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RESUMO

Tem sido demonstrado que a administracdo sistémica de canabindides em ratas
lactantes prejudica o comportamento materno. Portanto, objetivou-se determinar
quais sdo, especificamente, as alteracbes provocadas neste cuidado materno
mediante infusdo crénica central de agonista do receptor CB1 (WIN 55,212-2) nas
doses de 10 e 100nmol. As analises do comportamento materno foram realizadas
em 4 sessOes diarias (3 durante a fase clara e 1 durante a fase escura) de 72
minutos cada, sendo registradas de 3 em 3 minutos totalizando 25 observagdes por
sessdo (portanto, 100 observacfes diarias). O resultado das andlises, durante a
infusdo da droga, indicou diminuicdo do tempo de lambida e consequente aumento
no tempo que as ratas passam alimentando-se. Mesmo apds o periodo de infusédo
da droga (7 dias), o comportamento materno total permaneceu diminuido. Como
interferéncias sofridas durante o periodo neonatal que provoquem variacbes no
cuidado materno podem persistir e influenciar o fendtipo dos filhotes, foram
verificadas possiveis alteragbes comportamentais em respostas de ansiedade e
medo na prole quando em idade adulta. Para tanto, os filhotes machos e fémeas
(quando completaram 8 semanas de vida), foram submetidos aos testes de campo
aberto, labirinto em cruz elevado e medo condicionado ao contexto. Os resultados
encontrados mostram que os filhotes machos apresentam menor laténcia para
exibicdo do primeiro freezing no teste de medo. Por outro lado, as fémeas
apresentaram somente elevacéo da pressao arterial quando submetidas ao mesmo
teste. Em conjunto, os resultados sugerem que canabinodides diminuem o cuidado
materno em ratas lactantes, principalmente a lambida, e mesmo apds a suspensao
da infusédo da droga, a reducdo do comportamento materno total permanece. Essa
diminuicdo do cuidado materno refletiu principalmente nos filhotes machos,

aumentando respostas relacionadas ao medo.

Palavras-chave: Comportamento materno. Lactacdo. Canabindide. Receptor CBL1.
Filhotes.



ABSTRACT

It has been demonstrated that systemic administration of cannabinoids in lactating
rodents affect maternal behavior. Therefore, the objective was to determine what
changes, specifically, in maternal care caused by chronic infusion of central CB1
receptor agonist (WIN 55,212-2) at doses of 10 and 100nmol. Analyses of maternal
behavior were performed in 4 sessions daily (3 during the light phase and 1 during
the dark phase) of 72 minutes each, being recorded from 3 in 3 minutes totaling 25
observations per session (so 100 daily observations) . The result of the analysis,
during infusion of the drug, indicated decreased time to licking and consequent
increase in the time that the rat is feeding. Even after the period of drug infusion (7
days), the total maternal behavior remained decreased. How interference occurred
during the neonatal period that cause variations in maternal care may persist and
influence the phenotype of the offspring, were evaluated possible changes in anxiety
and fear responses in the offspring when in adulthood. Therefore, males and females
puppies (when completed 8 weeks of life), were tested in the open-field, elevated
plus maze and fear conditioning to context. The results show that male offspring
have lower latency to display the first freezing in this fear test. Moreover, the females
showed only elevated blood pressure when subjected to the same test. Together, the
results suggest that cannabinoids decrease maternal care in lactating rats, mainly
licking, and even after cessation of drug infusion, the reduction of total maternal
behavior remains. This decrease in maternal care reflected mainly in male offspring,

increasing responses related to fear.

Keywords: Maternal behavior. Lactation. Cannabinoid. CB1 receptor. Offspring.
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1 INTRODUCAO

Em ratas lactantes, o cuidado maternal € constituido por varios elementos
integrados dirigidos a promoc¢éo de cuidado e nutricdo da prole para garantir sua
sobrevivéncia. Variacdes nesse cuidado materno recebido durante o periodo
neonatal podem afetar o fenotipo dos filhotes quando atingem a idade adulta
(MOORE, 1984, 1992; LIU et al., 1997).

Diante disso, torna-se importante a investigacdo dos mecanismos envolvidos
nas diferencas no padrdo de comportamento materno exibido por ratas lactantes. E
descrito que algumas substancias, como os canabindides, podem provocar prejuizos
no desempenho da mae em cuidar dos filhotes (MANDUCA; CAMPOLONGO;
TREZZA, 2012). Assim, surgiu o interesse na investigacdo dos efeitos no cuidado
maternal frente infusdo central continua de um agonista canabindide (WIN 55,212-2)

e suas consequéncias na prole quando atinge a idade adulta.

1.1 Cuidado materno

O conjunto de cuidados que a mae oferece aos filhotes € denominado
comportamento materno (CM) (NUMAN, 1994). Trata-se de um comportamento
espontaneo, instintivo e especifico de cada espécie, sendo determinado por
modificacdes fisioldgicas que ocorrem imediatamente antes e apds o parto (NUMAN,
1994). Durante esse periodo, a meta da fémea é garantir a sobrevivéncia propria e
de seus filhotes (MIRANDA-PAIVA et al., 2003).

Logo apoés o parto, nos primeiros dias de vida, a rata lactante age instintiva e
espontaneamente, visando manter uma série de comportamentos relacionados aos
filhotes, podendo passar até 80% do tempo junto da prole (GROTA; ADER, 1969,
1974; STERN, 1997). A medida que os filhotes crescem e tornam-se mais
independentes, ja sendo capazes de se alimentarem e auto-regular termicamente, a
mae torna-se menos responsiva, podendo despender apenas 25% do seu tempo
com a prole (NUMAN, 1994).
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Esse empenho em cuidar dos filhotes pode ser vinculado a motivacéo.
Motivagdo pode ser definida como um processo interno que modifica a maneira de
resposta do organismo frente a estimulos externos (NUMAN; WOODSIDE, 2010;
PFAFF, 1982). No que diz respeito ao comportamento maternal na maioria dos
mamiferos, tal definicdo é apropriada ja que para o inicio da acdo do cuidado é
necessario que ocorram mudancas de fatores internos para que haja uma
responsividade diferente ao estimulo externo, no caso, 0 neonato. Sabe-se que o
inicio do comportamento materno em ratas € sincronizado com o nascimento dos
filhotes, pois algumas mudancas que ocorrem no organismo da mae despertam
acOes relacionadas; essas alteracbes também possuem papel importante na
manutenc¢ao do cuidado no periodo pés-parto. (WEISNER; SHEARD, 1933).

Algumas dessas alteracfes ocorrem até mesmo antes do parto e objetivam a
preparacao para os cuidados da ninhada. No tocante comportamental, as mudancas
estdo relacionadas com os padrdes de limpeza corporal exibidos pela méae, a qual
leva mais tempo na limpeza da regido mamaria a fim de auxiliar no desenvolvimento
das glandulas e a hiperfagia, além de iniciar a constru¢cao do ninho para promover a
termoregulacao dos filhotes (NUMAN, 1994).

Além disso, alterac6es hormonais que ocorrem durante e no final da gestacéo
sdo responsaveis por modificar funcdes cerebrais da mae que controlam acgbes
relacionadas ao cuidado materno. O perfil hormonal da parturiente é caracterizado
pela elevacdo nos niveis de estrégeno, prolactina e ocitocina e declinio da
progesterona. Diante de tais modificacBes prévias, a resposta ao estimulo dos
filhotes é imediata nas ratas primiparas (NUMAN, 2006).

Por outro lado, € possivel observar comportamentos relacionados ao filhote
exibidos por ratas virgens, as quais ndo expressam as alteracbes prévias
observadas em gestantes (SHEEHAN et al.,, 2000; FRANCIS et al., 1999;
CHAMPAGNE et al, 2001). Por isso, 0s comportamentos n&ao surgem
imediatamente apds o0 parto como em lactantes, € necessario que a rata nulipara
entre em contato com a ninhada por uma semana ou mais — processo denominado
sensibilizagdo (ROSENBLATT, 1967). Normalmente, ratas virgens podem evitar ou
até atacar filhotes que forem apresentados a elas (ROSENBLATT; MAYER, 1995).
Contudo, a aversao aos filhotes diminui durante esse periodo de sensibilizagéo, pois

o odor dos filhotes deixa de ser aversivo e a partir de entdo, as ratas passam a
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cuidar da ninhada, mesmo impossibilitadas de amamentar (FLEMING; LUEBKE,
1981).

Nota-se, portanto, que a expressdo do comportamento materno ndo €
regulada somente por fatores hormonais (LONSTEIN; WAGNER; VRIES, 1999). O
contato com os filhotes também é responsavel por atrair a atencdo da méae através
de algumas acbes exibidas por eles, como vocalizagbes e movimentos do corpo
(POLAN; HOFER, 1999) e por estimulos olfatérios (MOORE, 1985; JANS; LEON,
1983). Tais fatores permitem a promoc¢ao do aumento ou até mesmo surgimento do
comportamento materno.

Contudo, as mées ndo sdo somente motivadas a cuidar diretamente dos
filhotes, elas sofrem mudancas tanto comportamentais como fisiolégicas e
motivacionais, tendo o0 sucesso no cuidado da prole como objetivo (NUMAN;
WOODSIDE, 2010). Dentre elas ha alteracdes do padrao alimentar, ingerindo maior
quantidade de alimento comparada com o periodo de gestacao (WOODSIDE, 2007),
diminuicdo do medo (LONSTEIN; SIMMONS; STERN, 1998) e da responsividade ao
estresse (SLATTERY; NEUMANN, 2008), além das importantes alteracdes nos
niveis de ansiedade e agressividade.

Logo, em ratas lactantes, o cuidado maternal esta constituido por varios
elementos integrados dirigidos a promocdo de cuidado e nutricdo da prole para
garantir sua sobrevivéncia. Dentre as acfGes maternais, sado observadas e
classificadas como condutas ndo interativas a ansidlise e agressdo maternal contra
um intruso (FERREIRA et al., 2002; HUNTINGFORD, 1989).

A agressdo maternal consiste em comportamentos especificos executados
pela mde em relacio a um intruso, com ou sem a intencdo de lesa-lo.
(HUTINGFORD, 1989). A agressdo maternal surge durante a gravidez, quando os
filhotes ainda ndo estdo fisicamente presentes para prover estimulos sensoriais,
nesse periodo a influéncia pode ser hormonal (MAYER; ROSENBLATT, 1987).

Paralelamente, ratas lactantes apresentam ansiedade diminuida nos testes de
campo aberto e labirinto em cruz elevado quando comparadas com ratas néo
lactantes. Essa resposta reduzida a ansiedade durante a lactacdo pode ser
denominada ansiolise maternal, a qual se sugere estar envolvida com os elevados
niveis de ocitocina e prolactina. (FERREIRA et al., 2002; NUMAN, 1994; FLEMING;
WALSH, 1994). Portanto, pode-se considerar que a agressividade e a ansiolise

maternal fazem parte do repertério comportamental de ratas lactantes.
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Além disso, existem comportamentos diretamente relacionados aos filhotes
como construgdo do ninho, lambida ano-genital e posicionamento sobre eles para
prové-los de nutricdo e calor (MANN, 2006). Dos diversos parametros maternais
exibidos por roedores, os mais comumente avaliados, por se correlacionarem com a
“‘qualidade” do cuidado, sdo a cifose e tempo de lambida (BOSCH; NEUMANN,
2011).

