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RESUMO

A manipulagdo neonatal imprime alteragdes no desenvolvimento
neuroendocrino, morfolégico e comportamental de ratos. A drea pré-Optica medial
(MPOA) contém neuronios produtores do hormoénio liberador do hormoénio luteinizante
(LHRH) que estdo intimamente relacionados com a reprodugdo. Os nucleos
periventricular anteroventral (AVPV) e a amigdala medial postero-dorsal (MePD) sao
areas do sistema nervoso central (SNC) que apresentam receptores de estrogeno,
portanto poderiam estar atuando no feedback das gonadotrofinas.

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da manipulagao neonatal sobre o
volume do nucleo, a densidade de células, o didmetro do corpo celular de neurénios e o
numero total estimado de neuronios da MePD e AVPV dos lados direito e esquerdo, em
ratas aos 11 e 90 dias de idade. Na MPOA, foram avaliadas a densidade de células ¢ o
diametro do corpo celular de neurdnios.

A MPOA apresentou uma redug¢do da densidade numérica de 50% em ratas
manipuladas de 11 dias e 50% em ratas manipuladas aos 90 dias de idade. A
manipulacdo neonatal provocou alteragdes nos pardmetros analisados nas trés areas
estudadas, quando comparadas aos grupos nao manipulados. Na MePD a redugdo foi
63% e de 47% respectivamente aos 11 e aos 90 dias de idade. No AVPV a redugao foi
de 44% e de 54% aos 11 e 90 dias de idade.

As dimensdes lineares do soma dos neurdnios da MePD e MPOA apresentaram

uma reducdo de tal forma que o didmetro dos neurdnios no grupo manipulado foi
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significativamente menor do que o grupo nao manipulado. Mas as dimensoes lineares
dos neurdénios do AVPV ndo apresentaram alteragdes significativas.

A manipulagdo neonatal por uma causa ainda desconhecida induz a alteragdes
estaveis na MPOA, MePD ¢ AVPV. A diminuicdo do nimero de neurdnios nessas
estruturas pode explicar a redugdo da atividade do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal

(HPG) em ratas adultas, manipuladas no periodo neonatal.



INTRODUCAO




1. Manipulagdo neonatal

No periodo neonatal (duas primeiras semanas pos-parto em ratos), o sistema nervoso
encontra-se em franco processo de diferenciacdo e desenvolvimento. O meio ambiente
que cerca o individuo durante esse periodo pode afetar o desenvolvimento de estruturas
neurais que estdo envolvidas com a resposta ao estresse (Meaney et al., 1996).

A manipulacdo neonatal ¢ um modelo experimental que tem por objetivo avaliar
como uma interferéncia ambiental nos primeiros dias poOs-parto pode alterar os
mecanismos neurais que controlam os comportamentos e as respostas neuroendodcrinas
ao estresse. Este procedimento consiste em manipular os filhotes durante duas semana,
geralmente por alguns minutos. Essa manipulagdo neonatal, que ¢ aparentemente
inofensiva, altera a diferenciagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA)
promovendo mudancas nos padrdes comportamentais e de resposta ao estresse em
animais adultos (Meaney et al., 1993; Nunez et al., 1996; Meaney et al., 1996 Meerlo et
al., 1999; Liu et al., 2000; Levine, 2001).

Em roedores observa-se uma diminui¢do da responsividade do eixo HPA ao estresse
em animais adultos (Levine, 1993; Meaney et al., 1996; Liu et al., 2000). Estes efeitos
sao mediados pelas alteracdes da expressdo de receptores para glicocorticoides em
regides do sistema nervoso central envolvidos na regulagao do feedback negativo. Este

procedimento durante o periodo neonatal aumenta a expressdo dos receptores para



glicocorticoides no hipocampo e cortex frontal (Plotsky & Meaney, 1993; Meaney et al.,
1993; Sapolsky, 1994; Meaney et al., 1996; Liu et al., 2000). Estas diferengas com
relacdo aos receptores para glicocorticoides modificam a sensibilidade do feedback
negativo, tornando-o mais sensivel nos animais manipulados (Meaney et al., 1996).
Postula-se que essa seria a causa das diferencas entre animais estimulados e nao
estimulados na infancia quando submetidos as estimulo estressor na vida adulta (Meaney
et al., 1993; Bhatnagar & Meaney, 1995).

Além das respostas neuroendocrinas ao estresse, sabe-se que a manipulacao neonatal
altera padrdoes comportamentais em ratos adultos. Resultados do nosso laboratdrio
demonstraram que a manipulagdo neonatal provoca aumento do comportamento
agressivo maternal, diminui¢do do comportamento sexual de machos (Padoin et al.,
2001) e de fémeas (Gomes et al., 2001), diminuicdo da inibi¢do comportamental no
campo-aberto na presenca de um gato (Charchat et al., 1995).

Além das alteracdes observadas no eixo HPA, Gomes et al (2005) demonstraram que
a atividade do eixo hipotalamo-hip6fise-gonadal (HPG) também pode sofrer alteracdes
em animais que foram manipulados no periodo neonatal. Fémeas manipuladas durante
este periodo, além de apresentarem uma diminui¢do do comportamento sexual, tém
ciclos estrais anovulatorios demonstrando uma capacidade reprodutiva reduzida.

Sendo a procriagdo um processo complexo no qual eventos fisioldgicos e
comportamentais devem ocorrer de modo sincronico para haver a producao e liberagdao
de gametas, torna-se necessario a presenga de mecanismos neurais € enddocrinos integros

participando deste fenomeno. Se tais mecanismos estiverem abalados, possivelmente



aqueles comportamentos relacionados com a preservagdo da espécie estardo
comprometidos.

Além de alteragdes na expressao génica do receptor para glicocorticoides, em
animais adultos, a exposic¢ao cronica ao estresse ou a elevados niveis de glicocorticoides
interrompem o padrdo normal de secre¢do de gonadotrofinas, desincroniza o ciclo estral
e diminui a receptividade sexual da rata (Kamel & Kubajak, 1987; Plas-Roser & Arom,
1981; Armstrong,1986). Sendo assim, o estresse pode inibir a fungdo reprodutiva e esse
efeito tem sido observado através da diminui¢do da secre¢do de gonadotrofinas. Por
exemplo, a exposi¢do ao éter promove um aumento da secrecdo de hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) e corticosterona, mas diminui a concentra¢do de hormonio
luteinizante (LH) e hormonio foliculo-estimulante (FSH) em ratas (Tohei et al., 1997).
Essas modificagdes das concentragdes plasmaticas indicam que os hormdnios
hipofisiarios podem alterar-se em resposta as estresse (Armario et al., 1986; Ono et al.,
1985).

O hormonio liberador do hormoénio adrenocorticotrofico (CRH) tem sido proposto
como um mediador dos efeitos anti-reprodutivos provocados pelo estresse através de
uma ac¢ao no hipotalamo, inibindo a secrecdo do LHRH (Caraty et al., 1997). O LHRH ¢
um peptideo chave que controla a secrecao de gonadotrofinas, principalmente o LH e
portanto, a fungao gonadal.

Além das alteragcdes hormonais e comportamentais, a manipulagdo neonatal causa
mudangas morfologicas no encéfalo de ratos. Por exemplo: animais submetidos a

manipulagdo neonatal tém uma redu¢do no nimero de neurdnios na regido parvocelular



do nucleo paraventricular e supra-optico do hipotalamo, e um aumento na densidade de
neurdnios na area CAl do hipocampo, lado esquerdo (Winkelmann-Duarte, 2004),
também uma redugdo permanente de cerca de 35% do niimero de células nervosas do
Locus Coeruleus (LC) de ratas aos 11, 26, 35 e 90 dias de idade (Lucion et al., 2003).
Considerando o efeito plastico que a manipulacdo neonatal induziu, nesses nucleos,
através da redugao do numero de células, podemos supor que outras estruturas centrais
envolvidas no controle da ovulacdo também poderiam estar sendo afetadas por aquela

interven¢do no inicio da vida.

2. Estresse

A homeostase ¢ definida como um estado de equilibrio dinamico e complexo
necessario para a manutencao da vida. Este equilibrio é constantemente ameagado por
fatores intrinsecos e extrinsecos, como os estressores. Assim, estresse pode ser definido
como um estado de desarmonia da homeostase (Chrousos & Gold, 1992).

Os organismos, quando expostos a situacdes de ameaca e perigo, respondem com
uma série de respostas adaptativas, fisicas e mentais que se opdem aos estimulos
estressores na tentativa de manter a homeostasia (Chrousos & Gold, 1992; Baternson et
al., 2004).

