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RESUMO



Diversos estudos tém mostrado que a administracdo sistémica ou central de
opibides inibe o comportamento maternal em ratas lactantes. O sitio de atua¢do destes
opidides é incerto, mas a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) parece ser importante,
uma vez que a administracdo sistémica de morfina ativa a regido lateral da PAG e inibe o
comportamento maternal durante a lactacdo em ratas. O comportamento maternal
também é sensivel ao estresse ambiental, como por exemplo a exposi¢ao da fémea a um
ambiente estranho ou a apresentacdo de um macho intruso no ambiente. O objetivo
deste projeto foi investigar se diferentes tipos de estresse inibem o comportamento
maternal diferentemente e se a regiao lateral da PAG seria ativada durante situagdes de
estresse. Um segundo objetivo foi verificar se as alteragbes do comportamento maternal
pelo estresse sdo devidas a liberacao de opidides na PAG lateral.

Experimento 1: Ratas Wistar (250g) foram acasaladas e monitoradas até o
momento do parto. Apds o parto, as ratas foram divididas em quatro grupos: C, n=5 (ratas
néo estressadas), E1, n=5 (ratas foram colocadas com os filhotes na presenga de um
macho estranho no 9° dia de lactagao), E2, n=5 (ratas foram estressadas pela retirada da
caixa e junto com outra fémea lactante colocadas em outra caixa na presenga de um
macho durante 2h diarias por 6 dias, do 3% ao 8° dia de lactagdo; o comportamento foi
analisado no 9?2 dia de lactacao, na proépria caixa, sem a presenca de intrusos) e E1+2,
n=5 (ratas foram estressadas conforme o E2 exceto que no 9° dia de lactagao foram
estressadas conforme o E1). Em todos os grupo o comportamento maternal foi analisado
durante 1h no 9° dia de lactacdo. Ratas submetidas a E1 demoraram mais para recolher
os filhotes, demoraram mais para iniciar a amamentacao e passaram mais tempo em
atividades nao maternais e menos tempo amamentando os filhotes. Os grupos E2 e E1+2
nao apresentaram mudanga de comportamento em relagao ao controle.

Experimento 2: Ratas foram acasaladas e submetidas as condi¢cdes de estresse
anteriores (n=5 de cada grupo), 90 min ap6s o experimento, no 9° dia de lactagao, foram
perfundidas e o cérebro foi retirado e processado para a detecgdo imunohistoquimica de
Fos na PAG. Ratas do grupo E1 apresentaram aumento de Fos em relacdo as ratas nao
estressadas em todos os niveis (Bregma -5,6 a -7,6 mm) na regido lateral da PAG. Ratas
submetidas a E2 e E1+2 apresentaram diminuicdo na expressdo de Fos na coluna
dorsomedial e dorsolateral comparadas ao controle.

Experimento 3: Ratas Wistar (250g) foram acasaladas e submetidas a cirurgia
estereotaxica para a implantacao unilateral de canulas-guia na PAGI. Apéds o parto foram
submetidas as condicées comportamentais conforme o exp. 1. No dia do teste, 92 dia de
lactacdo, foram divididas para receberem microinjecédo de salina (grupo controle) ou de
antagonista opidide (naltrexona, naloxonazina ou nor-BNI) e o comportamento maternal
foi monitorado por 1h. Em ratas submetidas a E1, os antagonistas reverteram os efeitos
do estresse no progresso do recolhimento, no inicio e no tempo de amamentagéo.

Com estes resultados podemos concluir que o estresse agudo (apresentagao do
macho estranho) interfere com o comportamento maternal. A condicdo de estresse
cronico isoladamente nao interfere na interacdo das maes com os filhotes, no entanto,
previne os efeitos deletérios do estresse agudo no comportamento maternal. A PAG
lateral participa ativamente da resposta ao estresse agudo, enquanto que o estresse
cronico impede a expressao de Fos nesta regido nos animais expostos a estresse agudo.
Os antagonistas opidides na PAGI revertem os efeitos do estresse agudo no
comportamento maternal. Um circuito inibitorio opidide poderia ser responsavel por uma
desinibicdo da PAGI, levando a prejuizos no comportamento maternal das ratas. O
estresse crbnico, por outro lado, promove mudancas plasticas nesta circuitaria e impede
o efeito inibitério do estresse agudo no comportamento das maes.



ABSTRACT



It has long been known that systemic, or central, administration of opioids inhibits
maternal behaviour in lactating rats. Although the precise brain targets have not been
determined, the periaqueductal brain (PAG) seems to be involved because systemic
administration of morphine activates Fos expression in the lateral PAG and at the same
time inhibits maternal behaviour in lactating animals. Maternal behaviour is also disrupted
by stressful situations, for example, by moving the lactating female and her litter to a new
cage or by exposing the dam and litter to a male intruder rat. The aim of this project was
to investigate whether different stressing environmental situations would alter maternal
behaviour in different ways and to verify if the lateral PAG is activated during stressful
manipulations in lactating rats. A second aim was to detect whether opioids released into
the lateral PAG are involved in these effects.

Experiment 1: Nulliparous pregnant female Wistar rats (250g), were monitored
until parturition and split in four groups: C, n=5 (non-stressed control rats), E1, n=5 (rats
exposed to a unfamiliar male rat on the 9™ day of lactation), E2, n=5 (rats stressed by
daily 2h exposure to another lactating female and a male rat from day 3 to day 8 of
lactation, and tested on the 9" day in their home cage, without other rats), and E1+2, n=5
(rats stressed as in E2 except that on the 9" day they were also treated as in E1). All
groups had their maternal behaviour recorded and analysed on day 9 of lactation for 1 h.
The E1 group rats spent more time retrieving their pups, took longer to initiate nursing,
nursing bouts were shorter, and spent more time in non-maternal activities compared to
the control (C) group. On the other hand, rats submitted to the stress protocols E2 and
E1+2 did not differ from the control group.

Experiment 2: Nulliparous pregnant female Wistar rats (250g), were monitored
until parturition and split in four groups of 5 animals each. The groups and treatments
were identical to the ones described above. Ninety minutes after the end of the 1 h
observation period (9" day of lactation) the rats were killed by an overdose of anaesthetic
and perfused with 4 % paraformaldehyde fixative. Their brains were then removed and
processed for immunohistochemical detection of Fos protein in the PAG area. Fos
expression increased in the lateral PAG only in the rats stressed as in E1. Rats from the
E2 and E1+2 showed decrease in Fos expression in the dorsolateral and dorsomedial
PAG compared to non-stressed animals.

Experiment 3: Nulliparous pregnant female Wistar rats (250g), were
stereotaxically implanted with cannulae into the lateral PAG. After delivery the animals
were assigned to four stress groups as in experiment 1. On the day of the experiment
(day 9 of lactation) each of the four groups were further divided into four: Saline (control)
or opioid antagonist (naltrexone, naloxonazine or nor-binaltorphimine). Maternal behaviour
was analysed for 1h after the microinjection of the drug. Interestingly, the antagonists
blocked the effects of stress in the E1 treated animals compared to saline injected
controls.

We can thus conclude that acute stress (a single exposure to a unfamiliar male
during lactation) disrupts maternal behaviour. However, when the lactators are chronically
exposed to other unfamiliar rats (male and female) they do not show deleterious effects in
their maternal behavior. More importantly, chronic stress prevents the disruptive effects of
acute stress. The lateral PAG is activated by acute stress but not by chronic stress,
furthermore, chronic stress prevents the activation of this region by acute stress. Opioid
antagonists injected into the lateral PAG reverse the inhibition of maternal behaviour in
the animals exposed to the male intruder (acute stress). This suggests that an opioid
inhibitory circuit activated by stress could desinhibit neurones in the lateral PAG, these
neurones could be responsible for the decrease in maternal behaviour caused by stress.
Chronic stress, on the other hand, might promote plastic changes in this circuitry, altering
the way it responds to acute stress.
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1. Comportamento Maternal

O comportamento maternal em mamiferos compreende todo o cuidado
oferecido pela progenitora aos seus filhotes, garantindo a sobrevivéncia e o
crescimento destes, desde o nascimento até que desenvolvam caracteristicas e
habilidades que permitam sua prépria sobrevivéncia (Brown, 1998). Em ratas, o
comportamento maternal envolve duas classes: uma direcionada aos filhotes,
como o recolhimento, o agrupamento, o agachamento sobre a ninhada para
iniciar a amamentacdo e promover 0 aquecimento, a limpeza para estimular os
reflexos de miccdo e defecacdo, e outra classe de comportamentos nao
direcionada aos filhotes diretamente, como a constru¢gdo de ninho e a agressao
maternal a intrusos (Stafisso-Sandoz et al, 1997; Bridges et al, 1999). Dentre os
varios comportamentos acima descritos, o recolhimento dos filhotes é o
comportamento maternal mais frequentemente quantificado. O recolhimento é
uma complexa seqiéncia motora, repetitiva e dependente de dopamina. Injecao
sistémica de antagonistas de receptores de dopamina reduz a laténcia para o
recolhimento dos filhotes, enquanto que esse efeito €& revertido com a
administracdo concomitante de agonistas de receptores dopaminérgicos (Keer e
Stern, 1999).

O comportamento maternal € um comportamento cujo inicio depende do
estado hormonal e do processamento de uma variedade de estimulos externos
associados com os filhotes (Russell, 2005). No inicio da gravidez, altas
concentracdes de progesterona e de estradiol permitem o crescimento do Utero e
dos ductos mamarios. No final da gestagao, os niveis de progesterona caem e a

concentracdo plasmatica de estradiol e prolactina aumentam, preparando o
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organismo para o parto e a lactacao (Neville e Morton, 2001). Apds o parto, o
reconhecimento dos filhotes através de vias olfatérias é essencial para o inicio e a
manutencao do comportamento maternal normal (Calamandrei e Keverne, 1994).
Em fémeas virgens, o comportamento maternal pode ser induzido pela exposicao
diaria aos filhotes (Sheehan et al, 2001).

A lactacdo € um dos comportamentos maternais indispensaveis para o
crescimento e o desenvolvimento dos recém-nascidos. Os filhotes comegcam a
mamar logo apds o nascimento. Durante o parto, a mée coloca os filhotes um a
um no ninho e debruca-se sobre eles, tomando a postura de amamentacao que
facilita o acesso aos mamilos. Lonstein et al (1998b) descreve essa postura de
amamentacdo como cifose, que € caracterizada pela imobilidade, simetria
bilateral, suporte rigido dos membros sobre a ninhada e uma pronunciada
arqueacao da coluna vertebral. Normalmente essa postura ocorre em resposta ao
estimulo de succgéo dos filhotes. A estimulacdo dos mecanoreceptores no mamilo
promove a inibicdo da secrecdo de dopamina e aumento da secrecao de TRH
(horménio liberador de tireotrofina) pelas células hipotalamicas, promovendo o
aumento da secrecao de prolactina pelas células lactotréficas da hipofise anterior.
Esse horménio promove a sintese lactea e, juntamente com a oxitocina, liberada
pela neurohipéfise, promovem o reflexo de ejecdo de leite (Neville e Morton,
2001).

A oxitocina tem papel importante durante o parto, na lactacdo e no
estabelecimento do comportamento maternal. No periodo de peri-parto, o sistema
oxitocinérgico cerebral é ativado, indicado pelo aumento da sintese de oxitocina
nos neurbnios magnocelulates dos nucleos paraventricular e supradptico do

hipotalamo (Neumann et al, 2000). Além disso, o aumento da densidade de
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receptores de oxitocina em alguma area cerebrais, como na amigdala e na area
pré-optica medial, e na periferia (Utero e glandulas mamarias) no final da gravidez
€ resultado do aumento da expressao do gene deste receptor (Russell e Leng,
1998). Dentro do cérebro, a oxitocina ativa toda a circuitaria envolvida com o
comportamento maternal. A oxitocina é liberada através de projecées neuronais
para regides onde o comportamento maternal é organizado, como a area pré-
Optica medial e os nucleos do leito da estria terminal. Umas das acdes da
oxitocina sobre o cérebro é a redugdo da ansiedade, responsavel por reduzir as
respostas neuroenddcrinas ao estresse na gravidez e lactacao (Russell, 2005).
Antagonistas de oxitocina retardam o nascimento do primeiro filhote, mas
quando administrados apds o0 nascimento do quarto filhote ndo causam nenhum
efeito no tempo restante do parto (Russell e Leng, 1998). Os antagonistas de
oxitocina atrasam o comportamento maternal no periodo pos-parto. Esses
antagonistas injetados diretamente na area pré-optica medial e na area tegmental
ventral do cérebro de fémeas no pds-parto inibem o inicio do comportamento
maternal (Pedersen et al, 1994), mas n&o alteram os parametros do
comportamento agressivo na presenca de intruso (Neumann et al, 2001). O
comportamento de agressdao maternal ndo é regulado pela oxitocina cerebral, e 0
antagonista de oxitocina ndo modifica o tempo de comportamento ofensivo. A
agressao maternal é baixa imediatamente apds o parto, mas aumenta no periodo
da lactacdo. As mudancas enddécrinas, como o aumento da secrecdo de
prolactina, que ocorrem durante a lactacdo, parecem ser responsaveis por esse
aumento da agressao (Pardon et al, 2000, Neumann et al, 2001). O aumento da
agressao maternal é acompanhado pela diminuicdo da ansiedade no teste do

labirinto em cruz elevado (Ferreira et al, 2002).
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2. Areas cerebrais envolvidas na regulacdo do comportamento maternal

Duas regides sao essenciais para a regulacdo do comportamento
maternal em ratas: a area pré-éptica medial do hipotalamo e a parte ventral do
nucleo do leito da estria terminal (Stack et al, 2002). A area pré-6ptica medial
contem alta concentracdo de receptores ligantes a estradiol e a progesterona, e
seria o sitio central onde esterbéides gonadais como a progesterona e o estradiol
influenciariam o comportamento em adultos. Lesdes nessa regido bloqueiam
varios comportamentos maternais, como o recolhimento, a construgao de ninho, a
amamentacao e outras atividades direcionadas aos filhotes (Wellman et al, 1997).
Ratas com dessensibilizacdo das vias olfatérias nao apresentam aumento de Fos
nessa regiao, indicando a importancia do sistema olfatério na ativacdo da area
pré-ética medial durante o estabelecimento do comportamento maternal (Fleming
e Walsh, 1994). Calamandrei e Keverne (1994) mostraram que a presenca dos
filhotes, sem nenhum contato fisico com a mae, promove o aumento da
expressdao de Fos em areas olfatérias do cérebro, mas nédo na area pré-optica
medial, sendo a interacdo com os filhotes, como limpeza, recolhimento e
agachamento uma condicdo indispensavel para ativar essa regido (Numan e
Numan, 1995).