A fim de amamentar os filhotes, as ratas lactantes exibem posturas corporais
distintas. Elas podem deitar-se de lado (posicdo passiva), sobre os filhotes ou
permanecerem sobre os filhotes em posicao arqueada, denominada cifose (CALDJI
etal., 1998; PEDERSEN; BOCCIA, 2003; PEDERSEN; PRANGE, 1979; STERN;
JOHNSON, 1990) . A cifose, postura mais comumente exibida, € considerada um
posicionamento de cuidado ativo e pode ser indicativo da qualidade do cuidado
materno em linhagens cuja lambida ndo € tdo evidenciada (GUBERNICK;
ALBERTS, 1983; BOSCH; NEUMANN, 2011).

Outro parametro comportamental importante € a lambida, a qual envolve
principalmente a regido ano-genital do filhote, sendo esse ato benéfico tanto para a
mae quanto para a prole. A lambida favorece a reposi¢cédo de agua e eletrélitos pela
mae, ja que ela ingere parte da urina dos filhotes (GUBERNICK; ALBERTS, 1985).
Por outro lado, tal comportamento também objetiva limpar a cria, estimular a
defecacdo e miccao dos filhotes (GUBERNICK; ALBERTS, 1983), além de exibir alto
impacto no desenvolvimento social e emocional dos filhotes (CALDJI et al., 1998;
CHAMPAGNE, 2008).

A frequéncia de lambida tem sido usada como um padrdo para mensuracao
do cuidado materno (LIU et al., 1997; CALDJI et al., 1998; CHAMPAGNE; FRANCIS;
MEANEY, 2003; HANCOCK; MENARD; OLMSTED, 2005; VEENEMA; NEUMANN,
2009; PARENT; MEANEY, 2008; LENZ; SENGELAUB, 2009). Apesar de haver
variacbes individuais dentro de uma populacdo (CHAMPAGNE et al., 2003),
verificou-se uma distribuicdo normal quando avaliado um grande namero de ratas
lactantes (CHAMPAGNE; FRANCIS; MEANEY, 2003). Contudo, estudos
classificaram as maes segundo a frequéncia de lamber os filhotes: “muito
lambedoras” (high licking mothers - HL) e “pouco lambedoras” (low licking mothers -
LL), grupos que representam o0s extremos de uma mesma populagéo
(CHAMPAGNE, 2008; LIU et al., 1997; CALDJI et al., 1998).
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Dessa forma, sabe-se que essa interacao entre méae e filhote é essencial para
a sobrevivéncia da prole. Além disso, tem sido demonstrado que adversidades
sofridas precocemente pelos filhotes, inclusive variacbes na lambida, podem ter
futuras consequéncias neuroenddcrinas, alteracao da funcdo cognitiva e aumento da
vulnerabilidade para o desenvolvimento de psicopatologias (BREIER et al., 1988;
AGID et al., 1999; PECHTEL,; PIZZAGALLI, 2011).

1.2 Interferéncia do cuidado materno na prole adulta

Os filhotes de ratas demandam grande cuidado, pois hascem desprovidos de
pélos, surdos, cegos e incapazes de se locomoverem e regularem sua temperatura
corporal (GROTA; ADER, 1969; GUBERNICK; KLOPFER, 1981). Por isso, em
roedores, o CM pode ser observado com mais intensidade durante as duas
primeiras semanas ap0s o parto, declinando posteriormente até que os filhotes
crescam e tornem-se independentes (NUMAN, 1994); assim, a primeira semana de
vida pés-natal em roedores consiste em um periodo critico de sensibilidade (LABAN
et al., 1995; ROTS et al., 1996).

Tem sido demonstrado que interferéncias, sofridas durante o periodo neonatal
de sensibilidade, que provoquem variacfes no cuidado materno, podem persistir e
influenciar o fendtipo dos filhotes (MOORE, 1984, 1992; LIU et al., 1997).
Independente da origem dessas variagbes no comportamento materno - seja
naturalmente pelas diferencas nas populacdes ou por manipulacdo e administracao
de drogas — os efeitos muitas vezes sao refletidos nos filhotes quando atingem a
fase adulta. Assim, o cuidado maternal tem um importante papel no desenvolvimento
cognitivo e emocional da prole (KAFFMAN; MEANEY, 2007).

Em humanos, por exemplo, quando h& enfrentamento de adversidades no
inicio do desenvolvimento infantil, ha um risco aumentado de desenvolvimento de
doencas fisicas e disturbios psiquiatricos na vida adulta (GOODWIN; STEIN, 2004).
Todavia, as bases moleculares e circuitaria neural envolvida em humanos ainda nao
esté clara, assim estudos com roedores podem fornecer um melhor entendimento no
tocante da relagédo entre mae e filhotes (MANDUCA; CAMPOLONGO; TREZZA,
2012).
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Alteracbes no cuidado maternal em roedores podem influenciar as respostas
neuroendocrinas e comportamentais — relacionadas a ansiedade, medo e estresse,
por exemplo - dos filhotes na fase adulta. (CIRULLI; BERRY; ALLEVA, 2003;
LEVINE, 2000; PRYCE et al., 2001; URIARTE et al., 2007). Em laboratério, dentre
as possiveis experiéncias precoces pelas quais os filhotes sdo expostos estdo
manipulacdo neonatal (handling), privacdo maternal, alteracdes fisiolégicas na mae,
além de variacdes naturais no cuidado que permitiu a classificagcdo das maes como
high ou low licking (URIARTE et al., 2007).

Apés a manipulacdo neonatal (handling), ha aumento do cuidado materno,
especificamente elevacédo da frequéncia de lambida (LEE; WILLIAMS, 1974; LIU et
al., 1997). Essa experiéncia precoce afeta os filhotes quando em idade adulta,
havendo diminuicdo do medo e hiporesponsividade do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HHA) sob condicdes de estresse (MEANEY et al., 1988; VALLEE et al.,
1997; ABORELIUS; ENKLUND, 2007; CALDJI et al., 2000; LEVINE, 1962; LEVINE
et al., 1967; MEERLO et al., 1999; PADOIN et al., 2001; SEVERINO et al., 2004),
assim como reducdo do comportamento sexual e funcdes reprodutivas (GOMES et
al., 2005; PADOIN et al., 2001; RAINEKI et al., 2008). Além disso, ha reducédo da
interac&do social e elevacdo no comportamento agressivo (LIM; YOUNG, 2006; LEE
et al., 2007).

Por outro lado, a separacdo maternal prolongada induz prejuizo do
comportamento materno, incluindo reducdo na lambida (LIU et al., 1997).
Consequentemente, a prole quando adulta mostra aumento de respostas
neuroendocrinas ao estresse, incluindo elevacéo nos niveis plasméaticos de ACTH e
corticosterona (LIU et al., 1997; CIRULLI; BERRY; ALLEVA, 2003;). Além disso,
esses animais também exibem um aumento na resposta acustica de sobressalto e
elevacao nos comportamentos relacionados a ansiedade e medo quando expostos a
um ambiente novo (LIU et al., 1997).

Algumas interferéncias fisioldgicas realizadas nas maes também afetam o
desenvolvimento da prole. A inibicdo farmacolégica da prolactina materna, por
exemplo, reflete nos filhotes prejudicando o aprendizado, a memoria e aumentando
a ansiedade no teste de labirinto em cruz elevado, no qual ha reducédo no numero de
entradas no braco aberto (FRAGA et al., 2011). Outro exemplo consiste na indugao

de hiperleptinemia materna durante a lactagdo, a qual gerou nos filhotes adultos
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consequéncias relacionadas a ansiedade e memoria, exibindo diminuicdo e
aumento, respectivamente (FRAGA-MARQUES et al., 2009).

Com relagcédo a variacdo no cuidado materno naturalmente presente em uma
populacdo, animais nascidos e criados por maes classificadas como high licking
(classificacdo dada as maes que lambem mais a prole) possuem diminuicdo na
ansiedade quando comparados com filhotes de méae low licking, pois apresentam
aumento do comportamento exploratorio no aparato de campo aberto, além de uma
laténcia menor e um tempo maior de alimentacdo em um ambiente novo (CALDJI et
al., 1998; URIARTE et al., 2007).

Em adicéo, outros estudos demonstram gque filhotes de méaes high licking séo
hiporresponsivos ao medo no probe-burying test quando comparados com aqueles
de maes pouco lambedoras. Os primeiros quando submetidos ao estimulo aversivo
de choque tiveram um aumento na expressao de c-Fos em diversas estruturas
limbicas relacionada a reducdo do medo, o que corrobora com o0s testes
comportamentais. Diante disso, tem sido proposto que o comportamento de lambida
das mées nos filhotes modifique circuitos neurais associados a reducdo do medo,
tornando-os hiporresponsivos a ambientes aversivos durante a fase adulta
(MENARD; CHAMPAGNE; MEANEY, 2004).

As intervengdes no ambiente neonatal induzem alteracdes na prole quando
adulta, como exposto. Contudo, diversos estudos tém analisado também
distintamente filhotes machos e fémeas, como por exemplo, no que diz respeito a
comportamentos emocionais. Os filhotes fémeas que passaram pela manipulagéo no
periodo neonatal apresentam maiores niveis de exploracdo no centro do campo
aberto, quando comparadas com os machos que sofreram a mesma experiéncia
precoce (PADOIN et al.,, 2001). Esses resultados estdo de acordo com diversos
estudos mostrando que fémeas exibem menos comportamento relacionado ao medo
e ansiedade que os machos (FERNANDES et al., 1999; JOHNSTON; FILE, 1991,
STEENBERGEN et al., 1989). Ainda com relacdo a manipulacdo neonatal, fémeas
gue passaram por tal interferéncia, foram menos afetadas que os machos nos testes
de memoria e interacdo social (KOSTEN; LEE; KIM, 2007; STAMATAKIS et al.,
2008; AKERS; REEBA; TANG, 2004; CAMERON et al., 2008; PADOIN et al., 2001).

A variacdo natural do CM dentro de uma populacdo também gera
consequéncias distintas relacionadas ao género. As fémeas de maes muito

lambedoras apresentam significativa reducao da intensidade de lordose e ovulacéo



21

guando comparadas com méaes que lambem menos a prole (URIARTE et al., 2007;
CAMERON et al., 2005; CHAMPAGNE et al., 2003). Em contraste, machos nascidos
e criados por méaes high e low licking ndo diferem no comportamento sexual
(URIARTE et al., 2007).

Essa distincdo é atribuida a diferenca na experiéncia prévia relacionada aos
cuidados recebidos pelos filhotes de acordo com o género. O comportamento
materno de lambida ano-genital, por exemplo, € direcionado preferencialmente aos
machos (MOORE; MORELLI, 1979; MOORE, 1992), o que pode explicar o
dimorfismo sexual da prole em idade adulta (URIARTE et al., 2007). E possivel que
os filhotes machos sejam menos sensiveis as variacbes das frequéncias do
comportamento de lamber, por naturalmente receberem altos niveis desse
comportamento. Assim, pequenas variacbes no comportamento de lamber,
poderiam n&o ter um efeito significativo (URIARTE et al., 2007).

Esta bem consolidado, entdo, que interacdes mae-filhotes sdo essenciais
para o desenvolvimento neurocomportamental da prole, sendo que prejuizos nessa
relacdo podem resultar em alteragbes neuroenddcrinas, neuroquimicas e
comportamentais durante a fase adulta (MANDUCA; CAMPOLONGO; TREZZA,
2012; MASHOODH et al., 2012). A complexa circuitaria neural que envolve essa
interacdo entre mae e filhotes vem sendo descrita em estudos detalhados, contudo
ainda ndo estd completamente elucidada (MANDUCA; CAMPOLONGO; TREZZA,
2012; CALDJI et al., 1998; NUMAN, 2006; NUMAN; FLEMING; LEVY, 2006;
NUMAN, STOLZENBERG, 2009).

