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RISCOS

"Rir € correr o risco de parecer tolo.
Chorar é correr o risco de parecer sentimental.
Estender a mdo € correr o risco de se envolver.

Expor seus sentimentos é correr o risco de mostrar seu verdadeiro eu.
Defender seus sonhos e idéias diante da multiddo € correr o risco de perder
pessoas.

Amar é correr o risco de ndo ser correspondido.

Viver é correr o risco de morrer.

Confiar é correr o risco de fracassar.

Mas os riscos devem ser corridos, porque o maior perigo € ndo arriscar nada. A
pessoa que ndo corre nenhum risco ndo faz nada, ndo tem nada e ndo ¢ nada.
Elas podem até evitar sofrimentos e desilusdes, mas elas ndo conseguem nada,
ndo sentem, ndo mudam, ndo crescem, ndo amam, ndo vivem.
Acorrentadas por suas atitudes, elas viram escravas, privam-se de sua
liberdade. Somente a pessoa que corre risco é livre" (Leo Buscaglia)

Sou livre... Simone
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ENVOLVIMENTO DOS NUCLEOS DA ESTRIA TERMINAL E AMIGDALA NA MODULACAO DE
REFLEXOS NEUROENDOCRINOS E COMPORTAMENTO MATERNAL EM RATAS

Medeiros, Simone

Departamento de Fisiologia, CCB, Universidade Federal de Santa Catarina

A ocitocina (OT) é um neurohorménio hipotalamico, com receptores no sistema limbico. Sua
secre¢do pode ser inibida por opidides e estresse. Os nucleos da estria terminal (NET) modulam a secregdo de
OT em reflexos neuroenddcrinos relacionados com o comportamento maternal (CM) e s@o ricos em
receptores opidides. Em situagdo de estresse, opioides endogenos podem agir sobre os NET inibindo o CM. O
uso de antagonista opidide nesta area poderia anular o efeito do estresse sobre 0 CM. A amigdala, uma regido
ativada em situacdo de estresse, possui vias encefalinérgicas inibitorias que se projetam para os NET. Esta
inibicdo dos NET poderia causar um prejuizo no CM. A microinje¢do de agonista GABA, na amigdala
poderia inibir estas vias. Neste projeto investigamos o envolvimento dos NET e da amigdala na modulagao de
reflexos neuroendoécrinos no CM. Ratas Wistar prenhas foram submetidas a cirurgia estereotdxica para
implantagdo de canula-guia nos NET (experimento 1 e 2) ou na amigdala (exp. 3). As parturientes foram
divididas nos grupos: C, DAGO, U-50488 (exp. 1); C, CE, N, NE (exp. 2.1); C, CE, M, ME (exp. 3.1). Os
controles (C e CE) receberam microinje¢do de salina, os experimentais receberam agonista opiéide (DAGO
ou U-50488); antagonista opidide (naltrexona, grupos N e NE) ou agonista GABA, (muscimol, grupos M e
ME). No dia do parto, as ratas foram microinjetadas ap6s o nascimento do 1° filhote (exp. 1) ou do 3° filhote
(exp. 2.1 e 3.1). Nos grupos CE, NE e ME logo ap6s a microinje¢do a rata foi transferida juntamente com seus
filhotes para uma caixa isoladora colocada dentro de outra onde havia um rato macho, permanecendo nesta
situag@o por 30 min, quando entdo retornava filhotes a caixa de origem. Os intervalos entre os nascimentos
foram cronometrados. Vinte e quatro horas apos o parto, os filhotes foram distribuidos pela caixa e o0 CM
observado por 2 periodos de 30 min (1* e 2 etapa). Exp 1: O uso de agonista no NET nao teve efeito no
progresso do parto, porém 24 h depois o grupo U-50488 passou menos tempo em atividades maternais na 1*
etapa de observacdo. Exp. 2.1e 3.1: O estresse ndo interferiu no progresso do parto. O tratamento com
naltrexona ou com muscimol ndo alterou o progresso do parto nem o CM 24 poés-parto. Ratas lactantes foram
separadas de seus filhotes por 20 horas no 7° dia ap6s parto, no dia seguinte os filhotes eram induzidos a
liberar urina e fezes e entdo pesados. Cinco minutos antes do teste as lactantes recebiam os seguintes
tratamentos: exp. 2.2, salina para os grupos controle (C e CE), naltrexona (grupos N e NE), nor-binaltorfimina
(grupos B e BE) ou naloxonazina (grupos NZ e NZE); exp. 3.2, salina para os grupos controle (C e CE) e
muscimol (grupos M e ME). Ap6s a microinjecao, as ratas dos grupos CE, NE, BE e NZE foram reunidas a
oito filhotes distribuidos em uma caixa limpa onde havia um rato macho isolado dentro de uma caixa, durante
as 2 etapas de observacdo do CM; os grupos C, N, B e NZ foram manipulados apenas para a microinje¢do e
entdo retornaram juntamente com 8§ filhotes distribuidos uniformemente a caixa de origem e o CM foi
observado durante 2 etapas. Exp. 2.2: A situag@o de estresse durante o periodo de lactagdo ndo interferiu no
CM. Entretanto, a nor-binaltorfimina fez com que ratas estressadas permanecessem menos tempo em
atividades ndo maternais. Exp. 3.2: O estresse prejudicou a recuperagdo dos filhotes, entretanto, diminuiu a
laténcia para o inicio da amamentagdo, o tempo de constru¢do do ninho, o tempo ndo maternal e o tempo
total. Em ratas estressadas o tratamento com muscimol ndo foi benéfico, a recuperag@o dos filhotes foi mais
demorada para o grupo ME. A neurotransmissdo dos NET parece ndo ter influéncia na modulagdo dos
reflexos neuroenddcrinos que ocorrem durante o parto. Entretanto, os receptores k deste nicleo parecem estar
envolvidos com o estabelecimento do CM 24 h apods o parto. O estresse socio-ambiental ndo interferiu no
progresso do parto das ratas nem no CM 24 h ap6s o parto. Naltrexona nos NET ou muscimol na amigdala no
momento do parto ndo interferiu no progresso do parto ou na expressdo do CM 24 h apds o parto. Distlirbios
socio-ambientais no periodo de lactacdo alteraram o CM das ratas. Antagonismo dos receptores k nos NET
pode auxiliar na prevencdo parcial dos efeitos do estresse em ratas lactantes. No periodo de lactagdo, o
muscimol microinjetado na amigdala prejudicou o CM das ratas estressadas.



MODULATORY ROLE OF THE BED NUCLEI OF THE STRIA TERMINALIS AND AMYGDALOID
COMPLEX IN NEUROENDOCRINE REFLEXES AND MATERNAL BEHAVIOUR IN THE RAT
Medeiros, Simone

Department of Physiology, CCB, Federal University of Santa Catarina

Oxytocin (OT) is a hypothalamic neurohormone with receptors in the limbic system. OT secretion is
inhibited by opioids and stress. The bed nuclei of the stria terminalis (BNST) modulate OT secretion during
neuroendocrine reflexes related to maternal behaviour (MB). The BNST is rich in opioid receptors (p and «).
Exposure to stressful events could induce the release of endogenous opioids into the BNST and inhibit MB.
Opioid antagonists microinjected into the BNST could therefore prevent the stress induced deficits in MB and
OT secretion. The amygdala is a region that mediates the effects of stress on several behaviours, and has
strong inhibitory enkephalinergic projections to the BNST. It is suggested that the amygdala could participate
in the modulation of MB. The aim of this study was to investigate the role of the BNST and the Amygdala in
the expression of MB in female rats.

Female Wistar rats (250 g) were submitted to stereotaxic surgery one week before parturition. Guide
cannulae were implanted into the BNST (experiments 1 and 2) or the amygdala (exp 3). On the day of
parturition, the animals were divided into groups C (n=5), D (n=7) and U (n=5) (experiment 1); C (n=7), CE
(n=7), N (n=6) and NE (n=7) (exp 2); C (n=9), CE (n=7), M (n=8) and ME (n=8) (exp 3). Control groups (C
and CE) were microinjected with 0.5 uL saline. Experimental groups received (always 0.5 pL volume) 0.5 pg
DAGO (p agonist, D), 0.5 pg U50488 (k agonist, U), 10 pg naltrexone (N and NE) or 2 pg muscimol (GABA
A agonist, M and ME). All drugs were given to the parturient immediately after the birth of the first (exp 1) or
third pup (exp 2 and 3). Groups CE, NE and ME were exposed for 30 min to a male rat separated by a wall.
At the end of the 30 min, the female rat was returned to her home cage with any newborn pups. Interbirth
intervals were registered. Twenty-four hours after delivery, MB was analysed for 2x30 min (phases 1 and 2).
None of the opioid agonists used had any measurable effect on the progress of parturition, however, 24 h
later, group U spent less time in MB during the 1% phase (C: 15.943.4; U: 7.5+4.7 min). Also, stress (CE) or
naltrexone did not interfere with normal parturition.

Rats implanted with cannulae into the BNST (2.2) or the amygdala (exp 3.2) were separated from
their pups for 20 h on the 7" day of lactation. On the following day, the pups were cleaned and weighed and
the dams were microinjected with saline (C n=8, CE n==8) or an opioid antagonist (exp 2.2): 10 ug naltrexone
(N n=8, NE n=7), 4 pg nor-binaltorphimine (x antagonist, B n=8, BE n=6) or 10 pg naloxonazine (u1
antagonist, NZ n=8, NZE n=8). For exp 3.2 the drug tested was 2 pg muscimol (M n=7, ME n=8) and the
control C (n=8) and CE (n=7). Five min after the microinjection all the animals of the stressed groups were
exposed for the duration of the observation period to a male rat separated by a wall. MB was analysed. Exp
2.2) Stress during lactation did not interfere with MB. B treated animals spent less time in non-maternal
behaviours. Exp 3.2) Stressed lactating rats took longer to retrieve the pups, spent less time nest building and
in non-MB. On the other hand, stress decreased the onset to initiate lactation and improved the length of
nursing. Muscimol retarded pup retrieval even further (CE: 15.2+5.7; ME: 26.0+3.8 min).

In conclusion, the BNST does not appear to modulate the neuroendocrine events that control
parturition. However, activation of k opioid receptors in this area could disrupt MB 24 h post-partum. Stress
did not interfere with parturition or MB 24 h later. Inhibition of the amygdala by muscimol during parturition
improved MB 24 h later. In lactating rats, stress modified the behaviour of the dam towards her litter. Kappa
opioid receptor antagonism of BNST neurones could prevent some of the deleterious effects of stress on MB
during lactation. Inhibition of the amygdala by muscimol was, contrary to expectation, detrimental to MB in
lactating rats.



INTRODUCAO

Parto, Lactacdo e Comportamento Maternal

O parto é um processo durante o qual o feto, a placenta e as membranas fetais sdo
expelidos do trato reprodutor; o trabalho de parto ¢ a seqiiéncia de contragdes uterinas,
involuntarias que levam a dilatacdo da cérvice ¢ a saida do feto e placenta do utero (Moore
e Persaud, 2000). Este fendmeno depende essencialmente das contragdes uterinas, que t€ém
por finalidade dilatar o istmo e o colo uterino, promover a descida e a expulsdo do feto e
determinar a expulsdo da placenta (Antunes-Rodrigues e Favaretto, 1999). Segundo Santos
(2002), em ratas Wistar, o parto tem duragdo média de 1 a 2 horas, com uma média de 8
filhotes/parto, mas podendo ser de até¢ 16 filhotes. Varios hormonios estdo relacionados
com o inicio das contragdes uterinas; a ocitocina, hormoénio sintetizado nos nucleos
hipotalamicos (nucleos paraventricular e supra-optico), ¢ fundamental para a manutengao
das contragdes uterinas (Antunes-Rodrigues e Favaretto, 1999). Segundo Ganong (1989),
no inicio do trabalho de parto ha um aumento de receptores de ocitocina no endométrio e
no miométrio que resulta em uma maior responsividade do tutero. A ocitocina age
diretamente sobre as células musculares lisas do utero fazendo-as contrair; também
estimula a liberagdo de prostaglandinas pela decidua, que estimulam a contratilidade do
miométrio, sensibilizando as suas células para a ocitocina (Moore e Persuad, 2000). A
participacao do estradiol também ¢ sugerida por Moore e Persuad (2000), segundo eles o
estradiol aumenta a atividade contratil do miométrio e estimula a liberagdo de ocitocina e

de prostaglandinas.



Segundo Antunes-Rodrigues e Favaretto (1999), o mecanismo de desencadeamento
do inicio das contragdes uterinas ainda ndo esta de todo determinado, ele varia de acordo
com a duragdo do periodo gestacional do animal, entretanto, um fator conhecido e que ¢
fundamental para o inicio das contragdes ¢ o equilibrio entre os esterdides gonadais
(estradiol e progesterona), uma queda nos niveis de progesterona determina a elevacao
relativa do estradiol e conseqilientemente, da excitabilidade uterina. Em ratas, onde o
periodo gestacional ¢ de 19-22 dias (Santos, 2002), este equilibrio entre os esterdides
também reflete na manutengdo do periodo gestacional, uma vez que esta ¢ mediada pelo
sistema hipotalamo-hip6fise-gonadal (Antunes-Rodrigues e Favaretto, 1999).

Desta forma, a gestagdo e o parto implicam em mudangas hormonais que tém efeito
no periodo de lactagdo que sucede o parto. Com a expulsdo da placenta, caem os niveis
plasmaticos dos esterdides gonadais diminuindo a a¢do inibidora sobre a hipofise (que
ocorre durante a gestagdo), promovendo o aumento da secrecdo de prolactina (hormonio
hipofisario que atua diretamente sobre as células da glandula mamaria) e a estimulagao da
secrecao lactea (Antunes-Rodrigues e Favaretto, 1999). Segundo Tucker (1994), o inicio da
lactacdo (lactogénese) requer um minimo de mudanga hormonal que envolve a secrecao de
prolactina, glucocorticoide e estradiol. Entretanto, a eje¢do do leite (um reflexo
neuroendécrino) depende da succdo do mamilo; através da estimulacdo dos receptores do
mamilo o hipotalamo ativa os mecanismos de liberagdo da prolactina e ocitocina, que
promoverdo a secre¢do lactea e a contracdo mioepitelial respectivamente e desta forma a
ejecao de leite ocorrerd (Antunes-Rodrigues e Favaretto, 1999).

Segundo Pough et al (1993), nos mamiferos a mae possui um papel relevante em
relacdo a prole e que sdo precisamente definidos e absolutamente essenciais para o sucesso

reprodutivo; uma fémea de mamifero deve apresentar ajustes fisiologicos e



comportamentais precisos para que seu investimento na prole ndo seja em vao. A
amamentacdo, os cuidados com os filhotes, a preparagdo do ninho dentre outros sao
comportamentos apresentados por fémeas de mamiferos no periodo de gestacdo e lactacao
classificados na categoria dos comportamentos maternais. Segundo Brown (1998), o
comportamento maternal em ratas ja ocorre antes do nascimento e sdo preparados pelas
mudancas hormonais que ocorrem durante a gestacdo. Ratas gestantes lambem e cuidam de
seus mamilos e genitais facilitando a funcdo secretora e o crescimento mamario, como
também j4 iniciam a constru¢do do ninho horas antes do parto. Durante o parto, a fémea
lambe os filhotes a medida que eles nascem, limpando-os dos fluidos e estimulando-os. No
periodo de lactacdo, a fémea reune os filhotes no ninho e agacha-se sobre eles em postura
de amamentacdo, facilitando o acesso dos filhotes ao ninho; também faz a manutencao do
ninho, comportamento que existe at¢é o momento em que os filhotes ficam ativos e
abandonam o ninho; o recolhimento dos filhotes (quando estes ainda dependentes da mae
deixam o ninho) ¢ um das respostas mais utilizadas como medida do comportamento
maternal (Brown, 1998).