Neurdnios da area pré-6ptica medial do hipotalamo e do nucleo do leito da
estria terminal projetam-se direta ou indiretamente para muitas regides do
encéfalo que estdo envolvidas na regulacdo do comportamento das maes, como o
septo lateral, habénula lateral, nucleo accumbens, area tegmental ventral e
substancia cinzenta periaquedutal (periaqueductal gray, PAG) (Stack et al, 2002).

Todas essas regides aumentam a expressao de Fos durante o contato fisico com
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os filhotes, independente do estimulo de succdo dos mamilos pelos filhotes

(Lonstein et al, 1998b).

3. Estresse e comportamento maternal

Estimulos estressantes ao animal provocam fen6menos biol6gicos
complexos, que envolve tanto componentes fisiolégicos quanto psicoldgicos e
comportamentais (Ramos et al, 1998). A reproducao é um dos aspectos que pode
ser afetado pelo estresse, resultando, por exemplo, em infertilidade e alteracdes
comportamentais (Dobson e Smith, 2000). Em ratos, ambientes nao familiares ou
distarbios ambientais causam uma maior atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal, aumentando a secrecdo de corticosterona no plasma desses animais
(Blanchard et al, 2001). Diferentes modelos de estresse promovem reacdes
diferentes entre machos e fémeas. Haller et al (1998) tem demonstrado que
machos e fémeas de ratos sado diferentemente afetados por dois diferentes
modelos de estresse social: derrota causada pelo confronto com um animal
residente agressivo e a instabilidade social obtida pela alternancia entre periodos
de isolamento e superpopulagdo da caixa. Através da medida de marcadores
fisiolégicos do estresse, como o peso corporal, o tamanho do timo, peso da
adrenal e niveis plasmaticos de corticosterona, foi demonstrado que a derrota é
maior estressor em machos enquanto que o modelo de instabilidade social é mais
estressante para fémeas. Palanza (2001) reportou que as condi¢ces de periodos
de isolamento na caixa, que ndo sao estressantes para machos, causam reacdes

de estresse em fémeas.
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O comportamento maternal € um dos fenémenos que sofre interferéncia
de diferentes procedimentos estressantes. Ratas gestantes expostas a um regime
de estresse cronico durante sete dias, caracterizado por periodos de
confinamento e inclinacédo da caixa, dificuldade de acesso a comida e reversédo do
ciclo de luminoside (para maiores detalhes consultar Pardon et al, 2000) exibem
distarbios no comportamento defensivo de protecao dos filhotes contra o ataque
de intrusos. Os efeitos comportamentais do estresse sao sentidos agudamente
principalmente no final da gestacao (Neumann et al, 1998), resultando na inibicao
da secrecao de oxitocina e na interrupcao do parto (Leng e Russel, 1989). Dados
obtidos em nosso laborat6rio demonstram que ratas lactantes em presenga de um
intruso macho no meio demoram mais para recolher os filhotes ao ninho e iniciar
a amamentacao (Medeiros, 2004).

Em relacdo aos mecanismos pelos quais o estresse inibe os reflexos
neuroenddcrinos do comportamento maternal sabe-se que o estresse ambiental
aumenta a duragédo do parto por induzir a liberacdo de opidides enddgenos, € 0
uso sistémico de antagonista opidide naloxona reverte o prolongamento do parto
(Leng et al, 1985, 1987 e 1988). Em mulheres, a dor e o0 estresse durante o parto
aumentam significativamente a concentracdo de p-endorfina no plasma,
diminuindo os pulsos de oxitocina (Leng et al, 1985). O estresse também inibe o
reflexo de ejecao de leite pela liberacdo de opidides endégenos (Wakerley et al,

1994).
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4. Participacao dos opidides no comportamento maternal

Opidides como a morfina (produzido a partir da papoula, Papaver
somniferum) tém sido usados durante muitos séculos para o controle da dor. Além
do seu conhecido efeito analgésico, os peptidios opidides estdo envolvidos em
uma variedade de processos fisiolégicos e comportamentais, como o0s
comportamentos de comer e beber, reproducdo, estresse, emocodes, aprendizado
e homeostase (Sukhov et al, 1995). Diversos estudos tém mostrado que o
comportamento maternal também é influenciado por opidides. A administragéo
sistémica de morfina durante a gestacao prolonga o parto (Russel et al, 1989 e
1995) enquanto que administrada intracerebroventricularmente (i.c.v.) em ratas
lactantes diminui o reflexo de ejecao de leite (Leng e Russel, 1989) e produz
aversao ao odor dos filhotes (Kinsley et al, 1995). A infusdo de B-endorfina no
ventriculo cerebral lateral inibe o inicio do comportamento maternal em fémeas
lactantes apdés o parto (Felicio et al, 1991). Ratas lactantes tratadas
sistemicamente (i.p.) com morfina durante a gestacdo apresentam
comprometimento na expressdao do comportamento maternal no periodo da
lactacao (Miranda-Paiva et al, 2001, Slamberova et al, 2001). Além da inibicdo do
comportamento direcionado ao filhote, a administracdo de opidides também reduz
o comportamento agressivo maternal contra intrusos (Kinsley, 1994). Os opidides
exercem efeito inibitério na atividade dos neurbnios oxitocinérgicos no nucleo
supraoptico, e também inibem a atividade do eixo HPA durante o progresso do
parto (Wigger et al, 1999).

Os sitios de atuacdo dos opidides na inibicao desses reflexos

neuroendocrinos ndo sao conhecidos, embora haja indicagdes de que receptores
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opidides na area pré-6tica medial do hipotdlamo sejam um alvo, ao menos na
inibicdo do comportamento maternal (Byrnes et al, 2000). Infusdes de B-endorfina
nessa regidao durante a gestacdo interrompem a lactacdo em ratas durante o
periodo pos-parto. Kinsley et al (1995) citam que a inibicdo do comportamento
maternal pela morfina poderia ser devida a acdo central de mecanismos
sensoriais olfatérios, modificando a preferéncia ao odores dos filhotes. Dados
obtidos em nosso laboratério mostram que a administragdo do agonista opidide pn
(DAGO) nos nucleos da estria terminal inibe a expressdao do comportamento
maternal em ratas lactantes (Pavesi et al, 2004), e enquanto que o0 agonista «
(Nor-Binaltorfimina) administrado durante o parto interfere no comportamento 24h
pds-parto (Medeiros, 2004). Além da area pré-éptica medial e dos nucleos do leito
da estria terminal, um outro alvo para a inibicdo do comportamento maternal

poderia ser a PAG, como descrito na secao abaixo.

5. Envolvimento da substancia cinzenta periaquedutal na modulacao da

resposta ao estresse e do comportamento maternal

A PAG é uma regiao do mesencéfalo que circunda o aqueduto cerebral. A
parte mais rostral da PAG coincide com a comissura posterior, e a parte mais
caudal esta situada a nivel do nucleo tegmentar dorsal. A PAG é um importante
sitio para a modulacdo da nocicepcao. Esta regidao recebe aferéncias de
neurdnios nociceptivos da medula espinhal e projeta-se para os nucleos talamicos
que processam a nocicepg¢ao ventro-posterior. A PAG é também o maior
componente do sistema inibitério descendente da dor (Behbehani, 1995). Além do

processamento da dor, a PAG esta envolvida em uma série de fungdes, como
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vocalizacao, receptividade sexual, responsividade ao medo e contém neurdnios
que integram o comportamento de defesa, como a fuga, as reacdes de
congelamento e a imobilizacdo tbnica mediante um estimulo que gera respostas
defensivas (Misslin, 2003). Estimulacao elétrica e quimica da PAG causa
respostas defensivas, enquanto que lesdes reduzem essa resposta (Misslin,
2003), e podem até eliminar completamente a resposta defensiva (Greg e Siegel,
2001).

Bandler et al (1991), em estudos anatémicos com tracadores retrégrados
e anterégrados e estudos de mapeamento funcional com microinjecdo de
aminoacidos excitatorios, dividiu a PAG em colunas com nitidas diferencas
funcionais entre as mesmas. Em particular, destaca-se a regiao lateral da PAG
que, juntamente com a coluna dorsolateral, é ativada em situacdes que provocam
reacdes de confronto ou a fuga do estimulo estressor (Keay e Bandler, 2001).
Essas reacdes sdo caracterizadas pelo aumento da atividade somatomotora,
aumento da vigilancia e mudancas circulatérias como hipertenséo, taquicardia e
alteracoes na perfusdo regional, favorecendo a redistribuicdo de sangue para
leitos vasculares com o aumento da necessidade metabdlica. A PAG ventrolateral
tem papel na expressdo do comportamento de congelamento, e lesbes nessa
regido diminuem essa resposta e aumentam a atividade locomotora (Farook et al,
2004). Vianna et al (2001) relatam que a regiao ventrolateral da PAG estaria
envolvida com o aspecto motor da resposta ao congelamento através de
projecoes descendentes para a medula, enquanto que a regiao dorsolateral ativa
a postura defensiva através das projecées ascendentes, responsavel pelo

processamento sensorial dos estimulos aversivos.
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A PAG também parece estar envolvida na integracdo do comportamento
maternal. Evidéncias baseadas na expressado de Fos mostram a ativacao da PAG
caudal lateral e ventrolateral e PAG rostral dorsolateral em ratas lactantes
interagindo com os filhotes (Lonstein e Stern, 1998). Varias regides da PAG sao
diferentemente envolvidas no controle dos componentes especificos do
comportamento das ratas lactantes. A succdo dos mamilos pelos filhotes excita a
regido caudal lateral e ventrolateral da PAG, considerada como um sitio de
integracdo sensoriomotora para a postura de cifose na amamentacdo (Keer e
Stern, 1998). LesbGes nessas mesmas regides reduzem a posicdo de cifose
induzida pela succdo dos mamilos e diminuem o ganho de peso dos filhotes
(Lonstein et al, 1998b), enquanto que lesbées na PAG rostral impedem o
recolhimento eficiente dos filhotes ao ninho (Lonstein e Stern, 1998). A regido
rostral da PAG recebe aferéncias da area pré-6ptica medial, e uma grande
porcentagem de células dessa regido que se projetam para a PAG rostral
apresenta aumento de Fos em resposta ao comportamento maternal, sugerindo
uma possivel participacdo da PAG rostral dorsal e dorsolateral na expressdo do
comportamento de recolhimento e limpeza dos filhotes (Lonstein e Stern, 1998).

Além do comportamento maternal, a PAG também integra o
comportamento de agressao durante a lactacdo. Ratas com a toda a PAG
lesionada atacam um macho intruso duas vezes mais que ratas controle,
sugerindo aumento da agressividade pelo aumento do numero de ataques
(Lonstein e Stern, 1997).

Estudos autoradiograficos com ligantes opidides especificos

demonstraram que a PAG contem grande quantidade de receptores e x e uma

pequena quantidade de receptores & (Mansour et al, 1988 e 1995). Durante a
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gestacao, o tratamento com morfina sistémica ativa a regido lateral da PAG,
inibindo o comportamento maternal durante a lactacdo. Esse efeito inibitério é
bloqueado por inje¢ao unilateral de naloxona na PAGI (Miranda-Paiva et al, 2003).
Assim, considerando a importancia da participacdo da PAG nas reacdes ao
estresse e no comportamento maternal, neste projeto nos propusemos investigar
mais detalhadamente se a inibicAo do comportamento maternal pelo estresse
poderia ser devida a liberagao de opidides na PAG e qual coluna estaria envolvida

neste processo.
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OBJETIVOS
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1. Objetivo Geral

Com esse projeto visamos investigar se a inibicao de alguns parametros
do comportamento maternal em ratas lactantes pelo estresse seria devida a

liberacao de opidides na substancia cinzenta periaquedutal (PAG).

2. Objetivos Especificos

o Determinar o efeito do estresse agudo e crénico na expressado do
comportamento maternal em ratas lactantes;

o Analisar se ha participacdo da PAG durante a exposi¢ao a estresse
agudo e crénico em ratas lactantes;

o Verificar o efeito da microinjecao de naltrexona (antagonista opiodide
nao seletivo) e antagonistas seletivos (u e k, naloxonazina e nor-binaltorfimina
respectivamente) na PAG lateral no comportamento maternal em ratas lactantes

normais ou submetidas a estresse agudo e crénico.
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MATERIAIS E METODOS
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1. Animais

Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizados ratos Wistar, no
total de 160 fémeas, com a idade de 90 dias, pesando entre 180 e 220g, e 32
machos, de 60 dias, pesando de 280 a 320g. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da UFSC e mantidos no Biotério Setorial do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas durante a realizagdo dos experimentos. Os animais foram
mantidos em caixa de polietileno medindo 40X30cm, em um total de 4 animais por
caixa.

Todos os animais tiveram livre acesso a agua e racao para roedores
(exceto durante a realizacdo dos experimentos), e permaneciam em ciclo de
claro/escuro de 12/12 h (luzes acesas entre 7 e 19 h), em temperatura de 22-
24°C. Todas as observacdes foram realizadas entre 10 e 16h, e cada animal foi
utilizado apenas uma vez.

Os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado
pela Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA, 23080.004380/2004-46),

UFSC.
2. Acasalamento

As fémeas foram acasaladas com machos experientes (que ja haviam
sido utilizados anteriormente para acasalar outras fémeas). Para determinar com

exatidao o primeiro dia de gestacao, as ratas tiveram amostras do epitélio vaginal

examinadas diariamente durante o acasalamento.

28



As ratas foram contidas pelo dorso com auxilio de uma toalha, um conta-
gotas foi preenchido com solucdo salina e cuidadosamente introduzido na
abertura vaginal da rata. O fluido vaginal foi coletado pelo esvaziamento da
solucao salina e posterior aspiracao. A rata foi devolvida a caixa e o fluido vaginal
foi observado ao microscépio Optico, em aumento de 10X. A presenca de
espermatozoides foi utilizada como indicativo do primeiro dia de gestacédo e a
partir deste momento as ratas foram colocadas em caixas individuais e

observadas até o dia do parto.

