (maternal separation, prenatal stress, food restriction) are used as a
model of study leading to environmental variations, aiming at altering the neonatal
environment and evaluate long-lasting effects both in pups and adults (Huot,
Plotsky, Lenox, & McNamara, 2002; Meaney, Aitken, Van Berkel, Bhatnhagar, &
Sapolsky, 1988; Poeggel et al., 2003; Raineki et al., 2009; Van Oers, De Kloet, &
Levine, 1999).

Neonatal handling involves brief mother separation and tactile stimulation of
pups (Raineki et al., 2009). It also promotes change in maternal behavior and
consequently the mother-pup relationship (de Azevedo, de Souza, Donadio, Lucion,
& Giovenardi, 2010; Liu et al., 1997). This change in the mother-pup relationship as
well as the pup removal from its environment/nest are factors responsible for
physiological changes and changes in behavioral patterns that persist throughout the
animal’s life (Hess, Denenberg, Zarrow, & Pfeifer, 1969; Levine, 1993; Levine, 2001;
Levine, Haltmeyer, Karas, & Denenberg, 1967; Liu, Caldji, Sharma, Plotsky, &

Meaney, 2000; Meaney et al., 1993; Meaney et al., 1996; Meerlo, Horvath, Nagy,
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Bohus, & Koolhaas, 1999; Nunez, Ferré, Escorihuela, Tobena, & Fernandez-Teruel,
1996).

Lucion et al. (2003) showed that neonatal handling reduces the number and
volume of cells in the locus coerueus (LC) both in males and females, when
compared to the control group. Studies in our laboratory show that neonatal handling
causes a reduction in cell density in the medial preoptic area (MPOA) and the
posterior-dorsal medial amygdala (MePD) (Camozzato et al., 2009).

Neonatal handling also causes behavioral changes. Previous works had
shown that neonatal handling reduces the social interaction behavior in adult male
rats (Todeschin et al., 2009), as well as changes the sexual behavior. In females,
there is a reduction of the lordosis quotient (Gomes et al., 2005), whereas males
have a reduction in the number of mounts (Gomes, Frantz, Sanvitto, Anselmo-Franci,
& Lucion, 1999; Padoin, Cadore, Gomes, Barros, & Lucion, 2001), showing a
reduced reproductive capacity..

The interactions and social ties are very important for the development and
perpetuation of the species. Odor has an essential role in sexual behavior, predator
fear, the searching for food, the recognition of new environments and the maternal
behavior (Moore, Jordan, & Wong, 1997). From a structural standpoint, the olfactory
system differs in: main olfactory bulb (MOB) and accessory olfactory bulb (AOB). The
olfatory perception occurs in the sensorial neurons within the olfactory epithelium
(OE) and are projected to the MOB, which has a laminar organization, divided into
layers formed mainly by cells periglomerulares, mitral, tufted cells and granule cells.
The mitral and tufted cells are the major output olfactory bulb (OB) pathways, and
they receive input pathways the primary connection dendritic glomeruli. The mitral

and tufted cells have their dendrites in the outer plexiform layer, where they form
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synapses with dendodendritica granule cells, which are GABAergic interneurons. The
granular cells are responsible for the output control of the mitral cells and inhibitory
lateral interaction (Ciombor, Ennis, & Shipley, 1999).

In rodents, the mother recognition by the pup assures that it is fed, cared for
and protected. Smell is necessary to mediate the mother-pup interaction and the
mother-pup recognition, occurs with the olfactory learning (Sullivan, Wilson, & Leon,
1989). The changes occurring at synapses between the mitral-granular cells are
crucial for the olfactory learning (Sanchez-Andrade & Kendrick, 2009). This process
produces metabolic and anatomical changes, which is supported by an increase of
noradrenaline (NA) in LC (Moriceau & Sullivan, 2004). The NA and the LC have an
important role in the behavior and neural plasticity in early development. The
association of olfactory learning in pups requires input from the LC to the OB during
exposure to an odor, so that the smell memory is formed (Landers & Sullivan, 1999).
This paper hypothesizes that neonatal handling alters the morphology of the layers
forming the olfactory bulb and, consequently, inducing changes in social behavior
observed in offspring and adults. Therefore, the objective of this work was to
quantitatively analyze the number of cells in three layers of the OB of male and

female rats (at 11 and 90 days of age) suffering neonatal handling.