1.3 Mecanismos neurais relacionados ao comportamento materno

Algumas areas cerebrais sdo importantes para o inicio e manutengdo do CM
e alguns mecanismos neurais s8o essenciais no controle de comportamentos
motivados (NUMAN; WOODSIDE, 2010). A mPOA (area pré Optica medial),
localizada no hipotalamo rostral, € uma regido neural critica envolvida na regulacéo
do comportamento materno em ratos e outras espécies. (BRIDGES et al., 1990).

A circuitaria neural relacionada ao comportamento maternal, incluindo

estimulos e projecdes da mPOA séo ilustrados na Figura 1. O estimulo dos filhotes
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pode ativar a mPOA, MeA (amigdala medial), BLA e BMA (amigdala basolateral e
basomedial) e PFC (cértex pré frontal) o que provoca o comportamento de esquiva e
outras reacdes defensivas. Em ratas lactantes, certos horménios também podem
ativar a mPOA e com issO essa regido torna-se responsiva aos estimulos dos
filhotes. Eferéncias da mPOA sao responsaveis por deprimir respostas relacionadas
a fuga no AHN e VMN (ndcleo hipotalamico anterior e ventral) e PAG (substancia
cinza periaquedutal). Além disso, eferéncias da mPOA s&o responsaveis por ativar
0s neurdnios dopaminérgicos da VTA (area tegmental ventral) resultando na
liberacéo de DA (dopamina) para NA (nucleo accumbens). Esta ativacdo do sistema
mesolimbico dopaminérgico é capaz de alterar o circuito NA-VP (nucleo accumbens-
pallidum ventral) de modo que este circuito se torne responsivo ao estimulo dos
filhotes através da ativacdo do BLA e BMA, e PFC. A ativacdo do VP é essencial
para as respostas maternas e a OT (ocitocina) age em varios locais diferentes para
promover a responsividade materna adequada além de deprimir vias defensivas
(NUMAN; WOODSIDE, 2010).

Comportamento matemo

or s | NA— VP

DA .ﬁ.{)
=

OT | VTA |

: p PC | :
Estimulo dos LA gBLA— |~ Estimulo dos
filhotes BMA E;-_-"' filhotes

& MeA
I ( pll
Horménios 97

AHN[VMN

J
Y PaG —or
!

Comportamento defensivo

Figura 1 - Circuitos neurais que regulam alguns aspectos relacionados ao comportamento materno.
ExplicagBes para as abreviagdes constam no texto.
Fonte: NUNAM; WOODSIDE, 2010, modificado.

Ha também evidéncia que a mPOA, juntamente com o BNST (bed nucleo da

estria terminal) regulam componentes voluntarios pré ativos do cuidado materno em
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ratas(NUMAN et al., 2009). Lesdes realizadas nessas duas areas culminam no
prejuizo do CM, principalmente aqueles relacionados a cavidade oral (NUMAN;
NUMAN, 1997). A semelhanca entre as areas permanece com relacdo a alta
densidade de receptores de neuropeptidios e esteroides que estabelecem o CM em
ratas (BAKOWSKA; MORREL, 1997; FREUND-MERCIER et al.,, 1987; PFAFF;
KEINER, 1973), além de compartiihar das mesmas projecBes eferentes com a
mPOA (DONG; SWANSON, 2006a, 2006b; SIMERLY; SWANSON, 1988).

O BNST é critico para o CM, porém pouco ainda se sabe sobre qual sistema
neuroquimico dessa regido influencia no cuidado (SMITH et al., 2012). Estudos
mostram que o numero de receptores para OT encontra-se aumentado em ratas
durante a lactacdo (INSEL, 1986; 1990). Outro fator importante consiste na
excitacdo neuronal do BNST e concomitante facilitacdo da ejecéo de leite quando a
OT é injetada i.c.v. (HOUSHAM; TERENZI; INGRAM, 1997); por outro lado, infusdo
de antagonista de ocitocina nessa regido prejudica o comportamento materno
(JACOBSON et al., 1980; NUMAN; SMITH, 1984; PEDERSEN et al., 1994; RUBIN;
BRIDGES, 1984).

Portanto, a ocitocina demonstra importante papel ao longo do circuito. Ela é
um hormoénio liberado pela neurohipdfise e também um neurotransmissor /
neuromodulador, liberado em sinapses cerebrais (NUMAN, 1994). Seus receptores
encontram-se amplamente difundidos em areas relacionadas com o comportamento
materno, além de aumentar sua expressao proxima ao tempo do parto em muitas
dessas regides (NUMAN; STOLZENBERG, 2009).

Contudo, verifica-se que a expressdo do comportamento materno nao é
regulada direta e somente por fatores hormonais (LONSTEIN; WAGNER; VRIES,
1999). Estudos mostram que diversas substancias administradas na mae afetam o
comportamento. Morfina, glicocorticéides e WIN 55,212-2 (agonista de receptor
canabindide CB1) sdo exemplos de substancias que diminuem o CM quando
administradas em lactantes (BRIDGES; GRIMM, 1982; RUBIN; BRIDGES, 1984;
VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011; VILELA et al., 2013).
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1.4 Influéncia dos canabindides

Embora haja informacBes abundantes sobre a influéncia de diversos
hormdénios e neurotransmissores no comportamento materno em roedores, pouco
ainda se sabe sobre a modulacdo pelo sistema endocanabindide (MANDUCA,
CAMPOLONGO; TREZZA, 2012). Antes mesmo da descoberta desse sistema,
alguns efeitos biolégicos de canabindides exdégenos, oriundos da planta Cannabis
sativa, eram relatados (PAMPLONA; TAKAHASHI, 2012).

A Cannabis sativa (maconha) é uma das drogas psicoativas mais usadas,
possuindo um consumo histérico documentado, datado de milhares de anos atras
(TOUWN, 1981; RUSSO, 2005; 2007; DI MARZO, 2006; DI MARZO;
PETROCELLIS, 2006). Achados histéricos e arqueoldgicos indicam o cultivo e uso
da planta na China, desde o ano 4000 antes de Cristo. Os chineses ja haviam até
descrito propriedades medicinais dessa erva em sua farmacopeia, porém o0s
primeiros relatos de uso terapéutico no ocidente sdo do inicio do século XIX.
(PAMPLONA; TAKAHASHI, 2012; ZUARDI, 2006).

O componente psicoativo principal, o A9-tetrahidrocanabinol (THC), uma
molécula altamente lipofilica, foi identificado em 1964 (GAONI; MECHOULAM,
1964). Assim, os efeitos produzidos pelos compostos da Cannabis foram atribuidos
a sua dispersdo na membrana lipidica das células devido a esse acentuado carater
lipofilico (PATON, 1975). Entretanto, a desconfianga de que estd4 hipotese era
invalida surgiu diante do fato de que os principais efeitos do THC variavam de
acordo com a dose administrada e diante de pequenas alteracdes na sua estrutura
molecular (HOWLETT; FLEMING, 1984).

Estudos posteriores, entdo, levaram a identificacdo do sistema
endocanabindide enddgeno que inclui: receptores canabindides (CB1 e CB2),
ligantes lipidicos enddgenos — endocanabinéides (EC) como a anandamida e o 2-
aracdonoil-glicerol — e enzimas envolvidas na sintese, transporte e degradacéo
desses EC (DEVANE et al., 1992; FREUND et al., 2003; PIOMELLI, 2003; KOGAN;
MECHOULAM, 2006).

O receptor canabindide CB1, clonado em 1990 do cérebro de um mamifero
(MATSUDA et al., 1990), é expresso quase ubiquamente em todo o cérebro (TSOU
et al., 1998; MOLDRICH; WENGER, 2000) e exibe pouco padrdo de expressao em
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tecidos periféricos, tais como células imunes, tecido vascular e adipocitos
(PAROLARO, 1999; HILLARD, 2000; COTA et al., 2003). Trés anos apos a
descoberta do receptor CB1, o receptor denominado CB2 foi identificado e sua
localizacdo postulada engloba predominantemente o sistema imune periférico
(MUNRO et al., 1993; BENITO et al, 2008).

As fungbes dos canabindides estdo diretamente relacionadas com a
localizacdo do receptor CB1 no sistema nervoso central, cuja distribuicdo € bem
ampla: estriado e cortex cerebelar, hipocampo, amigdala, nacleo accumbens, area
tegmental ventral, substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo, bed nucleo da
estria terminal, bulbo olfatério, dentre outras (MOLDRICH; WENGER, 2000; TSOU et
al., 1998; MASSI et al., 2008; GRUETER et al., 2006)

Sabe-se que os EC séo sintetizados e liberados sob demanda em neurdénios
pés-sinapticos e agem como neurotransmissores retrogrados, ligando-se a
receptores presentes em neurdnios pré-sinapticos, através dos quais exercem seus
efeitos inibitorios (BAYEWITCH et al., 1996; RHEE et al., 1997; STEFFENS et al.,
2004). Sua funcdo estd relacionada com a modulacdo da liberacdo de
neurotransmissores, incluindo o glutamato, GABA, acetilcolina, serotonina e
norepinefrina (SCHLICKER; KATHMANN, 2001; WILSON; KUNOS; NICOLL,
2001;PIOMELLI, 2003).

De posse do conhecimento de tais funcbes basicas, tem sido estudado o
papel do sistema endocanabindide em diversos aspectos funcionais cerebrais
(MANDUCA; CAMPOLONGO; TREZZA, 2012). A saber, influéncia no eixo
hipotalamo-hipo6fise-adrenal (HHA) e consequente regulacdo de respostas ao
estresse (HILL et al., 2009; RIEBE; WOTJAK, 2011), modulacdo de estados
emocionais (VIVEROS et al.,, 2007;MOREIRA; LUTZ, 2008; LUTZ, 2009; TABER;
HURLEY, 2009;MARCO; LAVIOLA, 2012) e processo cognitivo (WOTJAK, 2005;
RUBINO, PAROLO, 2008; CAMPOLONGO et al., 2009a; 2009b, 2012; AKIRAV,
2011; MARCO et al., 2011;TERZIAN et al., 2011; ZANETTINI et al., 2011; ATSAK et
al., 2012) ao longo do tempo de vida.

Ja os efeitos da Cannabis no comportamento materno sao datados por volta
do fim dos anos 1970 e inicio de 1980, quando o primeiro estudo reportado foi que a
administracdo aguda e sub-crénica de THC suprimiu o comportamento de
construcdo do ninho, em camundongos (MOSCHOVAKIS et al.,, 1978; SIEBER,;
FRISCHKNECHT; WASER., 1980). Efeitos similares tém sido reportados em ratas
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lactantes, nas quais a injecao intravenosa de THC prejudicou todos os componentes
do comportamento materno, inibindo inclusive a liberagao de prolactina (BROMLEY
et al., 1978). Contrariamente, o canabidiol, um componente ndo psicotropico da
planta Cannabis sativa (LEWEKE et al., 2012; ROCK et al., 2012), ndo apresentou
efeito no comportamento materno (LAZARATOU et al., 1980).