Sendo assim, a expressdo do comportamento maternal durante o periodo de
gestagcdo até o final do periodo de lactagdo, requer esta série de alteragdes enddcrinas e
comportamentais da fémea. Porém, hd alguns fatores extrinsecos que fazem com que a

fémea apresente comportamentos diferentes e inadequados para este periodo.



Modulacio de reflexos neuroendécrinos e comportamentais maternais em ratas pelo

estresse

Estresse ¢ um fenomeno bioldgico que tem respostas coordenadas compostas por
alteracdes no comportamento, nas fungdes autondmicas e na secre¢ao endocrina (Carrasco
e Kar, 2003).

O estresse pode ser proveniente de diferentes situagdes. O meio, a situagdo ¢ os
elementos no qual o animal vive refletem em seu estado comportamental e enddcrino.
Ambientes ndo familiares ao animal e disturbios ambientais fazem com que haja uma maior
atividade do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA); em ratas prenhas resulta na
depressdao da secrecdo de ocitocina e na interrup¢do do parto (Leng e Russel, 1989). O
estresse ambiental aumenta a duracdo do parto por induzir a liberacdo de opidides
endogenos, esse efeito € bloqueado pela administracao sistémica de naloxona (antagonista
opiodide) (Leng et al, 1988). Conflitos sociais, como a introdu¢do de um intruso no meio, ou
a instabilidade social (por exemplo, superpopulagcdo), aumentam a atividade da adrenal
(glandula que libera a corticosterona, hormonio liberado pela adrenal dos ratos em situacao
de estresse) em ratos (Haller et al, 1998). Em ratas lactantes, o conflito social ativa o eixo
HPA (Neumann et al, 2001). Em camundongas gestantes, o estresse pré-parto torna a fémea
mais agressiva aos intrusos no ninho (Pardon et al, 2000). No periodo de gestagdo (Russell
et al, 2001) e de lactacdo (Mezzacappa et al, 2003) ha uma atenuagdo nas respostas ao
estresse; a atividade do eixo HPA ¢ diminuida no periodo de gestacao (Russell et al, 2001)
e esta inibigdo estd associada com a acdo inibitoria dos opidides endogenos (Wigger et al,

1999).



Papel dos opidides e ocitocina nos reflexos neuroendocrinos e no comportamento

maternal de ratas

Os opiodides sao neurotransmissores que fazem parte de um dos sistemas peptidicos
mais estudados do Sistema Nervoso Central (SNC). O termo opiaceo refere-se a drogas
semelhantes estruturalmente a morfina, substancia derivada do o6pio (obtido da Papaver
somniferum, conhecida popularmente como papoula do oriente). No cérebro de ratas,
opidides endogenos sdo sintetizados em algumas areas como: hipotdlamo, amigdala, area
pré-optica medial, septo, tdlamo (McLean et al, 1986).

Opiodides e opiaceos agem por ligar-se a receptores especificos. Os receptores
opiodides tém sido alvo de intensos estudos, desde a sua descoberta em 1973 (Mansour et at,
1995). Trés tipos principais de receptores opidides foram identificados: k, p e 9; e estes
estdo amplamente distribuidos no SNC e periférico (Mansour et al, 1988; Lesscher et al,
2003).

Segundo Mansour et al (1988), em ratos, os receptores p estdo amplamente
distribuidos e sdo detectados em maior densidade no nucleo accumbens, caudado-putamen,
na maioria dos nucleos talamicos, nicleos da estria terminal, coliculos superior e inferior,
hipocampo, nucleo trigeminal e corno dorsal da medula espinhal; uma densidade moderada
¢ observada na substancia cinzenta periaquedutal e nucleos da rafe, ¢ uma baixa densidade
¢ encontrada no hipotadlamo, area pré-optica e globo palido. A distribuicdo dos receptores
opiodides p esta intimamente relacionada com o seu papel na regulagdo da dor e integragado
sensoriomotora. Os receptores k estdo localizados no caudado-putamen, nucleo accumbens,

nucleos da estria terminal, amigdala, hipotdlamo, neurohipofise, eminéncia mediana e



nucleo do trato solitario; sdo encontrados também na substancia cinzenta periaquedutal,
nucleos da rafe e corno dorsal da medula. Agonistas k estdo relacionados com a regulagao
do balanco hidrico (provavelmente inibindo a secrecao de vasopressina), percep¢ao da dor
e funcionamento neuroendocrino. Os receptores O distribuem-se nas areas neurais
olfatorias, neocortex, caudado-putdmen, ntcleo accumbens e amigdala. Agonistas o
exercem papel na integracdo motora, olfacdo e cogni¢do. Na formacdo hipocampal ha
abundancia de receptores i, enquanto que receptores k € d estdo em menor quantidade. J& o
diencéfalo e o telencéfalo apresentam predominancia de receptores p e k (Mansour e cols.,
1988).

Em determinadas situagdes a densidade de receptores opioides nos sitios de atuagao,
sofre algumas alteracdes. No periodo de gestagdo, em ratas, ¢ observada uma maior
densidade de receptores i no hipotdlamo, que se torna mais elevada ao final da gestacdo,
mas ap6s o parto (6-8 dias) a densidade destes receptores retorna aos valores normais
independentemente da mae estar amamentando ou ndo (Dondi et al, 1991). A area pré-
optica medial também possui uma alta densidade de receptores p durante a gestacao, que €
reduzida no periodo de lactagdao (Hammer et al, 1992).

Segundo Leng e Russell (1989), os opidides tém uma grande influéncia sobre o
sistema neural magnocelular, pois agem sobre a secre¢do do terminal nervoso na
neurohipodfise e sobre a atividade elétrica do corpo celular no hipotdlamo, resultando na
inibi¢do da secregao de ocitocina.

A ocitocina ¢ um hormonio secretado na neurohipofise pelos neurdnios
magnocelulares dos nticleos paraventricular (PVN) e supra-optico (SON) do hipotalamo, e
tem um importante papel no momento do parto (Fuchs et al, 1995) e na expressao do

comportamento maternal (Pedersen et al, 1992).



No parto espontdneo, pulsos de potenciais de acdo ocorrem nos neurdnios
magnocelulares do PVN e do SON, havendo um aumento significativo dos niveis
plasmaticos de ocitocina (Russell et al, 1989). No periodo pos-parto, o sistema
ocitocinérgico também ¢ ativado, hd um aumento da sintese de ocitocina nos neurdnios
magnocelulares hipotaldmicos e liberagdo na neurohipofise e regides limbicas (Insel e
Shapiro, 1992; Neumann et al, 1993). Pulsos de potenciais também ocorrem nas células
secretoras de ocitocina durante a eje¢ao de leite. Os pulsos de secre¢do de ocitocina sao
conseqiiéncia da estimulagdo somatossensorial do reflexo de succ¢ao dos filhotes que ativa
neurdnios ocitocinérgicos da mae localizados no PVN e SON do hipotalamo (Wakerley et
al, 1994). Os sitios de atuacdo da ocitocina, em ratas, sdo praticamente todas as areas
envolvidas com a modulacdo do comportamento maternal (Pedersen et al 1992) como: area
pré-optica medial, amigdala, nicleos da estria terminal, nucleos paraventricular e supra-
optico do hipotalamo, nucleo olfatorio posterior, area ventral do hipocampo, septo lateral.

Hé4 uma oscilagdo na densidade dos receptores de ocitocina em determinados
momentos. Estudos autoradiograficos mostram que em ratas lactantes ha um aumento de
receptores ocitocina nos nucleos da estria terminal (NET) e no nucleo ventromedial do
hipotadlamo 24h pods-parto; nos NET este aumento (84%) ja tem inicio no periodo da
gestacdo e permanece até pelos menos o 6° dia de lactagdo (Insel e Shapiro, 1992).
Champagne et al (2001) sugerem que as diferengas nos niveis de receptores de ocitocina
estejam relacionadas com o comportamento maternal; ratas que apresentam maiores
respostas maternais ¢ também maior cuidado com os filhotes apresentam um aumento
significativo de receptores de ocitocina na area pré-optica medial, no septo lateral, no
nucleo central da amigdala, nos NET e no nucleo paraventricular do hipotalamo. Também

jé foi sugerido que as diferencas individuais no comportamento maternal de ratas podem



estar associadas com a variagdo da expressdo dos receptores de ocitocina (Francis et al,
2000).

A atividade dos neurdnios ocitocinérgicos ¢ influenciada por esterdides ovarianos,
especificamente pelo estradiol (Jirikowski et al, 1989). O tratamento com estradiol em ratas
virgens aumenta a densidade de receptores ocitocinérgicos na area pré-Optica medial e no
septo lateral (Champagne et al, 2001). Logo toda a mudang¢a hormonal que ha no periodo
de peri-parto (periodo que compreende os dias que antecedem o parto, o dia do parto ¢ os
primeiros dias pds-parto) estaria alterando a secrecdo de ocitocina. O estradiol também
pode estar atuando sobre o tonus opidide. Durante o periodo de gestacdo e no parto ¢
observado um aumento do tonus opidide no hipotdlamo, amigdala e mesencéfalo, que ¢
diminuido no periodo pds-parto, sugerindo que o estradiol atue na estimulacao da liberacao
opiodide (Wardlaw e Frantz ,1983). Porém, esta variagdo do tonus opiodide ird interferir na
atividade dos neurdnios ocitocinérgicos; durante a gestacao os opidides inibem os terminais
ocitocinérgicos, mas ao final da gestacdo ha uma desensibilizagdo da agdo opidide sobre a
hipoéfise, reduzindo o poder desta agdo inibitoria e permitindo um aumento da liberagdo de
ocitocina (Russell et al, 1995).

Em outras regides limbicas que participam da facilitagdo do reflexo da ejecao de
leite induzido por ocitocina, como os NET e o septo ventrolateral, também ¢ observado um
aumento no tonus opiodide que impede a secre¢do de ocitocina, ratas anestesiadas no dia 22
de gestacdo mostraram ter maior atividade neural nos NET e no septo ventrolateral quando
tratadas com naloxona (antagonista opidide) (Housham et al, 1995). O tratamento com
morfina (subcutaneamente) entre os dias 11 e 18 da gestacdo em ratas, causa uma
diminuicdo do comportamento maternal no periodo de lactagdo, as ratas cuidam menos

tempo dos filhotes e permanecem pouco tempo no ninho (Slamberova et al, 2001). O uso



de morfina (i.c.v.) em ratas lactantes, gera uma profunda inibi¢do da liberagdo de ocitocina,
fazendo com que a eje¢do do leite seja diminuida (Leng e Russel, 1989).

A acdo central da ocitocina como neurotrasmissor no final da gestacdo € necessaria
para que haja a secre¢do hormonal (ocitocina pela neurohipofise) adequada no momento da
amamentacdo e o ganho de peso dos filhotes, pois o tratamento (i.c.v.) no final da gestagao
com antagonista ocitocinérgico causa uma redugdo no peso dos filhotes e um atraso na

liberagdo de ocitocina induzida por sucgao (Lipschitz et al, 2003).

O Cérebro Materno

O periodo peri-parto ¢ caracterizado por alteragdes endocrinas, neuro-fisioldgicas e
comportamentais da mae, necessarias para a manuten¢do e o desenvolvimento do feto. E
também para preparar a fémea, de forma que esta apresente um comportamento maternal
adequado (Brown, 1998). Segundo Russell (2001), as mudancas adaptativas que ocorrem
no cérebro da parturiente, assim como a secrecao de hormdnios especificos da gestagao
(gonadotrofina coridnica, lactogénio placentario e relaxina), seriam causadas pela grande
secrecao de hormodnios ovarianos (estradiol e progesterona) e hipofisarios (prolactina). Em
ratas, a partir do 8° dia de gestacdo, em areas cerebrais envolvidas com o comportamento
maternal (amigdala, hipotalamo, mesencéfalo) hd um aumento de opidides enddgenos
(Wardlaw e Frantz, 1983), que provavelmente afeta na secre¢ao de ocitocina.

Segundo Russell et al (2001), no periodo de lactacdo ocorrem adaptagdes
fisioldgicas na lactante que dependem da interagdo mae-filhote; a hiporesponsividade da

lactante a situagdes de estresse neste periodo ¢ eliminada pela presenca dos filhotes, a rata



mostra-se mais agressiva ao intruso (macho) e tem maiores respostas neuroendocrinas
(ACTH e corticosterona) (Deschamps et al, 2003). A separacdo da mae e dos filhotes por
15 minutos, logo ap6s o nascimento destes, ndo interfere no comportamento maternal no
periodo de lactagdo, as ratas tém comportamento normal (recolhem os filhotes,
permanecem no ninho e adotam postura de amamentagao) 7 dias pos-parto, mostrando que
a expressao do comportamento maternal ¢ dependente do convivio com os filhotes (Byrnes
et al, 2002). Segundo Brown (1998), a exposicao diaria de filhotes a ratas virgens faz com
que estas sofram alteragcdes hormonais subjacentes ao comportamento maternal e que
expressem comportamento semelhante a rata lactante.