Quando um organismo esta submetido a uma situagdo estressante, a resposta do
eixo HPA se faz através dos neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo

que sintetizam e secretam o CRH e arginina-vasopressina (AVP), que ao atuarem na



hipéfise anterior, promovem a liberagdo do ACTH e este por sua vez, estimula a
secrecao de glicocorticoides (corticosterona nos ratos) pelo cortex da adrenal (Francis et
al., 1996; Tsigos & Chrousos, 2002).

Além disso, o estresse induz a ativagdo do sistema autdbnomo simpatico
promovendo a descarga periférica de noradrenalina (NA) nos terminais sinapticos e pela
camada medular da adrenal, importante para o organismo prover substratos energéticos
durante o estresse (Kopin, 1995).

O estresse induz a secrecdo de NA em todo o cérebro sendo que grande parte
desta noradrenalina central secretada em resposta ao estresse origina-se no LC, que ¢
extremamente sensivel a maioria dos estimulos estressantes (Melia & Duman, 1991;
Tsigos & Chrousos, 2002).

Assim, a ativacdo de eixo HPA ¢ do sistema neurovegetativo simpatico sao as
principais respostas adaptativas em situacdes estressantes sendo o CRH e a
noradrenalina, respectivamente, os principais componentes das respostas aos estimulos

estressantes. (Francis et al., 1996; Tsigos & Chrousos, 2002)

3. Periodo hiporresponsivo ao estresse

Num animal adulto exposto a estimulos estressores observa-se um aumento de
glicocorticoides na circulagdo sistémica devido a ativacdo do eixo HPA. Por outro lado,
durante as duas primeiras semanas de vida pds-natal, quando um estimulo estressante ¢

aplicado no rato, observa-se um pequeno aumento ou mesmo nenhum aumento da



secregdo de corticosterona (Walker et al., 1993). Por esta razdo este periodo ¢
denominada de periodo hiporresponsivo ao estresse (Guillet et al., 1980; Sapolsky &
Meaney, 1986; Suchecki et al., 1993; Levine, 1994), época da vida do animal que o eixo
HPA esta hiporresponsivo. Esta periodo também € caracterizado por concentragdes
plasmaticas basais de corticosterona e ACTH muito baixas (Walker et al., 1986; Grino et
al., 1989; Levine, 1994).

A causa desta hiporresponsividade foi atribuida a imaturidade do eixo HPA que ¢
responsavel pela auséncia da resposta ao estresse (Guillet et al., 1980). Assim, somente
quando o hipotalamo, a hipofise e o cortex da supra-renal estiverem maduros e
funcionalmente conectados, uma resposta ao estresse ¢ observada. Esta imaturidade tem
como conseqiiéncia uma regulacdo deficiente da sintese e liberagdo de ACTH e
corticosterona e na inabilidade do estresse em promover uma alga de retroalimentagdo
eficiente (Grino et al., 1989; Sakly & Koch, 1983). Uma outra provavel causa desta
hiporresponsividade ¢ o fato da supra-renal estar relativamente insensivel as ACTH,
provavelmente, devido as suas baixas concentragdes durante esta periodo da vida do
animal (Suckecki et al., 1993).

Durante as duas primeiras semanas de vida, o SNC dos roedores estd num
periodo critico de seu desenvolvimento pois a migragdo, a diferenciagdo, o crescimento
e a apoptose neurais sao maximos (Mistretta & Bradley, 1978). Portanto, a manipulagdo
realizada durante este periodo critico de desenvolvimento do SNC altera mecanismos

neurais que controlam os comportamentos e as respostas neuroenddcrinas.



4. Amigdala medial pdstero-dorsal (MePD)

A amigdala, ou complexo amigdaloide, constitui-se de ntcleos subcorticais que
se situam no lobo temporal, lateral ao hipotdlamo e ventral ao estriado, no encéfalo de
mamiferos. Em primatas, é caracterizada como uma massa ovoide de substincia
cinzenta, localizada na porg¢ao terminal e rostral da formagao hipocampal, tendo como
limite anterior o corno temporal do ventriculo lateral (Alheid et al., 1995; De Olmos.,
1999). Em ratos, ¢ formada por nucleos e subnucleos que formam uma complexa rede
estrutural inter-relacionada e multifuncional, uma vez que estd envolvida na modulagdo
de diversos comportamentos e ajustes vegetativos (Alheid et al., 1995; Everitt, 1995;
Swanson & Petrovich, 1998; Rasia-Filho et al., 2000; De Olmos et al., 2004).

A amigdala de ratos apresenta-se dividida em quatro regides, segundo a sua
citoarquitetura, hodologia e fun¢do, que sdo: 1) amigdala expandida”, denominada assim
por se estender além de seus limites anatomicos, sendo formada pelos nucleos medial
(AMe) e central (ACe). A AMe, por sua vez, poderia ser composta por dois circuitos
funcionalmente diferentes, associados com as divisdes anterior e posterior do nucleo
medial, e que diferenciaria também por distintas presengas de neurotransmissores
(Newman, 1999); 2) amigdala com caracteristicas corticais, subdividida em por¢ao
basolateral e em porgdes que se ligam as vias olfativas e vomeronasal; 3) area de
transi¢ao, localizada entre a porg¢do ventral dos nucleos da base e a amigdala

“expandida” e 4) nucleos ainda nao classificados, constituidos por um grande grupo de



células dispersas na substancia branca e no interior do nicleo préprio a estria terminal
(Alheid et al., 1995; De Olmos, 1999).

O modelo atual de estudo da organizacao da amigdala sugere que ela ndo ¢ nem
unidade funcional, nem estrutural, mas sim ¢ definida como um conjunto heterogéneo de
grupos celulares nos hemisférios cerebrais (Swanson & Petrovich, 1998; Petrovich et al.,
2001).

Atribui-se a amigdala de ratos diversas fungdes, tais como: respostas a estimulos
gerados por medo e ansiedade, percepcdes de estimulos olfativos e hormonais,
modulacdo do comportamento reprodutivo e participagdo na aquisi¢ao do aprendizado e
da memoria condicionada (Rasia-Filho et al., 1991; Kling & Brothers, 1992; LeDoux,
1992; Everitt, 1995; Kondo & Arai, 1995; Wood & Newman, 1995; Quirk et al., 1995;
Guillamo6n & Segovia, 1997; Swanson & Petrovich, 1998; Davis, 2000; Pitkdnen et al.,
2000). Para participar dessas atividades, ela possui a capacidade de receber informacdes
sensoriais, que acabam por modificar sua atividade e estimular diversas regides do
sistema nervoso central (SNC) em resposta ao estimulo inicial (Kling & Brothers, 1992;
LeDoux, 1992; Quirk et al., 1995; Davis, 2000).

Em ratos, alguns subnucleos da amigadala sdo sexualmente dimorfico, esse
dimorfismo estd na dependéncia da agdo dos hormodnios gonadais em ambos os sexos
(Nishizuka & Arai, 1981; Nishizuka & Arai, 1982; Mizukami et al., 1983; Gomez &
Newman, 1991; Rasia-Filho et al., 1991).

A AMe, junto com outras estruturas do SNC, apresenta neurdnios com

caracteristicas morfologicas variadas e que apresentam receptores para hormonios
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gonadais amplamente distribuido em seus subnucleos (Sar & Stumpf, 1973; Sheridan,
1979; Simerly et al., 1990; LI et al., 1997; Osterlund, 1998). Esses hormonios, devido a
sua ampla capacidade de gerar alteracdes nos circuitos neurais, influenciam a
plasticidade do SNC e causam alteragdes morfoldgicas nos neurdnios e nas células gliais
(Nishizuka & Arai, 1982; Arnold; Breedlove, 1985; Arnold; Jordan, 1988; Rasia-Filho
etal., 1991).

A MeA ¢ uma estrutura complexa que pode ser dividida com base na sua
citoarquitetura, com critério sindptico e funcional em quatro grupos principais: antero-
dorsal (MeAD), antero-ventral (MeAV), postero-ventral (MePV) e postero-dorsal
(MePD) (Rasia-Filho, 2004; Olmos et al., 2004; Canteras et al., 1995). E, em fungao de
suas conexdes, ela pode estar organizada em um regido anterior, da qual fazem parte a
MeAD, MeAV e a MePV, e uma regido posterior, formada basicamente pela MepD
(Canteras et al., 1995).