Methods

Animals

Primiparous pregnant Wistar rats (n=12) were obtained from the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Females were individually placed in transparent
acrylic boxes, and the day of parturition was monitored and designated day 0. On the

day following parturition, the litters were randomly standardized into eight pups each,
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without taking into account the sex of the pups. All animals were housed in a
temperature-controlled room (22 + 1°C) under a 12 h/12 h light/dark cycle, with lights
off at 5:00pm. All animals had free access to water and food (Nuvilab Cr2, Colombo,
Brazil) for the entire study period. All the experiments were conducted according to
the National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
and the Brazilian School of Animal Experimentation (COBEA) guidelines. Procedures
were approved by the University Research Ethics Committee.

At 21 days of age, the pups were weaned, females and males being housed
five per cage until adulthood.

Neonatal intervention

After parturition, the females were divided into two experimental groups
according to which intervention was carried out with the pups: nonhandled and
handled. The litters undergoing one type of neonatal intervention until postnatal day
10 were allocated in the groups as follows: in the nonhandled group, animals were
not touched by the researchers or by the vivarium staff during the first 10 postnatal
days. In the handled group, animals were separated from mother and handled 1 min
per day for the first 10 postnatal days. The handling procedure consisted of removing
mother from the home cage, placing it in a separate room. The pups remained in the
colony room, separated from the nest, and were handled for 10 min per day by a
latex-gloved researcher as described in previous studies (Gomes et al., 1999;
Gomes et al., 2005; Padoin et al., 2001; Raineki et al., 2009; Severino et al., 2004)
The pups were then immediately returned to their homecages, and mother to the

cage (Severino et al., 2004).
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All experimental procedures began on the day following parturition (day 1) and
were performed during the light cycle (Severino et al., 2004; Raineki et al., 2009).
Cleaning of the homecages began on postnatal day 11.

Male and female rats were studied at two different ages: 11 days (neonatal
period) and 90 days (adult).The rats in each experimental group (nonhandled and
handled) and of each age (n=6) were nonsiblings (each subject from a different litter),
but male and female came from the same litter. Adult females were studied in
diestrus. The estrous cycle was verified by taking vaginal smears over a period of 15
days, and only females with at least three regular cycles were studied.

Histological procedures for cell counting

In the experiment for the cell counting, 11- and 90- day-old males and females
were used on both groups (nonhandled and handled). . Rats were anesthetized with
xilasine (5-10 mg/Kg body weight, i.p.) and Ketamine (75-95 mg/Kg body weight,
i.p.), and the 11-day-olds were perfused with phosphate buffered saline (PBS) with
heparin (50 ml) and the 90-day-old rats , 100 ml followed by paraformaldehyde 4%
diluted in phosphate buffer 0.1M (pH 7.4) at 4°C at the same flow rate and total
amount. The perfusion rate was approximately 1 drop (50 ul) in 7 seconds for the 11-
day-olds and 1 drop in 5 seconds for the 90-day-olds. After the perfusion, the brain
was extracted from the skull, weighed, and placed in the fixing solution for 8h. After
fixation, the brain was washed in running water for 1 h 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 paraplastic resin
(Histosec-Merck). Coronal serial sections (5-um thick) were obtained with a

microtome and serially collected on glued slides. The tissue was stained with cresyl
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violet. After staining, the sections were dehydrated through an ethanol series and
coverslipped with Entellan (Merck).

