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Resumo

Ratas manipuladas no periodo neonatal apresentam ciclos anovulatorios,
diminuicdo do comportamento sexual e reducédo do estradiol, LH e FSH
plasmatico no proestro. O sistema NOeérgico esta envolvido na regulagcdo do
eixo hipotalamo-hipo6fise-gbnada, estimulando a secrecdo de GnRH.
Objetivos: O presente estudo visa avaliar a producédo de 6xido nitrico (NO) na
tarde do proestro e diestro em ratas manipuladas no periodo neonatal.
Materiais e métodos: Ratas Wistar foram divididas em dois grupos: nao
manipulados e manipulados. A manipulagcdo neonatal consiste no manuseio
suave dos filhotes por 1 minuto por dia nos 10 primeiros dias de vida. Quando
adultas, o ciclo estral foi verificado e ratas com 3 a 4 ciclos regulares, foram
decapitadas no proestro e no diestro as 16 horas. Os cérebros foram retirados
e congelados em isopentano e gelo seco, e estocados em -70°C.
Posteriormente, a regido hipotalamica foi removida e homogeneizada em PBS
(pH 7,4), o homogeneizado foi utilizado para quantificar a producdo de NO
atraves da técnica de nitritos e nitratos (metabdlitos do NO). Os resultados
foram expressos através da médiaxEPM e analisados por uma ANOVA de 2
vias (p menor que 0,05). Resultados: No proestro a concentragdo (mM) de
nitratos e nitritos na regido hipotalamica de ratas manipuladas é
significativamente menor do que em ratas nao manipuladas (ndo manipuladas:
6.1+0.5 n=9, manipuladas: 4.3+0,9 n=8 p=0,01), no diestro nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ratas nao
manipuladas 5.3+0.5 n=8, manipuladas 5.7+0,2 n=7). Conclusao:
Considerando que o NO estimula a secrecédo de GnRH, a reducao na producao
de NO hipotalamico na tarde do proestro em ratas manipuladas no periodo
neonatal poderia explicar a menor liberacdo de GnRH, resultando na
diminuicdo da concentracdo plasmatica de LH e FSH na tarde do proestro.

Palavras-chave: Manipulacdo neonatal, 6xido nitrico, GnRH, reproducéo, Locus
Coeruleus, estresse.
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Abstract

Adult female rats, handled in the neonatal period, show anovulatory estrous
cycles, lower sexual behavior and reduction on the plasmatic concentrations of
estradiol, LH and FSH in the proestrus. The NOergic system is involved in the
regulation of the hypothalamic-pituitary-gonads by stimulating GnRH
secretion. Objectives: Present work was designed to analyze the production of
nitric oxide (NO) in the proestrus and diestrus in female rats handled in the
neonatal period. Materials and methods: Wistar rats were divided in two
groups: handled and nonhandled. The neonatal handling consists in delicate
manipulation of the pups for 1 minute during the first 10 days of life. When
adults, the estrous cycle was verified and rats with 3 or 4 regular cycles were
decapitate at 4 p.m. of estrus and diestrus. The brains were removed and
frozen in isopentane and dried ice, and then stored at -70°C. The
hypothalamic region was removed and homogenized in PBS (pH 7.4), the
production of NO was measured by concentration of nitrites and nitrates (NO
metabolites) technique procedure. The results were expressed as mean = SEM
and analyzed by a two-way ANOVA (P menor que 0.05). Results: In the
proestrus, the hypothalamic concentration (mM) of nitrites and nitrates of
handled rats was significantly lower than the group nonhandled (nonhandled:
6.1+0.5 n=9, handled: 4.3+0,9 n=8 P=0,01). In diestrus, there was no
difference between groups (nonhandled: 5.3+0.5 n=8, handled: 5.7+0,2
n=7). Conclusion: Considering that NO stimulates GnRH secretion, a reduction
in the production of hypothalamic NO could explain the lower liberation of
GNRH, and thus explain the anovulation.