Baseado nisso, Wood e Newman (1995) propuseram que a regido anterior da
MeA estaria sendo influenciada principalmente por informagdes olfativas; e a regido
posterior, pelos hormonios gonadais, embora essa divisdo anatomo-funcional ndo seja
absolutamente rigida (Simerly et al., 1990; LI et al., 1997; Osterlund, 1998; Shughrue et
al., 1997; Pitkénen, 2000; Wood & Newnam, 1995). Neuronios com receptores dos tipos
ER o (receptor beta de estradiol) e ER [ (receptor beta de estradiol) para estrogeno sdo
concentrados preferencialmente na MePD (Simerly et al., 1990; LI et al.,, 1997;
Osterlund, 1998), sendo que a quantidade de receptores para estrogeno na MePD chega a

ser igual a do hipotadlamo (Simerly et al., 1990).
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O subnucleo (MePD) caracteriza-se por apresentar denso conjunto de células de
tamanho médio, que se distribuem em trés colunas orientadas paralelamente em relagao
a sua superficie medial (Alheid et al., 1995). Essa regido expressa grande quantidade de
neuronios sintetizadores de angiotensina II, substancia P e colecistocinina (Lind &
Ganten, 1990; Simerly et al., 1990).

A MePD possui aferéncias que advém de diferentes regides do encéfalo, dentre
as mais importantes, estdo as hipotalamicas, do cortex cerebral, talamicas, tronco
encefalico, sistema olfativo e outras regides, também existe aferéncias
interamigdaldides. J4 a MePD tem eferéncias, dentre as mais importantes e significativas
estdo as hipotalamicas (para o nucleo periventicular anteroventral (AVPV), entre
outros), corticais, tronco encefalico, também existe eferéncias intramigdaloide (Canteras
et al., 1995).

Ratas submetidas 4 lesdao na MePD, quando colocadas junto a ratos, mostram
reducdo da ocorréncia de atividade pré-copulatoria (exploracao olfativa) e aumento na
duragdo da copula. Apds a copula, elas buscam menos freqlientemente seus
companheiros de acasalamento quando comparadas as ratas submetidas a lesdo ficticia
(Lehman & Winans, 1982). Ratos com lesdo na MePD reduzem o comportamento
copulatorio e a erecdo peniana desencadeada pelo odor da fémea em estro (Kondo et al.,
1999). Por outro lado, a investigacao olfativa genital, realizada por machos em fémeas, e

apods a ejaculacdo em ratos induz a um aumento da ativacdo da proteina Fos na MePD

(Coolen et al., 1997).
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5. Area pré-optica medial (MPOA)

A area pré-Optica de ratos participa da regulacdo neuroenddcrina e também de
comportamentos reprodutivos (Segarra et al., 1998). Essa regido ¢ muito complexa e ¢é
uma parte diferenciavel da zona medial do hipotdlamo, os limites morfologicos,
citoarquitetura e nomenclatura sdo controversos. Essa area estd dividida em trés zonas
longitudinais a periventricular, medial e lateral (Simerly, 1995). A érea pré-optica
medial (MPOA) tem pelo menos cinco grupos celulares (Simerly, 1995).

O maior nucleo da MPOA ¢ nucleo pré-optico medial (MPO), que é composto
por trés subdivisoes distintas (Simerly et al., 1984). Além do MPO, a MPOA possui
quatro pequenos grupos distintos: o nticleo pré-optico anteroventral (AVPO), que esta na
base da éarea pré-optica medial, entre 0 AVPV e o nucleo diagonal da banda de Broca, e
¢ separado de cada nucleo por uma clara demarcagao de células esparsas, o ntcleo pré-
optico anterodorsal (ADPO), localiza-se na parte dorsal da MPOA e aparece
rostralmente nas sec¢des frontais da regido pré-optica, mas caudalmente mescla-se com

uma parte indiferencidvel da MPOA (Simerly, 1995).

Lateralmente ao ADPO estd uma regido triangular de baixa densidade celular que
contém um componente da estria terminal, essa regido foi estudada em detalhes por
Raisman e Field (1973), que se referiram com parte estrial da area pré-optica. Eles
identificaram um “nucleo redondo” lateralmente a estria terminal (StA), e esse nucleo €

substituido caudalmente por um grupo de células fusiformes e esses dois nucleos sao
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referidos coletivamente como nticleo paraestrial (PS); (Simerly., et al 1984; Ju &
Swanson, 1998), que ¢ notavel por proje¢des diretas para neuronios magnocelulares do
nucleo paraventricular (PVN) e também fortes aferéncias para o AVPV (Simerly &
Swanson, 1988).

Outro nucleo da MPOA, ¢ o pré-optico posterodorsal (PDPO), que é formado por
um pequeno grupo de neurdnios grandes e fortemente corados que localiza-se
caudalmente na regido pré-optica proximo a ponta posterior do PS, e ventrolateralmente
a parte magnocelular do PVN (Swanson & Kuypers, 1980).

Lateralmente ao MPO esta a MPOA, uma estrutura neural que interpreta e
origina impulsos eferentes responsaveis pela liberagao fasica do LH (Kalra et al., 1983;
Everitt, 1989). Um estimulo elétrico na MPOA provoca ovulagdo em rata no proestro
que havia sido bloqueada por pentobarbital (Kalra et al., 1971; Everitt, 1989), ¢ a
separagdo cirurgica desta regido caudalmente do resto do hipotalamo resulta em ciclos
anovulatorios (Bogdanove, 1964; Halaz & Gorski, 1967).

A MPOA ¢ formada por neurdnios que secretam o LHRH (Barry et al., 1985 &
Merchenthaler et al., 1989). Em ratas, o aumento da concentragdo de LH no plasma ¢ o
evento chave para a ovulagdo (Freeman, 1994). O pico pré-ovulatorio de LH depende da
secrecao do LHRH nos terminais nervosos dentro da eminéncia mediana (Levine et al,
1991, Ishikawa, 1992). Os neurdénios LHRH que projetam-se para a eminéncia mediana
sdo concentrados na MPOA, essas fibras terminam nos capilares primdarios da circulagao

porta hipotalamo-hiposifiaria (Freeman et al., 1994).
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Classicamente, os esteroides ovarianos controlam a secre¢do do LH e LHRH por
retroalimentagdo positiva e negativa (Neill et al., 1971), mas o mecanismo preciso da
acdo do estradiol e da progesterona ndo esta completamente estabelecido, pois,
neuronios LHRH ndo apresentam co-localizacdo com estradiol (Shivers et al., 1983) ou
com ER o (Herbison & Theodosis, 1995). Por isso, tem sido proposto que a influéncia
do estradiol na secrecdo do LHRH ocorra por um mecanismo indireto (Helena et al.,
2002; Petersen et al., 2003).

Outros estudos demonstraram que neurdnios LHRH de roedores expressam ER
B (Hrabovsky et al., 2001). No entanto, ndo existe diferenga significativa no numero de
neurdnios imunorreativos a ER [ entre machos e fémeas em diferentes estados
hormonais, portanto a expressao ER B ndo é dependente de esterdides. E possivel que
esses receptores estejam envolvidos com o mecanismo de retroalimentacdo negativa,
exercendo efeitos opostos aos ER o (Melton, 2000). De acordo com esses resultados,
pode-se considerar que a retroalimentagao positiva poderia ser exercida por agao indireta
do estrégeno, modulando a secre¢ao de neurotransmissor.

Portanto, essa area tem um papel importante no controle neural da reproducao,
tanto no controle da secrecdo das gonadotrofinas pela hipofise (Freeman, 1994) quanto
no comportamento sexual (Meisel & Schas, 1994). E a principal fonte de entradas na
MPOA ¢ a MeA, que recebe informacdes do bulbo olfatorio e 6rgdo vomeronasal,
processa e retransmite para a MPOA e outras areas (Kostarczyk, 1986; Wood, 1997).

Alguns estimulos estressantes durante a gravidez influenciam a diferenciacdo

sexual do cérebro de ratos machos (Anderson et al., 1986; Rhees & Fleming, 1981;
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Ward, 1972; Ward, 1984a; Ward, 1984b). Esses estimulos sdo capazes de diminuir a
atividade de c-fos na MPOA do hipotalamo (Humm et al., 1995) e também reduzem o
volume do nucleo sexualmente dimorfico da MPOA (Anderson et al., 1990; Anderson et
al., 1986; Fleming et al., 1992; Kerchner & Ward, 1992). Essa mudanca parece ser

dependente de alteragdes hormonais induzidas pelo estresse na mae e ou no feto (Ward,

1980; Ward, 1984).
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6. Nucleo periventricular anteroventral (AVPV)

A érea pré-optica tem um nucleo sexualmente dimoérfico em ratos, sendo que o
seu volume ¢ maior em fémeas do que em machos (Arai et al., 1993; Bloch & Gorski,
1988; Wiegand., et al, 1978; Ahmed et al., 1990; Simerly et al., 1985), e nas fémeas esse
nucleo apresenta maior densidade de neurdnios (Bleir et al., 1982; Ito et al., 1986). Esse
nucleo ¢ chamado de nucleo pré-optico medial anterior (AMPO) por Paxinos, 1986, mas
também por nticleo periventricular anteroventral (AVPV) da area pré-optica por Orikasa
et al., 2002.; Yoshida et al., 1999; Orikasa et al., 2003; Rhess et al., 1999; Petersen et al.,
2003; Simerly, 1995; Herbison, 1998; Davis et al., 1996.