3. Experimento 1: Efeito do estresse agudo e crénico na expressao do

comportamento maternal em ratas lactantes

Neste experimento foram avaliados os efeitos de diferentes condi¢cdes de

estresse (agudo e crénico) sobre o comportamento maternal em ratas lactantes.

3.1 Grupos experimentais

O dia do parto foi marcado como o 1° dia de lactagdo. No 2° dia de
lactacdo o numero de filhotes foi ajustado para 8 por rata. As ratas foram
aleatoriamente divididas em 4 grupos experimentais:

. Grupo C (controle nao estressado, n=5) — neste grupo as maes
ndao foram manipuladas durante os primeiros dias de lactacdo, exceto para a
limpeza das gaiolas. Os filhotes foram separados das maes 24h antes da
realizacdo do experimento. No dia do teste, 9° dia de lactacdo, as ratas foram

colocadas com os filhotes na propria caixa e o comportamento maternal foi
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filmado e analisado durante 1h.

o Grupo E1 (estresse agudo, n=5) — baseado em observacdes
anteriores, em que a presenca de um macho interfere com o comportamento
maternal (Medeiros, 2004), as ratas deste grupo nao foram manipuladas durante
os primeiros dias de lactagdo e, no 9° dia pos-parto, as maes foram colocadas
com os filhotes (separados 24h antes do experimento) em uma caixa, em um
espaco de 30X30 cm, com um macho estranho (que nao havia sido utilizado para
0 acasalamento), separado da fémea e da ninhada por uma grade, em um espaco
de 10X30 cm. O comportamento foi filmado e analisado por 1 h.

o Grupo E2 (estresse cronico, n=5) — pesquisas mostram que a
instabilidade social (como a superpopulacao e a presenca de um intruso no meio)
aumenta a concentracdo de corticosterona no plasma de fémeas (Haller et al,
1998). Baseados nestas informacdes, decidimos usar um modelo de instabilidade
social para verificar se este seria mais deletério para o comportamento maternal
das lactantes do que o estresse social agudo utilizado em E1. Assim, as ratas
deste grupo, no 3° dia de lactagéo, foram retiradas da sua caixa e colocadas junto
com outra fémea lactante em outra caixa (em um espaco de 30X30 cm) com um
macho separado por uma grade (em um espaco de 10X30 cm). Os animais
permaneceram neste ambiente por 2h, e retornaram a caixa original com os
filhotes. As ratas foram estressadas durante seis dias consecutivos com a mesma
fémea, mas com alterndncia do macho estranho. A cada dia o espaco da caixa

para as fémeas era diminuido em 4 cm, conforme o esquema abaixo:
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Esquema 1: Caixa experimental para a realizacao do estresse cronico
durante 6 dias, do 3°ao 8°dia de lactacao. Duas fémeas foram colocadas no
espaco para as fémeas, separadas do macho por uma grade, € permaneciam

nesse ambiente durante duas horas. A cada dia de estresse, a grade era
deslocada 4 cm, diminuindo o espaco das fémeas na caixa.

No ultimo dia do estresse, os filhotes foram separados das méaes e no dia
seguinte, 9°dia de lactacao, foram colocados com as maes na propria caixa e o
comportamento maternal foi filmado e analisado durante 1h.

o Grupo E1+2 (estresse agudo+cronico, n=5) - as ratas foram
submetidas ao estresse cronico durante o periodo da lactacdo, conforme o item
anterior. Para analisar se o estresse cronico poderia potencializar a interferéncia
do estresse agudo no comportamento das méaes, os filhotes foram separados no
ultimo dia do estresse cronico e um dia depois foram unidos as maes em uma
caixa com a presengca de um macho estranho, diferente do que foi utilizado

durante o estresse crénico (idem ao grupo E1) e o comportamento maternal foi

filmado e analisado durante 1h.

3.2 Analise do comportamento maternal

No dia do teste, os filhotes foram distribuidos pela caixa e unidos a mae.

O comportamento da méae foi filmado (camara JVC, GR-SXM347) durante 1h e
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gravado em fita VHS. Os parametros do comportamento, analisados com a ajuda
do programa Etholog (versao 2.25), foram:

J Laténcia para o recolhimento de cada filhote ao ninho;

J Laténcia para o inicio da amamentagéo;

o Numero de filhotes no ninho no inicio da amamentacéo;

o Tempo total em postura de amamentacdo durante o periodo do
experimento;

o Tempo maternal, incluindo o tempo em que a rata permaneceu
recolhendo os filhotes, construindo ninho e lambendo os filhotes;

J Tempo ndo maternal, tempo em que a rata permaneceu em outras
atividades sem contato com os filhotes, como explorando o ambiente e realizando
a auto-limpeza;

Foi analisado também o comportamento das ratas, minuto-a-minuto,
durante os primeiros 10 min do experimento. Utilizaram-se apenas trés dos
parametros acima descritos:

o Tempo maternal;

o Tempo ndo maternal;

o Tempo de amamentacéo.

4. Experimento 2: Participacao da PAG no comportamento maternal em ratas

lactantes normais ou submetidas a estresse agudo e crénico

Quando neurdnios recebem sinais extracelulares, "genes imediatos" como
0 proto-oncogene c-fos, comegam a ser ativados. Acredita-se com isso que c-fos

€ uma marca de atividade neural (Stafisso-Sandoz e cols., 1997). Por isso a
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deteccao imunohistoquimica de Fos, o produto protéico do gene c-fos, tem sido
usada para revelar a ativacdo neural no cérebro em resposta a estimulos

comportamentais, tratamentos de drogas e respostas condicionadas.

4.1 Perfusao

Para determinar se a situacdo de estresse agudo e crdnico ativaria a
PAG, e qual coluna estaria envolvida, cinco ratas de cada grupo foram
submetidas as mesmas condigbes ambientais do item 3.1 (C, E1, E2, e E1+2).
Noventa minutos apo6s o teste comportamental as ratas foram anestesiadas com
Tiopental Sodico 40mg/Kg, via i.p. (Thionembutal, Laboratério Abbott) e fordo
perfundidas por via transcardiaca com solucdo de 4% de paraformaldeido em
0,1M de tampéo fosfato, pH 7,4.

Os cérebros foram removidos e mantidos de 12 a 24 h em solugdo de
paraformaldeido 4%, sendo posteriormente transferidos para solu¢do de sacarose

30% até a detecgdo imunohistoquimica.

4.2 Microtomia

Os cérebros foram fixados, com o auxilio de solugédo de Tissue Freezing
no criostato de congelamento (Leica, CM 3050). Os cortes foram realizados a
temperatura de -20°C.

Os cortes foram realizados no sentido coronal, com 40um de espessura,
em seis séries, da regido caudal, aproximadamente -8,0 mm caudal ao Bregma

(Paxinos e Watson, 1998) até a parte rostral da PAG, préximo a regiao caudal do
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talamo, aproximadamente -5,6 mm caudal ao Bregma (Paxinos e Watson, 1998).

4.3 Deteccao imunohistoquimica de Fos

Uma série completa de cortes foi processada para imunohistoquimica. Os
cortes foram incubados durante 12h a temperatura ambiente com anticorpo
primario contra Fos (lgG policlonal de coelho, Santa Cruz Biotechnology), na
diluicao de 1:1000 em tampao fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 0,3% Triton X-100
em 0,1M de tampao PBS. Os cortes foram lavados 3 vezes (10 min cada) com
tampao PBS e incubados com o anticorpo secundario (anti-coelho 1gG, H+L,
Jackson Immuno Research) por 60 min.

ApGés trés lavagens, os cortes foram posteriormente incubados durante 60
min com o complexo avidina-biotina (Biotin-SP-conjugado Affinity Pure burro, ABC
Elite, Vector Laboratories). Apos trés lavagens o produto de imunorreacao foi
finalmente visualizado através de solugdo de diaminobenzidina 0,05% e peroxido
de hidrogénio 0,01% em solucao tampao PBS. Apés a visualizacdo da marcacéo
marrom, aproximadamente 5 min depois, a reagao foi interrompida com lavagens
em solucao tampao PBS.

Os cortes foram montados em laminas gelatinizadas e secados por 48h
em placa quente. Para cada animal foram montadas laminas contendo seis cortes
rostro-caudais. Apds secas, as laminas foram coradas com tetroxido de ésmio
(Anexo A) para aumentar a visibilidade do produto de reagéo.

Uma segunda série de cortes foi processada para coloracao com Giemsa

(Anexo B) para a visualizagdo das células e divisdo das colunas da PAG.
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As células imunorreativas para Fos foram visualizadas em objetiva de 10X
no microscopio Nikon Eclipse E600 equipado com camera licida. Para a célula
ser considerada como expressando Fos, os nucleos dos neurbnios deviam
apresentar a forma redonda ou oval, mostrando uma coloracdo escura do
complexo precipitado. A regido da PAG foi dividida nas colunas dorsal,
dorsolateral e lateral, segundo descrito por Bandler et al. (1991), e posteriormente
citado por Comoli et al. (2003) para a contagem de nucleos expressando Fos
imunoreativos na PAG. Para a divisdao das colunas foi utilizado o atlas
neuroanatdémico de Paxinos e Watson (1998). Para cada animal foi contado o
nuamero de células expressando Fos em cada coluna da PAG dos seis segmentos

rostro-caudais.

5. Experimento 3: Efeito da microinjecao de antagonistas opidides na PAGI
no comportamento maternal em ratas lactantes normais ou submetidas a

estresse agudo e crénico.

5.1 Cirurgia estereotaxica

Aproximadamente sete dias antes do parto, as ratas foram submetidas a
cirurgia estereotaxica para implantacao unilateral de canulas-guias na PAGI.

As canulas foram confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (G25),
com 0,6mm de didmetro e 12mm de comprimento. Os animais foram
anestesiados com Tiopental Sédico 35mg/Kg i.p. (Thionembutal, Laboratério
Abbott) e Cloridrato de Xilazina 10mg/Kg i.m. (Virbaxil, Laboratério Virbac). As

ratas foram fixadas em aparelho estereotaxico (Insight Equipamentos). A calota
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craniana foi exposta pela remocao da pele e a regido foi raspada e seca para
garantir a adesao do acrilico autopolimerizante (Policron). As coordenadas
utilizadas foram baseadas no Atlas de Paxinos e Watson (1998):

Antero-posterior: 6,0 mm posterior ao bregma

Lateral: 1,5 mm a direita da linha média

Angulo: 10° & direita da linha média

Ventral: 2,7 mm ventrais a superficie éssea

Este ponto fica a 3 mm acima da PAGI. A calota craniana foi perfurada
com o auxilio de uma broca de 1 mm (Insight Equipamentos). Ap6s a implantacéao
da canula, foram fixados dois miniparafusos de niquel/prata (218) e a calota
craniana foi coberta com acrilico autopolimerizante. Um pequeno estilete,
medindo 15 mm de comprimento, obtido a partir de agulha G30 (Becton
Dickinson) foi inserido na canula e fixado no capacete com acrilico. Minutos antes
da microinjecao o estilete foi retirado com o auxilio de um alicate.

As ratas foram monitoradas até o momento do parto. Apés 0 nascimento
dos filhotes, as maes foram submetidas as mesmas condigcdes ambientais do item

3.1.

5.2 Tratamentos

Foram administradas as seguintes drogas na PAGI:

¢ Naltrexona: antagonista opidide nao seletivo (Sigma), na concentracao
de 2,5 ug/0,5ul (12,08 mmol/l) (Miranda-Paiva et al, 2003);

¢ Nor-binaltorfimina (nor-BNI): antagonista opidide especifico de

receptores k (Tocris), na concentracdo de 4,0 ug/0,5ul (10,50 mmol/l)
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(Medeiros, 2004);
e Naloxonazina: antagonista opidide especifico de receptores u1 (Tocris),
na concentracao de 5,0 ug/0,5ul (13,48 mmol/l) (Medeiros, 2004).

Um grupo recebereu 0,5 ul de solucao salina (NaCl 0,9%).

5.3 Microinjecao

Antes do inicio do teste comportamental, no 9° dia de lactacéo, as ratas

foram divididas aleatoriamente em grupos para receberem naltrexona ou

antagonistas seletivos (nor-BNI e naloxonazina) conforme a tabela abaixo:

Grupos Microinjecao Numero de
Experimentais Animais
Grupo Cs Salina 8
Grupo E1s Salina 8
Grupo E2s Salina 8
Grupo E1+2s Salina 8
Grupo Cn Naltrexona 7
Grupo E1n Naltrexona 7
Grupo E2n Naltrexona 8
Grupo E1+2n Naltrexona 8
Grupo Cb Nor-BNI 8
Grupo E1b Nor-BNI 7
Grupo E2b Nor-BNI 7
Grupo E1+2b Nor-BNI 7
Grupo Cz Naloxonazina 8
Grupo E1z Naloxonazina 8
Grupo E2z Naloxonazina 8
Grupo E1+2z Naloxonazina 9
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A microinjecdo na canula-guia foi realizada por meio de uma agulha
injetora (G30, Becton Dickinson) com 15 mm de comprimento, conectada a um
tubo de polietileno (PE 10) e este a uma microseringa (Hamilton) de 5 ul. O
volume microinjetado foi de 0,5 ul durante um periodo de 30 s. A agulha injetora
permaneceu outros 30 s na canula antes de ser retirada.

O teste comportamental foi realizado 10 min apds a microinje¢do. Os
parametros do comportamento foram os mesmos que no item 3.2.

Imediatamente apds o experimento, as ratas foram sacrificadas por
decapitacdo em uma guilhotina (Insight Equipamentos). Na céanula guia foi
microinjetado 0,5 ul de solugdo 0,3% de Azul de Evans para a visualizacdo do
ponto da microinjecdo. Os cérebros foram retirados e armazenados em solug¢ao

de formalina 10% até a analise histologica.