Estimation of the numerical density of cells

It was used a light microscope (Zeiss Axioscop2) 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). Using a 10x lens, the
OB was identified according to a rat brain atlas (Paxinos & Watson, 2007; Slotnick &
Hersch, 1980). The dissector method used in the present study to estimate the total
number of neurons is a three-dimensional probe that samples structures in proportion
to their number without regarding the size or shape of the structure (Mandarim-de-
Lacerda, 2003). In a dissector, two sections are used to create a sampling volume
with an upper, reference section, containing a test frame. Counting was performed on
the right and left side inside an 8405um2 frame of for the counting of cells in
glomerular layer, mitral and granular and 15,558um2 for mitral cells within the mitral
layer. The test frame, the unbiased counting frame, ensures that all objects are
counted with equal probability. Sections were viewed with a 100x planachromatic
immersion oil objective to identify cell nuclei. For each frame, the thickness of the
section was measured by focusing on the upper and lower section surfaces. 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 mm3) was
determined by the use of 10 random dissector pairs for each layer and rat. Each

section was used for only one counting.
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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.

Immunohistochemistry for NeuN

The males and females of both groups were studied at 11 and 90 days of age.
The number of animals in each experimental group (nonhandled and handled) was 6,
and they were nonsiblings (each subject from a different litter). Adult females were
studied in diestrus to avoid unpredictable variations in the results due to different
levels of sex steroids in circulation.

Tissue preparation

Rats were anesthetized with xilasine (5-10 mg/Kg body weight, i.p.) and
Ketamine (75-95 mg/Kg body weight, i.p.) and were perfused with phosphate
buffered saline (PBS) with heparin (50 ml for the 11-day-olds and 100 ml for the 90-
day-old rats) followed by paraformaldehyde 4% diluted in phosphate buffer 0.1M (pH
7.4) at 4°C at the same flow rate and total amount. The perfusion rate was
approximately 1 drop (50 pl) in 7 seconds for the 11-day-olds and 1 drop in 5
seconds for the 90-day-olds. After the perfusion, the brain was extracted from the
skull, weighed, and placed in the fixing solution for 8h. After fixation, the brain was
washed in running water for 1 h, 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 paraplastic resin (Histosec - Merck). Coronal
serial sections (5-um thick) were obtained with a microtome and serially collected on
glued slides. After collection, the sections were kept in a freezer at -18 ° C until

immunohistochemistry.
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For the immunohistochemistry, slides containing sections have undergone a
process of deparaffinization in an oven at 70°C and subsequent washes in 100%
alcohol and xylol. The following procedure was the recovery in sodium citrate (pH
6.0). To block endogenous peroxidase, sections were soaked in a solution of
hydrogen peroxide, at 5%, and after 20 min washed with PBS. After this, the
procedure was blocked with nonspecific protein bovine serum albumin, 1%, for 1 h.
The sections were incubated with primary antibody (anti-NeuN, Chemicon
International brand) at a dilution of 1:1000 for 12 h at 4°C. After the incubation period,
the samples were washed in PBS and sections were incubated with secondary
antibody anti-mouse/rabbit (Picture Max, HPR Polymer conjugate brand Invitrogen)
for 40 min. The material was washed in PBS and was incubated with secondary
antibody (Picture Max, HPR Polymer conjugate brand Invitrogen) for 40 min.
Sections were washed again in PBS. The immunohistochemical reaction was
revealed by incubating with tetrahydrochloride 3-3 'diaminobenzidine (DAB) 0.06%
diluted in PBS. The sections were washed in PBS, dehydrated in 100% ethanol and
cleared in xylol. After staining, the sections were dehydrated through an ethanol
series and coverslipped with Entellan (Merck). For the control of
immunohistochemistry, primary antibody was replaced by PBS and the rest of the
procedure was identical to the one described above.