O AVPV ocupa a posigdo ventral na zona periventricular da regido pré-optica e ¢
localizado imediatamente caudal ao 6rgao vascular da lamina terminal. A morfologia do
AVPYV foi descrita primeiramente por Bleier et al., 1979; como um grupo oval de alta
densidade, que possui neurdnios intensamente corados e ¢ facilmente diferenciado do
nucleo pré-optico periventricular (PePO), que localiza-se imediatamente caudal e dorsal
ao AVPV, e ¢ limitado lateralmente por uma regido de células esparsas que separa o
AVPYV do nucleo pré-optico anteroventral (AVPO). Ventralmente o AVPV ¢é separado
do quiasma oOptico pelo ntcleo supra-quiasmatico (Simerly, 1995).

Estudos mostraram que o AVPV tem alta densidade proje¢cdes de neurdnios de
varias areas do SNC, como areas hipotalamicas e MePD. Essas aferéncias de varias
regides do cérebro sdo criticas para o pico de LH, e essa area parece ser chave para a

integracdo e transdu¢do de sinais hormonais e ambientais para neurdnios LHRH
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(Simerly, 1998). O AVPV também recebe projecdes do nucleo supra-quiasmatico
(SCN), onde faz sinapse com neurdnios que contém estrogeno, assim o AVPV recebe
sinais circadianos diariamente que sdo necessarios para o pico de LH (Watson et al.,
1995; De La Iglesia et al., 1999). O AVPV envia projecdes para a area rostral da area
pré-optica (Gu & Simerly, 199), onde os efeitos dos estrogenos na expressao génica do
LHRH, sdao dramaticos (Petersen et al., 1995).

O AVPV ¢ uma parte critica do circuito neural que regula a secre¢do fasica do
LHRH em fémeas. Apesar de ndo conter neurénios imunorreativos a LHRH (Barry et
al., 1985; Simerly & Swanson 1987), ele apresenta alta densidade de células que
concentram estradiol (Bloch et al., 1992) e abundante RNAm de ER o (Simerly et al.,
1990; Shughurue et al., 1997) e ER B (Shughurue et al., 1997). Microimplantes de
antiestrogeno no AVPV bloqueiam o pico de LH induzido por estrégeno e o aumento da
expressdao génica do LHRH visto muitas horas antes do pico do LH (Petersen, 1995).
Um grupo de neurénios do AVPV, encontrado somente em fémeas, ¢ coativado com
neurénios LHRH no momento do pico do LH (Le et al., 1999). Os neur6nios que
concentram estrégeno no AVPV de ratos podem ser responsaveis por superar o efeito
repressivo direto do estrogeno na expressao do gene do LHRH (Petersen, 2003).

Os neurdnios do AVPV sdo ativados via um subtipo de receptor do glutamato
(Gu et al., 1999) e parecem ter uma regulagdo especifica em fémeas, para o pico de
gonadotrofinas (Simerly, 1998), através de uma inervacdo direta de neuréonios LHRH
(Gu & Simerly, 1997). Pequenas lesdes restritas ao AVPV bloqueiam a liberagao ciclica

do hormonio luteinizante, resultando em ciclos anovulatérios, com estro persistente
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(Wiegand et al., 1978; Orikasa et al., 2002). E isso ocorre provavelmente por destruir
neurdnios necessarios para a apropriada regulacdo dos neurdnios LHRH (Ronnekleiv &
Kelly, 1986). Isso indica que o AVPV ¢ indispensavel para a regulacao do pico de LH
(Orikasa et al., 2003).

O AVPV de ratas apresenta uma alta densidade de neurdnios dopaminérgicos e
opioidérgicos (Simerly et al., 1985; Simerly, 1989; Watson et al., 1986). No entanto a
identidade de neurdnios que comunicam sinais do estrogenos para neurénios LHRH
ainda ndo esta estabelecida, mas existem varios candidatos como neurdnios gabaérgicos,
glutamatérgicos e neuropeptidérgicos que no AVPV sdo alvos dos estrogenos e portanto
candidatos para regular o aumento fasico da sintese de LHRH e a inducao do pico de LH
(Petersen, 2003).

O AVPV ¢ um importante regulador dos eventos que induzem o pico do
hormonio luteinizante por estrégeno (Orikasa et al., 2002). O volume deste nucleo ¢
alterado por mudangas hormonais durante o periodo critico pré-natal e pos-natal do
desenvolvimento do cérebro (Davis et al., 1996). Porém sua fungdo ainda nao esta

completamente esclarecida (Rhees et al., 1999).
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7. Estimativa imparcial da densidade numérica

O método do disector optico ¢ usado para obter a densidade numérica de
diferentes estruturas. O disector Optico € baseado na focalizagdo de células na face
superior e inferior de uma mesma sec¢do dentro do corte histolégico de maneira
independente

O Prof. Hans Gundersen, de Copenhagem, modificou um modelo padrao de
microscopio Olympus (BHT) incorporando a este um “microcaptador eletronico” para
saber com acuracia o movimento do parafuso micrométrico, e assim, a medida em
micrometros do deslocamento vertical dentro da espessura do corte histologico. Ao
invés da cabega binocular colocou um sistema de projecdo de imagens. Este aparelho
também recebeu o nome de Disector e facilita contagem com o método do Disector
optico (Mandarim, 1995). Entdo a palavra disector optico pode ser utilizada para
denominar o método estereoldogico assim como o aparelho desenvolvido pelo Prof.
Gundersen.

Quando dispomos de um microscopio com o microcaptador eletronico acoplado
¢ possivel usar cortes espessos, ja que o aparelho ¢ capaz de informar em qual altura
estamos dentro do corte. Portanto ¢ possivel realizar varios disectors dentro de apenas
um corte histologico, ele permite que se realize uma “viagem” dentro do corte
(Mandarim-de-Lacerda, 2003).

A densidade numérica das células (nimero de neurdnios por mm’) foi
determinada por 10 disectors Opticos (cortes), os quais devem ser escolhidos através de

uma amostragem sistematica randomica e uniforme (Cavalieri, 1635; Gundersen &
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Jensen, 1987). Por razdo de eficiéncia, o nucleo da célula serd considerado a
representagdo de um neuronio. A Q4 (nimero de neurdnios contados na area teste) € o
numero de nucleos neuronais, observados somente em um foco (no plano superior),
quando eles estdo totalmente ou parcialmente dentro da estrutura (Schmitz et al., 2005).
Entdo para obter uma contagem imparcial da estrutura utiliza-se uma grade com duas
linhas proibidas (exclusdo) e duas linhas aceitaveis (inclusdo), quando o objeto tocar as
linhas proibidas ele ndo pode ser contado, no entanto quando tocar as linhas aceitaveis
ou estiver completamente dentro da area ele sera contado (Howard and Reed, 1998).
Como a contagem ¢ realizada dentro de uma area teste conhecida (Ar), entdo o
volume-teste ¢ calculado através da multiplicacdo da area teste pela espessura (Ar. €), e
essa contagem dentro desse volume-teste ¢ considerada imparcial (Gundersen et al.,
1988a; Mandarim-de-Lacerda and Costa, 1993; Mandarin-de-Lacerda et al., 1995; Burit
et al, 1996; Aguila and Mandarim-de-Lacerda, 1999; Mandarim-de-Lacerda and

Pereira, 2000; Pessanha and Mandarim-de-Lacerda, 2000; Melo et al., 2002).
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OBJETIVOS
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1. Objetivo geral

Verificar o efeito da manipulacdo neonatal no nimero de células neuronais na
area pré-Optica medial, nucleo periventricular anteroventral e amigdala medial postero-

dorsal em ratas de 11 dias e 90 dias.

2. Objetivos especificos

Avaliar a densidade numérica da area pré-optica-medial, nticleo periventricular
anteroventral e da amigdala medial postero-dorsal.

Avaliar o volume do ntcleo periventricular anteroventral e da amigdala medial
postero-dorsal.

Avaliar o numero total estimado de células existentes em ambas os nucleos:
nucleo periventricular anteroventral e da amigdala medial pdstero-dorsal.

Avaliar o diametro da células neuronais da area pré-Optica-medial, nucleo

periventricular anteroventral e da amigdala medial pdstero-dorsal.
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MATERIAIS E METODOS
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1. Animais

Foram utilizadas ratas fémeas Wistar. Os animais foram mantidos sob
temperatura (22 °C £ 1 °C) e fotoperiodo (12 horas de claro e 12 horas de escuro, com
as luzes acessas as 6:00 horas) controlados e com agua e comida ad libitum. Ratas
prenhas foram fornecidas pelo Biotério do Instituto de Ciéncias Bésicas da
Satde/UFRGS. Apos o nascimento os filhotes foram divididos em dois grupos: nao-
manipuladas e manipuladas. As ratas foram desmamadas aos 21 dias de idade e

mantidas em grupos de 4-5 ratas por caixa até o dia do experimento.