5.4 Histologia

Um dia antes da histologia os cérebros foram criopreservados em solucéo
de sacarose 30%. Os cérebros foram fixados e seccionados em vibrotomo
(Campden, VSLM 1). Foram realizados cortes de 100 um na regido da PAG, onde
era possivel visualizar as marcas da microinjecao (mancha do Azul de Evans). Os
cortes foram montados em laminas de vidro gelatinizadas e permaneceram
secando durante 1 semana, para entdo serem coradas pelo método de Nissl
(Anexo C). As laminas foram observadas em microscépio Optico para verificar o
local da microinjecdo. Foram considerados apenas os animais em que o alvo foi

atingido.
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6. Analise estatistica

Foram utilizados testes estatisticos do programa Statistica, versao 5,0,
para verificar as diferencas entre os tratamentos. Os resultados do
comportamento maternal foram analisados através do teste ANOVA de 1 e 2 vias,
com post hoc de Duncan. Quando necessario (progresso do recolhimento dos
filhotes e analise do comportamento minuto-a-minuto) foi utilizado o teste ANOVA
com repeticdo. Para a analise do niumero de células que expressam Fos foi
utilizado o teste ANOVA de 2 vias, onde a variavel dependente foi o nimero de
células imunorreativas para Fos em cada coluna da PAG a cada nivel rostro-
caudal.

As diferencas entre os grupos e os tratamentos foram consideradas
significativas para valores de p<0,05. Os resultados foram expressos em média +
e.p.m. Os valores de F (obtido através do teste ANOVA) foram indicados nos

resultados.
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1. Experimento 1: Efeito do estresse agudo e cronico na expressao do

comportamento maternal em ratas lactantes

1.1 Progresso de Recolhimento

Apos o periodo de separagao entre as maes e os filhotes, a unido das
ratas lactantes com a ninhada foi caracterizada pela expressdo do
comportamento maternal. As ratas recolheram todos os filhotes ao ninho,
construiram o ninho com a serragem e, apdés 0 agrupamento, as maes
posicionaram-se sobre os filhotes para iniciar a amamentacao.

Neste experimento, as ratas controle, que nao foram submetidas a
nenhuma condicdo de estresse durante a lactacdo, demoraram em média (+
e.p.m.) 4,0 £ 2,6 min para recolher todos os filhotes ao ninho antes de iniciar a
amamentacdo. Ratas submetidas a condicdo de estresse agudo demoraram 14,5
+ 6,9 min para recolher todos os filhotes. Este grupo levou significativamente mais
tempo para recolher os filhotes, comparado ao grupo controle (Fs 14=7,30,
p=0,003, post hoc de Duncan: p=0,002) (Fig. 1).

Os grupos submetidos a estresse cronico (E2) e estresse agudo+cronico
(E1+2) n&do apresentaram diferencas no progresso de recolhimento comparados

ao controle.
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PROGRESSO DE RECOLHIMENTO

25 7
20 1
15 1

10 1

tempo (min)

1 2 3 4 5 6 7
filhotes

——C
—*—E1

—>*—E1+2

Figura 1: Efeito do estresse agudo e crénico no tempo de recolhimento de

cada filhote ao ninho (média). (*) diferenca entre E1 e C no progresso de

recolhimento (ANOVA com repeticao: F(3,14=7,30, p=0,003). Controle n&o estressado
(C), estresse agudo (E1), estresse crénico (E2) e estresse agudo+crénico (E1+2).
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1.2 Inicio da Amamentacao

Ratas controle (grupo C) iniciaram a amamentacdo antes de recolher
todos os filhotes, em 3,2 £ 0,5 min apds o inicio do experimento. Ratas
submetidas a estresse agudo (grupo E1) demoraram mais para iniciar a
amamentacao (F s 14=3,08, p=0,05) em relagéo ao grupo C (7,8 + 2,4 min, post
hoc de Duncan: p=0,02) (Fig. 2) Este grupo também iniciou a amamentacao antes

de recolher todos os filhotes ao ninho.

Os grupos E2 e E1+2 ndo apresentaram diferencgas significativas no inicio

da amamentag¢édo em relagdo ao grupo C.

INICIO DA AMAMENTACAO

tempo (min)

H =

E1 E2 E1+2

Figura 2: Efeito do estresse agudo e crdnico na laténcia para o inicio da
amamentacdo (média + e.p.m). (*) diferenca entre E1 e C (ANOVA: F (3 14=3,08,
p=0,05). Controle néo estressado (C), estresse agudo (E1), estresse cronico (E2) e estresse
agudo+crdnico (E1+2).
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1.3 Filhotes no Ninho

No inicio da amamentacéao, as ratas do grupo controle tinham em média
6,0 £ 0,3 filhotes no ninho do total dos 8 filhotes. Nao foram encontradas
diferengas significativas no numero de filhotes no ninho nos grupos submetidos a

estresse agudo e cronico (F3,14=0,66, p=0,58) (Fig. 3).

FILHOTES NO NINHO

numero de filhotes
N

C E1 E2 E1+2

Figura 3: Efeito do estresse agudo e crdnico no numero de filhotes
presente no ninho no inicio da amamentagao (média + e.p.m.) (ANOVA:

F(3,14=0,66, p=0,58). Controle n&o estressado (C), estresse agudo (E1), estresse cronico (E2)
e estresse agudo+cronico (E1+2).
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1.4 Tempo de Amamentacao

O tempo de amamentacao é caracterizado pela postura de cifose sobre
os filhotes, facilitando o acesso aos mamilos e estimulando o processo de sucgao
pelos filhotes. As ratas do grupo controle permaneceram 51,1 + 0,6 min em
postura de amamentacédo. As ratas submetidas a estresse agudo (grupo E1)
permaneceram menos tempo amamentando os filhotes comparadas as ratas do
grupo C (37,4 + 7,5 min, p=0,03, post hoc de Duncan, p=0,03) (Fig. 4).

Nao houve diferencas significativas no tempo total de amamentacao para
as ratas submetidas a estresse cronico e estresse agudo+crénico em relacao as

ratas controle (F 14=2,24, p=0,12).
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TEMPO DE AMAMENTACAO

tempo (min)
w
o

C E1 E2 E1+2

Figura 4: Efeito do estresse agudo e crénico no tempo em que a rata
permanece em postura de amamentagéo (media + e.p.m). (ANOVA: F(3,14=2,24,
p=0,12). (*) diferenca entre E1 e C no tempo total de amamentacgéao (post hoc de

Duncan, p=0,03). Controle n&o estressado (C), estresse agudo (E1), estresse cronico (E2) e
estresse agudo-+cronico (E1+2).
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1.5 Tempo Maternal

O tempo maternal é caracterizado pelo comportamento de recolhimento
dos filhotes, agrupamento no ninho, limpeza e construgdo de ninho. As ratas do
grupo controle permaneceram 2,9 £ 0,4 min em comportamento maternal. Nao
houve diferengas significativas entre os grupos estressados (F 3 14=1,03, p=0,40)

(Fig. 5).

TEMPO MATERNAL

12 4

10

tempo (min)
(2]

- i
0

C E1 E2 E1+2

Figura 5: Efeito do estresse agudo e crénico no tempo em que a rata
permanece em atividade maternal ao longo do experimento (média + e.p.m.)

(ANOVA: F(3,14=2,04, p=0,15). Controle nio estressado (C), estresse agudo (E1), estresse
cronico (E2) e estresse agudo+cronico (E1+2).
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1.6 Tempo Nao Maternal

O tempo nao maternal é caracterizado por atividades de exploracao da
caixa, auto-limpeza e exploragcdo vertical. As ratas do grupo controle passaram
5,8 £ 0,2 min em atividades ndo maternais ao longo do experimento. Ratas do
grupo E1 passaram mais tempo em atividades ndo maternais comparado com o
grupo controle (F3,14=6,05, p=0,007, post hoc de Duncan, p=0,003) (Fig. 6).

As ratas submetidas a estresse cronico e estresse agudo-+crdnico nao
apresentaram diferencas significativas no tempo ndo maternal total em relacao as

ratas do grupo controle.
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E1 E2

E1+2

Figura 6: Efeito do estresse agudo e crénico no tempo em que a rata

permanece em comportamento ndo maternal (média + e.p.m). (*) diferenca entre
E1 e C (ANOVA: F(3,14=6,05, p=0,007). Controle n&o estressado (C), estresse agudo (E1),

estresse cronico (E2) e estresse agudo+cronico (E1+2).
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1.7 Analise minuto-a-minuto

A analise minuto-a-minuto foi realizada durante os primeiros 10 min do
experimento. Esta analise foi utilizada para verificar se as diferengas encontradas
no tempo maternal, ndo maternal e de amamentagdo durante o experimento
foram mais pronunciadas nos primeiros minutos do contato das maes com o0s

filhotes

1.7.1 Tempo Maternal

A analise minuto-a-minuto durante os primeiros 10 min de experimento
revelou que o tempo maternal diminuiu ao longo do tempo para as ratas do grupo
controle (Fig. 7). Este grupo passou 53,4 + 4,5 s durante o primeiro minuto em
atividades maternais, e 9,3 + 10,4 s no ultimo minuto. Nao foram encontradas
diferencas significativas no progresso do tempo maternal durante os primeiros
minutos entre 0s grupos submetidos a estresse agudo e crénico comparados as

ratas controle (F,14=2,23, p=0,12).
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TEMPO MATERNAL

60 -
50 A
@40_ ——C
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0 ¥
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minuto

Figura 7: Efeito do estresse agudo e crénico no tempo maternal durante
os 10 primeiros min (média). (ANOVA com repeticdo: F3 14=2,23, p=0,12). Controle
nao estressado (C), estresse agudo (E1), estresse crénico (E2) e estresse agudo+cronico (E1+2).
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1.7.2 Tempo Nao Maternal

O tempo em que as ratas controle permaneceram em atividades nao
maternais durante o primeiro minuto foi de 6,4 + 4,5 s. Houve diferengas
significativas no tempo ndao maternal das ratas submetidas a estresse agudo em
relagéo as ratas do grupo C (F,14=7,33, p=0,003) (Fig. 8). Ratas submetidas a
estresse agudo passaram mais tempo em atividades ndo maternais que as ratas
controle (post hoc de Duncan, p=0,001).

As ratas que foram submetidas a estresse crénico e estresse
agudo+crdnico ndo apresentaram diferencas significativas no tempo ndo maternal

durante os primeiros minutos comparadas as ratas controle.

TEMPO NAO MATERNAL

60

50
@ 40 - ——C
g- 30 - —a— E1
g 20 - ——E2

—>—E1+2
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
minuto

Figura 8: Efeito do estresse agudo e crénico no tempo nao maternal
durante os 10 primeiros minutos (média). (*) diferenca entre E1 e C (ANOVA com

repeti¢ao: F 3 14=7,33, p=0,003). Controle nio estressado (C), estresse agudo (E1),
estresse cronico (E2) e estresse agudo+cronico (E1+2).
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1.7.3 Tempo de Amamentacao

O tempo que as ratas permaneceram em postura de amamentacao
aumentou ao longo dos primeiros 10 minutos (Fig. 9). Ratas do grupo controle
passaram 49,2 + 11,2 s no ultimo minuto amamentando seus filhotes. Ratas do
grupo E1 apresentaram diferencas significativas no tempo de amamentacdo em
relacdo ao grupo controle, permanecendo menos tempo em postura de
amamentacao (F,126=13,54, p=0,0001, post hoc de Duncan, p=0,03). No ultimo
minuto, as ratas do grupo E1 passaram 28,0 + 18,8 s amamentando seus filhotes.

Os grupos E2 e E1+2 nao apresentaram diferencas significativas no

tempo de amamentagcao em relagcdo ao grupo controle.

TEMPO DE AMAMENTAGCAO

——C
—=—F1
——E2
—>—E1+2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

minuto

Figura 9: Efeito do estresse agudo e crénico no tempo de amamentacao
durante os 10 primeiros min (média). (*) diferenca entre E1 e C (ANOVA com

repeticao: F(g 126=13,54, p=0,0001). Controle ndo estressado (C), estresse agudo (E1),
estresse cronico (E2) e estresse agudo+cronico (E1+2).
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2. Experimento 2: Participacao da PAG no comportamento maternal em ratas

lactantes normais ou submetidas a estresse agudo e crénico

A deteccao imunohistoquimica de Fos foi realizada em seis niveis da PAG
de (A), regidao rostral, aproximadamente -5,6 mm caudal ao Bregma, até (F),
regido caudal, aproximadamente -7,6 mm caudal ao Bregma, segundo as
coordenadas de Paxinos e Watson (1998). A contagem foi realizada em camera
lucida e revelou um padrao uniforme de expressado de Fos nos diferentes niveis
rostro-caudais nos animais controle (Fig. 10 e 11).

Ratas que foram submetidas a estresse agudo (grupo E1) apresentaram
um aumento no niumero de células expressando Fos na coluna lateral, em todos
os niveis da PAG (F 3 10=10,33, p<0,002) comparadas ao grupo controle (Fig. 12 e
13) (A, grupo C: 97,7 £ 16,3 e grupo E1: 165,0 £ 19,1, post hoc de Duncan,
p=0,02; B, grupo C: 66,2 + 6,5 e grupo E1: 210,5 £+ 32,4, post hoc de Duncan,
p=0,0003; C, grupo C: 65,2 £ 5,8 e grupo E1: 178,5 £ 14,5, post hoc de Duncan,
p=0,0001; D, grupo C: 69,0 £ 3,9 e grupo E1: 171,0 £ 25,7, post hoc de Duncan,
p=0,0004; E, grupo C: 70,7 + 7,7 e grupo E1: 176,2 £+ 20,0, post hoc de Duncan,
p=0,0002; F, grupo C: 70,7 £ 5,6 e grupo E1: 167,2 + 10,2, post hoc de Duncan,
p=0,0001).

Ratas submetidas a estresse cronico apresentaram diminuicdo na
expressao de Fos na coluna dorsomedial, nos trés primeiros niveis rostrais da
PAG, comparado com o controle (F3,10=9,02, p<0,003) (Fig. 14 e 15) (A, C: 102,5
+ 14,1 e E2: 62,6 = 11,2, post hoc de Duncan, p=0,02; B, C: 87,7 £ 12,8 e E2:

46,6 + 6,3, post hoc de Duncan, p=0,004; C, C: 81,0 £ 6,9 e E2: 44,3 + 3,1, post
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hoc de Duncan, p=0,01). E diminuicdo na coluna dorsolateral nos dois ultimos
niveis caudais (F 3 10=34,92, p<0,03) (E, C: 38,7 + 3,4 e E2: 24,0 + 7,4, post hoc
de Duncan, p=0,03; F, C: 39,5 + 42 e E2: 19,0 =+ 3,9, post hoc de Duncan,
p=0,01).