The cell body of the positive stained cells for NeuN protein was counted using
a 100x-lens microscope (Zeiss Axioscop2) and a video camera (CCD video camera
module) coupled to a computer (Apple Macintosh 8600 -300) and a system for image
analysis (NIH Image 1.62f). The counting of neurons in each region was performed
using the right and left hemispheres (Madruga, Xavier, Achaval, Sanvitto, & Lucion,

2006). Data were expressed as the mean (SEM) number of NeuN-positive stained
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cells within an 8.405 ym2 test-area.. 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). It was
counted the neurons within this area and the test that touched the lines of inclusion.
Neurons focusing on the exclusion lines were not counted (Camozzato et al., 2009;
Howard & Reed, 1998; Winkelmann-Duarte et al., 2007).

Statistical analysis

The values of the estimated number of cells in the nucleus were expressed as
meanstSEM. Results were compared between groups (nonhandled and handled),
ages (11 and 90 days of age) by a two-way ANOVA. In all cases, when appropriate,
a post hoc Bonferroni test comparison was used to analyze individual differences.
The factors considered were group (handled or unhandled) and age (11 days or 90
days of age ). In all cases, the accepted significance level was p<0.05. The

GraphPad Prism 5.0 was used as computational tool for statistical analysis of data.

Results

Figure 1A shows the estimated numerical density (number of cells per mm3)
of mitrals cells, on the mitral layer of the olfactory bulb of male rats at 11 and 90 days
of age. Two-way ANOVA showed a significant main effect for handled [F(1,20=37.48],
in which the numerical density of cells in the handled group was lower than that of
the nonhandled one. It was detected almost significant main effect for age
[F(1,20=12.07], in which the density of cells in 11-days-old was higher than in
nonhandled adult. However, no interaction between handled X age [F(1,20=0.007]
was detected. Figure 1B shows the estimated numerical density (number of cells per

mm?) of the mitral layer of the olfactory bulb of male rats at 11 and 90 days of age.
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Two-way ANOVA showed a non significant main effect for handled [F(1,20=0.42] and
non significant difference for main effect age [F(1,20=0.009]. There was no significant
interaction between handled X age [F 1 20=1.92]. Figure 1C shows the estimated
numerical density (number of cells per mm?®) of the glomerular layer of the olfactory
bulb of male rats at 11 and 90 days of age. Two-way ANOVA showed a significant
main effect for the handled group [F(1,20=12.11], in which the numerical density of
cells in this group at 11days old was lower than that of the nonhandled one.
Significant main effect for age [F(1,20=6.09] was detected. There was no significant
effect for interaction between handled X age [F(1,20=0.68]. Figure 1D shows the
estimated numerical density (number of cells per mm?®) of the granular layer of the
olfactory bulb of male rats at 11 and 90 days old. Two-way ANOVA showed a
significant main effect for handled [F1,20=5.99], and the main effect for age
[F(1,20=13.05]. There was no significant handled X age interaction effect [F(1,20)=
0.003].

Figure 2A shows the estimated numerical density (number of cells per mm3)
of mitrals cells on the mitral layer of the olfactory bulb of 11- and 90-day-old female
rats. Two-way ANOVA showed a significant main effect for handled [F 1 20=6.85], in
which the numerical density of mitral cells in the handled group at 90 days of age
was lower than that of the nonhandled one. Furthermore, the numerical density of
mitral cells in the nonhandled female at 90 days of age was higher than that of the
handled one. There was no significant main effect for age [F,20=2.52], but a
significant main effect for interaction between handled X age [F1,20=9.28]. Figure 2B
shows the estimated numerical density (number of cells per mm?®) of the mitral layer
of the olfactory bulb of 11- and 90-day-old female rat. Two-way ANOVA showed a