2. Grupos

As ratas foram divididas em dois grupos: ndo-manipuladas e manipuladas.

1°> 10° dia ap6s o nascimento:

N&do-Manipulados:

%PAC{UHOS
x ou
Manipulados:

S~ > Adultos

~g . e
S

)

1 minuto / dia

Figura 4: Esquema do protocolo experimental da manipulag¢ao neonatal e da divisdo dos

grupos.
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3. Manipulacéo neonatal

Este procedimento foi realizado com as maos do experimentador revestidas com
luvas de latex em uma sala ao lado do biotério. O dia do nascimento foi considerado o
dia zero, no dia um foi padronizado, aleatoriamente o numero de oito filhotes por mae.
As ninhadas ndo padronizadas permanecerdo sem nenhuma interferéncia até o 10° dia de
vida quando foi realizada a troca de serragem.

A manipulacdo foi realizada do 1° ao 10° dia de vida pos-natal. Este
procedimento foi realizado em uma sala ao lado do biotério com a mesma temperatura e
fotoperiodo. A mae foi retirada da caixa e os filhotes sdo gentilmente manipulados
durante 1 minuto em horérios aleatérios. Apos este periodo, a mae foi colocada de volta

com a ninhada.

Figura 5: Fotografia da técnica de manipulagao neonatal.
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4. Procedimento experimental

As fémeas manipuladas e ndo-manipuladas foram estudadas em duas idades
diferentes: 11 dias (neonatal periodo) e 90 (adulto). O ntimero de animais de cada grupo
experimental foi de 6 animais. As fémeas adultas foram estudadas em diestro. 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.

Os cérebros das ratas foram perfundidos, fixados, incluidos, cortados e corados
com cresil violeta e posteriormente foram analisados através de diferentes técnicas de

contagem.

5. Procedimento histolégico

As ratas foram anestesiadas com xilasina (0,Iml/g peso corporal, i. m.) e
ketamina (0,1ml/g peso corporal, i.m.) e elas foram perfundidas com solugdo lavadora
de tampao fosfatado com heparina (50 ml em de 11-dias e 100 ml em 90-dias ratas),
seguido por paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,IM (pH 7.4) em 4° C em um
fluxo avaliado (50 ml em 11-dias e 100 ml em 90-dias).

A velocidade da condugao das solugdes usadas na perfusdo intracardiaca foi de
aproximadamente 1 gota por cada 7 segundos para ratas de 11 dias e 1 gota por 5
segundos para ratas de 90 dias. A velocidade de condugao das solugcdes foi diferente
porque o encéfalo de ratas de 11 dias parece uma substincia gelatinosa. Depois da

perfusdo, o encéfalo foi extraido do cranio e permaneceu na mesma solucao fixadora por
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72 h. Depois de fixado, o cérebro foi lavado por 1 h em agua corrente ¢ desidratado em
diferentes concentragdes de alcool (70%, 80%, 90%, 95% e alcool absoluto) e xilol ¢é
incluido na posicdo final com uma resina paraplastic (Histosec - Merk). Foram
realizadas sec¢Oes coronais seriadas do cérebro, com 6 um espessura cada, foram
cortadas com um micrétomo e coletadas em série de fatias. O tecido foi corado com
cresil violeta. Depois de corado, as secgdes foram desidratadas através de séries de
alcool, clareado com xilol, ¢ encoberto com Entellan (Merk). As estruturas do sistema
nervoso central, area pré-optica medial, nucleo pré-optico medial anterior e amigdala
medial postero-dorsal, foram identificados de acordo com atlas cérebro de ratos de

Paxinos & Watson (1998).

6. Experimento |

6.1 Calculo da densidade numérica de células (Nv) por volume do disector (mm?)

Neste experimento usamos a técnica do disector Optico. Para isso utilizamos um
microscopio com uma camara de video acoplado a um monitor de televisdo 14
polegadas.

As contagens eram realizadas em sec¢des finas observadas na luz do

microscopio, onde focalizavamos as faces superior e inferior, alterando o eixo-z (através
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de uma alteracdo de foco). No presente trabalho a distancia entre o plano superior (look
up) e o inferior (look down) € a propria espessura do corte (6pm).

Por razao de eficiéncia, o nucleo da célula foi considerado a representacdo de um
neuronio. A Qa (nimero dos neurdnios contados na area teste) foi o nimero de nucleos
neuronais visto em somente um foco, quando eles estdo totalmente ou parcialmente
dentro da estrutura (Schmitz et al., 2005). A contagem foi realizada do lado direito e
esquerdo em uma area teste de 1024 um’, para obter uma contagem imparcial da
estrutura utilizou-se uma grade com duas linhas proibidas (exclusdo) e duas linhas
aceitaveis (inclusdo), quando o objeto tocar as linhas proibidas ele ndo pode ser contado,
no entanto quando cortar as linhas aceitdveis ou estiver dentro da area completamente
ele sera contado (Howard and Reed, 1998).

A contagem dos neurdnios foi feita ao longo da extensdo de todo o nucleo a
partir do 3 ¢ corte com intervalo de 10 cortes para a amigdala medial postero-dorsal e 3
cortes para o nucleo periventricular anteroventral, resultando em 60 amostras por grupo.

Como a contagem foi realizada dentro de uma area teste conhecida (Ar), entdo o
volume do disector (Vpis) foi calculado através da multiplicagdo da area teste pela
espessura da microtomia (Ar. €), € essa contagem dentro desse volume do disector ¢
considerada imparcial. A densidade numérica de neuronios (Nv) pode ser estimada pela
seguinte formula: Nv= Qa/At.e (1/mm3); onde Nv= (densidade numérica de
neuronios); Qa- (nimero dos neurdnios contados na drea teste); Ar=(area teste);
e=(espessura); (Gundersen et al., 1988a; Mandarim-de-Lacerda and Costa, 1993;

Mandarin-de-Lacerda et al., 1995; Burit et al., 1996; Aguila and Mandarim-de-Lacerda,
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1999; Mandarim-de-Lacerda and Pereira, 2000; Pessanha and Mandarim-de-Lacerda,

2000; Melo et al., 2002).

6.2. Calculo do volume das estruturas analisadas

Foi utilizado um microscépio com uma camara de video acoplado a um
computador e o sistema de analise de imagens NIH Image 1.62. A area das secgdes
amostradas foram medidas através do sistema de analise de imagem, com objetiva de
10X. As imagens seriadas foram identificadas, digitalizadas e apresentadas em um
monitor de computador.

As bordas dos AVPV e MePD foram tragadas com o uso do mouse do
computador. O volume da MPOA nao foi estimado devido a indefini¢do das bordas
desssa estrutura, o que impossibilitou a medida da area da MPOA ¢ portanto do volume
dessa estrutura.

A estimativa de volume foi obtida através do somatorio das areas da estrutura
inerente a cada seccao multiplicada pela distancia entre as sec¢des, representada por V=
SA.T e apresentado em mm’.

V=2A.T

V= (Volume); ZA= (somatorio das areas); T= (distancia entre as seccdes);

(Gundersen & Jensen, 1987 ;Cruz-Orive, 1997).
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6.3. Estimativa do nimero total de células

A partir dos dados obtidos na avaliagdo da densidade numérica (Nv) de células e
do volume do nucleo aplica-se outra formula e facilmente obtem-se dados referentes a
estimativa do nimero total de neuronios. Obtivemos o nimero total de neurdnios do
lado direito e esquerdo dos nucleos analisados.

N=V.Nv

Onde N=(ntmero total de células); V= (estimativa de volume); Nv= (densidade

numérica)(West and Gundersen, 1990).

6.4. Medida do soma de neurdnios

Foi utilizado um microscépio com uma camara de video acoplado a um
computador e o sistema de andlise de imagens NIH Image 1.62 para medir o maior
diametro (micrometros) do corpo da célula. Foram medidos trés células de cada corte
num intervalo de trés cortes para o AVPV e trés células num intervalo de dez cortes
MePD, ap6s era calculada a média do didmetro entre as células analisadas.