O grupo submetido a estresse agudo+crénico nao apresentou diferencas
significativas na expressao de Fos nos primeiros cinco niveis analisados (Fig. 16
e 17). Entretanto, houve diminuicao significativa de Fos na regido dorsolateral no
ultimo nivel comparado com o controle (F, C: 39,5 + 4,2 e E1+2: 21,3 £ 4,0, post

hoc de Duncan, p=0,03).
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes expressando Fos de uma rata do
grupo C em seis niveis da PAG de (A), regido rostral, aproximadamente -5,6 mm
caudal ao Bregma, até (F), regido caudal, aproximadamente -7,6 mm caudal ao
Bregma, segundo as coordenadas de Paxinos e Watson (1998). Os cortes foram
corados com tetréxido de ésmio para melhorar a visibilidade da marcacao de Fos.
Barra de escala 300 um.
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Bregma -5,6 Bregma -6,0

Bregma -7,6

Bregma -6,8 Bregma -7,2

Figura 11: Imagens montadas em camara lucida mostrando a localizagdo
de células expressando Fos em uma rata controle. A contagem foi realizada em
seis niveis rostro (Bregma -5,6 mm) caudal (Bregma -7,6 mm) segundo Paxinos e
Watson (1998). A PAG foi dividida em 3 colunas, dorsomedial (dm), dorsolateral
(dl) e lateral (I). Aq representa o aqueduto.
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Figura 12: Fotomicrografias de cortes expressando Fos de uma rata do
grupo E1 em seis niveis da PAG de (A), regido rostral, aproximadamente -5,6 mm
caudal ao Bregma, até (F), regido caudal, aproximadamente -7,6 mm caudal ao
Bregma, segundo as coordenadas de Paxinos e Watson (1998). Os cortes foram
corados com tetréxido de ésmio para melhorar a visibilidade da marcacao de Fos.
Barra de escala 300 um.
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Bregma -6,0 Bregma -6,4

Bregma -7,6

Bregma -7,2
Bregma -6,8

Figura 13: Imagens montadas em camara lucida mostrando a localizagdo
de células expressando Fos em uma rata submetida a estresse agudo. A
contagem foi realizada em seis niveis rostro (Bregma -5,6 mm) caudal (Bregma -
7,6 mm) segundo Paxinos e Watson (1998). A PAG foi dividida em 3 colunas,
dorsomedial (dm), dorsolateral (dl) e lateral (l). Aq representa o aqueduto.
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Figura 14: Fotomicrografias de cortes expressando Fos de uma rata do
grupo E2 em seis niveis da PAG de (A), regido rostral, aproximadamente -5,6 mm
caudal ao Bregma, até (F), regido caudal, aproximadamente -7,6 mm caudal ao
Bregma, segundo as coordenadas de Paxinos e Watson (1998). Os cortes foram
corados com tetréxido de ésmio para melhorar a visibilidade da marcacao de Fos.
Barra de escala 300 um.
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Figura 15: Imagens montadas em camara lucida mostrando a localizagdo
de células expressando Fos em uma rata submetida a estresse crénico. A
contagem foi realizada em seis niveis rostro (Bregma -5,6 mm) caudal (Bregma -
7,6 mm) segundo Paxinos e Watson (1998). A PAG foi dividida em 3 colunas,
dorsomedial (dm), dorsolateral (dl) e lateral (l). Aq representa o aqueduto.
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Figura 16: Fotomicrografias de cortes expressando Fos de uma rata do
grupo E1+2 em seis niveis da PAG de (A), regido rostral, aproximadamente -5,6
mm caudal ao Bregma, até (F), regido caudal, aproximadamente -7,6 mm caudal
ao Bregma, segundo as coordenadas de Paxinos e Watson (1998). Os cortes
foram corados com tetréxido de 6smio para melhorar a visibilidade da marcagao
de Fos. Barra de escala 300 um.
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Bregma -5,6 Bregma -6,0 Bregma -6,4

Bregma -7,6

Bregma -6,8 Bregma -7,2

Figura 17: Imagens montadas em camara lucida mostrando a localizagdo
de células expressando Fos em uma rata submetida a estresse agudo+crénico. A
contagem foi realizada em seis niveis rostro (Bregma -5,6 mm) caudal (Bregma -
7,6 mm) segundo Paxinos e Watson (1998). A PAG foi dividida em 3 colunas,
dorsomedial (dm), dorsolateral (dl) e lateral (l). Aq representa o aqueduto.
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Figura 18: Efeito do estresse agudo e crénico na expressao de Fos nas
trés colunas da PAG em seis niveis (A) -5,6 mm caudal ao Bregma até (F) -7,6
mm caudal ao Bregma. (*) diferenga entre E1 e C (ANOVA F3,19<10,33, p<0,002).

(#) diferenca entre E2 e C e E1+2 e C (ANOVA F(3,10<9,02, p<0,003). Controle nao
estressado (C), estresse agudo (E1), estresse crénico (E2) e estresse agudo+crénico (E1+2),
Coluna dorsomedial (dm), coluna dorsolateral (dl), coluna lateral ().
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3. Experimento 3: Efeito da microinjecao de antagonistas opidides na PAGI
no comportamento maternal em ratas lactantes normais ou submetidas a

estresse agudo e cronico.

Neste experimento foram considerados para andlise apenas os animais

onde a microinjegao atingiu a PAGI (Fig. 19).

Figura 19: Fotomicrografia de um corte corado pelo método de Nissl
mostrando o sitio de microinje¢cdo na PAGI. Barra de escala 300 um.

3.1 Progresso de Recolhimento

O grupo controle (Cs) demorou em média 3,6 + 0,6 min para recolher o
ultimo filhote ao ninho antes de iniciar a amamentacédo. Este comportamento foi
alterado pelo estresse agudo. Neste experimento, as ratas submetidas as
condigbes de estresse 1 e que receberam salina na PAGI demoraram mais para

recolher os filhotes ao ninho (F(32¢=3,48, p=0,02, post hoc de Duncan: p=0,01)

65



(Fig. 20, 21 e 22). Este grupo demorou em média 20,3 + 7,4 min para recolher o
ultimo filhote. As ratas tratadas com salina e que foram submetidas as condi¢des
de estresse crOnico e estresse agudo-+crdnico ndo apresentaram diferencas
significativas no progresso de recolhimento em relagdo as ratas controle. Estes
resultados estdo em conformidade com o experimento 1.

O progresso de recolhimento dos filhotes das ratas nao submetidas a
estresse nao foi diferente entre as que receberam salina (grupo controle) e as
ratas que receberam antagonistas opibides na PAGI.

Nas ratas submetidas a estresse agudo, houve diferengas significativas
no progresso de recolhimento dos filhotes nos grupos que receberam
antagonistas opidides na PAGI em relacdo as ratas tratadas com salina
(Fus,108=2,59, p=0,002). As ratas que receberam naltrexona (Fig. 20), nor-BNI
(Fig. 21) e naloxonazina (Fig. 22) na PAGI, quando submetidas as condigées de
estresse agudo, tiveram o progresso de recolhimento dos filhotes semelhante ao
das ratas nao estressadas, indicando que estes antagonistas reverteram o efeito
do estresse agudo no progresso de recolhimento dos filhotes.

O uso de antagonistas opidides nas ratas submetidas a estresse crdnico,
isolado ou prévio ao estresse agudo, nao foi diferente das ratas tratadas com

salina submetidas ao mesmo protocolo de estresse.
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PROGRESSO DE RECOLHIMENTO - NALTREXONA
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Figura 20: Efeito do antagonista opidide naltrexona no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no progresso de recolhimento de cada filhote
ao ninho (média). (*) diferenca entre Cs e E1s (ANOVA com repeticéo:
F(15,108=2,59, post hoc de Duncan, p=0,01), (*) diferenca estre E1s e E1n (post

hoc de Duncan, p=0,02). Controle néo estressado: salina (Cs), naltrexona (Cn); estresse
agudo: salina (E1s), naltrexona (E1n); estresse crénico: salina (E2s), naltrexona (E2s); estresse
agudo+crdnico: salina (E1+2s), naltrexona (E1+2n).
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PROGRESSO DE RECOLHIMENTO — NOR-BNI
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Figura 21: Efeito do antagonista opi6ide nor-BNI no estresse agudo (A),
crénico (B) e agudo+crénico (C) no progresso de recolhimento de cada filhote ao
ninho (meédia). (*) diferenca entre Cs e E1s (ANOVA com repeticao: F (15 108=2,59,
post hoc de Duncan, p=0,01), (¥) diferenca estre E1s e E1b (post hoc de Duncan,

p=0,005). Controle néo estressado: salina (Cs), nor-BNI (Cb); estresse agudo: salina (E1s), nor-
BNI (E1b); estresse cronico: salina (E2s), nor-BNI (E2b); estresse agudo+crdnico: salina (E1+2s),
nor-BNI (E1+2b).
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Figura 22: Efeito do antagonista opidide naloxonazina no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no progresso de recolhimento de cada filhote

ao ninho (média). (*) diferenca entre Cs e E1s (ANOVA com repeticao:

F(15,108=2,59, post hoc de Duncan, p=0,01), (*) diferenca estre E1s e E1z (post
hoc de Duncan, p=0,001). Controle néo estressado: salina (Cs), naloxonazina (Cz); estresse

agudo: salina (E1s), naloxonazina (E1z); estresse crénico: salina (E2s), naloxonazina (E2z);
estresse agudo+cronico: salina (E1+2s), naloxonazina (E1+2z).
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3.2 Inicio da Amamentacao

Ratas controle que receberam salina (grupo Cs) iniciaram a amamentacao
em 5,3 £ 0,9 min. Conforme o experimento 1, as ratas submetidas as condicoes
de estresse agudo (grupo E1s) demoraram mais (15,2 = 4,5 min) para iniciar a
amamentacdo comparadas ao grupo controle (F328=4,58, p=0,009, post hoc de
Duncan, p=0,007) (Fig. 23). Os grupos E2s e E1+2s ndo apresentaram diferencas
significativas na laténcia para o inicio da amamentagcdo comparadas ao grupo
controle.

Nas ratas ndo estressadas que receberam antagonistas opidides na
PAGI, a laténcia para o inicio da amamentacao nao foi estatisticamente diferente
em relacao ao grupo salina.

Entretanto, houve diferencas significativas no inicio da amamentacao em
ratas submetidas as condicées de estresse agudo tratadas com antagonistas
opidides em relacdo ao grupo que recebeu salina (F(is 108=3,64, p=0,00004). As
ratas submetidas a estresse agudo demoraram mais para iniciar a amamentacao
dos filhotes em relacdo as ratas controle. Esse efeito foi revertido pelo uso de
antagonistas opidides na PAGI (Fig. 23).

Em ratas submetidas as condi¢coes de estresse crbnico, a laténcia para o
inicio da amamentacao nao foi diferente entre as ratas tratadas com antagonistas

opidides e as ratas tratadas com salina.
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Figura 23: Efeito dos antagonistas opidides (A) Naltrexona, (B) Nor-BNI e

(C) Naloxonazina no estresse agudo e crbnico na laténcia para o inicio da
amamentacao (média + e.p.m). (*) diferenca entre Cs e E1s (post hoc de Duncan,
p=0,007); (*) diferenca entre (A) E1s e E1n (post hoc de Duncan, p=0,00001), (B)
E1s e E1b (post hoc de Duncan, p=0,0001), (C) E1s e E1z (post hoc de Duncan,

p=0,0001). Controle n&o estressado (C), estresse agudo (E1), estresse cronico (E2) e estresse
agudo-+cronico (E1+2).
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3.3 Filhotes no Ninho

As ratas nao submetidas as condigdes de estresse, que receberam salina,
tinham em média 7,0 = 0,7 filhotes no ninho no inicio da amamentacao. Para as
ratas que receberam salina na PAGI, nao foram encontradas diferencas
significativas no nimero de filhotes no ninho nos grupos submetidos a estresse
agudo e cronico (F(29=1,41, p=0,25) (Fig. 24).

O uso de antagonistas opidides na PAGI nao modificou estatisticamente o
numero de filhotes no ninho (F(15,108=0,95, p=0,50).

Em ratas sob as condicdes de estresse agudo e estresse crdnico, nao
foram encontradas diferencas significativas no nimero de filhotes presente no
ninho no inicio da amamentacdo entre os grupos tratados com antagonistas

opidides e as ratas que receberam salina (Fig. 24).

72



A FILHOTES NO NINHO - NALTREXONA
8 -
g’
g°
=5 i
2, M Salina
2 O Naltrexona
5 3
E2
[ =
1 .
O ,
C E1 E2 E1+2
B FILHOTES NO NINHO — NOR-BNI
8 -
g’
g0
& 5 i
o , | M Salina
o 4
o O Nor-BNI
B,
5 2
o
1 <
0 - —
C E1 E2 E1+2
C FILHOTES NO NINHO - NALOXONAZINA
8 -
g’
5
= 51 .
o , | B Salina
° 4 .
o O Naloxonazina
g 3
E2-
o
1 i
O ,
C E1 E2 E1+2

Figura 24: Efeito dos antagonistas opidides (A) Naltrexona, (B) Nor-BNI e

(C) Naloxonazina no estresse agudo e crénico no numero de filhotes presente no

ninho no inicio da amamentagao (média + e.p.m.) (ANOVA: F(15,108=0,95, p=0,50).

Controle nao estressado (C), estresse agudo (E1), estresse cronico (E2) e estresse agudo+crénico
(E1+2).
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3.4 Tempo de Amamentacao

O tempo total em que as ratas controle ndo estressadas que receberam
salina permaneceram em postura de amamentacdo ao longo do experimento foi
de 42,0 = 2,7 min. As ratas que foram submetidas a estresse agudo (grupo E1s)
permaneceram menos tempo (34,4 £ 3,4 min, post hoc de Duncan, p=0,05)
amamentando os seus filhotes comparadas as ratas do grupo Cs, conforme o
experimento 1 (Fig. 25). Os grupo E2s e E1+2s ndo apresentaram diferengas
significativas no tempo total de amamentacao em relacao ao grupo controle.