Estas alteragdes na rata durante o periodo de peri-parto estdo intimamente
relacionadas ao sistema limbico. Areas cerebrais que modulam variados tipos de
comportamento, também atuam sobre o comportamento maternal. A area pré-optica medial
¢ uma das areas cerebrais, envolvidas com a modulagdo do comportamento maternal. Stack
et al (2002) afirmam que esta area ¢ essencial para o desenvolvimento do comportamento
maternal normal em ratas; lesdes nesta area acarretam no rompimento do comportamento
maternal. O tratamento com morfina subcutaneamente em ratas lactantes prejudica o inicio
do comportamento maternal e causa uma menor atividade c-Fos na éarea pré-optica medial
(Stafisso-Sandoz et al, 1998). A substancia cinzenta periaquedutal (PAG) ¢ apontada como
outra area envolvida com a expressdo do comportamento maternal; o pré-tratamento em
ratas com morfina (s.c) por 5 dias (a partir do 17° dia de gestacdo) e uma nova
administragdo de morfina no dia 6 pds-parto (30 minutos antes do teste de comportamento
maternal) inibe o comportamento maternal nos 30 minutos iniciais do teste (60 minutos); o
pré-tratamento com morfina (s.c) apresenta um aumento significativo da expressdao Fos na

PAG lateral mostrando um certo recrutamento da PAG lateral na inibicdo do



comportamento maternal (Miranda-Paiva et al, 2003). A amigdala também entra no grupo
de areas cerebrais envolvidas com a expressao do comportamento maternal, estimulacdes
elétricas na amigdala medial acarretam na inibicdo do surgimento do comportamento
maternal; ratas que tiveram esta area estimulada eletricamente apresentaram uma maior
laténcia para o surgimento do comportamento maternal (Morgan et al, 1999); lesdes na
amigdala medial ou nos nucleos anterior e ventro-medial do hipotdlamo facilitam a
expressao o comportamento maternal, ratas gestantes expostas a “filhotes-estimulos” que
tiveram a amigdala medial e os nucleos anterior e ventro-medial do hipotdlamo lesionados
bilateralmente, apresentaram um maior percentual em atividades maternais que as ratas
gestantes nao lesionadas (Sheehan et al, 2001). Os nucleos da estria terminal (NET), que
sao um complexo de corpos celulares e fibras com uma variedade de neurotransmissores €
neuromoduladores, incluindo dopamina, noradrenalina, adrenalina, acetilcolina e
encefalinas (Casada e Dafny, 1993), t€ém sido descritos como responsaveis pela modulacao
de alguns reflexos neuroenddcrinos associados ao comportamento maternal (Ingram et al,
1995, Terenzi et al, 1995). Os NET apresentam uma alta sensibilidade a opidides (Matsui e
Yamamoto, 1984) e sdo ricos em receptores opidides (Mansour et al, 1988). Dalsass e
Siegel (1990) encontraram que a microiontoforese de agonistas opidides nos NET provoca
inibicdo da atividade espontdnea de seus neuronios. Os NET sdo potencialmente
importantes para a regulacdo de respostas comportamentais ao estresse e sua habilidade
para modular componentes da resposta ao estresse sugere que a modificacdao
comportamental causada pelo estresse pode ser reproduzida por drogas que alterem a
excitabilidade de seus neurdnios (como os opiodides) (Casada e Dafny, 1993). Os NET
recebem projecdes de diversas origens (Ju et al, 1989). Vias encefalinérgicas inibitdrias

originadas no nucleo central da amigdala para os NET ja foram descritas por Uhl et al



(1978), Sawada e Yamamoto (1981) e Rao et al (1987). A amigdala, que ¢ uma das areas
cerebrais ativadas em situagdo estresse, poderia ser um caminho para a transferéncia da
informagdo do estimulo estressante para o resto do sistema limbico (Hilton e Zbrozyna,
1963; Gray, 1993). Mas suas respostas perante situagao estressora variam de acordo com o
tipo de estresse, o grau de ativacdo da liberagdo do hormonio liberador de corticotrofina
(CRH, horménio que modula no cérebro as respostas fisioldgicas e comportamentais ao
estresse) induzida por estresse ird depender do tipo da situagdo estressora que agira sobre a
amigdala (Hand et al, 2002). A neurotransmissao GABA¢rgica na amigdala ¢ importante
para a aquisi¢do e expressao de medo condicionado e na modulagdo da memoria e na
ansiedade (Jasnow e Huhman, 2001). O GABA ¢ um neurotransmissor inibitério no
cérebro e tem dois tipos de receptores: GABA. e GABAy (Rang et al, 1996). A infusdo de

agonista GABA. (muscimol) na amigdala bloqueia a aquisi¢do e a expressao de medo
condicionado (Helmstetter e Bellgowan, 1994) e produz efeitos ansioliticos no teste de

labirinto em cruz elevada e no teste de conflito social (Sanders e Shekhar, 1995). A infusao
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de muscimol na amigdala pode bloquear a aquisi¢do e a expressao de derrota condicionada,
o que indica que a neurotransmissao GABAérgica na amigdala estd envolvida com a
aquisicao e expressdo de medo ou de mudancgas comportamentais induzidas pelo estresse
(Jasnow e Huhman, 2001).

Em conclusdo, os NET descritos como moduladores da secre¢do de ocitocina ¢ do
comportamento maternal, podem participar dos eventos que ocorrem durante o parto e
também em outras alteracdes fisiologicas que ocorrem com a fémea no periodo de lactacao
(ver diagrama acima). Opidides inibem estes eventos; efeito que poderia ser mimetizado
com o uso de agonistas opiodides (1) e revertido por antagonistas opioides (2). Por possuir
conexao com os NET (3), fazer parte do sistema limbico e ser ativada em situagdes de
estresse (4), a amigdala pode ser um centro mediador destes reflexos neuroendocrinos
modulados pelos NET, que podem estar sendo inibidos em situacao de estresse. O uso de
agonista GABA, na amigdala (5) poderia prevenir esta inibicdo dos NET uma vez que as

vias encefalinérgicas da amigdala para os NET ndo estariam sendo excitadas.



OBJETIVOS

Experimento 1:

1.1)

Determinar o efeito da microinje¢ao de agonistas opidides (DAGO ou U-50488) nos
nucleos da estria terminal no progresso do parto e comportamento maternal 24 h

pOs-parto em ratas.

Experimento 2:

2.1)

2.2)

Determinar o efeito da microinje¢ao de antagonista opidide (naltrexona) nos nucleos
da estria terminal no progresso do parto e comportamento maternal 24 h pos-parto,

em ratas submetidas ou ndo a estresse ambiental;

Determinar o efeito da microinjecdo de antagonistas opidide (naltrexona, nor-
binaltorfimina e naloxonazina) nos nucleos da estria terminal no comportamento

maternal em ratas lactantes submetidas ou ndo a estresse ambiental.

Experimento 3:

3.1)

3.2)

Determinar o efeito da microinjecdo de agonista GABA. (muscimol) na amigdala,
no progresso do parto e comportamento maternal 24 h pos-parto, em ratas

submetidas ou ndo a estresse ambiental;

Determinar o efeito da microinjecao de agonista GABA. (muscimol) na amigdala,
no comportamento maternal em ratas lactantes submetidas ou ndo a estresse

ambiental.



MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas 228 ratos Wistar (143 fémeas e 85 machos, sendo que 21 fémeas

foram observadas 2 vezes: durante o parto e também na lactacdo). Todos os animais foram

fornecidos pelo Biotério Central da UFSC (projeto aprovado pela Comissdo de Etica no

Uso de Animais — CEUA/UFSC n° 23080.001092/2001-97). As ratas de 80 a 90 dias de

idade (200g) foram acasaladas no biotério do Departamento de Fisiologia. O acasalamento

foi realizado pela coabitagdo de uma fémea com um macho (70-90 dias, 250-300 g) por um

periodo de 4 dias e 3 noites. Todas as fémeas utilizadas eram primiparas (1* gestagao).

Os animais tiveram acesso livre a comida e agua, exceto durante as observacdes.

Permaneceram em ambiente climatizado (24° C) e com ciclo de luminosidade claro-escuro

de 12 h, com luzes acesas as 7 horas.

Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas:

DAGQO: agonista opiodide p (Sigma; ZHANG e KELLEY, 1997)

(-)-U-50488 hidrocloreto: agonista opioide k (Tocris; ZHANG e KELLEY, 1997)
naltrexona hidrocloreto: antagonista opidide (Sigma; BRODNAR et al, 1995)
nor-binaltorfimina diidrocloreto: antagonista opidide k (Tocris; BRODNAR et al,
1995)

naloxonazina: antagonista opidide p; (Tocris; KELLEY el al, 1996)

muscimol: agonista GABA. (Tocris; SPANIS et al, 1999)



Cirurgia Estereotaxica

Na segunda semana apds o acasalamento, aproximadamente cinco dias antes do
parto, as ratas foram anestesiadas com 10 mg/Kg (intra-muscular) de cloridrato de xilazina
(Virbaxyl 2%, Virbac), como pré-anestésico e 35 mg/Kg (intra-peritonial) de Tiopental
sodico (Thionembutal, Abbott). As ratas foram fixadas em aparelho estereotaxico (Insight
Equipamentos). Uma incisao eliptica (1 cm x 1,5 cm) da pele, camada muscular e periosteo,
foi realizada expondo a calota craniana. A seguir, com uma broca de 1 mm de didmetro, o
cranio foi perfurado em dois pontos para a colocagdo de miniparafusos de niquel/prata
(218) como ponto de fixacdo do implante. Em seguida, o ponto de inser¢ao da canula-guia
foi marcado:

e Para os nucleos da estria terminal foram utilizadas as coordenadas: 0 mm
posterior ao bregma, 1 mm a direita da linha média e 4,5 mm abaixo da calota
craniana (Paxinos e Watson, 1998). Esse ponto fica 2 mm dorsal ao nucleo da
estria terminal. Foi utilizada uma canula-guia de 12 mm (G25) e o implante foi
coberto com acrilico autopolimerizante (Policron).

e Para a amigdala as coordenadas foram: 2 mm posterior ao bregma, 3,6 mm a
direita e a esquerda da linha média (implante bilateral) e 6,5 mm abaixo da
calota craniana (Paxinos e Watson, 1998). Esse ponto fica 2 mm dorsal a
amigdala. Foi utilizada uma cénula-guia de 14 mm (G25) e o implante foi

coberto com acrilico autopolimerizante (Policron).



Microinjecao

A rata foi contida em uma toalha. A microinje¢do foi realizada com uma agulha 30
G (agulha de 12 mm nos experimentos 1 e 2; agulha de 14 mm no experimento 3) acoplada
a uma canula de polietileno (PE10) e esta a uma seringa (Hamilton) de 5 pL. O volume

microinjetado foi de 0,5ul dispensado em um periodo de 2 minutos.

Experimento 1

Efeito da microinjecido de agonistas opidides nos niicleos da estria terminal no
progresso do parto
O inicio do parto foi determinado pelo nascimento do primeiro filhote em todos os

grupos experimentais. Apos o nascimento deste, as parturientes receberam a microinje¢ao

com os seguintes tratamentos:

Grupo

Tratamento

Salina

DAGO

U-50488

salina 0,5ul de NaCl (0,9%)
DAGO (0,5ug/0,5ul)

(-)U-50488 (0,51g/0,5ul)

Nos 3 grupos, foi monitorado o momento a regularidade dos intervalos entre
nascimentos de cada filhote pds-tratamento e a duracado total do parto.

Vinte e quatro horas pos-parto, o nimero de filhotes foi contado, as eventuais
mortes registradas e a ninhada espalhada pela caixa. Os seguintes parametros foram

registrados durante uma hora dividida em dois periodos de 30 minutos:




e Recuperacao dos filhotes: laténcia (minutos) para a rata pegar o filhote com a boca e
transporta-lo para o provavel ninho, a partir do momento em que foi posta em
contato com os filhotes, ou seja, logo ap6s 0 momento em que foi colocada na caixa
de observacdo, onde estavam os filhotes distribuidos uniformemente.

e Laténcia para o inicio da amamentagdo: tempo (minutos) para o inicio da
amamentacdo desde a unido da rata aos filhotes na caixa de observacdo. O inicio da
amamentacao foi definido como o momento em que pelo menos 4 filhotes estavam
presos aos mamilos da rata.

e Tempo em postura de amamentagdo: tempo (minutos) despendido pela rata
amamentando ou em postura de amamentacao.

e Tempo maternal: tempo (minutos) despendido pela rata mostrando comportamento
maternal direto (limpando ou transportando os filhotes) ou indireto (construindo,
melhorando ou mudando de local o ninho) porém, ndo em postura de amamentacao.

e Tempo ndo maternal: tempo (minutos) despendido pela rata em comportamentos
nao maternais (auto-limpeza, exploragdo da gaiola, etc...).

Todos estes parametros, exceto a recuperagao dos filhotes e a laténcia para o inicio da

amamentacao, foram registrados em uma segunda etapa de 30 minutos, sem a manipulagio

dos animais.



Experimento 2

2.1) Efeito da microinjecio de antagonista opioide nao seletivo nos niicleos da estria
terminal no progresso do parto

No dia do parto, os animais foram designados para receber os seguintes tratamentos:

Grupo | Condigdes do parto Tratamento n

C ndo estresse salina 0,5ul de NaCl (0,9%) 7
CE estresse socio-ambiental | salina 0,5ul de NaCl (0,9%) 7
N nao estresse naltrexona (10ug/0,5ul) 6

NE estresse socio-ambiental | naltrexona (10ug/0,5ul) 7

O inicio do parto foi determinado pelo nascimento do primeiro filhote em todos os
grupos experimentais. Apds o nascimento do terceiro filhote, os grupos CE e NE foram
transferidos, juntamente com os filhotes recém-nascidos, a uma caixa isoladora (20 x 10 x
15 cm), com 5 aberturas (1 x 1 cm), colocada dentro de uma caixa normalmente usada
como gaiola (30 x 40 x 15 cm), na qual se encontrava um macho, esta situagao caracterizou
0 estresse socio-ambiental na fémea parturiente, porém, com o minimo contato somato-
sensorial entre o macho e a fémea (adaptado de Leng et al, 1988 e Haller et at, 1998). As
ratas permaneceram nesta situagdo por 30 min apods o qual retornaram as respectivas caixas
de origem. Os grupos C e N foram manipulados, também apds o nascimento do terceiro
filhote, porém, apenas para a microinje¢do e logo apos retornaram as suas caixas.

Em todos os grupos, foram monitorados a regularidade dos intervalos entre os

nascimentos de cada filhote e a duragao do parto.



Vinte e quatro horas pos-parto, foram registrados os mesmos parametros da

observacao 24 horas pos-parto realizada no experimento 1.

2.2) [Efeito da microinjecdo de antagonistas opidides nos nucleos da estria terminal
no comportamento maternal e lactagao

Sete a oito dias pos-parto, os filhotes foram separados da rata e colocados em um
recipiente (14 x 7 x 14 cm) que continha folhas de papel toalha e um pouco de serragem,
por um periodo de 20 horas antes da observa¢ao comportamental. Pouco antes do inicio da
observagdo, os filhotes foram induzidos a eliminar urina e fezes através de massagem na
regido do perineo, e foram pesados.

Cinco minutos antes do inicio da observagdo foi realizada a microinje¢do nas ratas

de acordo com a tabela abaixo:

Grupo Condigdes Tratamento n
C ndo estresse salina 0,5 pl de NaCl (0,9%) 8
CE estresse socio-ambiental | salina 0,5 ul de NaCl (0,9%) 8
N ndo estresse naltrexona (10ug/0,5ul) 8
NE estresse socio-ambiental | naltrexona (10ug/0,5ul) 7
B nao estresse nor-binaltorfimina (4pg/0,5ul) 8
BE estresse socio-ambiental | nor-binaltorfimina (4pg/0,5ul) 6
NZ ndo estresse naloxonazina (10pg/0,5ul) 8
NZE estresse socio-ambiental | naloxonazina (10ug/0,5ul) 8




Apo6s a microinjecao, as ratas dos grupos CE, NE, BE e NZE foram reunidas a oito
filhotes distribuidos uniformemente em uma caixa limpa onde havia um rato macho dentro
de uma caixa isoladora, com 5 aberturas. Esta situagdo caracterizou estresse socio-
ambiental na fémea lactante, porém com o minimo de contato somato-sensorial entre o
macho ¢ a fémea. Esta situacdo permaneceu durante as 2 etapas de observagao, a fim de
verificar as diferentes alteragdes do comportamento maternal ao longo do tempo.

Os grupos C, N, B e NZ foram manipulados apenas para a microinjecao e entdo
retornaram juntamente com 8 filhotes distribuidos uniformemente a caixa de origem.