Todas as medidas foram realizadas com um aumento de 40 vezes e apresentadas

em pm.
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7. Experimento Il

7.1. Célculo da densidade de células (mm?)

Foi utilizado um microscopio com uma camara de video acoplado a um
computador e um sistema de analise de imagens NIH Image 1.62. Foram contados todos
os neurdnios da area-pré-optica-medial (MPOA) do lado direito e esquerdo que
apresentavam um nucleo evidente em uma area teste. A area-teste, onde foram contadas
as células, corrigindo-se os aumentos do microscéopio, foi de 4900 um?. Para obter uma
contagem imparcial da estrutura utiliza-se uma grade com duas linhas proibidas
(exclusao) e duas linhas aceitaveis (inclusao), quando o objeto tocar as linhas proibidas
ele ndo pode ser contado, no entanto quando cortar as linhas aceitaveis ou estiver dentro
da area completamente ele sera contado (Howard and Reed, 1998).

A contagem dos neuronios da MPOA foi feita ao longo da extensdo de todo o
nucleo a partir do 3° corte com intervalo de 10 cortes, o nimero de cortes analisados foi
de 12 a 20 cortes por animal. Essa quantificacdo foi realizada separadamente por dois
experimentadores, com uma objetiva de 40 vezes. Calculando-se a

Densidade numérica= N/ At x n (l/mmz)

Onde N= namero total de células contadas; At = area teste; n= nimero de cortes
analisados.

Visto que ndo foi possivel definir com precisdo os limites morfologicos da
MPOA, nio foi calculado o volume dessa estrutura, e portanto nao foi possivel estimar o

nuamero total de neuronios da MPOA.
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7.2 Medida do soma de neurdnios

Foi utilizado um microscépio com uma camara de video acoplado a um
computador e o sistema de andlise de imagens NIH Image 1.62 para medir o maior
didmetro (micrometros) do corpo da célula. Foram medidos trés células de cada corte
num intervalo de dez cortes MPOA, apo6s era calculada a média do didmetro entre as
células analisadas.

Todas as medidas foram realizadas com um aumento de 40 vezes e apresentadas

em pm.

8. ANALISE ESTATISTICA

As médias (zEPM) da densidade numérica, volume, niimero total de células e
didmetro neuronal foram comparadas inicialmente através de ANOVA de trés vias
comparando grupo, idade e lado, seguido de Newman-Keuls (significancia aceita para
p=<0.05), os valores do lado esquerdo foram somados com os do lado direito. Realizamos
a ANOVA de trés vias em todos os resultados obtidos, no entanto, em nenhum dado
obtivemos efeito lado, por isso passamos a analise para uma ANOVA de duas vias

comparando grupo e idade seguido de Newman-Keuls (significancia aceita para p<0.05).
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RESULTADOS




37

1. Densidade numérica da MePD

A figura 6 mostra a densidade numérica (nimero de neurdnios por mm’) na
MePD. A ANOVA de 2 vias ndo apresentou efeito idade [F(1,20)=0,16]. No entanto,
houve um efeito grupo [F(1,20)=57,36 P<0,05], como também interacdo grupo X idade
[F(1,20)=6,22 P<0,05]. A densidade numérica ¢ menor em ratas manipuladas tanto aos
11 quanto aos 90 dias quando comparadas as ratas do grupo nao-manipulado. A
densidade numérica da MePD nas ratas ndo-manipuladas aos 11 dias ¢
significativamente maior do que aos 90 dias. No entanto, no grupo manipulado, ndo se

observou uma variagdo na densidade numérica da MePD nas diferentes idades.

1.1 Volume da MePD

A ANOVA de 2 vias ndo apresentou efeito na interacdo grupo X idade
[F(1,20=0,23)], nem efeito idade [F(1,20=0,58)]. Porém, observou-se um efeito grupo
[F(1,20)= 13,23 P<0,05], em que o volume do grupo manipulado ¢ significativamente

menor do que o ndo-manipulado (Figura 7).
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1.2 NUumero total de neurénios da MePD

A ANOVA de 2 vias ndo apresentou efeito idade [F(1,20)=1,03]. Porém,
observou-se um efeito grupo [F(1,20)=41,01 P<0,05], em que o numero total de
neuronios do grupo manipulado ¢ significativamente menor do que o ndo-manipulado.

A ANOVA nio apresentou uma interagao grupo X idade [F(1,20)=3,47 P=0,07].

No entanto, o p=0,07 mostrou-se proximo a significancia (Figura 8).

1.3 Diametro do soma de neurénios da MePD

A ANOVA de 2 vias ndo apresentou efeito na interacdo grupo X idade
[F(1,20)=1,40], nem efeito idade [F(1,20)=0,63]. Porém, observou-se um efeito grupo
[F(1,20)=5,37 P<0,05], em que o didmetro do soma dos neuronios do grupo manipulado

¢ significativamente menor do que o ndo-manipulado (Tabela 1).
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Figura 6: O efeito da manipulagdo neonatal na densidade numérica (numero de
neurdnios por mm’) de neurdnios da amigdala medial péstero-dorsal (MePD) de fémeas
aos 11 dias e 90 dias de idade. Foram utilizados um n=6 animais por grupo. A densidade
numérica € expressa como médias (tEPM). As fémeas controles permaneciam sem ser
tocadas durante o periodo neonatal, € as manipuladas eram gentilmente manipuladas por
1 minuto do primeiro ao décimo dia depois do nascimento.

& = Diferenca quanto a idade dentro do mesmo grupo.

* = Diferenga quanto ao grupo na mesma idade.
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Figura 7: O efeito da manipulagdo neonatal no volume da amigdala medial postero-
dorsal (MePD) de fémeas aos 11 dias e 90 dias de idade. Foram utilizados um n=6
animais por grupo. O volume ¢ expresso como médias (tEPM). As fémeas controles
permaneciam sem ser tocadas durante o periodo neonatal, e as manipuladas eram
gentilmente manipuladas por 1 minuto do primeiro ao décimo dia depois do nascimento.

* Representa diferenca quanto ao efeito principal grupo (manipulado e ndo-manipulado).
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Figura 8: O efeito da manipula¢ao neonatal no ntimero total estimado de neur6nios da
amigdala medial postero-dorsal (MePD) de fémeas aos 11 dias e 90 dias de idade. Foram
utilizados um n=6 animais por grupo. O numero total de neurdnios € expresso como
médias (EPM). As fémeas controles permaneciam sem ser tocadas durante o periodo
neonatal, e as manipuladas eram gentilmente manipuladas por 1 minuto do primeiro ao
décimo dia depois do nascimento.

* Representa diferenga quanto ao efeito principal grupo (manipulado e nado-manipulado)
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11 DIAS 90 DIAS
MANIPULADO 8,14+0,03 8,1620,05
NAO-MANIPULADO 8,36=0,06 8,23+0,08

Tabela 1: Efeito da manipulag@o neonatal no didmetro em micrometros(um) do soma de
neuronios da amigdala medial pdstero-dorsal (MePD) de fémeas aos 11 e 90 dias de
idade. Foram utilizados um n=6 animais por grupo. Observou-se um efeito grupo onde o
diametro do soma dos neurdnios do grupo manipulado ¢é significativamente menor do

que o ndo-manipulado.
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2. Densidade numérica do AVPV

A figura 9 mostra a densidade numérica (nimero de neurdnios por mm’) no
AVPV. A ANOVA de 2 vias ndo apresentou efeito na interacdo grupo X idade
[F(1,20)=0,39], nem efeito idade [F(1,20)=3,56]. Porém, observou-se um efeito grupo
[F(1,20)=17,27 P<0,05], em que a densidade numérica de neurdnios do grupo

manipulado ¢ significativamente menor do que o ndo-manipulado.

2.1 Volume do nucleo AVPV

A ANOVA de 2 vias ndo apresentou efeito na interacdo grupo X idade
[F(1,20)=1,25]. Porém, observou-se um efeito grupo [F(1,20)=22,05 P<0,05], em que o
volume do nucleo do grupo manipulado ¢ significativamente menor do que o nao-
manipulado. Também houve um efeito idade [F(1,20)=8,45 P<0,05], em que o volume
do nucleo aos 90 dias ¢ menor quando comparado com animais de 11 dias de idade,

independente do grupo (Figura 10).

2.2 NUmero total estimado de neurénios do AVPV

A ANOVA de 2 vias ndo apresentou efeito na interacdo grupo X idade

[F(1,20)=0,04], nem efeito idade [F(1,20)=3,06]. Porém, observou-se um efeito grupo

[F(1,20)=32,42 P<0,05] em que o numero total estimado de neurénios do nucleo
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periventricular anteroventral do grupo manipulado € significativamente menor do que o

nao-manipulado (Figura 11).