O prejuizo no comportamento materno também foi observado apoés
administracdo oral crénica, em camundongos, de um extrato de haxixe; embora
nenhuma sedacdo geral tenha sido observada porque a tolerancia a efeitos
sedativos do haxixe desenvolveu-se muito rapidamente (FRISCHKNECHT; SIEBER,;
WASER, 1982). Estudos subsequentes confirmaram que a administracdo aguda de
THC deprime o cuidado maternal (NAVARRO et al., 1995).

Mais recentemente, foi mostrado que camundongos tratados com antagonista
do receptor CB1 - durante os primeiros oito dias apos o parto — tendem a demorar
mais tempo para levar todos os filhotes ao ninho e lamber menos a prole, quando
comparado com o grupo de lactantes tratadas com veiculo, o que sugere um
prejuizo no cuidado materno (SCHECHTER et al., 2012).

Contudo, diante do escasso numero de estudos e algumas contradi¢cdes entre
resultados obtidos, pesquisas mais bem controladas utilizando animais em
laboratério poderia elucidar melhor o papel do sistema endocanabindide no
comportamento materno (MANDUCA; CAMPOLONGO; TREZZA, 2012).

Experimentos realizados em nosso laboratério demonstraram que a
administragcdo aguda de glicocorticoide provoca a supressdo do comportamento
materno (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011), mediado pelo sistema endocanabindide
atuando via receptor CB1 (VILELA et al., 2013). Diante disso surgiu o interesse na
investigacdo dos efeitos no cuidado maternal frente infusdo crénica
intracerebroventricular de um agonista canabindide (WIN 55,212-2), pois é
conhecida a ampla distribuicdo dos receptores CBl1 em regides cerebrais
relacionados a esse comportamento. Como o0 cuidado materno influencia
diretamente o desenvolvimento da prole na fase adulta, alguns testes também foram

realizados nestes filhotes.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem os seguintes objetivos.

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da infusdo cronica intracerebroventricular de um agonista
de receptor CB1 (WIN 55,212-2) sobre as respostas comportamentais de ratas

lactantes e a influéncia dessas alteracdes nos filhotes durante a fase adulta.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a influéncia da infuséo i.c.v. continua (durante 7 dias) de WIN 55,212-2
(agonista de receptor CB1) sobre o comportamento materno de ratas lactantes
através da analise diaria por 21 dias;

- Avaliar a influéncia do tratamento sobre o ganho de peso da mée e da ninhada;

- Verificar as alteragBes comportamentais relacionadas a ansiedade nos filhotes
machos e fémeas durante a fase adulta daquelas maes submetidas ao tratamento;

- Verificar as alteracdes comportamentais e autonémicas cardiovasculares
relacionadas ao medo nos filhotes machos e fémeas durante a fase adulta daquelas

maes submetidas ao tratamento.
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3 MATERIAL E METODOS

O material e metodologia utilizados para a realizacdo deste trabalho sao

descritos.

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar com peso de 200 a 250g, a partir de 9 semanas
de vida, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG.
Os animais foram alojados em caixas de polipropileno adequadas a sua
manutencdo, tratados com racdo comercial e agua “ad libitum” e mantidos em sala
climatizada a 23 = 2 °C em ciclo 12 horas claro-escuro — luzes acesas as 7:00hs.

Foram utilizados também machos (pesando de 270 a 300g) da mesma

linhagem para o acasalamento, mantidos sob as mesmas condigoes.

3.2 Acasalamento

Ao final do dia, ratas que se encontravam no periodo de transicdo da fase
proestro para o estro foram colocadas na caixa com um rato sexualmente experiente
para o acasalamento - proporcao de trés fémeas para um macho. Pela manha do dia
seguinte foi realizada a analise da citologia vaginal. O dia em cuja manha foi
constatada a presenca de espermatozoides no lavado vaginal foi considerado o 1°
dia de gestacdo. As ratas prenhas foram separadas individualmente em uma caixa

transparente (29x44x17 cm) até o nascimento dos filhotes.
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3.3 Cirurgia estereotéaxica e implante dos minipumps osméticos

No segundo dia de lactacdo, as ratas foram anestesiadas com 2,2,2
tribromoetanol 250mg/kg e foram submetidas a cirurgia estereotaxica para
implantacdo unilateral de uma cénula visando atingir o ventriculo lateral
(coordenadas: AP = -0,4mm; V = -4,0mm; L = -1,6mm), utilizando como referéncia o
bregma.

Os minipumps osmoticos (modelo 1007D, Alzet®, Figura 2) foram
preenchidos com veiculo (salina:itween:DMSO, na propor¢cdo de 8:1:1) ou
WIN55,212-2 nas concentracdes de 10nmol ou 100nmol. Através de um cateter a
canula foi conectada ao minipump osmotico, o qual foi alocado no dorso
subcutaneamente e promovia liberacdo constante de 0,5uL das substancias
supracitadas por hora durante 7 dias.

Os animais receberam injecdo subcutanea de cetoprofeno (3mg/animal) e
imediatamente apds a recuperacao da cirurgia foram retornadas a caixa moradia
juntamente com os filhotes, cuja padronizacao prévia foi realizada — 4 machos e 4

fémeas.

Moderador Canula de
de fluxo infusdo central
\ / Ponta
removivel
Bomba Catéter
osmotica %

Espacadores para
ajuste de profundidade

Figura 2 - Modelo do sistema de inje¢&o utilizado.

Fonte: Alzet®, modificado.
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3.4 Avaliagdo do comportamento materno

O comportamento de cada rata lactante foi registrado durante 4 periodos
diariamente do 2° até o 21° dia de lactagdo. Foram 4 sessdes diarias de 72 minutos
de observacdo cada, as quais ocorreram em hordrios regulares, sendo 3 analises
durante a fase clara (8:00, 12:00 e 16:00horas) e 1 analise durante a fase escura
(20:00horas) do ciclo claro-escuro. Em cada sessdo, o comportamento das ratas
lactantes foi registrado a cada 3 min, contabilizando um total de 25 observacbes por
periodo x 4 periodos por dia = 100 observacbes/rata/dia.

Os comportamentos registrados foram divididos em maternais e nao-
maternais:

Maternais: - Rata lambendo os filhotes;
- Rata sobre os filhotes em posi¢cao arqueada (cifose);
- Rata sobre os filhotes em posi¢édo ndo arqueada,;
- Rata em posicédo passiva: deitada de costas ou de lado;
- Rata construindo o ninho: quando a rata pega o filhote pela boca
ou empurra-o para o ninho.
N&o-maternais: - Rata alimentando-se;
- Rata ndo-explorando: quando a rata estiver longe do ninho e
sem contato fisico com os filhotes;
- Rata explorando o ambiente longe dos filhotes;

- Rata em self-grooming (auto-limpeza).

3.5 Avaliagcdo do ganho de peso da ninhada e da mae

As ratas que foram utilizadas para registro do comportamento materno
tiveram o peso proprio e de sua ninhada registrados no segundo dia de lactacdo e a
cada 3 dias conseguintes. Foram entdo 7 registros de peso nos 2°, 5°, 8°, 11°, 14°,
17° e 20° dias de lactacao, cuja escolha foi determinada pelos dias estabelecidos

para troca de caixa e serragem.
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3.6 Avaliagdo comportamental dos filhotes na fase adulta

Os filhotes das ratas que foram utilizadas para registro do comportamento
materno foram desmamados apos a analise do 21° dia de lactagdo. Os filhotes foram
separados por sexo em caixas distintas no 45° dia de vida até serem completas 8
semanas, quando foram submetidos a experimentos. Todos os testes foram

realizados no periodo da manha, entre as 8:00 as 12:00hs.

3.6.1 Labirinto em cruz elevado

Os animais foram colocados no centro de frente para um dos bracos fechados
e filmados por cinco minutos. As medidas comportamentais registradas foram:
frequéncia de entradas e o tempo despendido nos bracos abertos e nos fechados.
Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas
e tempo) revela um efeito ansiolitico (LISTER, 1987; FILE et al., 1990, CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005). Apds o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com

alcool 10%.

3.6.2 Campo aberto

Imediatamente apés o teste do labirinto em cruz elevado, os animais foram
colocados individualmente em uma arena circular de acrilico com diametro de 60 cm
e paredes com 50 cm de altura, com o piso dividido em quadrantes, dos quais 8
areas junto as paredes do aparato foram consideradas periferia e as 4 demais
centrais. Cada animal foi colocado no centro da arena e filmado por cinco minutos
para posterior analise. Foi registrado o numero de cruzamentos com as quatro patas
no centro, na periferia, numero de rearings (animal posiciona-se somente sobre as 2
patas traseiras) e o efeito anti-tigmotéatico (niUmero de entradas no centro/nimero

total de entradas). Tipicamente os animais tendem a ficar por mais tempo na
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periferia em comparagdo com a area central. Essa preferéncia é conhecida como
tigmotaxia e a diminuicdo dessa preferéncia leva ao efeito denominado anti-
tigmotatico que pode ser referido como uma acao ansiolitica (VALLE, 1970). Este
teste também foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais
analisando o numero de entradas com as quatro patas na periferia e o total de
cruzamentos. Apos o experimento com cada animal, o aparato foi limpo com élcool
10%.

3.6.3 Medo condicionado ao contexto

A ambientacgdo, condicionamento e teste foram realizados em uma caixa de
eletrochoque de dimensdes 25x22x22 cm®. A caixa apresenta assoalho com 18
grades metalicas de 2 mm de didmetro com espacos de 1,5cm entre elas,
conectadas a um gerador de eletrochoque. A caixa experimental foi limpa com alcool
10% antes e depois do uso.

A ambientacdo consistiu em uma pré-exposicdo de 10 minutos a caixa de
choque. No dia seguinte segui-se a sessao de condicionamento ao choque, durante
a qual os animais foram divididos em 2 grupos experimentais: condicionados e nao
condicionados. O grupo condicionado foi re-exposto a caixa e apds 4 minutos de
habituacdo os animais foram submetidos a sessdes de choque que consistiram em 6
choques nas patas de 1,5mA/3s com intervalos entre eles de 20s a 1min. O grupo
nao condicionado foi re-exposto a mesma caixa por 10 minutos sem receber
nenhum choque.

No terceiro dia, os animais foram submetidos aos testes para avaliacao
comportamental ou de parametros cardiovasculares; tais analises foram realizadas
em uma sala diferente da utilizada nos 2dias anteriores, permanecendo somente o
contexto da proépria caixa de choque. Metodologia retirada da literatura (LISBOA et
al., 2010).
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3.6.3.1 Freezing

O comportamento de freezing é definido como a completa auséncia de
movimento, quando o animal assuma uma caracteristica de postura tensa. Tal
resposta evocada pela resposta emocional condicionada ao contexto foi avaliada
24hs apos a sessédo de condicionamento. A sessao teste consistiu de re-exposicao a
caixa de choque sem que o mesmo fosse disparado. Os animais foram colocados
um por vez na caixa e prosseguiu-se a filmagem por 10 minutos, cada rato foi
testado somente uma vez. A analise posterior dos videos forneceu o tempo de
laténcia para o primeiro freezing e o tempo total que o animal permaneceu nessa

posicao.

3.6.3.2 Registro de parametros cardiacos

Quatro horas ap6s a sessdo se condicionamento, os animais (diferentes do
grupo utilizado no teste comportamental) foram anestesiados com 2,2,2
tribromoetanol 250mg/kg i.p. € um cateter de polietileno (PE-10) de 4 cm de
comprimento foi implantado na artéria femoral para afericdo da pressao arterial e
frequéncia cardiaca. O cateter foi transpassado sob a pele e exteriorizado no dorso
dos animais.