Key Words: stress, female rats, Locus Coeruleus, neonatal handling, nitric
oxide, reproduction

Introducao

A fase inicial do desenvolvimento dos animais se mostra importante na
estruturacdo da personalidade e de sistemas neurais. Muitas espécies, como o
homem e os ratos, apresentam um grande vinculo com a progenitora no inicio
de suas vidas. A relacdo mae-bebé no ser humano é muito intensa nesse
periodo e é considerada por autores, como Winnicot, um dos fatores
determinantes do desenvolvimento psiquico. De acordo com Winnicot, a
maneira como a mae se comporta e se sente em relacdo ao seu filho exercera
uma grande influéncia sobre a saude do bebé, particularmente sobre a
gravidez, logo apo6s o nascimento e também pelo resto de sua vida.

Varios estudos em animais de experimentacdo mostram que intervencdes na
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relacdo mée-filhote, como, por exemplo a manipulacdo neonatal, afetam
comportamentos emocionais e respostas a estimulos estressantes na vida
adulta. (Denenberg, 1964; Meaney et al, 1996; Padoin et al, 2001). Assim, a
estimulacdo tatil experimental dos filhotes pelo pesquisador, ou por outro
lado, a privacdo materna logo apos o nascimento sdo procedimentos
utilizados como modelos experimentais para examinar os mecanismos pelos
quais variacdes precoces do ambiente do animal podem afetam o
desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem a alteracdes
comportamentais e neuroenddcrinas estaveis (Levine, 1962; Denenberg, 1964,

Meerlo et al, 1999). Acredita-se que a interferéncia na relagao mae-filhote

seja responsavel por aquelas alteracfes observadas na vida adulta de ratos
manipulados no periodo neonatal.

Sabe-se que os animais adultos que foram manipulados no periodo neonatal
apresentam uma diminuicdo do medo e da ansiedade em resposta a hovos
estimulos estressores, comparados a ratos controle que nao foram
manipulados (Denenberg, 1964; Meaney et al, 1996; Padoin et al, 2001). Em
contraposicdo a este aparente desfecho benéfico da manipulacéo, ha estudos
recentes mostrando que a manipulacdo neonatal diminui o comportamento
sexual, tanto de ratos machos, como o de fémeas (Padoin et al, 2001; Gomes
et al, 1999). Além disso, as fémeas que sofreram aquela intervencéao

apresentam uma significativa diminuicdo da ovulagcédo, sendo que a maioria
delas apresenta ciclos anovulatérios (Gomes et al, 1999).

O comportamento sexual feminino e a ovulacdo envolvem mecanismos
neuroenddcrinos complexos e ainda ndo bem conhecidos. Grande parte do
que se sabe hoje foi descoberto através de experimentos relacionados ao ciclo
estral das ratas, que, assim como as mulheres, apresentam um mecanismo
endogeno para a ovulagdo. A ovulacdo depende de uma flutuacdo hormonal
bastante precisa que ocorre nas quatro fases que compdem o ciclo estral na
rata: proestro, estro, metaestro e diestro (figural).

file:///O|/Homepage/livro3/artigo_martahtm (3 of 15)19/10/2004 14:53:50


file:///O|/Homepage/livro3/marta/fig/fig01.jpg

ARTIGO - MARTA

. ] b
il - e Saesy
1 .
L A
| i
: &
P ] I
Cili T ; B .
-
-
': 1 1=
t- | A
£ Ji
1= i k
- id e 9
T el bl TN i T AL
| §
¢ '
X by | |
BN H
i
o | M
T |8
T i et S et et i - [
T | 4L
e L
] ra

Figura 1: Concentracfes plasmaticas de progesterona, prolactina, estradiol, hormonio
luteinizante (LH) e horménio foliculo-estimulante (FSH) obtidas em intervalo de 2 horas nas
quatro fases do ciclo estral da rata. O traco mais largo no eixo horizontal representa o
periodo escuro do ciclo diario claro-escuro (SMITH et al., 1975).

O proestro dura de 12 a 14 horas e é a fase de grandes alteracdes hormonais,
ocorrendo picos de hormonio luteinizante (LH), prolactina (PRL) e horménio
foliculo-estimulante (FSH). Nessa fase o estradiol, que comeca a aumentar no
diestro, chega na sua concentracdo maxima, desencadeando um feedback
positivo que promovera a liberacdo de hormonio liberador de gonodotrofinas
(GnRH), indispenséavel para a ovulacdo (Freeman, 1994).