2.3 Didmetro do soma de neurdnios da AVPV

A ANOVA de 2 vias ndo apresentou interagcdo grupo X idade [F(1,20)=0,00],
nem efeito idade [F(1,20)=1,54]. Porém, aproximou-se de um efeito grupo
[F(1,20)=3,66 P=0,06], em que o didmetro do soma dos neurdnios do grupo manipulado

seria significativamente menor do que o ndo-manipulado (Tabela 2).
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Figura 9: O efeito da manipulagdo neonatal na densidade numérica (numero de
neurdnios por mm’) do niicleo periventricular anteroventral (AVPV) de fémeas aos 11
dias e 90 dias de idade. Foram utilizados um n=6 animais por grupo. A densidade
numérica ¢ expressa como médias (tEPM). As fémeas controles permaneciam sem ser
tocadas durante o periodo neonatal, e as manipuladas eram gentilmente manipuladas por
1 minuto do primeiro ao décimo dia depois do nascimento.

* Representa diferenca quanto ao efeito principal grupo (manipulado e ndo-manipulado)
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Figura 10: O efeito da manipulagdo neonatal no volume do periventricular anteroventral
(AVPV), de fémeas aos 11 dias e 90 dias de idade. Foram utilizados um n=6 animais por
grupo. O volume ¢ expressa como médias (tEPM). As fémeas controles permaneciam
sem ser tocadas durante o periodo neonatal, e as manipuladas eram gentilmente
manipuladas por 1 minuto do primeiro ao décimo dia depois do nascimento.

* Representa diferenga quanto ao efeito principal grupo (manipulado e nao-manipulado).

Também hé uma diferenca significativa no efeito idade (11 e 90 dias).



47

AVPV

7500+
% *
o | 1 N&o manipulado
o .
g 8 50004 - I Manipulado
= C
7S T
=3
[
5 < 2500-
o
pd

0

11 90

Figura 11: O efeito da manipula¢do neonatal no niimero total estimado de neurdnios do
nucleo periventricular anteroventral (AVPV) de fémeas aos 11 dias e 90 dias de idade.
Foram utilizados um n=6 animais por grupo. O niimero total de neurdnios ¢ expresso
como médias (tEPM). As fémeas controles permaneciam sem ser tocadas durante o
periodo neonatal, e as manipuladas eram gentilmente manipuladas por 1 minuto do
primeiro ao décimo dia depois do nascimento.

* Representa diferenga quanto ao efeito principal grupo (manipulado e nado-manipulado)
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11 DIAS 90 DIAS
MANIPULADO 6,74+0,11 7,03£0,10
NAO-MANIPULADO 7,19+0,32 7,47+0,28

Tabela 2: Efeito da manipulag@o neonatal no didmetro em micrometros(um) do soma de
neuronios do nucleo periventricular anteroventral (AVPV) de fémeas aos 11 e 90 dias de
idade. Foram utilizados um n=6 animais por grupo. O efeito grupo aproximou-se da
significancia, onde o didmetro do soma dos neurdnios do grupo manipulado seria

significativamente menor do que o ndo-manipulado.
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3. Densidade de células da MPOA

A figura 12 mostra a densidade numérica (nimero de neurénios por mm?) na
MPOA. ANOVA de 2 vias, que ndo apresentou interagdo grupo e idade [F(1,20)=0,79].
Porém, observou-se um efeito grupo [F(1,20)=77,31 P<0,05], em que a densidade
numérica de neurdnios do grupo manipulado ¢ significativamente menor do que o nao-
manipulado.

Também houve um efeito idade [F(1,20)=7,30 P<0,05], em que a densidade
numérica de neurdnios aos 11 dias ¢ menor quando comparado com animais de 90 dias

de idade, independente do grupo.

3.1 Diametro do soma de neurdnios da MPOA

ANOVA de 2 vias nao apresentou efeito na interacdo grupo X idade
[F(1,20)=0,20], nem efeito idade [F(1,20)=0,71]. Porém, observou-se um efeito grupo
[F(1,20)=21,54, P<0,05], em que o diametro do soma dos neurdnios do grupo

manipulado ¢ significativamente menor do que o ndo-manipulado (Tabela 3).
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Figura 12: O efeito da manipulagdo neonatal na densidade numérica da area pré-optica
medial (MPOA) de fémeas aos 11 dias e 90 dias de idade. Foram utilizados um n=6
animais por grupo. O numero total de neuronios ¢ expresso como médias (tEPM). As
fémeas controles permaneciam sem ser tocadas durante o periodo neonatal, e as
manipuladas eram gentilmente manipuladas por 1 minuto do primeiro ao décimo dia
depois do nascimento.

* Representa diferenca quanto ao efeito principal grupo (manipulado e ndo-manipulado).

Também héa uma diferenca significativa no efeito idade (11 e 90 dias).
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11 DIAS 90 DIAS
MANIPULADO 7,1740,09 7,39+0,11
NAO-MANIPULADO 8,04+0,24 8,11+0,19

Tabela 3: Efeito da manipulagdo neonatal no didmetro em micrometros (um) do soma
de neurdnios da area pré-Optica-medial (MPOA) de fémeas aos 11 e 90 dias de idade.
Foram utilizados um n=6 animais por grupo. Observou-se um efeito grupo onde o
diametro do soma dos neurénios do grupo manipulado ¢é significativamente menor do

que o ndo-manipulado.
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NAO MANIPULADO MANIPULADO

MPOA

Figura 13: Fotomicrografia de sec¢do da MPOA em um aumento de 10X (A,B) e 40X
(C,D). O quiasma 06ptico(OQ), o nucleo supraquiasmatico (SCh) e o terceiro ventriculo
(3V) foram utilizados como pontos de referéncia para a delimitagdo da area. Em C e D

sdo mostradas as linhas de visualizar as linhas de inclusdo e exclusido
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DISCUSSAO
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Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a manipulacdo neonatal
realizada diariamente, durante os primeiros 10 dias de vida, induz a reducao da
densidade de células e diametro do soma neuronal na MPOA. Na MePD e no AVPV
ocorre diminui¢do da densidade e numero total de neuronios e redugdo do volume dos
nucleos.

Verificamos que a MPOA apresentou uma reducdo de 50% na densidade de
células de ratas de 11 dias de idade e 50% em ratas de 90 dias, em relacdo ao grupo ndo
manipulado. A area pré-optica ¢ uma regido sexualmente dimoérfica e a morte celular no
cérebro de fémeas pode ser um importante componente relacionado ao estabelecimento
do dimorfismo na MPOA (McCarthy et al., 1997). Evidéncias indicam que na MPOA o
numero de sinapses (Langub et al., 1994) e a expressdo de RNAm do LHRH (Zoeller &
Young, 1988) variam conforme a fase do ciclo estral, de forma dependente dos
esterdides gonadais. Cabe salientar que as fémeas adultas, utilizadas em nosso trabalho,
foram estudadas na fase de diestro, por esta fase ndo apresentar diferenga significativa
dos niveis de estradiol e progesterona entre ratas manipuladas e nao-manipuladas
(Gomes et al., 2005).

Aparentemente, os efeitos primarios da manipulagdo neonatal sobre no nimero
de células ocorrem durante o periodo neonatal, pois a redugdo do niumero de células ¢
constatada logo apds o periodo de manipulacdo. Por outro lado, nimero de neurénios na
MPOA de fémeas apresenta um aumento significativo na densidade numérica dos 11
para os 90 dias de idade tanto no grupo controle quanto no manipulado. Essa

proliferacdo que ocorre na MPOA do periodo neonatal até a vida adulta é pouco afetada
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pelo procedimento da manipulagdo neonatal, por isso podemos sugerir que a perda
celular ocorrida na MPOA seja devida a morte celular e ndo por supressio da
neurogénese.

A redugdo da densidade numérica de neuronios na MPOA, em ratas manipuladas,
verificada em nosso estudo, juntamente com resultados obtidos pelo nosso grupo, de que
a manipulagdo neonatal reduz o nimero de células do LC (Lucion et al, 2003)
contribuem para explicar a redu¢cdo do comportamento sexual (Padoin et al., 2001) da
ovulagdo (Gomes et al., 1999), e do pico de LH (Gomes et al., 2005).

E necessario ressaltar que foi analisado o didmetro do soma dos neurdnios da
MPOA, para avaliar se ocorre um aumento compensatorio no soma dos neuronios dessa
area, que poderia resultar em um aumento na excitabilidade. Porém, nossos dados
mostraram que o soma dos neurénios do grupo manipulado ¢ significativamente menor
do que o ndo manipulado. Assim, ha diminui¢ao do nimero e tamanho das células.