Entdo foram registrados os seguintes parametros do comportamento maternal:
e Recuperacao dos filhotes (idem experimento 1)
e Laténcia para o inicio da amamentacao (idem experimento 1, porém em ambas as
etapas)
e Modo de inicio da amamentagao (forma pela qual a amamentagao foi iniciada); para
este item, foi utilizada a seguinte escala de classificag@o (escores):
4: iniciada pela rata (lactante se posicionava sobre os filhotes no ninho e
permanecia em posi¢do arqueada, tipica postura de amamentagao)
3: iniciada pelos filhotes, com ajuda da rata (filhotes aproximavam-se da mae e
esta se posicionava sobre os filhotes em postura de amamentacdo limpando-os e
pegando-os com a boca)
2: iniciada pelos filhotes, sem ajuda da rata (filhotes aproximavam-se da mae)
1: iniciada pelos filhotes, com rejei¢cao materna (filhotes dirigiam-se ao encontro

da mae, porém ela rejeitava-os saindo do local onde estava ou afastando-os com o

focinho para longe dela)



0: ndo ocorria a amamentacdo (a rata ndo se colocava em postura de
amamentacdo, nao se aproximava dos filhotes, ficava em um local onde ndo havia
filhotes e os filhotes ndo iam ao encontro da rata)

e Numero de filhotes no ninho a cada 5 minutos do periodo de 30 minutos iniciais de
observagao por cada etapa.

e Tempo de construcdo do ninho: tempo (minutos) que a rata apresentou atividade de
manipulacdo de material para a construcdo de ninho, recolhendo material
(maravalha) com a boca e levando-o até o local do ninho ou melhorando o ninho
ajeitando-o com o focinho.

e Tempo maternal (idem experimento 1)

e Tempo ndo maternal (idem experimento 1)

e Tempo total: tempo (minutos) despendido pela rata para completar 15 minutos de
amamentacao.

Este tempo de 15 min foi estipulado como o minimo suficiente para induzir reflexo de
ejecao de leite em ratas lactantes ndo anestesiadas (ver Wakerley et al, 1994). Os filhotes
foram pesados ao final deste periodo.

Todos os parametros, exceto a recuperacao dos filhotes, foram novamente registrados em
uma segunda etapa de 15 minutos de amamentac¢do. Nesta segunda etapa, os filhotes foram
colocados no ninho novamente ou nos casos onde ndo havia um local de ninho pré-
definido, os filhotes foram postos onde a rata permaneceu por mais tempo na etapa anterior.

O ganho de peso (em porcentagem) dos filhotes foi registrado ao final de cada etapa.



Experimento 3

3.1) Efeito da microinjeciao bilateral de agonista GABA. na amigdala no progresso

do parto

No dia do parto, os animais foram designados para receber os seguintes tratamentos:

Grupo | Condigdes do parto Tratamento n

C ndo estresse salina 0,5ul de NaCl (0,9%) 9
CE estresse socio-ambiental | salina 0,5ul de NaCl (0,9%) 7
M ndo estresse muscimol (2 pg/0,5 ul) 8

ME estresse socio-ambiental | muscimol (2 pg/0,5 ul) 8

O inicio do parto e os registros realizados foram semelhantes aos utilizados no

experimento 2.1.

3.2) Efeito da microinjecio bilateral de agonista GABA. na amigdala no

comportamento maternal e lactacio

Foram utilizados parametros semelhantes ao experimento 2.2, porém com o

seguinte tratamento:



Grupo | Condigoes do teste Tratamento n

C nao estresse salina 0,5ul de NaCl (0,9%) 8
CE estresse socio-ambiental | salina 0,5ul de NaCl (0,9%) 7
M ndo estresse muscimol (2 pg/0,5 ul) 7

ME estresse socio-ambiental | muscimol (2 ug/0,5 pul) 8

Os parametros registrados foram os mesmos do experimento 2.2.

Analise Histologica

Um dia ap6s o fim dos experimentos, as ratas foram mortas por injecao de Tiopental
sodico (50 mg/Kg i.p.). A seguir foi microinjetado 0,5 pL de solugdo 0,3% de Azul de
Evans pela canula guia e entdo se realizou a perfusao com solugdo de formalina (10% de
formaldeido em 0,9 de salina) injetada por via transcardiaca. Os cérebros foram retirados e
conservados em formalina 10 % por 5-7 dias. Um dia antes da histologia o cérebro foi crio-
preservado em sacarose (30%). O seccionamento foi realizado em micrétomo de
congelamento (LEICA CM1325). Secg¢des de 30 pum foram montadas em laminas
gelatinizadas e secas ao ar.

As laminas foram observadas em microscopio Optico para verificar o local de
injecdo (posicao da mancha de Azul de Evans). Somente animais microinjetados nas
regides mostradas no diagrama (ver pagina 39) tiveram seus resultados analisados. Os

cortes coronais mostram os locais de microinjecdo dos animais incluidos neste trabalho.



Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através da aplicacdo de teste paramétrico de
ANOVA de 2 vias com repeti¢ao para avaliar as possiveis diferengas no progresso do parto,
na média dos nascimentos em 30 min, recuperagdo dos filhotes e ganho de peso dos
filhotes, variaveis que tiveram distribui¢do normal; quando adequado foi utilizado o teste
de Duncan como post-hoc.

Para as variaveis com distribui¢ao ndo normal (laténcia para inicio da amamentagao,
tempo de amamentagdo, tempo maternal, tempo ndo maternal, tempo de constru¢do do
ninho, tempo total, modo de inicio da amamentacdo e nimero de filhotes no ninho) foi
aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney (post hoc).

Todos os resultados foram expressos em médiaterro padrao da média. As diferengas
entre os grupos foram consideradas significativas para valores de p<0,05; foram também
mostrados os resultados que tiveram valores de p entre 0,06 ¢ 0,08.

Os valores de F (obtido através de teste paramétrico) e de H (obtido através de teste

nao paramétrico) foram inclusos nos resultados quando necessarios.



RESULTADOS

Experimento 1

Efeito da microinjecio de agonistas opidides nos nucleos da estria terminal (NET) no

progresso do parto

O numero de filhotes na ninhada variou entre 10 e 14 para o grupo salina, 9 e 13 para o
grupo DAGO e 10 e 13 para o grupo U-50488. Como o nimero minimo de filhotes por
ninhada foi de 9 e a microinje¢do nos NET ocorreu logo apés o nascimento do 1° filhote
(ocasionalmente a microinjecdo nos NET ocorreu apds o nascimento do 2° filhote), a
analise do progresso do parto foi limitada a 8 filhotes. Da mesma forma procedeu-se a

analise do recolhimento 24 h apos o parto.

e Progresso do parto (figura 1):

Apo6s a microinje¢do de salina nos NET (grupo salina), o 1° filhote demorou 20,0£5,0
min para nascer; a duracdo total do parto (até o nascimento do 8° filhote, Gltimo analisado)
foi de 62,4+11,1 min.

O progresso do parto nos grupos tratados com DAGO ou U-50488 ndo apresentou

diferenca estatistica quando comparados ao do grupo salina (F(2,13)= 0,63; p = 0,55).
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Figura 1: Progresso do parto (média) em ratas tratadas com salina ou com agonistas
opidides (DAGO ou U-50488) nos NET apos o nascimento do 1° filhote. (F(2,13) = 0,63;
p=0,55)

e Numero de filhotes nascidos 30 minutos apds o tratamento (figura 2):

O grupo salina teve uma média de 2+0,9 filhotes nascidos neste periodo de observagao,
o grupo DAGO teve uma média de 2,34+0,6 filhotes e o grupo U-50488 4,6+1,5 filhotes,
onde observou-se que o tratamento com agonista opiodide ndo causou nenhum efeito
significativo sobre o nimero de filhotes nascidos 30 minutos apds a microinje¢ao (F,14)=

2,44;p=0,12).
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Figura 2: Numero de filhotes nascidos 30 minutos apos o tratamento (média + e.p.m.).
Efeito da microinjecdo (apoés o nascimento do 1° filhote) de salina ou de agonista

opidide (DAGO e U-50488) nos NET durante o parto. (F2,14y=2,44; p = 0,12)

e Recuperacao dos filhotes 24 h pds-parto (figura 3):

As ratas do grupo salina recuperaram o 1° filhote 0,4+0,4 min logo apo6s o inicio da
observacao e demoraram 5,4+3,4 min para recuperar o 8° filhote (ltimo analisado).
A microinje¢do com agonista opidide no momento do parto ndo interferiu na

recuperacao dos filhotes 24 h apos o parto (F,11y=0,57; p = 0,58).
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Figura 3: Recuperacio dos filhotes 24 h pos-parto (média). Efeito da microinjecio de
salina ou de agonista opidide (DAGO e U-50488) nos NET durante o parto (apds o
nascimento do 1° filhote). (F2,11)= 0,57; p = 0,58)

e Laténcia para o inicio da amamentacgdo 24 h pds-parto (figura 4):

A laténcia para o inicio da amamentagdo 24 h pos-parto nos animais tratados com salina
logo apos o nascimento do 1° filhote foi de 13,8+3,9 min.

Nao foi observada diferenga estatistica entre o grupo salina e os demais grupos, todavia
o grupo DAGO foi mais agil (Mann-Whitney: p = 0,01) para iniciar a amamentacao
(5,7£1,5 min) quando comparado ao grupo U-50488 (15,6+4,4 min) (H ,16) = 7,4; p =

0,02).
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Figura 4: Laténcia para o inicio da amamentacio 24 h pos-parto (média + e.p.m.).
Efeito da microinjecio de salina ou de agonista opidide (DAGO e U-50488) nos NET,
apos o nascimento do 1° filhote. (H (2,16)= 7,4; p = 0,02; Mann-Whitney: p = 0,01)

e Tempo em postura de amamentacio 24 h pos-parto (figura 5):

Os animais do grupo salina permaneceram menos tempo em postura de amamentagao
durante a 1* etapa da observagdo (4,8+1,1 min) quando comparada a 2 etapa (27,3+2,8
min; Mann-Whitney: p=0,02).

O tratamento com agonista opidide (DAGO ou U-50488) ndo influenciou no tempo em
postura de amamentacdo, na observagado realizada 1 dia apds o parto, quando comparado
ao tratamento com salina (1* etapa: H 2,16)= 1,45 e p = 0,48; 2* etapa: H 2,16=3,53 e p =

0,17).
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Figura 5: Tempo em postura de amamentacido 24 h pos-parto (média + e.p.m.). Efeito
da microinjecio de salina ou de agonista opidide (DAGO ou U-50488) nos NET, apos o
nascimento do 1° filhote. * diferenca entre as barras indicada pelas extremidades da

linha horizontal (Mann-Whitney: p=0,02).

e Tempo maternal 24 h pos-parto (figura 6):

Os animais tratados com salina permaneceram mais tempo em cuidados maternais
durante a 1* etapa (15,9+£3,4 min) do que na 2* etapa (1,3£1,5 min; Mann-Whitney:
p=0,02). Essa diferenca entre etapas nao foi observada nos animais tratados com DAGO e
U-50488.

Entre os animais tratados com agonista opidide, apenas o grupo que recebeu U-50488
apresentou durante a 1* etapa da observagdo, uma tendéncia (H 2,16y = 5,08; p = 0,07) a
permanecer menos tempo em atividades maternais quando comparado aos animais tratados

com salina.
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Figura 6: Tempo maternal 24 h pos-parto (média + e.p.m.). Efeito da microinjecio de
salina ou de agonista opioide (DAGO ou U-50488) nos NET, apos o nascimento do 1°
filhote. * diferenca entre as barras indicada pelas extremidades da linha horizontal
(Mann-Whitney: p=0,02).

e Tempo ndo maternal 24 h pods-parto (figura 7):

Vinte e quatro horas apos o parto, os animais do grupo salina permaneceram 9,2+3,3
min em atividades ndo maternais na 1* etapa ¢ 1,3+1,3 min na 2% etapa da observagao
realizada.

O tratamento com agonista opidide (DAGO ou U-50488) no momento do parto, nao
apresentou diferenca significativa no tempo ndo maternal 24 h pés-parto em nenhuma das 2

etapas da observagao (1% etapa: H 2,16)= 1,26 ¢ p = 0,53; 2* etapa: H (2,16)= 3,56; p = 0,17).
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Figura 7: Tempo nio maternal 24 pds-parto (média + e.p.m.). Efeito da
microinjecdo de salina ou de agonista opidide (DAGO ou U-50488) nos NET, apos o
nascimento do 1° filhote. (1* etapa: H (2,16)= 1,26 e p = 0,53; 2° etapa: H (2,16)= 3,565 p =
0,17).



Experimento 2

2.1) Efeito da microinjecdo de antagonista opidide nio seletivo nos nicleos da estria

terminal (NET) no progresso do parto

O numero total de filhotes na ninhada variou entre 11 e 12 para o grupo controle nao
estresse (C), 11 e 12 para o grupo controle estresse (CE), 11 e 15 para o grupo naltrexona
nao estresse (N) e 11 e 13 para o grupo naltrexona estresse (NE). Como o numero minimo
de filhotes por ninhada foi de 11, a andlise do progresso do parto foi limitada a 8 filhotes,
uma vez que a microinje¢d@o nos NET ocorreu apos o nascimento do 3° filhote. Da mesma
forma procedeu-se a analise do recolhimento 24 h pds-parto onde apenas 8 filhotes foram
analisados, apesar de todos os outros recolhimentos terem sido registrados. Ocasionalmente

a microinjecao ocorreu apos o nascimento do 4° filhote.

o Progresso do parto (figura 8):

O nascimento do 1° filhote das ratas controle nao estressadas foi 12,44+2,7 min apos a
microinje¢do nos NET e o tempo de nascimento do 8° filhote pds-tratamento (ultimo
analisado) foi de 50,0+5,4 min.

A situacdo de estresse nao interferiu no progresso do parto, onde o tempo total
registrado até o nascimento do 8° filhote pos-tratamento do grupo controle nao estresse foi
de 50,0£5,4 min e do grupo controle estresse foi de 49,3+1,6 min.

O tratamento com naltrexona nos NET logo ap6s o nascimento do 3° filhote, também

ndo causou nenhuma diferenga significativa no progresso do parto. Portanto, nem a situacdo



de estresse nem o tratamento com naltrexona interferiram no progresso do parto (F 3,15 =

0,62; p=0,61).
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Figura 8: Progresso do parto (média). Efeito da microinjecao de salina ou de naltrexona nos
NET apo6s o nascimento do 3° filhote, em ratas submetidas ou ndo a estresse. (F 3,15 = 0,62;
p = 0,61) Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona

estresse (NE).



e Numero de filhotes nascidos 30 minutos apos o tratamento (figura 9):

O numero de filhotes nascidos 30 minutos ap6s o tratamento no grupo controle nao
estresse foi de 3,6+0,6 filhotes.