non significant main effect for handled [F 1 20=0.42] and non significant difference for
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main effect age [F(1,20=5.28]. There was no significant interaction between handled X
age [F(1,20=0.03]. Figure 2C shows the estimated numerical density (number of cells
per mm3) of the glomerular layer of the olfactory bulb of female rats at 11 and 90
days of age. Two-way ANOVA showed a significant main effect for the handled
[F(1,20=6.75]. There was significant main effect for age [F(1,20=14.27], in which the
numerical density of cells in the handled group at 90 days of age was lower than that
of the nonhandled one. No significant main effect for interaction between handled X
age [F(1,20=9.28] was detected. Figure 2D shows the estimated numerical density
(number of cells per mm?®) of the granular layer of the olfactory bulb of females rats at
11 and 90 days of age. Two-way ANOVA showed a non significant main effect for the
handled group [F1,20= 1.92]. There was significant main effect for age [F1,20= 17.03],
in which the numerical density of cells at 90 days of age was higher than that at the
11 days old in both groups. No significant main effect for interaction between handled
X age [F(1,20=0.84] was detected.
—Insert Figures 1 and 2 here—

Figure 3A shows the number of NeuN-positive neurons in the glomerular layer
of the olfactory bulb of 11- and 90-day-old male rats. Two-way ANOVA showed a
significant main effect for handled group [F(1,20=0.36]. There was significant main
effect for age [F(1,20=0.20]. No significant main effect for interaction between handled
X age [F1,20=2.26] was detected. Figure 3B shows the number of NeuN-positive
neurons in the mitral layer of the olfactory bulb of male rats at 11 and 90 days of age.
Two-way ANOVA showed a non significant main effect for handled [F 1 20)= 0.15] and
no significant difference for main effect age [F(1,20=2.15]. There was no significant
interaction between handled X age [F 1 20=1.82]. Figure 3C shows the number of

NeuN-positive neurons in the granular layer of the olfactory bulb of male rats at 11
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and 90 days of age. Two-way ANOVA showed a non significant main effect for
handled group [F1,20=0.006]. There was a significant main effect for age
[F(1,20=16.5]. There was no significant interaction between handled X age
[F(1,20=1.35]. Figure 4A shows the number of NeuN-positive neurons in the granular
layer of the olfactory bulb of female rats at 11 and 90 days of age. Two-way ANOVA
showed a non significant main effect for handled [F1,20=0.27] and no significant
difference for main effect age [F(1,20)=1.25]. There was significant interaction between
handled X age [F(1,20=9.32], in which the number of NeuN-positives neurons in the
handled group was lower than that of the nonhandled one at 90 days of age. Figure
4B shows the number of NeuN-positive neurons in the mitral layer of the olfactory
bulb of female rats at 11 and 90 days of age. Two-way ANOVA showed no significant
main effect for handled [F 20)=0.14] and no significant difference for main effect age
[F(1,20=0.72]. There was significant interaction between handled X age [F1,20=7.68],
in which the number of NeuN-positives neurons in the handled group at 11-days-old
was lower than that at 90 days of age.

Figure 4C shows the number of NeuN-positive neurons in the granular layer of
the olfactory bulb of female rats at 11 and 90 days of age. Two-way ANOVA showed
a non significant main effect for handled [F 1 20)=3.16]. There was a significant main
effect for age [F(1,20= 13.35]. There was significant interaction between handled X
age [F(1,20=12.56], in which the number of NeuN-positives neurons in the handled
group at 11 days of age was lower than that at 90 days.

—Insert Figures 3 and 4 here—
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Discussion

Our results showed that the neonatal handling protocol changed the OB
morphology both in males and females. Neonatal handling reduced the numerical
density of mitral cells in 11-day-old males and this reduction was maintained at
adulthood. However, in females, this intervention at the neonatal period promoted a
reduction in mitral cells density only at 90 days of age.