Em ratas ndo estressadas, o tempo em que as maes permaneceram
amamentando os filhotes nao foi diferente entre as ratas tratadas com
antagonistas opidides na PAGI e as ratas que receberam salina.

O uso de antagonistas opidides na PAGI em ratas submetidas a estresse
agudo aumentou o tempo total em que as ratas permaneceram em postura de
amamentacdo, comparadas as ratas controle (Fis 108=2,82, p=0,0009) (Fig. 25).
Estes antagonistas revertaram o efeito do estresse agudo no tempo em que as
ratas permanecem em postura de amamentacéo ao longo do experimento.

Em ratas submetidas as condi¢cdes de estresse crdénico nao foram
encontradas diferencas significativas entre as ratas tratadas com salina e as ratas

qgue receberam antagonistas opidides na PAGI.
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Figura 25: Efeito dos antagonistas opidides (A) Naltrexona, (B) Nor-BNI e
(C) Naloxonazina no estresse agudo e crénico no tempo total em que a rata
permanece em postura de amamentacao (média + e.p.m). (*) diferenga entre Cs
e E1s (post hoc de Duncan, p=0,05); (*) diferenca entre (A) E1s e E1n (post hoc
de Duncan, p=0,001), (B) E1s e E1b (post hoc de Duncan, p=0,03) e (C) E1s e

E1z (post hoc de Duncan, p=0,002). Controle no estressado (C), estresse agudo (E1),
estresse cronico (E2) e estresse agudo+cronico (E1+2).
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3.5 Tempo Maternal

O tempo em que as ratas do grupo controle, que receberam salina,
permaneceram em comportamento maternal foi de 8,7 + 2,0 min. Nao houve
diferencas significativas neste tempo nas ratas submetidas a estresse agudo ou
crénico (F328=0,94, p=0,43) (Fig. 26).

Em ratas ndo estressadas, os antagonistas opidides diminuiram o tempo
maternal em relacdo as ratas que receberam salina (Fs,108=2,21, p=0,009, post
hoc de Duncan, p<0,05) (Fig. 26).

Em ratas submetidas as condicoes de estresse agudo e estresse crénico
nao foram encontradas diferencas significativas no tempo maternal entre ratas

tratadas com antagonistas opidides e as ratas que receberam salina.
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Figura 26: Efeito dos antagonistas opidides (A) Naltrexona, (B) Nor-BNI e
(C) Naloxonazina no estresse agudo e crénico no tempo em que a rata
permanece em atividade maternal ao longo do experimento (média + e.p.m). (*)
diferenca entre (A) Cs e Cn (post hoc de Duncan, p=0,04), (B) Cs e Cb (post hoc

de Duncan, p=0,05) e (C) Cs e Cz (post hoc de Duncan, p=0,05). Controle nao
estressado (C), estresse agudo (E1), estresse crénico (E2) e estresse agudo+crénico (E1+2).
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3.6 Tempo Nao Maternal

Ratas do grupo controle, ndo submetidas as condicoes de estresse, que
receberam salina, permaneceram 9,1 + 1,4 min em atividades ndo maternais ao
longo do experimento. As ratas submetidas a estresse agudo passaram mais
tempo em atividades ndo maternais, conforme o experimento 1 (post hoc de
Duncan, p=0,007) (Fig. 27). O estresse crbnico e estresse agudo+cronico nao
alterou o tempo ndo maternal nas ratas que receberam salina (F28=1,57,
p=0,21).

O tempo nao maternal também nao foi estatisticamente diferente entre as
ratas nao estressadas que receberam antagonistas opidides na PAGI.

Nas ratas submetidas as condicoes de estresse agudo, os antagonistas
naltrexona e naloxonazina diminuiram o tempo de atividades ndo maternais em
relacdo as ratas que receberam salina (Fs108=2,54, p=0,002, post hoc de
Duncan, p<0,01) (Fig. 27).

As ratas que receberam nor-BNI nas condicbes de estresse agudo
permaneceram mais tempo em atividades nao maternais em relacdo ao grupo Cb
(post hoc de Duncan, p=0,04) (Fig. 27). Ao contrario dos outros antagonistas, nor-
BNI néo reverteu o efeito do estresse agudo no tempo nao maternal.

Nao foram encontradas diferencas estatisticas no tempo ndo maternal
entre as ratas submetidas a estresse cronico e estresse agudo+cronico entre os

diferentes tratamentos.
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Figura 33: Efeito dos antagonistas opidides (A) Naltrexona, (B) Nor-BNI e

(C) Naloxonazina no estresse agudo e crénico no tempo em que a rata

permanece em comportamento ndo maternal (média + e.p.m). (*) diferenca entre
Cs e E1s (post hoc de Duncan, p=0,007); () diferenca entre (A) E1s e E1n (post

hoc de Duncan, p=0,004) e (C) E1s e E1z (post hoc de Duncan, p=0,01). Controle
nao estressado (C), estresse agudo (E1), estresse cronico (E2) e estresse agudo+crénico (E1+2).
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3.7 Analise minuto-a-minuto

3.7.1 Tempo Maternal

A anadlise minuto-a-minuto do tempo maternal das ratas controle que
receberam salina néo foi diferente entre o grupos nao estressado e submetidos a
estresse agudo ou crénico (Fg252=11,74, p=0,1) (Fig. 28, 29 e 30).

Este tempo também nao foi diferente entre as ratas do grupo controle e as
ratas que receberam microinjecdo de antagonistas opidides na PAGI (ANOVA
com repeticao, p>0,05). O tempo maternal diminuiu ao longo do tempo para todos
0S grupos.

O tempo maternal durante os primeiros minutos nao foi estatisticamente
modificado pelos antagonistas opidides nas condigcdes de estresse agudo e

cronico.
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Figura 28: Efeito do antagonista opidide naltrexona no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo maternal durante os 10 primeiros

minutos (média). Controle ndo estressado: salina (Cs), naltrexona (Cn); estresse agudo: salina
(E1s), naltrexona (E1n); estresse cronico: salina (E2s), naltrexona (E2s); estresse agudo+cronico:
salina (E1+2s), naltrexona (E1+2n).
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Figura 29: Efeito do antagonista opioide nor-BNI no estresse agudo (A),

crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo maternal durante os 10 primeiros

minutos (média). Controle ndo estressado: salina (Cs), nor-BNI (Cb); estresse agudo: salina
(E1s), nor-BNI (E1b); estresse cronico: salina (E2s), nor-BNI (E2b); estresse agudo+cronico: salina

(E1+2s), nor-BNI (E1+2b).
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Figura 30: Efeito do antagonista opidide naloxonazina no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo maternal durante os 10 primeiros

minutos (média). Controle ndo estressado: salina (Cs), naloxonazina (Cz); estresse agudo:
salina (E1s), naloxonazina (E1z); estresse crbnico: salina (E2s), naloxonazina (E2z); estresse
agudo+crénico: salina (E1+2s), naloxonazina (E1+2z).
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3.7.2 Tempo Nao Maternal

O tempo em que as ratas permaneceram em atividades nado maternais no
grupo controle ndo estressado que recebeu salina foi de 24,8 + 8,5 s no primeiro
minuto. Houve diferencas significativas neste tempo nas ratas submetidas a
estresse agudo em relacao as ratas controle, conforme o experimento 1 (ANOVA
com repeticdo F328=4,45, p=0,01, post hoc de Duncan, p=0,006) (Fig. 31, 32 e
33).

As ratas que foram submetidas a estresse crbnico e estresse
agudo-+crénico nao apresentaram diferencas significativas no tempo nao maternal
em relacao ao grupo controle.

Em ratas tratadas com antagonistas opidides na PAGI nao submetidas as
condi¢cdes de estresse, 0 tempo gasto em atividade ndo maternais durante os
primeiros minutos do experimento foi estatisticamente semelhante as ratas que
receberam salina.

Houve diferengas significativas no tempo ndo maternal em ratas
submetidas a estresse agudo. Em ratas que receberam salina, o estresse agudo
aumentou o tempo de atividades ndo maternais durante os primeiros minutos do
experimento, como ja foi observado. Ratas que receberam naltrexona nessas
condicbes de estresse apresentaram menos tempo em comportamento nao
maternal comparadas as ratas que receberam salina (F(15109)=2,36, p=0,005) (Fig.
31). Ratas nas condigdes de estresse agudo que receberam nor-BNI e
naloxonazina nao apresentaram diferengas significativas no tempo ndo maternal

comparadas as ratas que receberam salina (Fig. 32 e 33).
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Os antagonistas opidides ndo modificaram o tempo nao maternal em ratas

sob as condigdes de estresse cronico e estresse agudo+cronico.
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Figura 31: Efeito do antagonista opidide naltrexona no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo ndo maternal durante os 10
primeiros minutos (meédia). (*) diferenca entre Cs e E1s (post hoc de Duncan,
p=0,006); (*) diferenca entre E1s e E1n (post hoc de Duncan, p=0,02). Controle ndo
estressado: salina (Cs), naltrexona (Cn); estresse agudo: salina (E1s), naltrexona (E1n); estresse

cronico: salina (E2s), naltrexona (E2s); estresse agudo+cronico: salina (E1+2s), naltrexona
(E1+2n).

85



TEMPO NAO MATERNAL - NOR-BNI
6071 ,
50
B 40 = GCs
o —&—E1s
2 30
g ——Cb
10
0 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
minuto
60
50
B 40 —Cs
o —&— [F2g
2 30
dg, ——Cb
= 207 —>— E2b
10
0 T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
minuto
60
50
B 40 = Cs
——
S 30- E1+2s
dg, ——Cb
= 207 —%— E1+42b
10
0
minuto

Figura 32: Efeito do antagonista opioide nor-BNI no estresse agudo (A),
crénico (B) e agudo-+crdénico (C) no tempo ndo maternal durante os 10 primeiros

minutos (média). (*) diferenca entre Cs e E1s (post hoc de Duncan, p=0,006).
Controle nao estressado: salina (Cs), nor-BNI (Cb); estresse agudo: salina (E1s), nor-BNI (E1b);
estresse cronico: salina (E2s), nor-BNI (E2b); estresse agudo-+crénico: salina (E1+2s), nor-BNI
(E1+2b).
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Figura 33: Efeito do antagonista opidide naloxonazina no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo ndo maternal durante os 10
primeiros minutos (média). (*) diferenca entre Cs e E1s (post hoc de Duncan,

p=0,006). Controle n&o estressado: salina (Cs), naloxonazina (Cz); estresse agudo: salina (E1s),
naloxonazina (E1z); estresse cronico: salina (E2s), naloxonazina (E2z); estresse agudo+cronico:
salina (E1+2s), naloxonazina (E1+2z).
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3.7.3 Tempo de Amamentacao

O tempo em que as ratas permaneceram em postura de amamentacao
aumentou ao longo dos primeiros 10 minutos. As ratas do grupo controle
passaram 48,0 + 5,0 s no ultimo minuto amamentando seus filhotes. Conforme o
experimento 1, as ratas submetidas a estresse agudo permaneceram menos
tempo em postura de amamentacdo em relacdo as ratas ndo estressadas
(ANOVA com repetigao F26=4,71, p=0,008, post hoc de Duncan, p=0,02) (Fig.
34, 35 e 36).

As ratas dos grupos E2s e E1+2s nao apresentaram diferencas
significativas no tempo de amamentacao em relagao as ratas nao estressadas.

O tempo de amamentacao durante os primeiros minutos nao foi diferente
entre as ratas ndo estressadas microinjetadas com salina ou com antagonistas
opidides.

Nas ratas submetidas a estresse agudo, naltrexona reverteu o tempo em
que as ratas permaneceram em postura de amamentagédo (F(i5109=2,36,
p=0,005). O grupo E1n permaneceu mais tempo amamentando os filhotes nos
primeiros 10 min que as ratas do grupo E1s (post hoc de Duncan, p=0,05) (Fig.
34).

Nao foram encontradas diferencas significativas no tempo de
amamentacao nos grupos submetidos a estresse agudo que receberam nor-BNI e
naloxonazina em relacao as ratas tratadas com salina (Fig. 35 e 36).