A resposta cardiovascular foi avaliada 24hs depois da sessdo de
condicionamento. Inicialmente os animais foram transportados para a sala de
experimentos e la permaneceram por 60 minutos em sua caixa moradia para
adaptarem ao ambiente. Os animais foram testados um por vez.

Os parametros cardiovasculares foram mensurados utilizando-se um
transdutor de sinal que acoplado ao cateter arterial permitiu o processamento pelo
computador (equipamento AdIinstruments®, software LabChart 7 Pro — PowerLab
4/30). Durante 5 minutos foi medida a linha de base e entdo os animais foram
colocados no centro da caixa de choque para medida dos parametros
cardiovasculares. A sesséo teste consistiu de 10 minutos de reexposi¢cdo do animal

a caixa sem que o choque fosse disparado.
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3.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o software GraphPad
versdo 3.0 e expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para
comparacao das meédias foi aplicado teste de analise de variancia (ANOVA) one ou
two-way, seguidas do teste de Dunnet, Newman-Keuls ou Bonferroni. Para a anélise
do comportamento materno ao longo dos 21 dias, ganho de peso da mae e da
ninhada, freezing e avaliacdo da variacdo na pressao arterial e frequéncia cardiaca
nos filhotes, foi utilizada ANOVA two-way. As demais avaliacbes — comportamento
materno separado em periodos (durante a infusdo e apds a suspensao da mesma),
campo aberto e labirinto — foram analisadas pela ANOVA one-way. Os resultados

com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

Sao descritos os resultados obtidos apds a realizacdo dos experimentos.

4.1 Avaliacdo do comportamento materno

A analise diaria do comportamento exibido pelas mées foi realizada ao longo
dos 21 dias de lactacdo (DL), partindo do 2°DL. Foram identificados 5 parametros
considerados maternais e 4 ndo-maternais, sendo que a soma dos mesmos foi
representada como comportamento materno total (CMT) e n&o-materno total
(CnMT), respectivamente.

O Gréfico 1A um exibe o perfil do comportamento materno total (F7150= 15,08,
p<0,0001), o qual tende a diminuir ao longo dos dias de lactacdo, tendo o 3° DL
como referéncia, resultado esperado (GROTA; ADER, 1969, 1974; STERN,1997;
PEREIRA; MORREL, 2011). Dos parametros diminuidos, apesar de a cifose ser o de
maior evidéncia (F71s50= 15,29, p<0,0001, Gréfico 1C), podemos observar também
reducdo na lambida (F7150= 8,936, p<0,0001, Grafico 1B) e construcdo do ninho
(F7.150= 3,354, p<0,0001, GraficolF).
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construindo ninho (F). * p<0,05 e ** p<0,01, quando comparados com o terceiro dia de
lactacdo. One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

Fonte: Da autora.

Consequentemente observa-se um aumento do comportamento ndao-materno
total ao longo dos dias de lactacdo (F7is0= 15,08, p<0,0001, Gréafico 2A). Os

parametros elevados neste caso foram o tempo que a mae gasta alimentando-se
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(F7150= 6,632, p<0,0001, Grafico 2B) e simplesmente longe dos filhotes, ndo
explorando (F7 159= 9,894, p<0,0001, Grafico 2D).
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Fonte: Da autora.

Com relacdo ao tratamento das ratas com o agonista canabinoide (WIN
55,212-2), é possivel observar que 0 CMT (F2520= 27,71), lambida (F2520= 3,892)
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nos filhotes e cifose (F,s520= 16,83) das ratas tratadas com WIN tanto na dose de 10
(n=9) (p<0,0001, p=0,0207, p=0,0014, respectivamente) quanto de 100nmol (n=9)
(p<0,0001, p=0,0201, p<0,0001, respectivamente) sdo estatisticamente diferentes do
grupo tratado com veiculo (n=11) (Gréafico 3A, 3B e 3C, respectivamente). O ato de
construgdo do ninho apresentou diminuigdo somente nas lactantes que receberam
tratamento com 10nmol de WIN (F2s520= 4,772, p=0,0022, Grafico 3F). J& os demais
parametros maternais analisados ndo apresentaram diferenca estatistica entre os

trés grupos (Gréfico 3D e 3E).
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p<0,001, quando comparados com o grupo controle. Two-way ANOVA seguido do teste de
Bonferroni.

Fonte: Da autora.

Por outro lado, o aumento do CnMT ao longo dos dias exibido pelas ratas
tratadas (F2s20= 27,71, Grafico 4A) em ambas doses (p<0,0001 para ambas doses)
é reflexo do maior tempo despendido por elas para se alimentar (F2520= 11,19; dose
de 10nmol: p=0,0004 e dose de 100nmol: p<0,0001, Grafico 4B), todos comparados
com as lactantes controle. Além de estar se alimentando, as ratas também passaram

mais tempo explorando o ambiente (F,520= 3,904; dose de 10nmol: p=0,0158 e dose
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100nmol: p=0,0128, Gréfico 4C) ou longe dos filhotes puramente — ndo explorando

(F2,520= 51,85; dose de 100nmol: p=0,0011, Gréfico 4D). Ja o tempo gasto com auto-

limpeza — self gooming — ndo apresentou diferenca entre os grupos (Gréfico 4E).

b=

Comportamento
terno total
(% de observagao)
=9
T

nao-ma

Explorando
{% de observacao)

co
(=)
1

[=3]
(=]
1

—#— Veiculo (0.5ul/hora)

[
(=]
1

—i— WIN {10nmol/hora) ===
—¥— WIN (100nmaol‘hora) s

infuséo icv
0 1 T T T
0 3 6 9 12 15 18 21

Dias de lactagdo

_ —=— Veiculo (0.5ul/hora)
—i— WIN {10nmolfhora) =
—¥— WIN {100nmo/hora) «

T
0 3 6 9 12 15 18 21

(o]
1

Self grooming
(% de observacao)
e

infusdo icv

m
.
=1

1

Allmentando-se
{% de observagao)

M2 w

o (=]

1 1

(=)
1

—&— Veiculo (0.5uL/hora)
—— WIN (10nmol/hora) ==

—¥— WIN (100nmol/hora) s«

infusdo icv

o
=Y
=1
]

[ w
(=] o
1 1

Nao-explorando
(% de obsevacgao)

(=]
1

T T
0 3 6 9 12 15 18 21

Dias de lactagdo

—#— Veiculo (0.5ul/hora)
—i— WIN {10nmol/hora)

—*— WIN (100nmol/hora) «

- T T
0 3 6 9 12 15 18 21

Dias de lactagio

—=— Veiculo (0.5ulthora)
—— WIN {10nmol/hora)
—— WIN (100nmaol/hora)

0 T T
0 3 5

T
12

Dias de lactagdo

15 18 21

Grafico 4 - Efeito da infusdo crénica de WIN (10 e 100nmol) no comportamento ndo-materno de ratas
ao longo da lacta¢@o. Comportamento ndo-materno total (A), alimentando-se (B),
explorando o ambiente (C), ndo-explorando (D) e self grooming (E). * p<0,05, ** p<0,01 e
*** n<0,001, quando comparados com o grupo controle. Two-way ANOVA seguido do teste

de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

Como a droga foi administrada no ventriculo lateral somente por 7 dias,

separamos a avaliacdo do comportamento das maes em dois periodos. Um
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composto pelos dias de infusdo de WIN, do segundo ao nono dia de lactacao e outro
representando os demais dias até o fim da lactacdo (10° ao 21°DL). Foi realizada a
meédia da soma total de observacfes nestes periodos, totalizando 700 observacdes
para o primeiro e 1200 para o ultimo.

O comportamento materno total exibido durante o periodo de infusdo da
droga foi significativamente diferente entre os grupos tratados com WIN (Fz2s=
6,274; dose de 10nmol: p<0,05 e dose de 100nmol: p<0,01, Gréafico 5A) e o tratado
com veiculo. Para as ratas que receberam WIN na dose de 100nmol, o parametro
diminuido foi a lambida (F,,2s= 3,756, p<0,05, Gréafico 5B). J& os demais fatores nao

sofreram alteracdo no periodo em questéo (Grafico 5C, 5D, 5E e 5F).
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Fonte: Da autora.

Com relacdo aos parametros ndo-maternais, observou-se que o aumento do
CnMT em ratas tratadas com WIN em ambas doses (F;2s= 6,274; dose de 10nmol:
p<0.05 e dose de 100nmol: p<0,01, Grafico 6A) esta diretamente relacionado ao
maior tempo gasto com a alimentacdo (F;2s= 4,678, p<0,05 para ambas doses,
Gréfico 6B). As demais acOes realizadas pelas lactantes ndo apresentaram

diferenca significativa entre os grupos (Grafico 6C, 6D e 6E).
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Fonte: Da autora.

Mesmo apoOs a interrupcdo da administracdo da droga, as analises
comportamentais permaneceram até o 21° dia de lactacdo. O agrupamento dos
dados correspondente aos dias subsequentes ao tratamento permitiu verificar a
permanéncia da alteracdo no comportamento materno total das ratas (Fs= 6,430;
dose de 10nmol: p<0,05 e dose de 100nmol: p<0,01, Grafico 7A). Contudo, 0s
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parametros isolados que sofreram diminuicdo foram outros: construgcdo do ninho
para as ratas tratadas com WIN na dose de 10nmol (F, 5= 3,267, p<0,05, Grafico
7F) e cifose para as que receberam 100nmol (F; 5= 4,069, p<0,05, Grafico 7C). Os
demais fatores ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados com o

grupo controle.
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Por outro lado e consequentemente, o comportamento nao-materno total
também permaneceu alterado tanto para as ratas tratadas com 10nmol (p<0,05)
quanto para as que receberam 100nmol (p<0,01) de WIN, quando comparadas com
0 grupo controle (F226= 6,430, Gréafico 8A). Porém, nao foi possivel identificar um
parametro especifico que contribuisse diretamente para esse aumento (Grafico 8B,
8C, 8D e 8E), haja vista que a auséncia da droga fez com que seu efeito

conhecidamente orexigeno se esvaisse.
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Grafico 8 - Avaliacdo do comportamento materno apos suspenséao da infusédo de WIN.

Comportamento ndo-materno total (A), alimentando-se (B), explorando o ambiente (C),
nao-explorando (D) e self grooming (E). * p<0,05 e ** p<0,01, quando comparados com o
grupo controle. One-way ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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4.2 Avaliagéo do ganho de peso da ninhada

O monitoramento do peso da rata lactante e de sua ninhada (4 machos e 4
fémeas) foi realizado de 3 em 3 dias até o desmame. Comparando-se com 0
primeiro intervalo de pesagem (do segundo ao quinto dia de lactacdo) € claro o
aumento no ganho de peso da ninhada (F747= 13,67, p<0,0001, Grafico 9A). Por
outro lado, observa-se que a velocidade desse ganho de peso ao longo dos dias
diminui, quando comparada com o primeiro intervalo de pesagem (F74;= 51,02,
p<0,0001, Gréfico 9B).
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Grafico 9 - Avaliacdo do ganho de peso da ninhada por intervalos diarios. Diferenca do ganho de
peso da ninhada em gramas (A) e velocidade do ganho de peso da ninhada em
porcentagem (B). *, p<0,05 e **, p<0,01, quando comparados com o primeiro intervalo de
pesagem (do segundo ao quinto dias de lactacdo). One-way ANOVA seguido do teste de
Dunnet.