O fato das ratas serem submetidas a uma situagdo de estresse sdcio-ambiental por um
periodo de 30 minutos logo ap6s a microinje¢do ndo interferiu no numero de filhotes
nascidos durante este periodo (C: 3,6+0,6; CE: 3,4+0,7 filhotes; F 323y = 0,31; p = 0,82).
Bem como o tratamento com naltrexona, que nao resultou em efeito sobre o nimero de

filhotes nascidos 30 min ap6s a microinje¢do (N: 3+0,1; NE: 3,8+0,6 filhotes; F (323) =

0,31; p=0,82).
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Figura 9: Numero de filhotes nascidos em 30 minutos ap6ds o tratamento (média + e.p.m.).
Efeito da microinje¢do de salina ou de naltrexona nos NET apos o nascimento do 3° filhote,

em ratas submetidas ou ndo a estresse. (F 323 = 0,31; p= 0,82) Controle ndo estresse (C),

Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE).



e Recuperacao dos filhotes 24 h pos-parto (figura 10):

A recuperacao do 1° filhote do grupo controle ndo estresse 24 h pos-parto foi aos
9,1+5,8 min do inicio da observacdo ¢ do 8° filhote foi aos 15,6+5,2 min.
A situagdo de estresse soOcio-ambiental durante o parto ou o tratamento com

naltrexona nao alterou o tempo da recuperacao dos filhotes (F 321y = 0,64; p = 0,59).
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Figura 10: Recuperagao dos filhotes 24 h pds-parto (média). Efeito da microinje¢do de
salina ou de naltrexona nos NET ap6s o nascimento do 3° filhote, em ratas submetidas ou

ndo a estresse. (F 321) = 0,64; p = 0,59) Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona

ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE).



e Laténcia para o inicio da amamentagdo 24 h pos-parto (figura 11):

A laténcia para o inicio da amamentagdo foi de 27,3+2,3 min para o grupo controle
nao estresse.

Ratas do grupo controle submetidas a estresse durante o parto ndo tiveram diferenga
significativa na laténcia para o inicio da amamentacdo quando comparadas as ratas nao
estressadas (C: 27,3+2,3; CE: 21,8+2,5 min; H 326) = 3,15; p = 0,36).

O tratamento com naltrexona também nao apresentou diferenca estatistica na laténcia

para o inicio da amamentacao 1 dia ap6s o parto (H ,26) = 3,15; p = 0,36).
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Figura 11: Laténcia para o inicio da amamentagdo 24 h pds-parto (média + e.p.m.). Efeito
da microinjecdo de salina ou de naltrexona nos NET apds o nascimento do 3° filhote, em

ratas submetidas ou nao a estresse. (H 326) = 3,15; p = 0,36) Controle néo estresse (C), Controle

estresse (CE), Naltrexona néo estresse (N), Naltrexona estresse (NE).



e Tempo em postura de amamentacdo 24 h pds-parto (figura 12):

O tempo em postura de amamentacdo durante a observacao realizada 24 h apos o
parto ndo foi diferente entre etapas para o grupo controle nao estresse (1* etapa: 0,7+0,6; 2°
etapa: 9,0+4,7 min).

Os tratamentos pelos quais os animais foram submetidos (droga/situagdo socio-
ambiental) ndo apresentaram diferenga significativa em nenhuma das 2 etapas de

observacao (1? etapa: H 326) = 3,84 e p = 0,27; 2* etapa: H 326)= 3,77 ¢ p =0,28).
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Figura 12: Tempo em postura de amamentagao 24 h pos-parto (média + e.p.m.). Efeito da
microinje¢do de salina ou de naltrexona nos NET ap6s o nascimento do 3° filhote, em ratas
submetidas ou ndo a estresse. (1* etapa: H 326)= 3,84 e p = 0,27; 2% etapa: H 326) =3,77 e p
= 0,28) Controle nio estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse

(NE).



e Tempo maternal 24 h pos-parto (figura 13):

O tempo maternal 24 h pds-parto das ratas controle nao estresse foi de 11,7+3,7 min
na 1* etapa e de 6,343,2 min na 2* etapa da observagao.

O estresse socio-ambiental durante 30 minutos no parto ndo interferiu no tempo
maternal 24 h pdés-parto, em nenhuma das etapas (C 1? etapa: 11,743,7; C 2% etapa: 6,3+3,2;
CE 1? etapa: 9,4+1,9; CE 2* etapa: 4,6+£2,6 min). Animais tratados com naltrexona, nao
apresentaram diferenca no tempo despendido em atividades maternais (24 h pds-parto)
durante as 2 etapas (N 1? etapa: 8,4+2,8; N 2% etapa: 6,9+3,3; NE 1? etapa: 8,63+2,3; NE 2*
etapa:8,09+3,0 min). Assim sendo nem o estresse nem a naltrexona alteraram o tempo
maternal 24 apds o parto (1? etapa: H 326 = 1,13 e p = 0,76; 2 etapa: H 326)= 1,88 e p =

0,59).

Tempo maternal 24 h pés-parto
25 ~

20

157 Oetapa 1

minutos

M etapa 2
10 - P

Figura 13: Tempo maternal 24 h pos-parto (média + e.p.m.). Efeito da microinjecao de
salina ou de naltrexona nos NET ap6s o nascimento do 3° filhote, em ratas submetidas ou
ndo a estresse. (1* etapa: H 326 = 1,13 e p = 0,76; 2* etapa: H 326) = 1,88 e p = 0,59)

Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE).



e Tempo niao maternal 24 h pds-parto (figura 14):

O tempo em atividades ndo maternais 24 h pos-parto entre as 2 etapas para o grupo
controle ndo estresse nao foi diferente estatisticamente (1* etapa: 18,1+4,0; 2* etapa:
15,1£5,5 min).

Entre os animais dos grupos controle, ndo foi observada nenhuma diferenga
significativa no tempo ndo maternal (C 1* etapa: 18,1+4,0; C 2? etapa: 15,1£5,5; CE 1*
etapa: 17,0+£3,3; CE 2? etapa: 8,9+4,9 min). Naltrexona nos NET apo6s o nascimento do 3°
filhote, ndo interferiu no tempo ndo maternal 24 h pds-parto. (C 1* etapa: 18,1+4,0; C 2*
etapa: 15,1£5,5; N 1* etapa: 17,9+4,3; N 2% etapa: 16,1+4,8 min). Desta forma, nio foi
verificada diferenca estatistica entre tratamentos nos grupo analisados durante as 2 etapas

da observagao (1% etapa: H 326) = 0,11 e p =0,99; 2? etapa: H 326)= 2,97 e p = 0,39).
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Figura 14: Tempo ndo maternal 24 h pds-parto (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢do de
salina ou de naltrexona nos NET ap6s o nascimento do 3° filhote, em ratas submetidas ou
nao a estresse. (1* etapa: H 326 = 0,11 e p = 0,99; 2% etapa: H 326) = 2,97 e p = 0,39)

Controle nao estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona nao estresse (N), Naltrexona estresse (NE).



2.2) Efeito da microinjecio de antagonistas opidides nos nucleos da estria terminal

no comportamento maternal e lactacio

e Recuperacao dos filhotes (figura 15):

A recuperacao do 8° filhote do grupo controle ndo estresse foi aos 9,5+3,5 min do
tempo total de observagdo da 1* etapa.

O tempo de recuperacao dos filhotes nao foi alterado pelo estresse (C: 9,5+3,5; CE:
21,0+4,7 min). Mas foi observada uma diferenga estatistica entre o grupo controle estresse
com os grupos nao estressados tratados com antagonista opiodide (F 7,53y = 2,33; p = 0,04),
de forma que o grupo controle estresse demorou mais para recuperar seus filhotes quando
comparado com os grupos ndo estressados tratados com antagonista opidide (N x CE: p =

0,01, fig 15a; B x CE: p= 0,01, fig. 15b; NZ x CE: p = 0,008, fig. 15c¢).
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Figura 15: Recolhimento dos filhotes (média). Efeito da microinjecao de salina ou de
antagonistas opidides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. (F
7,53 = 2,33; p=0,04; Duncan: N x CE, B x CE, NZ x CE, p< 0,05) Controle ndo estresse (C),

Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE), Nor-binaltorfimina nao
estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE), Naloxonazina ndo estresse (NZ), Naloxonazina estresse

(NZE).




e Laténcia para o inicio da amamentagao (figura 16):

O grupo controle ndo estresse demorou 10,2+1,1 min e 8,3+3,8 min para iniciar a
amamentacao na 1? etapa e 2 etapa respectivamente.

A situagdo de estresse e o tratamento com antagonista opidide nos NET nao
alteraram o tempo das lactantes para o inicio da amamentacao durante as etapas do
teste. Desta forma, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos (1? etapa: H

a6 =831 ep=0,30; 2% etapa: H (7,61)= 5,62 e p = 0,58).
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Figura 16: Laténcia para o inicio da amamentagdo (média + e.p.m.). Efeito da microinjecao
de salina ou de antagonistas opidides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-
ambiental. (1? etapa: H (7,61) = 8,31 e p = 0,30; 2* etapa: H (7,61) = 5,62 e p = 0,58) Controle
nao estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona nao estresse (N), Naltrexona estresse (NE), Nor-
binaltorfimina ndo estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE), Naloxonazina ndo estresse (NZ),

Naloxonazina estresse (NZE).



e Tempo de construcao do ninho (figura 17):

Na 1? etapa, o grupo controle ndo estresse permaneceu 0,2+0,2 min manipulando
material para a constru¢ao do ninho e na 2* etapa permaneceu 0,4+0,2 min.

A situacdo de estresse ndo interferiu no tempo de constru¢ao do ninho (C 1? etapa:
0,2+0,2; C 2% etapa: 0,4+0,2; CE 1? etapa: 0,1+0,1; CE 2% etapa: 0,4+0,4 min). Nao foi
observada diferenca no tempo de construgdo do ninho entre as lactantes que receberam
a microinjecao de antagonista opidide. Logo, o tratamento com antagonista opidide ou a
situagdo de estresse ndo interferiram no tempo em que as lactantes manipularam
material para a constru¢ao do ninho durante as etapas do teste (1* etapa: H 7,61y = 9,68 e

p =0,20; 2* etapa: H (761 = 11,95 e p = 0,10).
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Figura 17: Tempo de constru¢dao do ninho (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢do de
salina ou de antagonistas opidides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-
ambiental. (1? etapa: H (7,61) = 9,68 e p = 0,20; 2% etapa: H (7.61y= 11,95 e p = 0,10) Controle
nao estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona nao estresse (N), Naltrexona estresse (NE), Nor-
binaltorfimina ndo estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE), Naloxonazina ndo estresse (NZ),

Naloxonazina estresse (NZE).



e Tempo maternal (figura 18):

Durante as 2 etapas do teste, as ratas controle ndo estressadas nao apresentaram
diferenca estatistica no tempo em atividades maternais (1? etapa: 5,3+1,3; 2% etapa:
2,74+0,8 min).

O tempo maternal ndo foi afetado pelo estresse em nenhuma das 2 etapas (C 1*
etapa: 5,3+1,3; C 2% etapa: 2,7+0,8; CE 1? etapa: 3,0+0,9; CE 2* etapa 1,3+0,4 min). O
tratamento com antagonista opidide ndo causou diferenga entre grupos. Porém, houve
diferenca entre etapas para o grupo naltrexona ndo estresse que permaneceu mais tempo
em atividades maternais durante a 1* etapa do teste quando comparada a 2* etapa (1*
etapa: 8,3+1,8; 2% etapa: 3,5+1,0 min; p = 0,02; fig. 18a).

Mas de toda forma, a situagdo de estresse e a microinjecao de antagonista opioide
nao causou diferenga estatistica entre os grupos durante as etapas do teste (1* etapa: H

a6 = 12,16 e p=0,09; 2" etapa: H (7,61 = 9,36 e p = 0,22).
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Figura 18: Tempo maternal (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢do de salina ou de
antagonistas opidides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. *
diferenca entre as barras indicada pelas extremidades das linhas horizontais (Mann-

Whitney: p= 0,02). Controle nio estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N),
Naltrexona estresse (NE), Nor-binaltorfimina ndo estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE),

Naloxonazina ndo estresse (NZ), Naloxonazina estresse (NZE).



e Tempo ndo maternal (figura 19):

As lactantes do grupo controle ndo estresse permaneceram 10,743,2 e 9,343,3 min
em atividades ndo maternais durante a 1?* etapa e 2° etapa do teste, respectivamente.

A situacdo de estresse socio-ambiental ndo alterou este comportamento das lactantes
em nenhuma das 2 etapas (C 1% etapa: 10,743,2; C 2% etapa: 9,3+£3,3; CE 1? etapa:
8,2+3,0; CE 2* etapa: 5,4+1,6 min).

O tratamento com antagonista opidide nos NET ndo causou diferenga estatistica
entre os grupos durante a 1* etapa (H (7,61) = 11,62; p = 0,11). Entretanto, durante a 2*
etapa foram encontradas diferengas significativas entre grupos (H (7,61) = 15,68; p =
0,02). O tratamento com nor-binaltorfimina ou com naloxonazina em lactantes nao
estressadas fez com que estas permanecessem menos tempo em atividades nao
maternais durante a 2* etapa do teste quando comparadas as lactantes ndo estressadas do
grupo controle (B x C: p =0,006, fig. 19b; NZ x C: p = 0,01, fig. 19¢). O tratamento
com naltrexona resultou em apenas uma tendéncia (p = 0,07, fig. 19a) a diminuir o
tempo nao maternal dos animais nao estressados durante a 2 etapa do teste. Nor-
binaltorfimina em ratas estressadas diminuiu o tempo ndo maternal durante a 2* etapa (p
= 0,02, fig. 19b).

Foi observada uma diferenca estatistica entre os animais estressados tratados com
nor-binaltorfimina ou naloxonazina e os nao estressados do grupo controle, onde os
estressados e tratados com antagonista opidide permaneceram menos tempo em
atividades nao maternais durante a 2* etapa do que os ndo estressados do grupo controle

(BE x C: p= 10,02, fig. 19b; NZE x C: p= 0,01, fig. 19¢).
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Figura 19: Tempo ndo maternal (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢do de salina ou
de antagonistas opidides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-
ambiental. * diferenga entre as barras indicada pelas extremidades das linhas
horizontais (H (7,61) = 15,68 € p = 0,02; Mann-Whitney: p< 0,05). Controle ndo estresse (C),
Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE), Nor-binaltorfimina ndo
estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE), Naloxonazina ndo estresse (NZ), Naloxonazina estresse
(NZE).



e Tempo total (figura 20):

O tempo total necessario para completar 15 minutos de amamentagao nao
apresentou diferenca estatistica entre as 2 etapas para o grupo controle ndo estresse (1*
etapa: 28,8+1,4; 2% etapa 24,8+1,5 min).

Animais do grupo controle ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados entre si (C 1? etapa: 28,8+1,4; C 2% etapa 24,8+1,5; CE 1? etapa 26,0+2,6; CE
2% etapa 21,4+1,6 min). Antagonistas opidides no NET das lactantes ndo causou diferenga
estatistica entre grupos no tempo total das 2 etapas do teste. Desta forma, nenhum dos
tratamentos pelos quais as lactantes foram submetidas (estresse ou droga) foi capaz de
alterar o tempo total das etapas quando realizada uma comparacao entre grupos (1* etapa: H
a6 =791 ep=0,33; 2* etapa: H (761)= 10,76 e p=0,14).