Em relacdo as ratas submetidas a estresse cronico e estresse

agudo+cronico nao houve diferengas significativas neste tempo entre os grupos.
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Figura 34: Efeito do antagonista opidide naltrexona no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo de amamentagéo durante os 10
primeiros minutos (média). (*) diferenca entre Cs e E1s (post hoc de Duncan,

p=0,02); (*) diferenca entre E1s e E1n (post hoc de Duncan, p=0,05). Controle ndo
estressado: salina (Cs), naltrexona (Cn); estresse agudo: salina (E1s), naltrexona (E1n); estresse
cronico: salina (E2s), naltrexona (E2s); estresse agudo+cronico: salina (E1+2s), naltrexona
(E1+2n).
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Figura 35: Efeito do antagonista opidide nor-BNI no estresse agudo (A),
crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo de amamentagao durante os 10
primeiros minutos (média). (*) diferenca entre Cs e E1s (post hoc de Duncan,

p=0,02). Controle ndo estressado: salina (Cs), nor-BNI (Cb); estresse agudo: salina (E1s), nor-
BNI (E1b); estresse cronico: salina (E2s), nor-BNI (E2b); estresse agudo+crdnico: salina (E1+2s),
nor-BNI (E1+2b).
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Figura 36: Efeito do antagonista opidide naloxonazina no estresse agudo
(A), crénico (B) e agudo+crénico (C) no tempo de amamentagéo durante os 10
primeiros minutos (média). (*) diferenca entre Cs e E1s (post hoc de Duncan,

p=0,02). Controle ndo estressado: salina (Cs), naloxonazina (Cz); estresse agudo: salina (E1s),
naloxonazina (E1z); estresse cronico: salina (E2s), naloxonazina (E2z); estresse agudo+cronico:
salina (E1+2s), naloxonazina (E1+2z).
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1. Inibicao do comportamento maternal pelo estresse

Apés a uniao das maes aos filhotes, o comportamento maternal normal é
caracterizado pelo recolhimento de todos os filhotes, ajeitando-os no ninho,
lambendo e estimulando a amamentacdo pela postura de cifose. Nossos
resultados demonstram que o estresse agudo interfere com o comportamento
maternal comparado com a situacao de controle ndo estressado. Ratas lactantes
que nao foram manipuladas durante a primeira semana de lactacdo, quando
colocadas em presenca de um macho estranho demoram mais para recolher os
filhotes e iniciar a amamentacao, e permanecem mais tempo em atividades nao
maternais, como por exemplo explorando a caixa, e menos tempo amamentando
os filhotes. Provavelmente a ativacdo de interneurdnios inibitérios em areas
envolvidas com o comportamento maternal poderia ser responsavel pela inibicao
do comportamento maternal em situagdes de estresse. Este circuito inibitério do
comportamento maternal pode ser observado em fémeas virgens. O
comportamento maternal que surge naturalmente em ratas que gestaram nao é
observado em ratas virgens quando estas sdo colocadas pela primeira vez com
filhotes. Esta auséncia do comportamento maternal em ratas virgens tem sido
atribuida a atividade de um circuito neural, no qual a amigdala, por meio de suas
projecbes para o0 ndcleo hipotalamico anterior/ventromedial, inibiria 0
comportamento maternal em nuliparas (Sheehan et al, 2001). O nucleo do leito da
estria terminal, o septo ventrolateral e o nucleo pré-mamilar dorsal também
poderiam estar envolvidos neste circuito (Sheehan et al, 2001). A ativacdo da
amigdala também inibe a area pré-optica medial inibindo o comportamento

maternal. Lesbes na porcao cortico-medial da amigdala ou na estria terminal
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reduzem a aversdo de fémeas virgens aos filhotes, induzindo assim o inicio do
comportamento maternal (Fleming et al, 1980). E muito provavel que a situagao
de estresse agudo ative este circuito inibitério, inibindo assim o comportamento
maternal nas fémeas expostas a um macho estranho. Os efeitos inibitérios do
estresse agudo sdo mais evidentes durante os primeiros dez minutos de
experimento, pois as ratas passam menos tempo amamentando os filhotes e mais
tempo em atividades nao maternais.

Ratas ndo estressadas recolhem os filhotes rapidamente, agrupam todos
no ninho e posicionam-se sobre os filhotes para iniciar a amamentacdo. A
maternidade provoca mudancas comportamentais nas ratas que permitem a
inducdo destes comportamentos. A gravidez e a lactacdo induzem mudancas no
sistema nervoso, principalmente na area pré-optica medial, levando a fémea a
cuidar dos filhotes e garantir a sobrevivéncia da prole. Hasen e Gammie (2005)
encontraram que ratas lactantes sdo mais agressivas contra um intruso que as
ratas virgens. Eles demonstraram que diferentes estados reprodutivos sao
caracterizados por alteracbes na circuitaria neural que promove a agressao
maternal contra um macho intruso, entre elas regides da amigdala, nucleos do
leito da estria terminal dorsal e porcbes caudais das areas hipotalamicas. Estas
regides sdo ativadas em ratas lactantes diferentemente das virgens na presenga
de um intruso. Além disso, a presenca dos filhotes aumenta a agressao e diminui
a laténcia para o primeiro ataque contra um intruso em fémeas nos primeiros dias
de lactagdo, aumentando a liberacdo de ACTH e corticosterona no plasma das
maes (Deschamps et al, 2003).

Em experimentos anteriores nds ja haviamos demonstrado que a situacao

de estresse pela presenca de um macho estranho no meio interferia com o
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comportamento maternal (Medeiros, 2004). Neste experimento, a presenca do
macho no meio durante o experimento, caracterizando a situacdo de estresse
agudo, parece ser um importante estimulo para gerar respostas do estresse em
fémeas lactantes e induzir mudancas comportamentais, diminuindo o cuidado
com os filhotes.

O estresse crbnico isoladamente ndo modifica 0 comportamento maternal
das ratas lactantes. Durante os primeiros minutos de experimento, as ratas
submetidas a estresse cronico ndao apresentam nenhuma diferenca de
comportamento em relacdo ao grupo controle. Este modelo de estresse foi
baseado no modelo de instabilidade social de Haller et al (1998). Segundo estes
autores, a instabilidade social ocasionada, por periodos de superpopulagdo no
meio, € um bom modelo para estressar fémeas, uma vez que o modelo de derrota
pelo confronto com um animal residente agressivo ndo provocou mudancas dos
marcadores fisiolégicos do estresse nas fémeas, como o aumento dos niveis de
corticosterona plasmaticos. No entanto, o modelo de instabilidade social que
induz estresse em fémeas ndo foi capaz de provocar alteragdes no
comportamento maternal nas fémeas lactantes. Estudos tem mostrado que a
lactacdo induz a atenuacdo da resposta ao estresse. Por exemplo, fémeas
lactantes apresentam diminuicdo da responsividade ao estalo acustico
comparadas com fémeas virgens (Walker et al, 1995). A responsividade do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) a uma variedade de estimulos externos é
diminuida (down regulation) em ratas gestantes e lactantes (Neumann et al, 2000,
Wigger et al, 1999). Esta reducao da responsividade ocorre devido a adaptacoes
de varios niveis cerebrais, incluindo regides limbicas, hipotalamicas e do tronco

encefalico (Neumann et al, 2001). Os opidides parecem ter um efeito inibitério
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sobre o eixo HPA, e conseqlientemente da secrecao de corticosterona (Wigger et
al, 1999). Pode ser devido a esta inibicdo do eixo HPA que as fémeas lactantes
submetidas a situagdo do modelo de instabilidade social ndo apresentem inibicao
do comportamento maternal.

Interessante notar que as ratas que foram submetidas ao estresse crénico
durante os primeiros dias de lactacdo, quando colocadas com os filhotes na
presenca de um intruso ndo apresentam nenhum comprometimento do
comportamento maternal evidenciado nas ratas submetidas a estresse agudo
isoladamente. Talvez o estresse crbnico cause alteragdes plasticas na circuitaria
neural inibitéria do comportamento maternal ou no sistema de receptores opidides
em areas cerebrais que inibem o comportamento maternal. Alguns autores ja
demonstraram que o comportamento maternal é inibido por opidides (Leng et al,
1985, 1987, 1988). O pré-tratamento com morfina crénica afeta os receptores
opidides (Miranda-Paiva et al, 2001) e sensibiliza os animais para os efeitos
inibitérios dos opidides no estabelecimento do comportamento maternal. Além
disso, em determinadas situacdes, a densidade de receptores opidides nos sitios
de atuacédo sofre algumas alteracdes. Por exemplo, no periodo da gestagédo, em
ratas, é observada uma maior densidade de receptores p no hipotalamo, porém
seis a oito dias pos-parto essa densidade retorna a valores normais,
independente da mae estar amamentando ou nao (Dondi et al, 1991). A area pré-
Optica medial também mostra uma alta densidade de receptores p durante a
gestacdo, sendo reduzida no periodo da lactacao (Hammer et al, 1992). Além
disso, a gravidez e a lactacdo provocam adaptacbes funcionais do sistema
neuroenddcrino hipotalamico na reproducao. Wigger et al (1999) encontraram que

a liberacao de oxitocina dentro do nudcleo paraventricular hipotaldmico em
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resposta a um estresse fisico & inibida por opidides endégenos no final da
gravidez, enquanto que em ratas virgens a liberagdo de oxitocina é estimulada.
Reducao de receptores opidides, ou mudanca na dinamica dos receptores
poderia estimular ou facilitar o comportamento maternal. Kinsley (1994)
demonstrou que um aspecto da fisiologia de fémeas multiparas em relacdo as
nuliparas é a mudanca no sistema opidide enddégeno. Em uma série de
experimentos o autor achou que uma dose inicial de morfina inibe o
comportamento maternal em 88% das fémas lactantes primiparas enquanto que
somente 38% das multiparas o comportamento foi inibido. Isso demonstra que
mudancas plasticas podem ocorrer e podem significativamente influenciar o
comportamento. Assim, a situacdo de estresse crénico poderia induzir a estas
mudancas plasticas do sistema opidide inibitério do comportamento maternal,
impedindo que a situagao de estresse agudo pela presenga do macho estranho
interfira no comportamento da fémea com a ninhada.

Uma das areas onde os opidides poderiam inibir o comportamento
maternal poderia ser a PAG lateral, uma vez que a administracdo sistémica de
morfina durante a gestacao ativa esta regido, inibindo o comportamento maternal
durante a lactagdo (Miranda-Paiva et al, 2003). Para verificar se a situagdo de
estresse agudo e crbnico ativaria a PAG, e qual coluna estaria envolvida na
inibicdko do comportamento pelo estresse agudo, foi realizada a

imunohistoquimica para deteccao de Fos.
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2. Alteracoes na expresssao de Fos nas colunas dorsomedial, dorsolateral e

lateral da PAG pelo estresse

Os resultados encontrados sugerem que a inibicado do comportamento
maternal pelo estresse agudo esta relacionada com a ativacdo de neurbnios da
PAG lateral. O gene c-fos pode ser ativado por sinais extracelulares, e a deteccao
imunohistoquimica de c-fos mostra neurénios que séo ativados como resultado de
formas particulares de estimulacdo neuronal (Hughes e Dragunow, 1995).
Acredita-se com isso que c-fos seja um importante marcador de ativacao
neuronal. O aumento da expressao de Fos na PAG lateral mostra a clara
correlacao entre a inibicdo do comportamento maternal pela presenca do macho e
a ativacao da PAGI. A atividade do gene usado neste experimento como uma
marca de estimulagdo neuronal também é fundamental para a expressdo do
comportamento maternal como demonstrado por Stack e Numan (2000). Estes
autores mostraram que a expessao de Fos e Fos B na area pré-optica medial, nos
nucleos do leito da estria terminal ventral e no nucleo paraventricular é elevada
em ratas lactantes, indicando o papel destes fatores de transcricdo na expressao
do comportamento maternal. Lonstein et al (1998a) cita que camundongos
knockout para o gene da familia fos sdo aparentemente normais, exceto por uma
profunda deficiéncia maternal, uma deficiéncia n&o devida a mudangas
hormonais. Possivelmente um ou mais genes da familia fos podem ser
necessarios para que a mae responda apropriadamente ao estimulo dos seus
filhotes.

A PAG tem um papel multifatorial em ratas parturientes e esta envolvida

na mediacdo dos comportamentos de amamentacdo, sexual, agressivo e resposta
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ao medo. Lesbes na PAG caudal resultam em aumento da agressividade e
aumento da frequéncia de ataques a um macho intruso (Lonstein et al, 1998b). A
PAG contem neurbnios que integram o comportamento de defesa (Keay e
Bandler, 2001). Estimulagbes elétrica ou quimica na PAG geram respostas
defensivas, como a reacao de congelamento, enquanto que lesdes reduzem essa
resposta (Misslin, 2003). Neurdnios envolvidos no comportamento de raiva
defensiva especificos existem dentro da PAG e sdo necessarios para integrar o
comportamento de confronto ou fuga (Keay e Bandler, 2001). Estes neurdnios
contém diferentes tipos de receptores, e quando sdo ativados excitam areas no
sistema nervoso e medula espinhal que causam os efeitos autonémicos e
somato-motores da resposta defensiva. Adicionalmente, neurénios modulatoérios
especificos existem na amigdala, ndcleo da estria terminal e hipotalamo lateral
(regibes envolvidas no comportamento maternal), que fazem sinapse com o0s
neurénios da PAG, modulando a atividade e a intensidade da resposta da raiva
defensiva (Greg e Siegel, 2001). A regido lateral da PAG é ativada em situagdes
que provocam estratégias ativas, como o confronto ou a fuga com o estimulo
estressor (Keay e Bandler, 2001). Esses estimulos sdo caracterizados por
aumento da atividade motora, aumento da vigilancia, hiper-reacées e mudancas
circulatérias como hipertensdo, taquicardia e alteragdes na perfusdo regional
favorecendo a redistribuicdo de sangue para leitos vasculares com o aumento da
necessidade metabdlica. A situacao de estresse provocada pelo macho estranho
no meio parece provocar reacdes ativas nas maes, que permanecem mais tempo
explorando a caixa e menos tempo em postura de amamentagdo. Este
comportamento ativo observado nas fémeas submetidas a estresse agudo

provocou o0 aumento de Fos na regido lateral da PAG. A auséncia do
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comportamento exploratorio em fémeas submetidas a estresse crbnico e estresse
agudo+cronico mostrou também a auséncia de ativagdo da PAGI nestas
condi¢des comparadas ao grupo controle.

Além desta ativacdo da PAG em situagbes de estresse agudo, a regiao
lateral também parece estar envolvida com a postura de cifose na amamentacao.
Lonstein e Stern (1998b) em estudos de lesdo na PAGI caudal encontraram
diminuicdo na postura de cifose das ratas lactantes, sem afetar outros
comportamentos maternais como o recolhimento, a limpeza e a construcdo de
ninho, e além disso houve diminuicdo do peso dos filhotes, mostrando a
importancia dessa postura para a eficiéncia da amamentacdao. O mecanismo
responsavel pela postura de cifose € dependente da neurotransmissao
gabaérgica. Infusdo bilateral de antagonista GABA A (bicuculina) na PAGI
promove cifose em resposta a estimulacdo de succdo dos mamilos, enquanto que
infusdo de agonista GABA A (muscimol) impede a cifose (Lonstein e Stern, 1998,
Salzberg et al, 2002). A sucgdo dos mamilos provoca cifose pela alteragdo da
inibicdo gabaérgica da PAG caudal via receptores GABA desses neurdnios. Além
do envolvimento desta circuitaria gabaérgica existente na PAGI, o aumento da
expressao de Fos em situacdes de estresse pode ser devido também a ativacédo
de vias opiodides inibitérias na PAGI. Morfina administrada durante o periodo de
gestacdo aumenta a expressao de Fos na PAGI e provoca inibicdo do
comportamento maternal durante o periodo de lactacdo (Miranda-Paiva et al,
2003). Lesdes na PAGI previnem a inibigdo do comportamento maternal induzido
por morfina no comportamento maternal (Sukikara et al, 2006). Possivelmente a
PAG tem um papel importante na escolha de comportamento em situacoées onde

hé presenga de um estimulo estressor, como um macho intruso, sendo ativada e
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recrutada para gerar comportamento de defesa e consequiente protecdo da
ninhada.