O estro é o periodo de 25 a 27 horas em que a rata esta receptiva para a
cOpula, sendo na manha deste que ocorre a ovulacdo. Se ndo houver a
concepgao, o ciclo continua com o metaestro, cerca de seis a oito horas e
diestro que dura de 55 a 57 horas.

Em nosso laboratorio, Raineki (2002) mostrou que ratas manipuladas no
periodo neonatal apresentam uma menor concentracdo plasmatica de
estradiol no proestro, o que provavelmente estaria interferindo no mecanismo
de retroalimentacdo positivo do estradiol sobre os neurénios GnRH. Esses
resultados estdo de acordo com dados ainda nédo publicados (Gomes, De
Paula, Lucion, Franci, Anselmo-Franci e Sanvitto) que mostraram uma reducao
das concentracdes plasmaticas de LH e FSH nas ratas manipuladas na tarde do
proestro, em relacdo as ndo manipuladas.

O mecanismo pelo qual o estradiol estimula a secrecdo de GnRH ainda nao
esta claro. No entanto, sabe-se que sinais centrais e periféricos modulam a
atividade dos neurdnios GnRH. Alguns dos sinais estimuladores para a sua
liberacdo sdo o 6xido nitrico (NO) e a noradrenalina (NA). Esses dois sistemas
desempenham um papel importante na sinalizacdo hormonal e neural que
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modula a funcao reprodutiva (Herbison, 1998; Kalra, 1993; McCann, 1999);
assim, eles podem ser os mediadores do mecanismo de retroalimentacéo
positiva dos esterdides gonadais, ndo tendo, o estradiol, acdo direta sobre os
neurdnios secretores de GnRH (Jennes et al., 1992: McCann, 1999).

O o6xido nitrico (NO) € um neurotransmissor gasoso produzido através da
oxidacao da L-arginina em L-citrulina e NO, em quantidades iguais. A vasta
distribuicdo da 6xido nitrico sintetase (NOS) no eixo hipotalamo-hipofise
indica que o NO tem func¢Bes neuroenddcrinas, podendo estar envolvido na
modulacdo da secregcédo de GnRH (Grossman et al., 1994; Moretto et al., 1993).

Segundo Knauf et al. (2001), a secrecdo pulsatil de NO e sua amplitude de

secrecdo variam de acordo com a fase do ciclo estral, sendo que no proestro a
amplitude de secrecdo de NO é maior do que no estro e diestro, e esta
sincronizado com a secre¢do de GnRH, indicando sua participacdo no pico de
GnRH. A administragéo intracerebroventricular de L-NMMA (N-mono-methyl-
L-arginine), um inibidor da atividade da NOS, bloqueia a secrecdo pulsatil de
LH dentro de 20 minutos, e a concentracédo de LH diminui dentro de 60
minutos (Rettori et al., 1993). Ja a administracdo intracerebroventricular de L-

arginina, o substrato para a producédo de NO, amplifica o pico de LH induzido
por estradiol em ratas OVX (BONAVERA et al., 1996). Por outro lado, o L-
NMMA néo altera a secrecao pulsatil de FSH, sugerindo que sua secrecdo néo é
dependente do NO (Rettori et al., 1993).