Entretanto, quando se comparou etapas do mesmo grupo, foi observado que os
animais tratados com naloxonazina (estressados e nao estressados) € com nor-
binaltorfimina (estressados) foram mais demorados durante a 1? etapa do que na 2? etapa do
teste (NZ 1% etapa: 19,7+1,2; NZ 2% etapa: 27,1£1,9; NZE 1° etapa: 24,8+1,9; NZE 2? etapa:
22,3+2.3; BE 1* etapa: 22,8+1,3; BE 2% etapa: 19,9+0,9 min p< 0,05; fig 20b e 20c) para

completar os 15 minutos de amamentacgao.
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Figura 20: Tempo total necessario para completar 15 minutos de amamentagao (média +
e.p.m.). Efeito da microinjeg@o de salina ou de antagonistas opidides nos NET em ratas
submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. * diferenca entre as barras indicada pelas
extremidades das linhas horizontais (Mann-Whitney: p<0,05). Controle ndo estresse (C),

Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE), Nor-binaltorfimina nao
estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE), Naloxonazina ndo estresse (NZ), Naloxonazina estresse

(NZE).



e Ganho de peso dos filhotes (figura 21):

Os filhotes das ratas controle ndo estressadas ndo apresentaram diferenga
significativa no ganho de peso entre as etapas (1? etapa: 0,6+0,3; 2* etapa: 0,8+0,2%); e
tiveram um aumento 1,4+0,5 % do peso inicial ao final das 2 etapas.

O ganho de peso dos filhotes nao sofreu interferéncia da situacdo de estresse pela
qual as ratas foram submetidas durante o teste (C: 1,4+0,3; CE: 4,1+1,1 %; F(753y=1,16; p
=0,34).

O tratamento com antagonista opidide nos NET das lactantes ndo causou diferenca
significativa no peso dos filhotes (F(7,53) = 1,16; p = 0,34).

Entretanto foi observada uma tendéncia no grupo naltrexona nao estresse, onde seus
filhotes tenderam a ganhar mais peso durante a 2* etapa do teste (F(1,53) = 3,59; p = 0,006; fig.
21a).

O ganho de peso total dos filhotes ndo teve diferenca entre os grupos analisados

(Fa53=1,18; p=0,33).
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Figura 21: Ganho de peso dos filhotes (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢do de salina ou
de antagonistas opidides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental.

(F7,53)=1,16; p = 0,34) Controle nio estresse (C), Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N),
Naltrexona estresse (NE), Nor-binaltorfimina ndo estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE),

Naloxonazina ndo estresse (NZ), Naloxonazina estresse (NZE).



e Modo de inicio da amamentac¢ao (figura 22):

O modo de iniciar a amamentagdo foi parecido em ambas as etapas no grupo controle
ndo estresse, onde a maioria das ratas aproximou-se dos filhotes e se posicionou para
amamentar (modo de inicio 4).

A mudanca de ambiente associada a presenca de um rato macho (estresse socio-
ambiental), ndo interferiu na forma de iniciar a amamentagdo nos animais controle. Bem
como o tratamento com antagonista opidide nao causou diferenga no modo de inicio da
amamentacdo. Desta forma, nem o estresse nem o tratamento com antagonista opidide
alterou a forma pela qual as ratas iniciaram a amamentagao nas 2 etapas do teste (1* etapa:

H 7,61)=9,77 e p = 0,20; 2% etapa: H7,61)=4,35 e p =0,74).
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Figura 22: Modo de inicio da amamentagdo. Efeito da microinje¢@o de salina ou de
antagonistas opioides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. (1*
etapa: H 7,61y = 9,77 e p = 0,20; 2° etapa: H (7,61) = 4,35 € p = 0,74).Controle ndo estresse (C),
Controle estresse (CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE), Nor-binaltorfimina nao
estresse (B), Nor-binaltorfimina estresse (BE), Naloxonazina ndo estresse (NZ), Naloxonazina estresse

(NZE).



e Numero de filhotes no ninho (figura 23):

Ao final de cada etapa, o grupo controle ndo estresse teve uma média de 6,7+1,0
filhotes no ninho.

A quantidade de filhotes no ninho (observada a cada 5 minutos durante os 30 minutos
iniciais de observagdo de cada etapa) ndo foi diferente entre os grupos controle, ndo
havendo interferéncia do estresse sobre este parametro quantificado.

Animais tratados com antagonista opidide ndo apresentaram diferenca significativa no
numero de filhotes no ninho quando comparados entre si. Logo, tanto a situacao de estresse
quanto o tratamento com antagonista opidide nao alterou significativamente o numero de
filhotes no ninho durante as etapas do teste (1* etapa: H (7,61) = 5,76 € p = 0,56; 2? etapa: H

.61 = 8,95 e p=0,25).
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Figura 23: Filhotes no ninho (média). Efeito da microinje¢do de salina ou de antagonistas
opiodides nos NET em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. (1* etapa: H (7,61)

=5,76 e p=0,56; 2% etapa: H (761) = 8,95 e p = 0,25) Controle ndo estresse (C), Controle estresse
(CE), Naltrexona ndo estresse (N), Naltrexona estresse (NE), Nor-binaltorfimina nao estresse (B), Nor-

binaltorfimina estresse (BE), Naloxonazina ndo estresse (NZ), Naloxonazina estresse (NZE).



Experimento 3

3.1) Efeito da microinjecio bilateral de agonista GABA. na amigdala no progresso

do parto

O numero de filhotes na ninhada variou entre 11 e 14 para o grupo controle ndo
estresse (C), 11 e 13 para o grupo controle estresse (CE), 11 e 14 para o grupo muscimol
nao estresse (M) e 11 e 13 para o grupo muscimol estresse (ME). Como o nimero minimo
de filhotes por ninhada foi de 11, a analise do progresso do parto foi limitada a 8 filhotes,
uma vez que a microinjecao bilateral na amigdala ocorreu apds o nascimento do 3° filhote
(ocasionalmente ap6s o 4° filhote). Da mesma forma procedeu-se a analise do recolhimento

24 h pos-parto, porém todos os recolhimentos 24 h pds-parto foram registrados.

e Progresso do parto (figura 24):

O tempo de nascimento dos filhotes ndo foi diferente estatisticamente entre os grupo
analisados (F;22) = 2,59; p = 0,08).

A situagdo de estresse ndo interferiu no progresso do parto, o nascimento do 8° filhote
pos-tratamento (ultimo analisado) do grupo controle ndo estresse foi 44,8+5,0 min apds a
microinje¢do e o 8° filhote do grupo controle estresse demorou 51,2+8,1 min para nascer,
nao havendo uma diferenca estatistica entre o tempo total do progresso do parto entre os
grupos controle. Ratas tratadas com muscimol no momento do parto ndo apresentaram

diferenca no tempo total do progresso do parto (M: 59,8+9,0; ME: 66,8+8,1 min).
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Figura 24: Progresso do parto (média). Efeito da microinjecao bilateral de salina ou
muscimol na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse sdcio-ambiental durante o

parto. (F322) = 2,59; p = 0,08) Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol ndo estresse
(M), Muscimol estresse (ME).



e Numero de filhotes nascidos em 30 minutos (figura 25):

A média de nascimentos em 30 minutos apds a microinje¢ao nas ratas controle nao
estressadas foi de 5,1+0,6 filhotes.

O estresse socio-ambiental nao interferiu no nascimento dos filhotes (C: 5,11+0,62;
CE: 3,42+0,77 filhotes). E a administragdo de muscimol na amigdala logo apos o
nascimento do 3 ° filhote ndo alterou a média dos nascimentos (C: 5,11+0,62; M:
3,75+0,87 filhotes).

Entretanto houve uma diferenca estatistica no numero de filhotes nascidos 30 min
apoOs a microinjec¢ao entre os grupos controle ndo estresse e muscimol estresse (p =
0,01), onde as ratas do grupo controle ndo estresse tiveram uma média de 5,11+0,62
filhotes e as ratas do grupo muscimol estresse tiveram uma média de 2,37+0,6 filhotes

(F 3.28)=2,92; p=0,05).
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Figura 25: Numero de filhotes nascidos 30 minutos (média + e.p.m.). Efeito da
microinjec¢do bilateral de salina ou muscimol na amigdala em ratas submetidas ou nao a
estresse socio-ambiental durante o parto. * diferenga entre as barras indicada pelas

extremidades das linhas horizontais (F 328y = 2,92; p = 0,05) Controle ndo estresse (C), Controle
estresse (CE), Muscimol ndo estresse (M), Muscimol estresse (ME).



e Recuperacao dos filhotes 24 h pos-parto (figura 26):

As ratas do grupo controle ndo estresse demoraram 13,7+5,2 min para recuperar os
8 filhotes. O estresse durante o parto ndo interferiu no tempo de recuparagdo dos filhotes 24
h pos-parto (C: 13,7+5,2; CE: 4,842,7 min); o tratamento com muscimol no momento do
parto nao influenciou na recuperagdo dos 8 filhotes 24 h pos-parto (C: 13,7+5,2; M 9,1+8,0
min). Desta forma nao foi observada diferenga estatistica entre tratamentos nos grupos

analisados (F 3,15y = 0,85; p = 0,49).
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Figura 26: Recuperagao dos filhotes 24 h pds-parto (média). Efeito da microinjegao
bilateral de salina ou muscimol na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-

ambiental durante o parto. (F 3,15y = 0,85; p = 0,49) Controle no estresse (C), Controle estresse
(CE), Muscimol néo estresse (M), Muscimol estresse (ME).



e Laténcia para o inicio da amamentagao 24 h pos-parto (figura 27):

As ratas controle nao estresse demoraram 19,2+3,5 min para iniciar a amamentagao 24
h ap6s o parto.

Entre tratamentos ndo foi verificada diferenca estatistica entre os grupos observados (H
3,19 = 0,25; p = 0,96); o tempo para iniciar a amamentagao 24 h pos-parto ndo foi afetado
pelo estresse, a laténcia para o inicio amamentagao dos animais controle ndo foi diferente
estatisticamente (C: 19,243,5; CE: 20,243,9 min). E o tratamento com muscimol, ndo
causou nenhum efeito sobre a laténcia para o inicio da amamentagado (C: 19,2+3,5; M:

17,6+6,2 min).
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Figura 27: Laténcia para o inicio da amamentagdo 24 h pos-parto (média + e.p.m.). Efeito
da microinje¢do bilateral de salina ou muscimol na amigdala em ratas submetidas ou nao a

estresse socio-ambiental durante o parto. (H 3,190 = 0,25; p = 0,96) Controle ndo estresse (C),
Controle estresse (CE), Muscimol nao estresse (M), Muscimol estresse (ME).



e Tempo em postura de amamentacdo 24 h pds-parto (figura 28):

O tempo em postura de amamentacao para as ratas controle nao estressadas foi de
8,1+£2,6 min na 1? etapa e 18,1£3,3 min na 2? etapa.

O estresse durante o parto ou o tratamento com muscimol ndo interferiram no tempo
despendido para a amamentagdo durante as 2 etapas de observagao (1* etapa: H (3,19) = 0,44

ep=0,93; 2* etapa: H 3,199=2,18 e p=0,53).
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Figura 28: Tempo em postura de amamentagao 24 h pos-parto (média + e.p.m.). Efeito da
microinje¢ado bilateral de salina ou muscimol na amigdala durante o parto de ratas
submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. (1* etapa: H (3,19) = 0,44 e p = 0,93; 2° etapa:
H 3,199 = 2,18 e p = 0,53) Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol ndo estresse (M),
Muscimol estresse (ME).



e Tempo maternal 24 h pos-parto (figura 29):

O tempo maternal 24 h poés-parto ndo foi diferente entre etapas para o grupo controle
nao estresse (1% etapa: 8,4+1,5; 2% etapa: 5,9+1,4 min).

Entre os grupos controle ndo foi observada diferenca estatistica, o estresse durante o
parto ndo afetou o tempo maternal 24 h pds-parto em nenhuma das 2 etapas (C 1* etapa:
8,4+1,5; C 2% etapa: 5,9+1,4; CE 1? etapa: 11,0+2,3; CE 2? etapa: 5,3+1,0 min). O
tratamento com muscimol no momento do parto, nao alterou o tempo registrado em
atividades maternais 1 dia apos o parto (M 1% etapa: 8,7+2,3; M 2? etapa: 1,7+1,0; ME 1*
etapa: 11,7+4,8; ME 2% etapa: 11,3+7,0 min). Desta forma, durante as 2 etapas da
observagdo, nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos pelos quais os animais

foram submetidos (1? etapa: H 3,19y = 1,08 e p = 0,77; 2 etapa: H 3,199 = 4,04 e p=0,25) .
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Figura 29: Tempo maternal 24 h pds-parto (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢ao
bilateral de salina ou muscimol na amigdala durante o parto de ratas submetidas ou ndo a
estresse socio-ambiental. (1% etapa: H 3,19)= 1,08 e p = 0,77; 2% etapa: H 3,19)=4,04d e p =
0,25) Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol ndo estresse (M), Muscimol estresse
(ME).



e Tempo niao maternal 24 h pds-parto (figura 30):

Nao foi observada diferenga estatistica entre as etapas no tempo nao maternal, para o
grupo controle nao estresse, que permaneceu 14,0+£3,5 min na 1? etapa e 6,5+2,7 min na 2°
etapa em atividades ndo maternais.

A situagdo de estresse socio-ambiental durante o parto nao interferiu no tempo nao
maternal 24 h pos-parto em nenhuma das 2 etapas (C 1? etapa: 14,043,5; C 2 etapa:
6,5+2,7; CE 1* etapa: 14,1+4,3; CE 2% etapa: 5,0+3,6 min). E a administragdo de muscimol
logo apos o nascimento do 3° filhote também alterou o tempo ndo maternal 24 h pos-parto
durante as 2 etapas da observagao (C 1? etapa: 14,0+3,5; C 2% etapa: 6,5+£2,7; M 1? etapa:
12,442,8; M 2% etapa: 4,0+3,4 min). Portanto, os tratamentos (droga / situagdo socio-
ambiental) ndo causaram diferencas significativas durante as etapas de observacao (1*

etapa: H 3,19 = 0,38 e p = 0,94; 2 etapa: H 3,19)= 1,58 e p = 0,66).
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Figura 30: Tempo nao maternal 24 h pos-parto (média + e.p.m.). Efeito da microinjecao
bilateral de salina ou muscimol na amigdala durante o parto de ratas submetidas ou ndo a
estresse socio-ambiental. (1% etapa: H 3,190 = 0,38 e p = 0,94; 2% etapa: H 3,19)= 1,58 e p =
0,66) Controle nio estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol ndo estresse (M), Muscimol estresse
(ME).



3.2) Efeito da microinjecio bilateral de agonista GABA. na amigdala no

comportamento maternal e lactacio

e Recuperacao dos filhotes (figura 31):

A recuperacao do 8° e ultimo filhote do grupo controle ndo estresse foi aos 3,5+1,2 min
do tempo total da 1* etapa.

A recuperacao dos filhotes sofreu alteracdes devido os tratamentos pelos quais os
animais foram submetidos, apresentando diferenca estatistica entre os grupos (F 3.26) =
4,51;p=10,01).

O estresse interferiu na recuperagao dos filhotes dos grupos controle, de forma que os
animais estressados foram mais lentos na recuperagao de seus filhotes (p = 0,05).

Dos animais tratados com muscimol, os ndo estressados foram os qué recuperaram mais
rapidamente seus filhotes (M: 2,5+0,9; ME: 13,4+5,3 min; p=0,01).