Comparing the studied groups, when the total number of cells forming the
mitral layer was analyzed, it was not found significant differences in males and
females both at 11 and 90 days of age. However, when only the number of NeuN-
positive neurons was analyzed, it could be verified that the handled group females at
11-days-old have more cells than at 90 days of age. The NeuN (Neuronal specific
nuclear protein) is a regulatory molecule directly involved in the neuronal
differentiation, being used in studies of nervous system development (Mullen, Buck,
& Smith, 1992). NeuN does not stain immature nervous cells, unless they reach a
development phase similar to a mature cell as to its function. Thus, it is an important
marker of cellular tissue maturation (Sarnat, Nochlin, & Born, 1998). These results
show that although there were not alterations in the total number of cells of this layer,
it occurs a reduction in the number of mature neurons.

Our results also show that 11- and 90-day-old neonatal handled males present
a reduction in the numerical density of cells at the glomerular layer, but the number of
NeuN-positive neurons is not altered. Yet, in females, neonatal handling reduced the
numerical density of cells and the number of NeuN-positive neurons in this layer, only
at 90 days of age.

Granular layer is another layer compositing OB. In this layer, interneurons,

responsible for the mitral cells regulation, are found. Male handled rats, at both ages,
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presented a reduction in the numerical cell density in this layer, but the handled
females only presented a reduction of NeuN-positive neurons at 90 days of age. It
was also observed that handling impedes the normal development of OB, since
handled female rats, at adulthood, present the same number of cells in the granular
layer as at 11 days old. Then, it can be suggested that handling impeded
neurogenesis.

The results obtained in this study are inedit, and literature is scarce as to the
OB morphological studies. Furthermore, few studies report structural and
ultrastructural aspects of the neonatal handling impact on males CNS. Previous
studies (Camozzato et al., 2009; Lucion, Pereira, Winkelman, Sanvitto, & Anselmo-
Franci, 2003; Winkelmann-Duarte et al., 2007) have shown that in female neonatal
handling reduces the number of cells in the praventricular and supraoptic nucleus of
hypothalamus and medial preoptic area both at 11 and at 90 days of age.
Another area affected by neonatal handling is the LC. Males and females handled
during the neonatal period show a reduction in the number of cells in the LC 11, 26,
35 and 90 days of age (Lucion et al., 2003).

LC neurons are the main producers of NA of CNS and have NA efferences to
OB (Sullivan, Stackenwalt, Nasr, Lemon, & Wilson, 2000). This process induces
neural plasticity of the OB, so the NA has great importance for olfactory learning
(Sullivan et al., 1989). The release of NA in OB is necessary for the maintenance of
the responses of mitral cells to acquire a preference for the odor (Wilson & Sullivan,
1991). In rats, the activity of B-adrenergic receptors of OB occurs in the first weeks
of life (Woo & Leon, 1995) and studies show its relationship to preference by odor
(Sullivan et al., 2000). Activation of B-adrenergic receptors promotes change in the

CREB transcription factor (protein binding to the cAMP response element ).
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Rangel & Leon, 1995 demonstrated that tactile stimulation with a brush in the
neonatal period induces an increase in electrical activity of LC and promotes
increased release of NA in OB. Unlike tactile stimulation with a brush, IN neonatal
handling Reduced NA activity in the OB at 7 days of age of both male and female
pups, as determined by the decreased MHPG levels and MHPG/NA ratio (Raineki et
al. 2009). The study developed by (Mandairon, Jourdan, & Didier, 2003) shows that
noradrenergic neurons losses of LC may contribute to structural and functional
alterations of OB. The NA has been shown to be a positive regulator of neurogenesis
on the OB (Veyrac, Didier, Colpaert, Jourdan, & Marien, 2005). Veyrac et al., 2008
suggest that NA exerts its neuroprotective effect also on adult-born neurons in the
OB specifically through as-adrenoreceptor. The LC noradrenergic system promoting
survival of neurons in areas of the brain where neurogenesis persists in the adult.
Veyrac et al. (2005) found that NA release in the OB was significantly increased by
intraperitoneal injections of the selective a2-adrenoreceptor antagonist and reduced
neuronal death, glial activation and cell prolifetarion. Taking into account that
neonatal handling reduces the LC cell number and consequently the NA release in
OB, it can be inferred that these factors may contribute to the decrease in the
number of the OB mitral cells, this way reducing the neuronal survival, as it is shown
in our results.