A regulacdo da secregdo fasica do LHRH em ratas, tem a participagdo efetiva do
nucleo AVPV (Davis et al., 1996). A formagao de neurdnios neste niicleo comega no dia
13 e termina no dia 18 de gestagdo em ratas (Nishizuka et al., 1993). Mesmo no periodo
pré-natal, ¢ possivel encontrar as caracteristicas da natureza sexulamente dimorfica do
AVPV (Arai et al.,, 1993). Fémeas tem uma incidéncia de células picnoticas, que
caracteriza a apoptose, durante o perido neonatal, porém no dia 13 pds-natal essas ratas
ndo apresentam mais células picnéticas (Murakami & Arai., 1989; Arai et al., 1994). Ha
estudos que sugerem que os androgenos facilitam a apoptose no desenvolvimento do

AVPV (Nishizuka et al., 1993). Por exemplo, fémeas Wistar tratadas com testosterona
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apresentam duas vezes mais células picnoéticas, no sétimo dia quando comparadas com
as controles (Murakami & Arai., 1989; Arai et al., 1994). Outros estudos afirmam que o
volume do AVPV depende da biossintese de estrogeno in situ (Lephart et al., 2001).

Podemos afirmar que a manipulagdo neonatal reduz a densidade numérica,
volume e nimero total de neurdnios no AVPV, ¢ essa reducdo ¢ vista aos 11 dias e
mantida aos 90 dias de idade, possivelmente por morte celular e ou proliferagdo, mas os
mecanismos exatos que produzem essa diferenca no nimero de células ainda precisam
ser elucidado.

Em fémeas Wistar, ndo ha dados at¢ o momento a respeito da densidade
numérica ¢ numero total de neuronios do AVPV. Portanto, os nossos resultados sdo
inéditos e contribuem para a elucidacdo da morfologia desse nticleo. No entanto, existem
trabalhos que avaliaram o volume do AVPV e esses mostraram variagdo nos seus
resultados de até 46% (Davis et al., 1996; Rhess et al., 1999; Bloch et al., 1988). Em
fémeas Sprague-Dawley (Prince et al., 1998), o volume é de 15x10” mm’ valor similar
ao encontrado neste trabalho. Bleir (1982) relata que o AVPV ¢ mais denso em fémeas
do que em machos, mas para esse achado eles realizaram uma comparagao visual, em
cortes histoldgicos de fémeas e machos, portanto nao apresentaram valores numéricos da
densidade.

Outro ntcleo estudado foi a MePD, os hormdnios gonadais modulam a
morfologia e a atividade da MePD (Gomes & Newman, 1991; Malsbury & McKay,
1994; Gréco et al., 1998) e esse subnucleo tem sido identificado como o principal

subnucleo sexualmente dimodrfico da amigdala medial (Hines et al., 1992; Kerchner et
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al., 1995). A MePD tem um maior volume em machos do que em fémeas (Cooke et al.,
1999). E o volume deste nticleo, em ratos adultos ¢ sensivel aos niveis circulantes de
androgenos (Cooke et al., 2000). A castragdo em machos adultos aproxima o volume da
MePD ao de fémeas depois de 30 dias, portanto a castragdo em machos adultos diminui
o volume da MePD e o tratamento com andrégenos aumenta o volume da MePD em
fémeas adultas (Cooke & Wolley, 2005).

Na MePD, as alteracdes da manipula¢ao neonatal sobre os parametros avaliados
em nosso estudo, foram mais marcantes que nos outros nucleos analisados, por exemplo:
a redugdo na densidade numérica foi de 68% em ratas de 11 dias e de 50% em ratas aos
90 dias de idade, quando comparada ao grupo ndao manipulado; o nimero total de
neurdnios apresentou 63% de redug@o em ratas de 11 dias, de 47% em ratas aos 90 dias
de idade quando comparada ao grupo nao manipulado.

O numero total estimado de neurdnios em ratas de 90 dias de idade sdo similares
ao estudos Cooke & Wolley (2005) em fémeas Sprague Dawley de 25-29 dias de idade.
No presente estudo, 0 mesmo procedimento de contagem foi utilizado nos dois grupos
M e NM, portanto, a comparagdo ¢ apropriada para estimar o efeito da manipulagdo
neonatal no desenvolvimento dos nucleos estudados.

Neste trabalho, as medidas morfoldgicas foram realizadas em ambos os
hemisfério, no entanto em nenhum dos resultados houve efeito na lateralidade. Apesar
de existirem evidéncias crescentes que sugerem que a assimetria do cérebro ¢
onipresente em nao humanos e que algumas dessas assimetrias sdo diferentes em

machos e fémeas, e influenciadas por niveis circulantes de hormonios, ndo encontramos
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diferengas significativas na lateralidade dos ntcleos analisados. Tendo em vista os
resultados obtidos, os dados foram apresentados sem a variavel lado. (Diamond, 1985.,
Lent & Schmidt.; 1993., Stewart & Kolb, 1988).

Os resultados a respeito do volume da MePD, na literatura sdo muito variados,
nao havendo concordéncia entre eles. No entanto os nossos resultados sdo similares aos
estudos de Hines et al., 1992, mas diferem do trabalho de Cooke et al., 1999; Cooke et
al., 2005; Kerchmer et al., 1995.

Todos os nucleos estudados nesse trabalho estao relacionados com a reprodugao.
E esta bem estabelecido que, em ratas, a indugdo da ovulagdo requer a liberagdao de
gonadotrofinas e prolactina no periodo pré-ovulatéorio que depende de uma
retroalimentacdo positiva exercida por estrogenos (Freeman, 1994). No entanto, o
controle hormonal por retroalimentagdo positiva das gonadotrofinas sobre a secrecao do
LHRH parece ndo ocorrer diretamente por acdo dos esterdides gonadais nos neurdnios
LHRH porque esses nao apresentam receptor para o estradiol, especialmente aqueles
localizados na MPOA (Simerly et al., 1998; Petersen et al., 2003). Por outro lado, alta
densidade de células imunorreativas a estrogeno e aos seus receptores o € 3 foram
encontradas no AVPV e na MePD (Orikasa et al., 2003; Dominguez et al., 2001).

O AVPYV representa uma parte unica do circuito sexualmente dimorfico (Simerly
et al., 1998); ele tem um papel essencial na retroalimentacdo positiva das
gonadotrofinas, o que ¢ comprovado por meio de lesdes especificas neste nucleo, que

interferem na secrecao fasica do LHRH (Rhees et al., 1999). Por isso, acreditamos que a
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reducdo do nimero de neurénios no AVPV e MePD contribui para a redugdo do pico
pré-ovulatorio de LH observado em ratas manipuladas (Gomes et al., 2005).

Trabalhos prévios mostraram que o AVPV tem alta densidade de projecdes de
neuronios de varias areas do SNC, como areas hipotalamicas e MePD (Simerly et al.,
1998; Dominguez et al, 2001). Além disso, neurdnios do AVPV dirigem-se diretamente
para neurdénios LHRH na regido pré-optica e neurdnios dopaminérgicos do nucleo
arqueado; essas projecdes sdo mais fortes e mais densas em fémeas do que em machos
(Simerly et al., 1998)

A organizacdo das projegdes do AVPV em ratas sugere que a populacao
dimorfica sexualmente de neurdnios desse nucleo pode influenciar a secrecao do LH e
prolactina através de projecoes diretas de neurénios LHRH e neurdnios dopaminérgicos.
As projegoes da MePD para o AVPV poderiam estar regulando o pico de LHRH que ¢
critico para o ciclo reprodutivo (Simerly et al., 1998). Evidéncias sugerem que neurdnios
que expressam colecistocinina e a substancia P da MePD e projetam-se para o
hipotalamo variam sistematicamente durante o ciclo estral (Canteras, 1995).

Os diametros dos neurdnios do AVPV e da MePD também foram verificados em
nosso estudo. O tamanho do soma do neur6nio ¢ um fator determinante sobre muitas
propriedades fisiologicas dos neurdnios (Alexander et al., 2001). A MePD, no grupo
manipulado, teve uma redugdo das dimensdes lineares do soma. J4 o AVPV, no grupo
manipulado, apresentou uma tendéncia a reducao das dimensdes lineares do soma. Esses
resultados estdo de acordo com a provavel redugdo da excitabilidade dos neurdnios da

MePD sobre o AVPV, deste sobre neurdnios LHRH, responsaveis pelo pico do LHRH.
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Figura 14: Proje¢oes da amigdala medial pdstero-dorsal para o nicleo periventricular
anteroventral (duas areas que apresentam receptor de estradiol ER= receptor de

estradiol) e desta para neuronios LHRH da MPOA.
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A manipulacdo neonatal induz a reducao significativa na densidade de neurdnios,
diametro do soma neuronal na MPOA, e diminui¢do da densidade numérica, volume, e
numero total de neur6nios na MePD e no AVPV, em ratas fémeas. Também ocorreu
uma redugdo no didmetro do soma neuronal na MePD e uma tendéncia a redugdo no
diametro do soma neuronal do AVPV. Essas alteragdes morfologicas causadas nesses
nucleos pela manipulagdo neonatal j4 podem ser observadas aos 11 dias de idade e se
mantém aos 90 dias de idade. No entanto, os mecanismos que levam a essas alteragoes

morfoldgicas ainda precisam ser elucidados.
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