Foi observada uma diferenca estatistica entre a recuperacao dos filhotes de ratas nao
estressadas do grupo controle e ratas estressadas tratadas com muscimol, que foram mais

lentas na recuperagao de seus filhotes (p = 0,007).
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Figura 31: Recuperacao dos filhotes (média). Efeito da microinje¢do bilateral de salina ou
muscimol na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. (F (7,53) =
4,51; p=0,01; Duncan: C x CE, C x ME, M x ME, p< 0,05) Controle néo estresse (C), Controle

estresse (CE), Muscimol ndo estresse (M), Muscimol estresse (ME).

e Laténcia para o inicio da amamentagao (figura 32):

A laténcia para o inicio da amamentagdo do grupo controle nao estresse foi de 8,8+1,9
min para 1? etapa e de 8,4+2,7 min para a 2* etapa.

O estresse socio-ambiental interferiu no tempo de inicio da amamentacao durante a 2°
etapa, as ratas nao estressadas do grupo controle demoraram mais para iniciar a
amamentacao (8,4+2,7 min) do que as ratas do grupo controle estresse (2,7+0,5 min;
p=0,003). O tratamento com muscimol ndo causou diferenca na laténcia para o inicio da
amamentacao durante as etapas do teste. Desta forma, apenas a situagdo de estresse foi
capaz de alterar este comportamento maternal, entretanto, apenas durante a 2* etapa do teste

(1* etapa: H 330) =2,22 e p = 0,52; 2 etapa: H 330)=12,60 ¢ p = 0,005).



Foi observada uma diferenga estatistica entre etapas no grupo controle estresse, onde as
ratas demoraram mais para iniciar a amamentacao durante a 1* etapa quando comparado a

2% etapa (1* etapa: 9,3%1,5; 2% etapa: 2,7+0,5 min; p = 0,001).
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Figura 32: Laténcia para o inicio da amamentagdo (média + e.p.m.). Efeito da microinjecao

de salina ou muscimol na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental.*
diferenca entre as barras indicada pelas extremidades das linhas horizontais (H (330) =12,60

e p = 0,005; Mann-Whitney: CE1* etapa x CE2? etapa, p = 0,001). Controle nio estresse (C),

Controle estresse (CE), Muscimol nao estresse (M), Muscimol estresse (ME).

e Tempo de constru¢do do ninho (figura 33):

O grupo controle ndo estresse teve 0,5+0,3 min em tempo de constru¢cao do ninho
durante a 1? etapa e 1,6+0,5 min durante a 2? etapa do teste.

O estresse interferiu no tempo de construgao do ninho durante a 2% etapa do teste (p =
0,02), onde os animais controle ndo estressados permaneceram mais tempo manipulando
material para a constru¢ao do ninho (1,640,5 min) do que os animais controle estressados

(0,1£0,1 min; H 330) = 8,22; p = 0,04).



O tratamento com muscimol associado a situagdo de estresse diminuiu o tempo em
atividade de construg¢do do ninho durante a 2* etapa do teste quando comparado ao grupo
controle nao estresse (C: 1,6+0,5; ME: 0,5+0,2 min; p = 0,03).

Assim sendo, os tratamentos pelos quais os grupos foram expostos, causaram diferenca
no tempo de construcao do ninho durante a 2% etapa do teste (1* etapa: H 330)=3,38ep =

0,33; 2* etapa: H (330 = 8,22 ¢ p = 0,04).
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Figura 33: Tempo de constru¢ao do ninho (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢do de
salina ou muscimol na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse sdcio-ambiental. *
diferenca entre as barras indicada pelas extremidades das linhas horizontais (H 330) = 8,22

e p = 0,04). Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol néo estresse (M), Muscimol
estresse (ME).

e Tempo maternal (figura 34):

As ratas controle ndo estressadas permaneceram 8,0+1,5 min em atividades maternais

durante a 1* etapa e 4,5+1,2 min durante a 2° etapa do teste.



Houve diferenca estatistica entre grupos, submetidos a tratamentos distintos, em ambas
as etapas do teste (1* etapa: H 330)=11,05e p=0,01; H 330 =9,31 ¢ p=0,02).

O tratamento com muscimol associado a estresse diminuiu o tempo em que as ratas
permaneceram em atividades maternais, em ambas as etapas, quando comparadas as ratas
do grupo controle ndo estresse (1* etapa p = 0,003; 2% etapa: p=0,01).

A situacdo de estresse em animais tratados com muscimol tendeu a diminuir o tempo
maternal durante a 1?* etapa do teste (M: 5,0+1,1; ME: 2,4+0,8 min; p=0,06)

Houve uma tendéncia do tratamento com muscimol em ratas ndo estressadas diminuir o
tempo despendido em atividades maternais durante a 2? etapa do teste (C: 8,0+1,5; M:
1,5+0,3 min; p=0,06). Muscimol em animais estressados tendeu a diminuir o tempo

maternal durante a 1* etapa do teste (p= 0,06).
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Figura 34: Tempo maternal (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢@o de salina ou muscimol
na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental.  * diferenca entre as
barras indicada pelas extremidades das linhas horizontais (1* etapa: H 3300 =11,05ep =

0,01; H 330 = 9,31 e p = 0,02) Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol ndo
estresse (M), Muscimol estresse (ME).



e Tempo ndo maternal (figura 35):

O grupo controle ndo estresse ndo apresentou diferenca significativa no tempo nao
maternal entre as 2 etapas do teste (1? etapa: 5,0+1,2; 2° etapa: 7,1£2,4 min).

O estresse afetou o tempo ndo maternal das lactantes do grupo controle durante a 2°
etapa do teste (H (3,300 = 8,41 e p = 0,03), onde as lactantes estressadas permaneceram
menos tempo em atividades ndo maternais quando comparadas as ndo estressadas (C:
7,1£2,4; CE: 1,940,3 min; p = 0,009).

Também foi observada uma diferenga entre o grupo controle estresse e o grupo
muscimol ndo estresse durante a 2* etapa do teste (H (330) = 8,41; p = 0,03), ratas
estressadas do grupo controle permaneceram menos tempo em atividades ndo maternais
quando comparadas as ratas ndo estressadas tratadas com muscimol (CE: 1,940,3; M:

4,941,1 min; p = 0,01).
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Figura 35: Tempo ndo maternal (média + e.p.m.). Efeito da microinje¢@o de salina ou
muscimol na amigdala em ratas submetidas ou nao a estresse socio-ambiental. (H (3 30) =

8,41; p=10,03) Controle nio estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol nfo estresse (M), Muscimol
estresse (ME).



e Tempo total (figura 36):

No tempo total necessario para completar os 15 minutos de amamentagdo ndo houve
diferenca estatistica entre etapas para o grupo controle ndo estresse (1* etapa: 27,4+2,2; 2°
etapa: 26,24+3,4 min). Entretanto, a situagdo de estresse alterou o tempo total durante a 2*
etapa do teste (H (3;30) = 8,23; p = 0,04), fazendo com que o tempo total fosse menor para o
grupo controle estresse (19,2+0,7 min) quando comparado ao grupo controle ndo estresse
(26,243,5 min; p = 0,007).

Foi observada uma diferenga significativa entre etapas no grupo controle estresse (p =
0,001), que teve o tempo total da 1? etapa maior (26,1+2,1 min) do que o tempo total da 2*
etapa (19,2+0,7 min; p=0,001).

A microinje¢cdo de muscimol na amigdala ndo alterou o tempo total necessario para os
15 min de amamentacdo em nenhuma das etapas do teste (M 1? etapa: 26,8+1,4; M 2% etapa:

21,2+1,4; ME 1? etapa: 24,7+1,6; ME 2% etapa: 19,7+2,0 min).
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Figura 36: Tempo total necessario para completar 15 min de amamentagdo (média + e.p.m.). Efeito da
microinjecdo de salina ou muscimol na amigdala em ratas submetidas ou nio a estresse sdcio-ambiental. *
diferenga entre as barras indicada pelas extremidades das linhas horizontais (H 30y = 8,23; p = 0,04).
Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol ndo estresse (M), Muscimol estresse (ME).



e Ganho de peso dos filhotes (figura 37):

O ganho de peso total dos filhotes do grupo controle ndo estresse foi de 3,3+1,1 %; ndo
houve diferenca estatistica entre o ganho peso por etapas, onde na 1? etapa os filhotes
ganharam 1,440,6 % do peso inicial e na 2% etapa 1,9+0,6 % .

O estresse ndo influenciou no ganho de peso dos filhotes entre as etapas (C 1? etapa:
1,4+0,6; C 2° etapa: 1,9+0,6; CE 1* etapa: 0,4+0,2; CE 2° etapa: 2,8+0,7 %; Fza25=3,13;p
=0,99) ou no ganho de peso total (C: 3,3+1,1 %; CE: 3,2+0,8 %; F3,25= 0,03; p = 0,99).

A ninhada do grupo controle estresse ganhou menos peso durante a 1* etapa do teste
(0,4+0,2%) do que na 2% etapa (2,8+0,7 %; p=0,006).

A microinje¢do de muscimol na amigdala ndo alterou o ganho de peso dos filhotes por
etapa (C 1? etapa: 1,4+0,6; C 2% etapa: 1,9+0,6; M 1? etapa: 1,6=0,7; M 2 etapa: 1,5+0,7 %;

Fi25=3,13; p=0,99) ou total (C: 3,4+0,6; M: 3,2+0,7 %; F25= 0,03; p = 0,99).
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Figura 37: Ganho de peso dos filhotes (média + e.p.m.). Efeito da microinjecao de salina ou
muscimol na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. * diferenca
entre as barras indicada pelas extremidades das linhas horizontais (Mann-Whitney: p =

0,006). Controle niio estresse (C), Controle estresse (CE), Muscimol nio estresse (M), Muscimol estresse
(ME).




e Modo de inicio da amamentagao (figura 38):

Nao houve diferenga estatistica no modo de inicio da amamentagdo entre as etapas para
o grupo controle ndo estresse, a maioria das ratas foram ao encontro dos filhotes e entdo
assumiam a postura de amamentacao (modo de inicio 4).

A situagdo de estresse ¢ o tratamento com muscimol ndo influenciaram a forma das
ratas iniciarem a amamentagao durante as 2 etapas (1* etapa: H 3009 =5,49¢e p=0,13; 2%

etapa: H 329)=5,27ep=0,15).
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Figura 38: Modo de inicio da amamentagdo. Efeito da microinje¢do de salina ou muscimol
na amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. (1* etapa: H 329) = 5,49
ep=0,13; 2% etapa: H 320)= 5,27 € p = 0,15) Controle nio estresse (C), Controle estresse (CE),
Muscimol ndo estresse (M), Muscimol estresse (ME).



¢ Filhotes no ninho (figura 39):

O numero de filhotes no ninho a cada 5 minutos dos 30 minutos iniciais de cada etapa
do teste, nao foi diferente para o grupo controle ndo estresse durante as 2 etapas do teste.
Nem o estresse nem o tratamento com muscimol interferiram neste parametro em
nenhum momento dos periodos analisados (1% etapa: H 330) = 1,14 e p = 0,69; 2 etapa: H

330=5,0lep=0,17).
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Figura 39: Filhotes no ninho (média). Efeito da microinje¢do de salina ou muscimol na
amigdala em ratas submetidas ou ndo a estresse socio-ambiental. (1* etapa: H 330)= 1,14 ¢

p =0,69; 2% etapa: H 330 = 5,01 e p = 0,17) Controle ndo estresse (C), Controle estresse (CE),
Muscimol ndo estresse (M), Muscimol estresse (ME).



DISCUSSAO

Efeito da microinjecido de agonistas opidides nos nucleos da estria terminal (NET) no

progresso do parto

O uso central de agonistas opidides nos NET ndo teve efeito sobre o parto. A
microinje¢do de agonista opidide p (DAGO) ou k (U-50488) nos NET das ratas
parturientes, logo ap6s o nascimento do 1° filhote ndo interrompeu o progresso do parto,
ndo alterou a duracdo total nem os intervalos entre os nascimentos. Portanto, apesar dos
NET facilitar a secrecdo de ocitocina durante a lactacdo (Ingram et al, 1995) e ser
fortemente inibido por opidides ao final da gestacdo (Housham et al, 1995) a sua
participacdo durante o parto ndo parece ser importante. Por outro lado, outros estudos
demonstram que a administragdo de morfina (agonista opioide), intracerebroventricular
(i.c.v.) ou perifericamente (i.p.), logo apds o nascimento do 2° filhote interrompe o parto e
produz uma inibi¢ao da secrecao de ocitocina, prejudicando a expressao do comportamento
maternal (Russell et al, 1989). O uso do agonista opidide x U-50488 (i.p. ou
intravenosamente, i.v.), logo apds o nascimento do 2° filhote também atrasa o nascimento
dos 4 filhotes pos-tratamento em aproximadamente 100 minutos e diminui a concentracao
de ocitocina plasmatica, efeito que ¢ totalmente revertido com o uso do antagonista opioide
K nor-binaltorfimina (i.v.); mostrando a atuacdo dos receptores opidides k durante o parto
(Douglas et al, 1993). A administracdo central de agonista opidide, no momento do parto,
nos NET, parece ndo ter efeito sobre a secre¢do de ocitocina, ou seja, ndo ocorre uma
atividade inibitoria opidide neste nlicleo que interfira no processo do parto. Possivelmente,
a neurotransmissao opidide dos NET nao estd envolvida nos eventos que ocorrem durante o

parto. Provavelmente, outras areas cerebrais como a pré-optica medial tenham uma maior



participacdo na modulagdo da atividade das vias opidides durante o parto. Ou entdo, o uso
sistémico de opidides seja mais potente, uma vez que U-50488 i.p. ou i.v. interfere no
progresso normal do parto (Douglas et al, 1993).

Os animais controle foram mais sensiveis a manipulacdo (demonstrado pela
ocorréncia de diferenca entre etapas, sendo que na 1* etapa a rata foi manipulada
brevemente na transferéncia para a caixa onde continha seus filhotes ja espalhados
enquanto que na 2? etapa isto ndo ocorria), pois na 1* etapa permaneceram menos tempo
amamentando e mais tempo em atividades maternais, enquanto que na 2* etapa mostraram
comportamento contrario, amamentaram mais € passaram pouco tempo em atividades
maternais. Nossos resultados diferem das observacdes de Lazzarotto et al (2001), que
utilizando agonistas opidides (DAGO ou U-50488) nos NET para avaliar o comportamento
maternal em ratas lactantes (7-13 dias pos-parto) encontraram um comprometimento deste
comportamento nas ratas tratadas com DAGO (agonista opidide p), que tenderam a
demorar mais para recolher seus filhotes, sendo que algumas vezes nem os recolheram (eles
iam ao encontro da mae), a amamentagdo era interrompida para realizar atividades nao
maternais e seus filhotes ganharam menos peso durante a 1* etapa do teste ; o uso do
agonista U-50488 tendeu acelerar o recolhimento dos filhotes e todas as ratas recolheram
seus filhotes, a amamenta¢do, se interrompida, era apenas para melhoria do ninho ou
cuidados com os filhotes, que tiveram um aumento de peso significativo. Nosso estudo
apresentou uma diferenca no comportamento entre os grupos U-50488 e DAGO no periodo
24 h apos o parto, onde o grupo tratado com U-50488 apresentou um prejuizo na atividade
maternal (maior laténcia para inicio da amamenta¢do) comparado com o grupo tratado com
DAGQO. Ja o estudo de Lazzaroto et al (2001) (realizado em nosso laboratorio) indica que

no periodo de lactacio o agonista DAGO nos NET prejudica a expressio do



comportamento maternal, ou seja, ha uma ag¢ado inibitoria opidide mediada por receptores p
e que o agonista U-50488 nos NET pode ter um papel auxiliador ou de refor¢o na expressao
do comportamento maternal. Com isto, pode-se sugerir que haja participagao dos receptores
Kk dos NET na expressao do comportamento maternal durante o periodo de lactagdo, mas
que estes possam talvez prejudicar esta expressao 24 h pds-parto, embora juntamente com
os receptores | parecam modular o comportamento maternal das ratas tratadas, uma vez

que ambos diminuiram a sensibilidade do animal a manipulagao.