Fonte: Da autora.

A variacdo no peso dos filhotes ndo apresentou diferenca estatistica na
comparacao dos trés grupos — ratas tratadas com veiculo e WIN nas doses de 10 e
100nmol (Gréfico 10A). Por outro lado, foi possivel observar que as lactantes
tratadas com a droga, tiveram um aumento no ganho de peso quando comparadas
com as ratas controle (F21s3= 4,244; dose de 10nmol: p=0,0224 e dose de 100nmol:
p=0,0082, Gréfico 10B).
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Grafico 10 - Efeito da infusdo crénica de WIN (10 e 100nmol) no ganho de peso da ninhada (A) e da
méae (B). * p<0,05 e ** p<0,01, quando comparados com O grupo controle. Two-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Da autora.

4.3 Avaliagdo comportamental dos filhotes machos em idade adulta

Seguem os resultados obtidos pela avaliacdo comportamental dos filhotes

machos na nona semana de vida.

4.3.1 Labirinto em cruz elevado

Esse aparato foi utilizado para avaliacdo de comportamento relacionado a
ansiedade, no qual os bracos abertos consistem em ambiente aversivo. Uma maior
permanéncia e/ou entrada nestes bragos abertos pode indicar que os animais sao
mais destemidos que os animais que preferem se refugiar nos bracos fechados.

Na Grafico 11, pode-se observar que ndo houve diferenca significativa - em
nenhum parametro do labirinto em cruz elevado - entre os filhotes de maes controles
(n=16) e tratadas com WIN nas doses de 10 (n=16) e 100nmol (n=16).
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Grafico 11 - Labirinto em cruz elevado de filhotes machos de mées tratadas com veiculo (controle)
ou WIN nas doses de 10 e 100nmol. NUmero de entradas no brago aberto (A), % de
entradas no braco aberto (B), nimero de entradas no brago fechado (C), % de entrada
no braco fechado (D), tempo no brago aberto (E), % de tempo no braco aberto (F),
tempo no brago fechado (G) e % de tempo no braco fechado (H). One-way ANOVA
seguido do teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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4.3.2 Campo aberto

O teste de campo aberto foi utilizado com a finalidade de avaliacdo da
atividade locomotora e efeito anti-tigmotatico. Esse ultimo, representado pela razao
de entradas no centro sobre o numero total de entradas, indica comportamento
contrario ao habitual desses animais que € buscar contato das fibricias com a
parede do aparato. Uma elevacdo neste comportamento pode indicar diminuicao de
comportamento relacionado a ansiedade.

Nossos resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos no numero de entradas na periferia, no total de entradas e na razdo de
entradas no centro sobre o total de entradas. Porém, foi observado, em filhotes de
maes tratadas com a droga na dose de 100nmol (n=16), um aumento no numero de
entradas no centro (F247= 4,157, p<0,05, Gréafico 12A) e numero de rearing (Fz47=
3,520, p<0,05, Grafico 12C) quando comparados aos filhotes de méaes tratadas com

veiculo (n=16).
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Grafico 12 - Campo aberto de filhotes adultos machos de méaes tratadas com veiculo (controle) ou
WIN nas doses de 10 e 100nmol. Numero de entradas no centro (A), nUmero de
entradas na periferia (B), nimero de rearing (C), nimero total de entradas (D) e razédo de
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* p<0,05, quando comparado com o controle. One-way ANOVA seguido do teste de
Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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4.3.3 Medo condicionado ao contexto

Os resultados do teste de medo condicionado ao contexto foram divididos em

analise comportamental de freezing e avaliacdo de parametros cardiovasculares.

4.3.3.1 Freezing

O grupo de animais que nao sofreu choque nas patas tinha puramente a caixa
teste como um ambiente aversivo. Ja o grupo que foi condicionado ao choque
identificava tal ambiente aversivo como uma ameaca, pois havia recebido estimulo
doloroso naquele mesmo local. Assim, o comportamento de freezing exibido por
ambos 0s grupo € correlacionado com resposta de medo.

No tempo de laténcia para o primeiro freezing o tratamento (Fsso= 8,869,
p=0,0005) e o condicionamento (Fsso= 47,94, p<0,0001) apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos, além de haver interacdo entre os fatores (Fsso= 3,329,
p=0,0439).

O tempo de laténcia para o primeiro freezing dos grupos nao-condicionados
(Gréfico 13A) foi menor nos filhotes machos de maes tratadas com WIN e ambas
doses (n=8, p<0,001) quando comparados com a prole de maes controle (n=7).
Utilizando o mesmo grupo anterior como comparacao, observou-se que os filhotes
de mées controle do grupo condicionado (n=8, p<0,001) também apresentaram
diferenca estatisticamente significativa. Além disso, a prole oriunda de mées tratadas
com WIN na dose de 10nmol, também apresentou diferenca, sendo que o grupo
condicionado (n=8) exibiu seu primeiro freezing antes do grupo nédo condicionado
(p<0,05), 0 mesmo ocorre com a dose de 100nmol (n=8, p<0,01).

Com relagdo ao tempo total de freezing o condicionamento apresentou
significancia (Fsso= 74,44, p<0,0001, Gréafico 13B). E possivel observar que o grupo
de descendentes condicionados de méaes tratadas com veiculo é estatisticamente
maior quando comparado com os filhotes ndo condicionados de maes controle
(p<0,001 para os 3 casos). JA4 quando comparamos filhotes condicionados e nao-

condicionados oriundos de maes que sofreram 0 mesmo tratamento — 10 e 100nmol
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— também é possivel identificar diferenca significativa (p<0,001 para ambas doses).
Por fim, pode-se verificar, dentro do grupo condicionado, aumento no tempo de
freezing da prole que descende de mées tratadas com WIN 10nmol quando

comparada com a de maes tratadas com veiculo (p<0,05).
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Grafico 13 - Teste de medo condicionado ao contexto de descendentes machos em idade adulta de
maes tratadas com veiculo e WIN nas doses de 10 e 100nmol. Tempo de laténcia para
exibicdo do primeiro freezing (A) e tempo total permanecido nessa mesma posi¢céo (B).
*** p<0,001, quando comparado com filhotes ndo-condicionados de mae controle; #
p<0,05, quando comparado com filhotes condicionados de méaes controle; + p<0,05,
+++p<0,001, quando comparado com filhotes ndo-condicionados de maes tratadas com
WIN na dose de 10nmol; $$ p<0,01, $$$ p<0,001, quando comparado com filhotes n&o-
condicionados de maées tratadas com WIN na dose de 100nmol. Two-way ANOVA
seguido do teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

4.3.3.2 Parametros cardiacos

Os animais passaram pelas mesmas etapas nos testes para o freezing,
porém no dia do teste a presséao arterial e frequéncia cardiaca é que foram aferidas.
A finalidade consistiu em avaliar se as alteragdes comportamentais observadas
acompanham alteracdes autonémicas.

Filhotes machos — ndo condicionados ao choque (n=7 para cada grupo) - de
maes que receberam o tratamento com WIN na dose de 10nmol apresentaram
diminuicdo na variacdo tanto da pressao arterial média (F2267= 12,37, p=0,0002)
quanto na frequéncia cardiaca (F2267= 61,92, p=0,0012) quando comparados com 0s

filhotes de mées controle (Grafico 14A e 14C, respectivamente).
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Quando os animais passaram pelo desafio do choque nas patas, observa-se

que ha aumento na frequéncia cardiaca também no grupo de 10nmol (n=6, F; 7=
50,24, p<0,0001, Grafico 14D). Além disso, a frequéncia cardiaca dos grupos

condicionados apresentou interacdo entre os tratamentos e o tempo (F2.267= 2,105,

p=0,0015). J& a pressdo arterial dos animais condicionados nao apresentou

diferenca signif

icativa (Grafico 14B).
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Grafico 14 - Variagdo da média da pressao arterial (AMPA) e da frequéncia cardiaca (AFC) de
descendentes condicionados (A e C, respectivamente) ou ndo (B e D, respectivamente)
ao choque. ** p<0,01 e *** p<0,001, quando comparados com filhotes de mées tratadas
com veiculo. Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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4.4 Avaliagdo comportamental dos filhotes fémeas em idade adulta

Seguem os resultados obtidos pela avaliacdo comportamental dos filhotes

fémeas na nona semana de vida.

4.4.1 Labirinto em cruz elevado

No Grafico 15, pode-se observar que ndo houve diferenca significativa - em
nenhum parametro do labirinto em cruz elevado - entre os filhotes de maes controles
(n=16) e tratadas com WIN nas doses de 10 (n=16) e 100nmol (n=16).



55

MNlumero de entradas no
brago aberto

Nimero de entradas no
brago fechado

% entradas no brago
fechado
e} (%)) -
(=] [41] o oh
L 1 1 1
D

A
2] i i
14
o4
10+
54
0

a5 E
=z £
S 28 @
t 2
& o)
[=] 21 E
g 5
o 14 4 =
:
[=]
E 7 -
2 =
U_
Veiculo  WIN 10nmol WIN 100nmol Veiculo  WIN 10nmol WIN 100nmol
250 G 75+
z 3
(]
2 200 S
£= -]
[T} L =)
] o 90
= 150 =
g 5
(=]
= 1001 2
2 9 25
o o
= £
E 50- 2
- =
0- 04

% entradas no brago aberto

Veiculo WIN 10nmol  WIN 100nmol Veiculo WIN 10nmol  WIN 100nmol

100+

Veiculo WIN 10nmol - WIN 100nmol Veiculo WIN 10nmol  WIN 100nmol

Veirulo WIN 10nmol WIN 100nmol Veiculo WIN 10nmol  WIN 100nmol

Gréfico 15 -

Labirinto em cruz elevado de filhotes fémeas de maes tratadas com veiculo (controle) ou

WIN nas doses de 10 e 100nmol. Nimero de entradas no bragco aberto (A), % de
entradas no braco aberto (B), nimero de entradas no brago fechado (C), % de entrada
no braco fechado (D), tempo no braco aberto (E), % de tempo no brago aberto (F),
tempo no brago fechado (G) e % de tempo no braco fechado (H). One-way ANOVA
seguido do teste de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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4.4.2 Campo aberto

O teste de campo aberto mostra que ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos no numero de entradas na periferia, no total de entradas e na razdo de
entradas no centro sobre o total de entradas. Porém, foi observado, em filhotes de
maes tratadas com a droga na dose de 100nmol (n=16), um aumento no namero de
entradas no centro (F,47= 3,466, p<0,05, Gréfico 16A) e numero de rearing (F247=
3,352, p<0,05, Gréfico 16C) quando comparados aos filhotes de mées tratadas com

veiculo (n=16).
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Grafico 16 - Campo aberto de filhotes adultos fémeas de mées tratadas com veiculo (controle) ou
WIN nas doses de 10 e 100nmol. Nimero de entradas no centro (A), nimero de
entradas na periferia (B), nimero de rearing (C), nimero total de entradas (D) e razéo
de entradas no centro sobre o total de entradas (E). Valores expressos como média *
EPM. * p<0,05, quando comparado com o controle. One-way ANOVA seguido do teste
de Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.
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4.4.3 Medo condicionado ao contexto

Os resultados do teste de medo condicionado ao contexto foram divididos em

analise comportamental de freezing e avaliacdo de parametros cardiovasculares.