Another factor to be considered that may be involved with the reduction of the
number of cells in OB is the brain-derived neurotrophic factor (BDNF). It is involved in
the neuronal plasticity from development to neuronal survival, and in maintaining
structural and functional changes that occur in the CNS during olfactory learning.
BDNF is a protein whose transcription is increased during the olfatory learning and

CREB is a transcription factor for BDNF (Zimmerberg, Foote, & Van Kempen, 2009).
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Works developed in our laboratory (not published results) show that neonatal
handling cause increase in the levels of BDNF in the OB in males.

Na interesting aspect observed in relation to nonhandled group is that males
show a reduction in the numerical density of mitral cells in adulthood, unlike the
nonhandled females, which present an increase of these cells. These results suggest
that cellular proliferation can have occurred in OB of adult nonhandled females. BO is
one of the few structures of mammals NS in which neurogenesis occur.
Neurogenesis in adults may represent na adaptation in response to changes
imposed by the environment, by the internal status of the animal, circulating hormone
levels and estrous cycle phase (Gheusi & Lledo, 2007). It is well established in
literature (Carleton et al., 2002) that progenitor cells are originated in the ventricular
and subventricular zone of the forebrain and migrate to OB. Progenitors can be
functionally modulated and likely contribute to structural plasticity in the OB (Veyrac
et al., 2005) .

In short, this study shows that neonatal handling alters the morphology of the
OB, reducing the number of cells in the glomerular and mitral layers and prevents the
expected growth of mature neurons in these layers. Thus we can conclude that
neonatal manipulation acts both in OB cell death and neurogenesis. Together, these
factors may account for the behavioral changes observed in adulthood of animals

which suffered neonatal handling.
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Figure 1 - Effects of neonatal handling of the numerical density (number of cells per

mm2) on the (a) mitral cells (b) mitral layer (c) glomerular layer (d) granular layer of

the olfactory bulb of male rats at 11 and 90 days of age. The estimated number of

cells is reported as mean (x SEM). The number of animals was 6 each group. Two-

way ANOVA was used, followed by the Bonferroni post hoc test. *Indicates

significant main effect for group (NH versus H). # Indicates significant main effect for

age (11 days old versus 90 days old). p < 0.05.
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Figure 2 - Effects of neonatal handling of the numerical density (number of cells per
mm2) on the (a) mitral cells (b) mitral layer (c) glomerular layer (d) granular layer of
the olfactory bulb of female rats at 11 and 90 days of age. The estimated number of
cells is reported as mean (x SEM). The number of animals was 6 each group. Two-
way ANOVA was used, followed by the Bonferroni post hoc test. *Indicates
significant main effect for group (NH versus H). # Indicates significant main effect for

age (11 days old versus 90 days old). p < 0.05.
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Figure 3 - Effects of neonatal handling of the number of NeuN-positive neurons on

the (a) mitral layer (b) glomerular layer (c) granular layer of the olfactory bulb of male

rats at 11 and 90 days old. The estimated number of cells is reported as mean (x

SEM). The number of animals was 6 each group. Two-way ANOVA was used,

followed by the Bonferroni post hoc test. *Indicates significant main effect for group

(NH versus H). #Indicates significant main effect for age (11 days old versus 90 days

old). p < 0.05.
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Figure 4 - Effects of neonatal handling of the number of NeuN-positive neurons on
the (a) mitral layer (b) glomerular layer (c) granular layer of the olfactory bulb of
female rats at 11 and 90 days old. The estimated number of cells is reported as
mean (£ SEM). The number of animals was 6 each group. Two-way ANOVA was
used, followed by the Bonferroni post hoc test. *Indicates significant main effect for
group (NH versus H). #Indicates significant main effect for age (11 days old versus

90 days old). p < 0.05.