Efeito da microinjecio de antagonistas opidides nos nucleos da estria terminal (NET)

em ratas parturientes e lactantes submetidas a estresse

Em nosso modelo experimental, o estresse ndo interferiu no progresso do parto e no
intervalo entre os nascimentos. Naltrexona (antagonista opidide ndo seletivo) nos NET,
administrada logo ap6s o nascimento do 3° filhote também nao teve influéncia sobre o
parto. Em situacdes de distirbio ambiental (estresse) ha um aumento no tempo de duragao
do parto em ratas (Leng et al, 1985); em situagdes ambientais familiares, o uso de naloxona
(antagonista opidide nao seletivo) subcutaneamente faz com que o intervalo entre os
nascimentos seja reduzido no parto de ratas, porém, em situagdo de estresse ambiental o uso
deste antagonista opidide subcutaneamente nao altera o tempo de duracdo do parto (Leng et
al, 1985). Por outro lado, em estudos posteriores (Leng el al, 1988), a administragdo
endovenosa de naloxona em animais estressados e nio estressados diminuiu a duracdo do
parto. Acreditdvamos que o uso de naltrexona (antagonista opidide ndo seletivo) em um dos

sitios de atuacgdo opiodide envolvidos com a liberagdo de ocitocina (no caso, NET) pudesse



inibir os efeitos do estresse. Entretanto, ratas expostas a estresse socio-ambiental durante o
parto e/ ou tratadas com naltrexona nos NET, logo ap6s o nascimento do 3° filhote, ndo
tiveram o parto interrompido € nem o tempo de duracdo total do parto ou o intervalo entre
os nascimentos alterados. Neumann et al (1993) verificaram que naloxona administrada
logo ap6s o nascimento do 2° filhote no nucleo supra-6ptico (SON) ndo interfere no tempo
de duracdo do parto, ja no nucleo paraventricular (PVN) faz com que haja uma melhora do
tempo entre o nascimento do 4° e 7° filhote comparado com o grupo tratado com naloxona
no SON. Provavelmente, as vias modulatdrias dos NET na secre¢do de ocitocina ndo sejam
ativadas durante o processo do parto, devido a alta resisténcia pré-existente ocasionada
pelas adaptacdes naturais do organismo (aumento de f-endorfina e diminuicao da atividade
do eixo HPA) que ocorrem no periodo de gestagdo, tornando desta forma estes mecanismos
neuroenddcrinos menos suscetiveis aos disturbios no momento do parto. Eventos
relacionados com o trabalho de parto (por exemplo a dor) fazem com que vias opiodides
endogenas inibam a atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA) no momento do
parto em ratas (Wigger et al, 1999), tornando a gestante mais resistente as pertubagdes do
meio. Também ha um aumento de f-endorfina (opidide endogeno), observado a partir do 8°
dia de gestacdo, que promove uma adaptacdo da mae a sua nova situagdo (prenhez); e este
alto tonus opidide persiste até aproximadamente 1 semana apds o parto (Wardlaw e Frantz,
1983).

No periodo de lactagdo (7-8 dias pos-parto) o estresse ndo interferiu no
comportamento maternal das ratas. Apesar de haver uma atenuagdo nas respostas ao
estresse (Mezzacapa et al, 2003), em ratas lactantes é observada uma ativacao do eixo HPA
em situacdo de conflito social (Neumann et al, 2001). Em nosso estudo, ao utilizarmos o

ambiente novo e a introducdo de um macho a este ambiente (separado da lactante e da



ninhada por uma caixa isoladora), as ratas lactantes parecem nao terem sido afetadas pela
situagdo estressora, ndo apresentando altera¢do na expressao do comportamento.

O uso de antagonista opioide tem sido descrito como uma ferramenta para reverter
os efeitos do estresse sobre o comportamento maternal (Leng et al, 1988). Naloxona usada
no inicio da lactagcdo (5-7 dias pos-parto), sistémica ou centralmente, resulta em um
prolongamento nos cuidados com os filhotes € com o ninho (Byrnes et al, 2000). Em nosso
estudo, este efeito dos antagonistas opidides foi observado, apenas em ratas tratadas
comnor-binaltorfimina. Em ratas estressadas, o tratamento com nor-binaltorfimina diminuiu
o tempo ndo maternal durante a 2* etapa do teste, sugerindo que o antagonismo dos
receptores Kk em situacdes de estresse facilite a expressdo do comportamento maternal da
lactante.

O uso de antagonista opidide k ou p nos NET das ratas ndo estressadas teve o efeito
esperado nas situacdes de estresse, ou seja, a microinjecdo de antagonista opiodide seletivo
nos NET diminuiu o tempo em que as ratas permaneceram em atividades ndo maternais.
Este efeito contraditorio dos antagonistas opioides observado em nosso estudo nas ratas ndo
submetidas a estresse sugere que nossos animais sejam mais resistentes ao meio. Os
animais tratados com nor-binaltorfimina ou com naloxonazina mostraram-se sensiveis ao
estresse, pois demoraram mais na 1* etapa para completar os 15 minutos de amamentagao
do que na 2% etapa. Ratas tratadas com naltrexona e com naloxonazina nao estressadas
apresentaram uma certa sensibilidade mesmo ndo sendo expostas a ambientes com
disturbios, pois as ratas tratadas com naltrexona permaneceram mais tempo em atividades
maternais durante a 1? etapa do teste, ou seja, logo apds a manipulagdo necessaria realizada

momentos antes do teste para a microinjecao e acomodacao da ratas na caixa, e as tratadas



com naloxonazina demoraram mais tempo na 1? etapa do que na 2® para completar os 15
minutos de amamentagdo. Esta sensibilidade observada em relagdo a diferenca entre etapas
nos grupos BE, NZE, N e NZ, sugere uma certa variagdo adaptativa pré-existente entre os
animais, apesar de todos serem mantidos em condi¢des semelhantes.

O comportamento maternal ¢ vital para os filhotes, pois ¢ através da expressao dele
que os filhotes irdo obter alimentacdo e cuidados necessarios para sua sobrevivéncia até
adquirirem independéncia. O estabelecimento inicial normal e a manutengdo do
comportamento maternal em ratos pode ser regulada por opidides enddgenos (Bridges e
Grimm, 1982). Nos ratos este comportamento maternal ¢ mediado através de reflexos
neuroendocrinos, que podem ser estimulados ou inibidos pela situa¢do socio-ambiental na
qual a lactante e a ninhada se encontram. O estresse inibe o reflexo de ejecdo de leite por
liberagdo de opidides enddgenos (Wakerley et al, 1995). Opiodides administrados
experimentalmente, inibem o comportamento maternal em ratas lactantes (Bridges e
Grimm, 1982). O tratamento com morfina durante a gravidez em ratas inibe o
comportamento maternal no periodo de lactacdo (Stafissio-Sandoz et al, 1998, Miranda-
Paiva et al, 2001, Slamberova et al, 2001) e esta inibicdo estd associada a uma relativa
inativagdo induzida por opidides de areas envolvidas com a regulagdo do comportamento
maternal (Stafissio-Sandoz et al, 1998). Porém, com o nosso modelo de estresse associado
a microinjecdo do antagonista opidide « (nor-binaltorfimina), podemos sugerir a
participacao dos receptores k na modulagdo do comportamento maternal no periodo de
lactacdo, uma vez que este antagonista reverteu parte do comportamento maternal (tempo

nao maternal) que apresentou prejuizo em situacdo de estresse.



Efeito da microinjecio de agonista GABA. na amigdala em ratas parturientes e

lactantes submetidas a estresse

Com o uso de muscimol (agonista GABA,) na amigdala tentamos bloquear a agao
do estresse sobre a amigdala. Porém, em situacdo de disturbio ambiental, a administragdo
bilateral deste agonista GABA., logo apds o nascimento do 3° filhote ndo interferiu no
tempo de duracdo do parto. Segundo Gray (1993), situacdo de estresse ativa a amigdala,
que possui vias encefalinérgicas inibitorias para os NET (Uhl et al., 1978; Sawada e
Yamamoto, 1981; Rao et al, 1987) e que desta forma pode deprimir os reflexos
neuroendocrinos responsaveis pelo comportamento maternal, em especial a liberagdo de
ocitocina. Sabe-se que o aumento da neurotransmissado GABAérgica na amigdala bloqueia
a aquisicdo e a expressdo do medo condicionado (Jasnow e Huhman, 2001). E que a
infusdo de agonista GABA na amigdala produz efeitos ansioliticos no teste de conflito
social (Sanders e Shekhar, 1995). Também ¢ observado um aumento da funcao do receptor
GABA. no cortex cerebral e no hipocampo (areas fortemente conectadas a amigdala; de
Olmos et al, 1985) de ratas no momento do parto (Follesa et al, 1998). Entdo, a
administragao de muscimol na amigdala (agonista GABA.) durante o parto em situacdes de
disturbios ambientais poderia eliminar os efeitos do estresse através de uma acao
ansiolitica. Porém, o uso de muscimol no momento do parto ndo teve o efeito esperado em
nosso estudo. No momento do parto, a neurotransmissdo GABAérgica da amigdala parece
nao auxiliar na prevencao dos possiveis efeitos estressores sobre as vias encefalinérgicas da
amigdala para os NET.

Tanto a situacdo de estresse socio-ambiental quanto o tratamento com muscimol na

amigdala das lactantes ndo causou alteragdo no comportamento maternal observado 1 dia



apds o parto. Sugerindo a amigdala ndo faga parte do circuito neural responsavel pela
consolidacdo e expressdo do comportamento maternal um dia apos o parto, uma vez que a
ativacdo da amigadala no momento do parto devido uma situagdo de disturbio ambiental
ndo influenciou no desempenho da lactante com relagdao a prole, bem como sua inibi¢ao
através da microinje¢do de muscimol.

Ratas lactantes (7-8 dias pos-parto) submetidas a estresse tiveram um
comprometimento na expressao do comportamento maternal. Animais controle submetidos
a estresse socio-ambiental demoram mais para recuperar seus filhotes. Entretanto, a laténcia
para o inicio da amamentagdo, na 2* etapa do teste, foi menor, mostrando que as lactantes
estressadas foram mais ageis para iniciar a amamentagdo logo apds o primeiro contato com
o estimulo estressor. Estes animais aparentemente mostraram-se mais resistentes aos efeitos
do estresse durante a 2* etapa do teste, pois permaneceram menos tempo construindo ninho,
permaneceram menos tempo em atividades ndo maternais e concluiram os 15 minutos de
amamentacdo em um menor tempo. As ratas do grupo controle estresse mostraram-se mais
afetadas pelo estresse durante a 1? etapa do teste onde seus filhotes ganharam menos peso,
as lactantes demoraram mais para iniciar a amamentagao e para completar os 15 minutos de
amamentacdo. O estresse em ratas tratadas com muscimol prejudicou a recuperacao dos
filhotes.

Eventos ambientais podem interferir no comportamento maternal. O estresse ¢ um
exemplo, onde em ambientes ndo familiares pode ser verificada uma interferéncia no
comportamento maternal (Leng et al, 1987). Em nosso estudo, o estresse interferiu no
comportamento maternal durante o periodo de lactagdao, a mudanga de ambiente associada a
presenca de um intruso (macho) fez com que as maes apresentassem uma alteracdo na

expressao de alguns comportamentos maternais (recuperacao dos filhotes, laténcia para



inicio da amamentacao, tempo de constru¢do do ninho, tempo ndo maternal e tempo total
para completar 15 minutos de amamentagdo). A administracdo de muscimol nas amigdalas
nao teve o efeito esperado, ao contrario prejudicou o comportamento maternal quando
associado a situagdo de estresse, demonstrando que apesar de aparentemente a amigdala ter
sido ativada pelo estresse, a modulagao do comportamento maternal provavelmente nada
tenha a ver com as vias opioides da amigdala para os NET ou entdo que a neurotransmissao
GABA¢érgica ndo tenha influéncia na modula¢do do comportamento maternal em situagdes

de distarbios socio-ambientais durante o periodo de lactagao.
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Neste trabalho, concluimos que a neurotransmissao opidide nos NET ndo interfere

no parto (1), entretanto, a ativagdo dos receptores k no momento do parto prejudica a
expressao do comportamento maternal 24 ap6s o parto.

Em nosso modelo experimental, a situacdo de estresse (2) ou o tratamento com
naltrexona (3) ndo prejudica o progresso do parto nem a expressao do comportamento
maternal um dia ap6s o parto.

Por outro lado, verificamos que a administragdo de um antagonista opidide k nos

NET auxilia a expressdao do comportamento maternal de lactantes estressadas (4).



A microinje¢do de um agonista GABAa (muscimol) na amigdala no momento do
parto (5) ndo produz nenhum efeito sobre o intervalo entre os nascimentos dos filhotes,
bem como sobre o comportamento maternal 24 h apds o parto. Em ratas lactantes
estressadas, muscimol na amigdala produziu efeito deletério sobre o comportamento
maternal (6).

Em conclusao, a ativagao de receptores opidides nos NET ou o modelo de estresse
utilizado nestes estudos ndo interferem com o progresso do parto. No entanto, a ativacao
dos receptores k indicou uma alteracdo do comportamento maternal no dia seguinte. Seria
interessante verificar por quanto tempo as lactantes que receberam agonista k nos NET
continuariam demonstrando déficits e se este efeito € prejudicial ao desenvolvimento da
ninhada. Outra sugestao seria testar se o efeito do estresse durante o parto poderia ser
bloqueado pela microinje¢@o de antagonistas k nos NET. Em ratas lactantes, curiosamente,
a microinjecao de agonista p (mas nao k) nos NET prejudicou o comportamento maternal
(Lazzarotto et al, 2001). Nos mostramos neste trabalho que o estresse também teve efeito
semelhante, porém contrario ao que seria de se esperar, este nao foi revertido por
antagonista opioide p nos NET, e sim por antagonista k.

Quanto a participagao da amigdala, nossos estudos indicam um papel duplo do
complexo amigdaloide nos efeitos do estresse. Esta estrutura seria recrutada durante o parto
do animal estressado para inibir o comportamento maternal a longo prazo, enquanto que na
lactante, o efeito do estresse nao depende desta area encefalica. Portanto, 0 mesmo estresse
aplicado durante o parto ou durante a lactacdo estaria ativando circuitos neurais distintos,

no primeiro caso, a amigdala seria importante facilitador, enquanto que no segundo, esta



nao seria recrutada, ou mesmo estaria se opondo aos efeitos do estresse sobre o

comportamento maternal.
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