4.4.3.1 Freezing

No tempo de laténcia para o primeiro freezing (Fsso= 5,5880, p=0,0190) e
tempo total de permanéncia em freezing (Fsso= 22,40, p<0,0001), o
condicionamento apresentou diferenca estatistica entre os grupos.

O tempo de laténcia pra o primeiro freezing do grupo nado-condicionado
(Gréfico 17A) foi maior nos filhotes fémeas de mées tratadas com WIN na dose de
10nmol (n=10) quando comparados com a prole de maes controle (n=8, p<0,05).
Enquanto que a prole de mées tratadas com a mesma dose séo estatisticamente
diferentes comparando-se 0s grupos nao-condicionado e condicionado (n=9,
p<0,05). Porém, os animais provenientes de méaes submetidas a administracdo de
WIN na dose de 100nmol (n=10, tanto para o grupo condicionado quanto para o nao-
condicionado) ndo apresentaram diferenca estatistica comparadas aos das maes
tratadas com veiculo.

Com relacdo ao tempo total de freezing (Grafico 17B) foi possivel observar
gue descendentes condicionados de maes tratadas com veiculo, dose de 10 e de
100nmol permanecem mais tempo em freezing quando comparados com O0sS
mesmos tratamentos correspondentes ao grupo ndo-condicionado (p<0,05, p<0,01 e
p<0,05, respectivamente). Esses resultados indicam que o recebimento de estimulo
aversivo acentuou a resposta de medo, porém nao houve diferenca estatisticamente
significativa comparando-se separadamente 0s grupos condicionados e nhao-

condicionados.
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Grafico 17 - Teste de medo condicionado ao contexto de descendentes fémeas em idade adulta de
maes tratadas com veiculo e WIN nas doses de 10 e 100nmol. Tempo de laténcia para
exibicdo do primeiro freezing (A) e tempo total permanecido nessa mesma posicéo (B). *
p<0,05, quando comparado com filhotes ndo-condicionados de mée controle; + p<0,05, +
p<0,01 quando comparado com filhotes ndo-condicionados de maes tratadas com WIN
na dose de 10nmol; $ p<0,05 quando comparado com filhotes ndo-condicionados de
maes tratadas com WIN na dose de 100nmol. Two-way ANOVA seguido do pds-teste de
Newman-Keuls.

Fonte: Da autora.

4.4.3.2 Parametros cardiacos

Tanto na avaliacdo da pressao arterial quanto da frequéncia cardiaca dos
grupos ndo condicionados, houve interagcédo entre o tempo e os tratamentos (F2267=
1,743, p=0,0142).

Filhotes fémeas — ndo condicionadas ao choque - de maes que receberam o
tratamento com WIN em ambas as doses (F2267= 32,21; dose de 10nmol: p=0,0064
e dose de 100nmol: p<0,0001) apresentaram diferenca significativa na variacdo da
pressdo arterial média quando comparadas com filhotes de méaes controle (Grafico
18A). Ainda com relacdo ao grupo ndo desafiado ao choque nas patas, a prole de
maes tratadas com WIN na dose 100nmol (Fz267= 68,44, p<0,0001) apresentou
aumento no delta da frequéncia cardiaca quando comparada com o0 grupo controle
(Gréfico 18C).

Por outro lado, quando os animais passaram pelo desafio do choque nas
patas, observa-se que ha diminuicdo na frequéncia cardiaca das fémeas
descendentes de maes que receberam administracdo de 100nmol de WIN (F2 267=

5,940, p=0,0022), quando comparados com maes tratadas com veiculo (Gréfico
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18D). J4 a pressao arterial dos animais condicionados ndo apresentou diferenca

significativa (Grafico 18B).

O ambiente aversivo por si é capaz de produzir elevacdo na pressao arterial

meédia de filhotes fémeas de mées tratadas nas duas doses de WIN. Diferenca esta

que é abolida quando os animais recebem estimulo aversivo no dia anterior ao teste.

Com relagdo aos animais nédo-condicionados da dose de 100nmol, a frequéncia

cardiaca acompanha o aumento da pressao arterial 0 que contrariamente ndo ocorre

com a dose de 10nmol.
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Grafico 18 - Variagdo da média da pressao arterial (AMPA) e da frequéncia cardiaca (AFC) de
descendentes condicionados (A e C, respectivamente) ou néo (B e D, respectivamente)
ao choque. ** p<0,01 e *** p<0,001, quando comparados com filhotes de mées tratadas

com veiculo. Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Da autora.
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5 DISCUSSAO

A avaliagcdo do comportamento materno ao longo dos 21 dias de lactacéo
permitiu a identificacdo especifica dos parametros que sofrem maior alteragédo
durante o periodo. Diversos estudos avaliaram a dindmica temporal da
responsividade materna ao longo do periodo pds-parto, revelando uma progressiva
reducdo do cuidado materno, a qual esta relacionada com as necessidades da prole
(GROTA; ADER, 1969, 1974; PEREIRA; SEIP; MORRELL, 2008; FLEMING;
ROSENBLATT, 1974; REISBICK; ROSENBLATT; MAYER, 1975; PEREIRA,
MORRELL, 2011)

O presente estudo confirmou as pesquisas anteriores e ainda foi possivel
pontuar os principais comportamentos afetados. Os parametros maternais que
sofreram maior decaimento ao longo das analises sao a cifose, lambida e
construcdo do ninho. Por outro lado, a lactante passa a gastar seu tempo
alimentando-se e/ou simplesmente ficando longe dos filhotes, sem explorar o
ambiente. I1sso ocorre porque os filhotes vao se tornando mais independentes, néo
necessitando de tanto cuidado (PEREIRA; MORRELL, 2011).

A partir do 14° dia de lactacdo foi verificada uma aparente reducdo na
velocidade do ganho de peso da ninhada, o que pode ser decorrente dessa
diminuicdo do comportamento materno, principalmente da cifose, a qual representa
a postura mais importante para a nutricdo da prole (CALDJI et al.,, 1998;
PEDERSEN; BOCCIA, 2003; PEDERSEN; PRANGE, 1979; BOSCH; NEUMANN,
2011).

5.1 Efeito da infusdo continua de WIN 55,212-2 no comportamento materno

exibido por ratas durante a lactacao

De uma forma geral, ao longo dos 21 dias de lactacéo, as ratas tratadas com
WIN nas doses de 10 e 100nmol apresentaram diminuicdo do comportamento

materno total, cujos parametros mais relevantes foram lambida e cifose.
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Consequentemente houve aumento do comportamento n&o-materno, representado
pelo maior tempo despendido pela mae alimentando a si prépria.

Quando foi separada a analise desse comportamento em duas fases —
durante e ap6s a infusdo da droga — verificou-se que na primeira, 0 tempo que a
mae passa lambendo os filhotes e alimentando-se sdo os parametros significativos,
0s quais apresentaram diminuicdo e aumento, respectivamente. J4 na segunda fase,
a cifose passa a ser 0 parametro maternal diminuido e a alimentac&o propria nao
apresenta mais diferenca significativa entre os grupos. Logo, as diferencas
encontradas necessitam de discussdes distintas.

A infusdo da droga foi realizada constantemente por sete dias. Como as
cirurgias para o implante dos “minipumps” foram realizadas no segundo dia de
lactacdo, este foi retirado da andlise da primeira etapa ja que as ratas estavam se
recuperando da anestesia. Assim, a primeira fase que consiste na infusdo da droga
foi estabelecida correspondendo do 3° ao 9° dia de lactagéo.

Enquanto o WIN 55,212-2 estava continuamente sendo liberado no ventriculo
lateral, foi observada diminuicdo do comportamento de lambida exibido por essas
maes tratadas com a droga quando comparadas com as maes controle. A lambida é
um comportamento importante, pois favorece a reposicédo de agua e eletrélitos pela
mae, ja que ela ingere parte da urina dos filhotes (GUBERNICK; ALBERTS, 1985).
Por outro lado, tal comportamento também objetiva limpar a cria, estimular a
defecacédo e miccao dos filhotes (GUBERNICK; ALBERTS, 1983), além de exibir alto
impacto no desenvolvimento social e emocional dos mesmos (CALDJI et al., 1998;
CHAMPAGNE, 2008; BOSCH; NEUMANN, 2011), o que justifica a posterior analise
comportamental — neste trabalho - dos filhotes quando atingem a idade adulta.

A literatura descreve algumas alteracfes relacionadas com a administracdo
de canabindides em lactantes. Primeiramente, Tyrey e Murphy (1988) observaram
que o canabindide exdgeno A°-tetra-hidrocanabinol (THC), injetado via intravenosa,
influencia na liberacdo de ocitocina em resposta a succdo mamilar pelos filhotes,
causando transiente suspensao na ejecéao de leite.

Com relacdo a analise comportamental, estudos mostraram que a
administracdo sistémica aguda e sub-crénica de THC suprimiu o comportamento de
construcéo do ninho, em camundongos (MOSCHOVAKIS et al., 1978; SIEBER et al.,
1980). Efeitos similares tém sido reportados em ratas lactantes, nas quais a injecdo

intravenosa de THC prejudicou todos os componentes do comportamento materno
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(BROMLEY et al., 1978; NAVARRO et al., 1995). O prejuizo no comportamento
materno também foi observado apds administracdo oral crénica, em camundongos,
de um extrato de haxixe (FRISCHKNECHT et al., 1982).

Assim, o presente trabalho encontra-se em consonancia com o0 que ja €
descrito na literatura, demonstrando que a infusao crdnica intracerebroventricular do
agonista CB1 (WIN 55,212-2) prejudicou o0 comportamento materno,
especificamente reduzindo o tempo que a mae permanece lambendo a prole.
Apesar do ineditismo, optou-se pela administracdo central crbnica devido a
abundante presenca de receptores CB1 no cérebro, inclusive em regibes que
conhecidamente modulam o comportamento materno. Além de evitar que a droga
passasse pelo leite, o que poderia influenciar os filhotes.

Vilela e colaboradores (2013), observaram uma reducao da expressao de c-
Fos na area pré-optica medial (MPOA) e bed nucleo da estria terminal (BNST) apos
administracdo de dexametasona, efeito revertido pelo tratamento com AM251
(antagonista CB1). Além disso, verificou semelhante reducédo da ativacdo neuronal
administrando WIN 55,212-2 intraperitoneal (VILELA et al., dados ndo publicados).
Entdo, o efeito da reducdo de comportamento materno encontrado no presente
trabalho pode também estar relacionado a modulacdo neuroquimica nessas regioes
cerebrais citadas, pelo mesmo agonista CB1.

A literatura mostra que, apés o parto, lesées provocadas no BNST e na
mPOA apresentam diminuicdo em comportamentos maternos relacionados com a
regido oral das lactantes, tais como nidificacdo, lambida ou pega-los pela boca
(NUMAN; NUMAN, 1997; LEE et al.,, 2000; NUMAN; INSEL, 2003). Além disso,
sabe-se que fémeas pouco lambedoras possuem niveis menores de receptores de
ocitocina na mPOA, nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e BNST (FRANCIS
CHAMPAGNE; MEANEY, 2000). Assim, € possivel sugerir que o0 agonista
administrado tenha atuado principalmente nessas regides, modulando a liberacéo de
ocitocina, o que culminou na diminuicdo no comportamento de lambida exibido pelas
lactantes tratadas com WIN.