O fator liberador de corticotropina (CRF) tem sido identificado como um
componente da ativagdo do eixo HPA. O CRF dentro do cérebro modula as
respostas fisiolégicas e comportamentais para os estimulos estressores. Pela
estimulacao da liberacdo do horménio adrenocorticotropico (ACTH), o CRF ativa
um mediador chave na resposta ao estresse. Uma regiao que contém neurénios e
receptores de CRF é a PAG (Bowers et al, 2003). Em altas concentracées o CRF
tem um efeito excitatério nos neurbnios da PAG e em baixas concentracoes ele
nao produz nenhum efeito significante nesses neurbnios (Bowers et al, 2003).
Diversas estruturas limbicas expressam CRF durante situacbes de estresse
agudo e crbnico, dentre elas o nucleo central da amigdala (Hand et al, 2002). O
nucleo central da amigdala tem efeitos diretos nas mudancas autondémicas,
enddcrinas e comportamentais durante o estresse. Por exemplo, a estimulagédo da
amigdala central aumenta a freqiiéncia cardiaca e a pressao sanguinea, ativando
o eixo HPA (Hand et al, 2002). Neurdnios encefalinérgicos estdo presentes no
nucleo central da amigdala e projetam-se para a PAG. O complexo amigdaldide
poderia ser o ponto de convergéncia de varios estimulos ameacgadores (como a
presenca do intruso na caixa) e poderia projetar-se para a PAG, que coordena
varias respostas do comportamento defensivo.

Estudos mostram que a estimulacao elétrica da amigdala ativa receptores
opidides dentro da PAG (Greg e Siegel, 2001). A amigdala medial é ativada ap6s
a exposigcdo a um estimulo estressante em ratas lactantes, como a presenca de
um intruso, odor de um predador ou mesmo a presencga dos filhotes (Deschamps

et al, 2003). H& evidéncias da participacdo da amigdala na modulacdo das
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respostas neuroendécrinas e comportamentais ao estresse. Além disso, a
amigdala participa ativamente no periodo da lactagcdo. Ratas lactantes
apresentam alta proporcao de neurdnios responsivos a oxitocina no nucleo medial
da amigdala e em menor propor¢dao no nucleo central quando comparadas com
ratas virgens e ratas gravidas, indicando que no periodo periparto ha uma relativa
ativacdo da amigdala (Terenzi e Ingram, 2005). N6és podemos sugerir que a
situacdo de estresse agudo poderia ativar a amigdala, que poderia
consequentemente ativar a regido lateral da PAG (pela inibicdo de interneurdnios
inibitérios, por exemplo), inibindo o comportamento maternal em ratas nestas
condi¢cdes de estresse.

Outra possibilidade poderia envolver a inibicdo de neurbnios das colunas
dorsomedial e dorsolateral da PAG. Arthur et al (1997), utilizando marcadores
anterégrados, demonstrou que cada coluna da PAG projeta-se bilateralmente
para todas as outras colunas. N6s observamos que ratas submetidas a estresse
croénico nao apresentaram comprometimento do comportamento maternal, mas
tiveram um padrao de diminuicao na ativacao de neurdnios da PAG dorsomedial e
dorsolateral. O estresse agudo, apds um periodo de estresse cronico, levou a
uma diminuigdo de ativagdo neuronal da PAG dorsolateral. Assim, a auséncia de
ativagdo dos neur6nios da PAG dorsomedial e dorsolateral poderia impedir a
ativacao de neurénios da coluna lateral, responséavel por inibir o comportamento
maternal.

Os mecanismos pelos quais a ativagdo da amigdala ou da PAG
dorsomedial e dorsolateral poderiam ativar a PAGI sdo incertos, mas poderiam
ser dependentes da liberacdo de opidides. Para verificar se ha participacdo dos

opidides na inibicdo do comportamento maternal em situagdes de estresse, nés
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verificamos os efeitos de antagonistas opidides na PAGI nestas condicoes de
estresse. E verificamos também se a inibicdo do comportamento maternal das
ratas nas condicdes de estresse agudo poderia ser revertido com estes

antagonistas opioides.

3. Antagonistas opidides na PAGI restabelecem o comportamento maternal

normal em ratas estressadas.

Nossos resultados demonstram que os antagonistas opidides naltrexona
(antagonista opidide nao seletivo), nor-BNI (antagonista opidide seletivo de
receptores k) e naloxonazina (antagonista opibide seletivo de receptores 1),
microinjetados na PAGI, revertem os efeitos do estresse causados pela
apresentacdo de um macho estranho no comportamento maternal. As ratas
submetidas a estresse agudo, quando tratadas com os antagonistas opidides,
recolnem os filhotes mais rapidamente, iniciam a amamentacao mais rapido e
aumentam o tempo de amamentacao total durante o tempo total do experimento
quando comparadas com as ratas que recebem salina. Naltrexona e naloxonazina
também diminuem o tempo ndo maternal em ratas estressadas. Experimentos
demonstram que o tratamento com morfina sistémica interrompe o inicio do
comportamento maternal no periodo da lactacao (Bridges e Grimm, 1982) e reduz
a vocalizacdo emitida pelas maes (Kalin et al, 1995). Entretanto, a administracéo
concomitante de naloxona em ratas tratadas com morfina restabelece o
comportamento maternal normal, quando comparadas as ratas que receberam
somente salina (Bridges e Grimm, 1982). Além disso, o pré-tratamento com

naloxona e naloxonazina 24h antes do uso de morfina sitémica bloqueia o efeito

103



da morfina na inibicdo do comportamento maternal (Mann et al, 1990). Assim, o
inicio e a manutencao do comportamento maternal em ratas parece ser regulado
por ativacao de receptores opidides L.

Naloxona intraperitonial ou intranasal estimula siginificativamente reacdes
maternais, como o aumento do numero de agachamentos sobre os filhotes e
diminuicdo da laténcia para transferir os filhotes ao ninho (Dobryakova et al,
2005). Naloxona sistémica ou i.c.v. ndo modifica a qualidade dos comportamenos
maternais medidos, como o recolhimento dos filhotes, a limpeza, a construcdo de
ninho, o agrupamento ou o agachamento sobre os filhotes, mas leva a uma
diferenca quantitativa no tempo em que a fémea permanece no ninho e
amamentando os filhotes (Byrnes et al, 2000). Kinsley et al (1995) encontraram
que ratas tratadas com naloxona sistémica passaram mais tempo no ninho e
menos tempo com os filhotes e com o estimulo de sucgéo, sugerindo assim que
os opidides tenham um efeito bifasico no comportamento maternal, atraindo as
fémeas para o ninho quando os niveis diminuem mas desviando as ratas do
comportamento quando os niveis estao altos.

Em nosso projeto nés utilizamos os antagonistas opidides em ratas nao
estressadas (grupo controle) e em ratas submetidas a estresse cronico e estresse
agudo+cronico para verificar se estes antagonistas causariam alguma
modificacdo no comportamento comparada as ratas tratadas com salina.
Entretanto ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos,
sugerindo que nao ha nenhum tdnus opidide controlando o comportamento
maternal na PAG lateral.

O sistema de opidides parece infuenciar na amamentacao e no tempo que

a mae permanece préximo aos seus filhotes. A succdo dos mamilos libera
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endorfina, e este opidide estimula a liberacdo de prolactina (Kinsley, 1994).
Byrnes et al (2000) encontraram que o antagonista naloxona prolonga a duracao
do periodo de amamentacao e o tempo que a fémea passa no ninho. Uma
possibilidade é que os opibdides estdo envolvidos no controle dos processos
fisiolégicos que infuenciam o término do periodo de amamentagdo, como a
termorregulacdo. Tem sido sugerido que as fémeas terminam o periodo de
amamentacdo como resultado do aumento da temperatura corporal. Como os
opidides podem aumentar a temperatura corporal, o antagonista naloxona
eliminaria esse aumento da temperatura e assim prolongaria a amamentacéao
(Byrnes et al, 2000). Por outro lado, os opidides podem regular o comportamento
maternal ao promover satisfagdo maternal associada com a interagdo dos filhotes.
O bloqueio dessa retroalimentacdo poderia aumentar a motivacao da fémea em
permanecer com os filhotes até a satisfagao.

Receptores opidides estao presentes na PAG (Mansour et al, 1995). O
uso de naloxona na PAGI também reverteu a inibigdo do comportamento maternal
pela morfina sistémica (Miranda-Paiva et al, 2003). A morfina € um prototipo de
agonista de receptor opidide p, mas também interage com os outros subtipos de
receptores opidides. Mann et al (1991), para verificar qual subtipo de receptor
opidide seria responsavel em inibir o0 comportamento maternal, utilizou agonistas
de receptores |, k, & e ¢ i.c.v., em ratas no 6° dia de lactagdo. Através dos
parametros do comportamento maternal medido, eles encontraram que somente a
ativacao de receptores p interrompe o comportamento maternal. Além disso, 0
uso de DAGO, um potente agonista de receptores u, foi mais potente em inibir o
comportamento maternal que a morfina. Apesar destes dados, em nossos

experimentos a inibicdo do comportamento maternal pelo estresse parece resultar
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da ativacao de receptores opidides u e x, pois tanto o antagonista nao seletivo
quanto os antagonistas seletivos tiveram o efeito de reverter a inibicdo do
comportamento maternal pelo estresse. Entretanto, foi observado que somente o
antagonista naltrexona teve um efeito imediato nos primeiros minutos do
experimento. Talvez este antagonista tenha um efeito mais rapido que os outros.
Os resultados encontrados mostram que vias encefalinérgicas opidides na
PAGI sdo importantes na inibicdo do comportamento maternal em ratas lactantes
submetidas a estresse agudo. A situacado de estresse crénico parece nao ser
suficiente para ativar os circuitos inibitérios do comportamento maternal, mas
poderia provocar alteracdes plasticas que impedem a ativagdo destes circuitos na

inibicdo do comportamento em situacdes de estresse agudo.
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A introducdo de um macho no ambiente da mae com a ninhada (estresse
agudo) produz prejuizo no comportamento maternal, principalmente no inicio do
periodo do estresse. Estes animais apresentam maior demora para recolher seus
filhotes e iniciar a amamentagdo, assim como também o tempo total de
amamentacdo esta diminuido. Nota-se também que as fémeas passam mais
tempo em atividades nao maternais. Por outro lado, fémeas lactantes submetidas
a instabilidade social (estresse crdénico) ndao mostram alteracées observaveis nos
parametros comportamentais estudados. No entanto, a sobrepopisdo de um
periodo de estresse agudo apds o estresse crbnico resulta no desaparecimento
das alteracdes antes observadas nos animais submetidos somente a estresse
agudo.

A ativacdo de neurbnios da PAGI em todos os niveis rostro-caudais
examinados parece estar relacionada a inibicdo do comportamento maternal
observado em ratas submetidas a um periodo de estresse agudo de confronto
com um macho intruso. Por outro lado, o estresse crbnico leva a um perfil
diferente de expressao de Fos, com notavel auséncia de ativacdo da PAGI. Um
periodo de instabilidade social (estresse cronico) evita a expressdao de Fos na
PAGI dos animais subseqlentemente expostos a estresse agudo.

A microinje¢do de antagonistas opiodides na PAGI reverte os efeitos do
estresse agudo, melhorando o progresso do recolhimento, diminuindo a laténcia
para o inicio da amamentacdo e aumentando o tempo de amamentacao total.
Assim, a inibicdo do comportamento maternal pelo estresse parece estar
relacionada a ativacado de receptores opidides na PAGI, provavelmente devido a
desinibicdo de uma circuitaria inibitéria do comportamento maternal, responsavel

por ativar a PAGI em situacbes de estresse agudo. O estresse cronico poderia
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promover mudancas plasticas nesta circuitaria, evitando os efeitos deletérios do

estresse agudo na ativacdo da PAGI e na inibicdo do comportamento maternal.
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ANEXO A — Coloragao de Tetroxido de Osmio

Primeiramente os cortes foram lavados durante 1 min em H,O destilada.
Posteriormente foram colocados em solucdo de Tetréxido de Osmio (OsOs)
0,05% durante 20-60 s. Os cortes foram novamente lavados em agua destilada
durante 1 min e foram submetidos ao processo de desidratacdo em alcool (alcool
70% 2min; alcool 90% 2min; alcool 100% duas vezes de 2min cada). Finalmente
os cortes foram colocados em xilol duas vezes de 5min cada.

A laminas permaneceram secando em temperatura ambiente, e foram
posteriormente montadas com laminula com o auxilio de Balsamo do Canada

(Vetec).
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ANEXO B - Coloracao de Giemsa

Os cortes foram colocados em solucao de cloroférmio durante 1 h. Apés
esse periodo sofreram o processo de rehidratagdo em alcool 90% (1 min) e em
alcool 70% (1 min). Foram lavados durante 1 min em agua destilada e foram
posteriormente colocados em solucdo de Giemsa (em temperatura de 70°C)
durante 45 min. Ap6s serem lavados em tampao PBS (pH 7,4), os cortes foram
fixados em Molibidato de Aménia a 1% durante 5 min. Por fim, os cortes foram
passados nos alcoois 70%, 90%, 100%, 100% durante 1 min e 30 seg em cada
alcool, e em seguida foram colocados em xilol duas vezes de 5 min cada.

A laminas permaneceram secando em temperatura ambiente, e foram
posteriormente montadas com laminula com o auxilio de Balsamo do Canada

(Vetec).
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ANEXO C - Coloracao de Nissl

Inicialmente as laminas foram mergulhadas em agua destilada por 10 min.
Apés essa limpeza, foram colocadas durante 45 min em corante Tionina. Foram
lavadas novamente em agua destilada em trés séries de 3 min cada.
Posteriormente as laminas foram colocadas em alcool 70%, 95% e 3 vezes em
alcool 100%, com tempo de 2 min em cada, e finalmente foram colocadas em
xilol, duas vezes, com o tempo de 5 min cada.

A laminas permaneceram secando em temperatura ambiente, e foram
posteriormente montadas com laminula com o auxilio de Balsamo do Canada

(Vetec).
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