O modelo neural proposto por alguns autores para explicar o pico de LH e
conseqguientemente a ovulacéo, envolveria trés neurdonios (figura2) (McCann
1999; Rettori et al., 1993): o neurdnio NA, proveniente do Locus Coeruleus
(LC), o interneurénio NOérgico e o neurdnio GnRH. O terminal sinaptico do
neurdnio NA faz sinapse com o interneurénio NOérgico e com o0 neurdnio
GnRH adjacente, via receptor adrenérgico-al. A ativacdo deste receptor tem
como acéo final a liberacdo de Ca++ (Mani et al., 1994). No neurdnio
NOérgico, este Ca++ interage com a calmodulina e ativa a NOS, promovendo
a oxidacado da L-arginina em NO e L-citrulina. O NO se difunde através do
neurdnio GnRH e ativa a ciclooxigenase (McCann, 1999; Rettori et al., 1993).
JA no neurénio GnRH, o aumento do Ca++ gerado pela ligacdo da NA com seu
receptor ativa a fosforilase A2 que produz acido aracddnico pela hidrolise de
fosfolipidio de membrana. O &cido aracddnico é convertido em prostaglandina
E2 em decorréncia da ativacdo da ciclooxigenase pelo NO. A prostaglandina E2
ativa adenil ciclase, causando um aumento na liberagdo de AMPc pela
atividade da proteinaquinase A, levando a exocitose dos granulos secretores
de GnRH no sistema porta-hipofisal (McCann, 1999; Rettori et al., 1993),
resultando em um aumento da secrecdo de GnRH pelo terminal sinaptico e,
consequentemente, a liberacdo de LH pela hipofise.
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Figura 2: Diagrama da possivel interacdo de terminais de noradrenalina (NE) com
interneurdnios e terminais de hormoénio liberador de horménio luteinizante (LHRH), gerando
NO, prostaglandina E2 e AMPc. A consequiéncia da interacdo é a liberacdo de LHRH pelos
terminais. (RETTORI et al., 1992)

Considerando o possivel papel do 6xido nitrico na regulacdo do eixo
hipotalamo-hipofise-gbnada e considerando ainda as alteracOes reprodutivas
observadas nas fémeas manipuladas, propomos que os ciclos anovulatorios
dessas ratas sejam decorrentes da diminui¢cdo do 6xido nitrico hipotalamico,
que é responsavel pela estimulacdo da secre¢do de GnRH, que induz a
ovulacao.

Materiais e Métodos

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar prenhas, provenientes do Centro de Reproducao
de Animais de Laboratério (Creal) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
(ICBS), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Estas ratas
tiveram o momento do parto controlado rigorosamente. No dia seguinte ao
nascimento, as ninhadas foram padronizadas em oito filhotes (machos e
fémeas); aos 21 dias de vida os animais eram desmamados e as fémeas foram
mantidas em caixas, com no maximo cinco ratas cada até a idade adulta.
Todos os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas,
com inicio da fase escura as 18 horas e com agua e comida ad libitum. A
temperatura ambiente foi mantida constante em torno de 22+2°C.
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Estimulacdo Neonatal

Nao manipuladas (controle): animais que nao sofreram qualquer tipo de
manipulacédo até o dia 10 apds o nascimento. Depois disso, as caixas eram
limpas conforme a rotina do biotério.

Manipuladas: os animais foram retirados da caixa por trés minutos e
gentilmente manipulados pelo experimentador por um minuto, durante os 10
primeiros dias de vida. A manipulacdo consistia em levar a ninhada para uma
sala anexa ao biotério, com mesmo fotoperiodo e temperatura, separar 0s
filhotes da méae, que era mantida em uma caixa ao lado, e manipula-los
utilizando-se luvas latex finas, todos juntos, acima do ninho, gentilmente.
ApOs essa manipulacdo todos os filhotes eram devolvidos ao mesmo tempo ao
ninho, logo sendo recolocada a méae. O procedimento de manipulacao iniciava
no dia seguinte ao nascimento dos filhotes (Dia 1).

Figura 3: Manipulagdo neonatal: filhotes na mao do pesquisador, sendo manipulados e méae
em caixa ao lado.

Ciclo Estral

A partir de 70 dias de idade, o ciclo estral foi verificado através de esfregaco
vaginal, que era colhido diariamente ao redor das nove horas da manha e
analisado a fresco em microscopio. Utilizaram-se no experimento somente
ratas com trés a quatro ciclos estrais regulares seguidos.

Retirada da Regidao Hipotalamica

Ratas com trés a quatro ciclos estrais regulares foram decapitadas no diestro
ou proestro as 16 horas, horario que de acordo com a literatura ocorre o
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maior pico de NO. Logo a seqguir, o cérebro era retirado e congelado em
isopentano e gelo seco. Apds, os cérebros foram estocados em freezer a -80°
C.