Simultaneamente, foi observado que durante a infusdo da droga as lactantes
passam mais tempo alimentando-se. Com relacdo ao achado, é bem consolidado na
literatura esse papel orexigeno apresentado pelos canabindides. O fato de que
canabindides exdgenos (maconha e haxixe) sdo capazes de aumentar a fome e

ingestdo de comida em humanos, tem sido relatado historicamente e justifica seu
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uso visando aumento de apetite a ganho de peso em pacientes com cancer e AIDS,
por exemplo (FOLTIN et al., 1986, 1988; MATTES et al., 1994; PLASSE, 1991).

Hoje se sabe que agonistas de receptores CB1 aumentam a ingestdo de
comida ndo somente em humanos, mas também em animais (FATTORE et al.,
2010). Evidéncia que pode ser correlacionada com o resultado encontrado neste
trabalho, no que diz respeito ao aumento no ganho de peso das lactantes tratadas
com WIN, ja que essas passam mais tempo se alimentando que as ratas controle.

Direcionando-se agora para a analise da segunda etapa de observacoes, a
qual compreendeu os dias que procedem a infusdo da droga, do 10° dia de lactagcéo
até o desmame (21° dia de lactacdo). Esse periodo foi caracterizado pela
permanéncia na diminuicdo do comportamento materno, porém a cifose passa a ser
o parametro diminuido quando administramos a dose de 100nmol e a construcdo do
ninho foi o fator reduzido em lactantes tratadas com dose de 10nmol de WIN.
Também observamos o continuado aumento do comportamento ndo-materno total,
contudo nao foi possivel especificar o parametro relacionado.

ApoOs a suspensdo da infusédo da droga, esperava-se que houvesse a exibicao
de abstinéncia. A manifestacdo da sindrome de retirada tem sido claramente
demonstrada, a qual surge apdés a interrupcdo de repetidas exposicoes a
canabindides sintéticos em animais (ACETO; SCATES; MARTIN, 2001), que é o
caso desse trabalho.

Dentre os diversos comportamentos exibidos pelos animais apds a suspensao
na administracdo da droga estdo: tremor na cabeca, pata dianteira e tronco, ataxia,
postura arqueada, ptose, piloerecdo, mastigacdo, hipolocomocdo (CASTANE;
MALDONADO; VALVERDE, 2004) friccdo facial, cocar e lamber-se (DIANA et al.,
1998), irritabilidade, ansiedade, humor e apetite deprimidos e insénia (BUDNEY et
al., 2003, 2004; VANDREY, et al., 2005, 2008).

Assim podemos inferir que, diante do aumento do comportamento n&o-
materno total, as ratas provavelmente estariam realizando algum desses
comportamentos relacionados com a sindrome de retirada, os quais ndo foram
detectados especificamente nas analises realizadas. Contudo, a normalizacdo da
ingestéo alimentar era esperada diante da auséncia do canabonoide.

Além disso, a literatura sugere que a retirada, apds administracao crbénica de
canabindéides em ratos, esta associada com a redugcdo na transmissao

dopaminérgica no sistema limbico (DIANA et al.,, 1998). Sabe-se que a ativacao
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desse sistema € necessaria para a ocorréncia do comportamento materno (NUMAN;
INSEL, 2003), portanto, essa diminuicAo de dopamina pode ser outro fator
contribuinte para que o comportamento materno permaneca diminuido mesmo apés

a infusdo da droga.

5.2 Consequéncias da diminuicdo do comportamento materno em ratas

lactantes com relacdo a avaliagcdo comportamental dos filhotes na vida adulta

Em diversas espécies, a trajetoria de desenvolvimento que leva a diferencas
individuais pode ser relacionada com experiéncias precoces vividas (CHAMPAGNE,
2011). Tem sido demonstrado que variacdes na lambida recebida pelos filhotes
afetam profundamente circuitos neurais que regulam respostas enddécrinas e
comportamentais dos filhotes quando na vida adulta (RUTHSCHILLING et al., 2012).
Por isso foram avaliadas algumas alteracdes na prole de mées tratadas com WIN, as
quais apresentaram deficiéncia no cuidado materno, especificamente reducédo na
lambida e cifose.

No teste de campo aberto, foi observado que, tanto em fémeas quanto em
machos, houve aumento no nimero de entradas no centro e numero de rearing
(exploracao vertical). Contudo, o namero total de entradas, que indica atividade
exploratéria, e o efeito anti-tigmotatico, que fornece o grau de comportamento
relacionado com ansiedade, ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos.

Utilizando-se o mesmo aparato de campo aberto, foram comparados filhotes
de maes classificadas como high licking (classificacdo dada as maes que lambem
mais a prole) e low licking. O resultado encontrado foi um aumento da atividade
exploratéria dos filhotes que receberam mais lambida, comportamento
correlacionado com diminuicéo de ansiedade/medo (CALDJI et al., 1998; URIARTE,
et al., 2007; BEERY; FRANCIS, 2011). Essa mesma alteragcdo de comportamento foi
exibida por filhotes que passaram pelo handling (manipulagdo) neonatal,
procedimento que envolve separagcdo maternal repetida e breve, seguida de
manipulacéo experimental (SEVERINO et al., 2004, TODESCHIN et al., 2009).
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Outro teste utilizado para avaliar respostas relacionadas a ansiedade € o
labirinto em cruz elevado (PELLOW et al., 1985; MARCO et al., 2009). Filhotes que
sofreram privacdo maternal prolongada, experiéncia precoce que prejudica a
interacdo entre mae e filhote (LEVINE, 2000; MEANEY, 2001; MARCO et al., 2009),
apresentaram reducdo no numero de rearing e da atividade locomotora geral
(LIORENTE et al., 2007; MARCO et al., 2009). Porém, no presente trabalho, mesmo
recebendo menos cuidado materno, os filhotes de maes tratadas com WIN
submetidos a este teste ndo apresentaram diferenca significativa em nenhum
parametro analisado.

Por outro lado, com relacéo ao teste comportamental de medo condicionado
ao contexto, os resultados exibidos estdo de acordo com a literatura. Mesmo sem
receberem choque no dia anterior, os filhotes machos, que receberam menos
cuidado materno no periodo pés-parto, apresentaram diminuicdo na laténcia para
exibir o primeiro freezing. Pode-se considerar que esses animais apresentaram
elevacdo do medo inato, uma vez que nao receberam o estimulo aversivo
anteriormente (condicionamento) (MILLAN, 2003; LISBOA et al., 2010).

E descrito na literatura que filhotes de méaes que exibem diminuicdo no tempo
de lambida — low licking - quando adultos, apresentam aumento do medo em
resposta a um ambiente novo no shock-probe burying test quando comparados com
a prole de mées high licking (MENARD, CHAMPAGNE e MEANEY, 2004). Alteragéo
oposta foi observada na prole adulta que passou pelo denominado handling
(manipulacdo) neonatal (ARBORELIUS; ENKLUND, 2007; CALDJI et al., 2000;
LEVINE et al., 1967; TODESCHIN et al., 2009).

Assim, é importante notar o grau de similaridade entre os efeitos na prole que
sofreu a manipulacdo neonatal e na prole de maes HL (CALDJI et al.,, 1998). A
semelhanca com relacdo a diminuicdo do medo e ansiedade em ambos 0s casos,
pode ser explicada devido ao fato de que maes submetidas ao handling neonatal
apresentam maior frequéncia na lambida, equiparando-se as méaes HL (LEE;
WILLIAMS, 1974; LIU et al., 1997; CALDJI et al., 1998). Diante disso, 0 aumento da
resposta ao medo observado no presente trabalho pode ser atribuido ao menor
tempo gasto, pelas méaes tratadas com WIN, lambendo os filhotes.

A influéncia da diminuicdo do cuidado materno na expressdo do medo em
filhotes parece ser mediada por alteragcbes de receptores em regides cerebrais
relacionadas com a regulacdo do medo (MENARD; CHAMPAGNE; MEANEY, 2004).
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Filhotes de maes LL — que exibem elevacdo do medo — apresentaram, por exemplo,
aumento de receptores CRF no locus coeruleus, bem como diminuicdo nos niveis
dos receptores GABAA e benzodiazepinicos no nudcleo central e basolateral da
amigdala (CALDJI et al., 1998). Esse perfil de alteracdo € condizente com o papel
de cada receptor e regido na modulagcdo do medo, no caso, aumento desse
comportamento (BUTLER et al.,, 1990; MENARD; TREIT, 1999; MENARD;
CHAMPAGNE; MEANEY, 2004)

Assim, pode-se correlacionar que a diminuicdo da lambida exibida tanto pelas
maes tratadas com WIN, quanto por mées LL descritas na literatura sdo capazes de
provocar elevacdo no comportamento de medo exibido pelos machos quando
atingem a idade adulta. Por outro lado, o comportamento de freezing exibido pelas
fémeas praticamente ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre
os tratamentos.

Sabe-se que a elevacdo no comportamento de freezing, refletindo aumento
do medo condicionado ao contexto, € associada a ativacdo do sistema nervoso
autbnomo (MCCARTY; KOPIN, 1978; CARRIVE, 2002; HOTT et al., 2012). Entao,
foram avaliadas essas alteracfes através das medidas de pressédo arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC).

Mesmo nado apresentando alteragdes no teste comportamental, observou-se
que as fémeas que nao receberam choque nas patas apresentaram elevacgéo tanto
na PA quanto na FC (somente nas provenientes de méaes tratadas na dose de
100nmol).

Uma explicagdo para os resultados encontrados nas fémeas seria que a
diminuicdo no tempo de lambida afeta mais os machos que as fémeas, uma vez que
elas naturalmente recebem menos lambida que os machos (MOORE, 1995;
MOORE; MORELLI, 1979; MOORE; POWER, 1986; CHAMPAGNE et al., 2003).
Diversos estudos mostram diferencas entre os géneros com relacdo a aspectos
emocionais, nos quais fémeas exibem menor intensidade nos comportamentos
relacionados ao medo e ansiedade que os machos (FERNANDES et al.,, 1999.
JOHNSTON; FILE, 1991; STEENBERGEN et al., 1989; URIARTE et al., 2007).

Outro ponto a ser levado em consideracdo, o qual pode ter impedido a
deteccdo das alteracbes de medo e ansiedade nas fémeas, é que ndo foi
identificado previamente em qual fase do ciclo estral encontravam-se as fémeas.

Esse fator pode ter influenciado os resultados, ja que alguns testes comportamentais
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emocionais apresentam diferencas dependendo da fase do ciclo em que a rata se
encontra (SEVERINO et al., 2004).

Com relacdo aos machos, foi observado que filhotes, ndo condicionados ao
estimulo, de méaes tratadas com WIN na dose de 10nmol apresentaram diminuicéo
tanto da PA quanto da FC. Sabe-se que animais que permanecem mais tempo em
freezing, como é o caso, apresentam diminuicdo da atividade locomotora (HOTT et
al., 2012). Essa atividade motora esta positivamente correlacionada com a variacao
na PA e FC, de modo que uma maior atividade locomotora leva a uma maior
resposta cardiovascular (YANCEY; OVERTON, 1993; NIJSEN et al., 1998; HOTT et
al, 2012). Assim, a diminuicdo dos parametros cardiovasculares encontrada pode

ser atribuida ao maior tempo que os filhotes permaneceram imoveis.
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6 CONCLUSAO

O agonista de receptor CB1 (WIN 55,212-2) quando infundido cronicamente
I.c.v. diminui 0 comportamento materno de ratas lactantes, principalmente a lambida,
além de aumentar o tempo que a mae passa se alimentando. Esse efeito reflete nos
filhotes quando na fase adulta, gerando principalmente aumento na resposta ao

medo em machos.
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