No dia da medida do O6xido nitrico os cérebros eram retirados do freezer e,
ainda congelados, eram cortados com a finalidade de remover a regiao
hipotalamica. Esta, por sua vez, era homogeneizada em PBS (pH 7,4). O
homogeneizado foi utilizado para quantificar a producdo de NO atraves da
técnica de nitritos e nitratos.

Determinacao de nitritos e nitratos

As concentragdes de nitritos e nitratos no homogeneizado foram medidas pela
reacdo das amostras com o reagente de Griess, pelo método descrito por
Granger e colaboradores. Aliquotas de 50uL foram incubadas com cofatores
enzimaticos e nitrato redutase por 30 minutos, em temperatura ambiente,
para conversao de nitrato em nitrito. O nitrito formado foi analisado pela
reacao deste com o reagente de Griess, que forma um composto corado que
foi medido em ELISA no comprimento de onda de 540 nm. A quantificacdo dos
niveis de nitritos e nitratos foi feita utilizando-se os seguintes reagentes:

. Reativo de Griess (1g de sulfanilamina + 0,1g de naftiletilendiamina +
2,3mL de acido ortofosforico 85% + 97,7mL de agua)

« Tris1M,pH 7,5

. NADPH 0,02 mM

. Glicose 6-fosfato (G6P) 5 mM

. Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 10 U/mL

. Nitrato redutase (NR) 1,0 U/mL

No meio de reacao, foram adicionados 50 puL de amostra, 10 pL de NADPH, 7
ML de Tris, 23 pL de uma mistura de G6P/G6PDH e 10puL de NR. Isto foi
incubado a temperatura ambiente sob agitacdo por 30 minutos. Apds, foram
adicionados 100 uL do reagente de Griess e a mistura foi incubada a
temperatura ambiente sob agitacdo por mais 10 min e a absorbéancia foi lida a
540 nm. A medida dos niveis de nitrito foi feita incubando-se por 10 minutos
100 pL do homogeneizado com 100 pL de reativo de Griess e lido a 540 nm.
Os resultados foram avaliados comparando-se com uma curva padrao feita,
utilizando-se nitrato de sédio 1 mM para o resultado de nitratos, e uma curva
utilizando-se nitrito de sédio 1 mM para o resultado de nitritos (Granger,
1999).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos por média * erro padrdao da média (EPM) da
concentracdo (mM) de nitritos e nitratos no hipotalamo das ratas dos dois
grupos (ndo manipuladas e manipuladas) e nas duas fases do ciclo estral
(diestro e proestro). Os dados foram analisados através de uma ANOVA de 2
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vias (entre os grupos e entre as fases do ciclo estral), seguida do teste de
Newman-Keuls para as comparacdes multiplas. Em todos os casos, o nivel de
significancia aceito foi de P menor que 0,05.

Resultados

No proestro a concentracdo (mM) de nitratos e nitritos na regido hipotalamica
de ratas manipuladas (4.3%+0,9 n=8) é significativamente menor (F(1,8)=7,34,
p=0,01) do que em ratas ndo manipuladas (6.1+0.5 n=9). No diestro néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre as ratas néao
manipuladas (5.3+0.5 n=8) e as manipuladas (5.7%+0,2 n=7).
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B 5 o-manipulado proestro (n=9)
1 Manipulado proestro (n=a)

BB Mao-manipuladao diestra (n=3)
IO Manipulado diestro (n=7)

Figura 4: Concentracdo (mM) de nitritos e nitratos na regido hipotalamica de ratas ndo
manipuladas e manipuladas no periodo neonatal no diestro e no proestro.

Discussao

Os resultados evidenciam que as ratas manipuladas apresentam uma menor
concentracdo hipotalamica de 6xido nitrico na tarde do proestro.
Considerando que o NO esta envolvido no mecanismo de ovulacao através da
inducéo do pico de GnRH (Grossman et al, 1994, McCann et al, 2003), o
presente trabalho pode explicar a reducao da ovulacdo em ratas manipuladas
no periodo neonatal.
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Figura 5: Esquema das possiveis alteracfes no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadas,
envolvendo os neurdnios oxido nitrérgicos e noradrenergicos do Locus Coeruleus. NO -
oxido nitrico; LH - horménio luteinizante; NE - noradrenalina; APOM - area pré 6ptica
medial; GnRH - hormonio liberador de gonadotrofinas.

Possiveis intera¢ces do estradiol no LC

A reducédo do conteudo de NO no hipotalamo na tarde do proestro pode ter
sido causada por uma menor estimulacdo noradrenérgica sobre os neurénios
oxido nitrérgicos. De fato, resultados obtidos por Lucion et al. (2003)
mostram que a manipulagao diaria por um minuto nos 10 primeiros dias de
idade em ratos machos e fémeas promove uma diminuicao significativa do
numero de neurdnios do Locus Coeruleus (LC) aos 11, 26, 35 e 90 dias de
idade. Esse importante nucleo noradrenérgico apresenta também uma reducao
de atividade sobre o hipotalamo em ratos manipulados no periodo neonatal,
em decorréncia do aumento do numero de autoreceptores inibitorios (Liu et
al. 2000).

Durante o ciclo estral, o aumento do estradiol plasmatico no proestro estimula
a secrecao de NO na eminéncia mediana e assim facilita a rapida e
sincronizada liberacdo de GnRH dos terminais nervosos, levando ao pico pré
ovulatdrio de LH. Esse mecanismo € mediado pela atividade de neurdnios
noradrenérgicos. O LC pode ser o sitio de acdo do estradiol durante o
feedback positivo, ja que neurdnios do LC concentram receptores de estradiol
(Shughrue, 1997). Ratas manipuladas no periodo neonatal apresentam
diminuicdo do estradiol plasmatico no proestro, quando comparadas a ratas
nao manipuladas (Raineki et al, 2004). A reducao da estimulacédo do estradiol
nos neurdnios do LC no proestro somada ao niumero reduzido de células no
LC em ratas manipuladas no periodo neonatal pode gerar uma diminui¢cédo da
atividade do LC sobre os neurénios 6xido nitrérgicos na APOM e hipotalamo,
com consequente queda da concentracdo hipotalamica de 6xido nitrico no
proestro, como foi evidenciado no presente estudo. A reducdo da acéo
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estimulatdria do LC sobre os neurénios GnRH e NOérgicos da area pré-optica
medial nas ratas manipuladas pode explicar o acimulo de GnRH na area pré-
Optica medial, diminuindo assim a acdo do GnRH sobre a liberacédo de LH e
FSH pela hipodfise, afetando finalmente a ovulacéo.

Alem de estar envolvido no processo de ovulacdo, o NO e o GnRH induzem o
comportamento sexual (Mani et al, 1994). Assim, a reducao da producéo de
NO hipotalamico na tarde do proestro, como evidenciada no presente estudo,
pode explicar também a reducdo do comportamento sexual nas fémeas que
foram manipuladas no periodo neonatal.

Por outro lado, nosso estudo demonstrou que nao ha diferenca na
concentracao hipotalamica de NO na tarde do diestro entre ratas manipuladas
ou ndo no periodo neonatal. Estudos preliminares do nosso laboratério
(Raineki et al, 2004) mostram gue a manipulacdo neonatal ndo afeta o
estradiol plasmatico no diestro. Assim, o feedback negativo do estradiol para
0 LC néo estaria alterado, nao influenciando a concentragédo de NO.

Considerando que a manipulacdo neonatal provoca alteracdes
comportamentais e neuroenddcrinas constatadas na vida adulta, é plausivel
supor que essa estimulacdo durante o periodo neonatal provoque alteracdes
estaveis no sistema nervoso central, "marcas" provavelmente estruturais, que
seriam causa das modificacbes comportamentais e neuroendadcrinas
observadas ao longo da vida do individuo. A reducdo da producédo de 6xido
nitrico no hipotalamo é mais uma evidéncia de um efeito de longa duracéao,
decorrente da intervencao externa na relacdo mae-filhote. Os resultados
demonstram ainda que a estimulacdo neonatal altera a circuitaria
neuroenddcrina dos mecanismos da reproducdo em fémeas.
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