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RESUMO

O Comportamento Materno (CM) garante a sobrevivéncia da espécie. Estudos
demonstraram que o uso de drogas pode alterar a relacdo mae-filhote e,
consequentemente, o desenvolvimento da prole. Diante disso, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar se a administracdo da substancia 25H-NBOMe
(agonista do receptor serotoninérgico) teria efeito sobre o CM e consequéncias
para a prole. As fémeas foram tratadas com doses diferentes de 25H-NBOMe
(0,3mg/kg e 1,0mg/kg). A substancia foi aplicada nas fémeas lactantes no 5° dia
pos-parto (D5) e nas fémeas nao lactantes, na fase de diestro. Para avaliar a
atividade psicodélica da droga foram realizados teste de HTR e Campo Aberto.
Nas fémeas lactantes, os testes para avaliagao psicodélica foram realizados no
D5 em conjunto com avaliagdo do CM, denominado motivado (CMM). Ao longo
do periodo de lactacao foi avaliado o CM, denominado continuo (CMC). A
mensuragdo do ganho de peso das fémeas lactantes ocorreu desde o dia do
acasalamento até o desmame. Na prole, o registro ocorreu a partir do 2° ao 32°
dia pés-parto. Com a ninhada das fémeas lactantes foram realizados os testes de
Comportamento de Brincar e Interacado Social. Os dados foram avaliados através
do programa GraphPad Prism versao 8.0. Assim, nossos resultados sugerem que
o efeito de 25H-NBOMe no CMC, apesar de alterar alguns parametros, ndo ha
diferenca estatistica entre os grupos tratamento e controle. Em contrapartida, no
CMM constamos alteragao nos parametros de recuperacgao dos filhotes e aumento
da laténcia. Nao houve diferenga entre os grupos na avaliagdo do ganho de peso
das fémeas lactantes e da ninhada. Tanto as fémeas lactantes quanto as nao
lactantes fazem movimentos de contragcdo da cabecga, mas nao ha alteragado no
teste de campo aberto. Por fim, nos testes comportamentais da ninhada, ha
alteragcdo em alguns parametros do comportamento de brincar, mas ndo na
interagao social da prole. Logo, concluimos que a substancia 25H-NBOMe tem

efeito no CMM e no comportamento de brincar da prole.

Palavras-chave: Cuidado Materno, Psicodélico, Receptor 5-HT, Lactagao,
Filhotes.



ABSTRACT

Maternal Behavior (MB) ensures the survival of the species. Studies have shown
that drug use can alter the mother-infant relationship and, consequently, the
development of the offspring. Given this, the present study aimed to evaluate
whether the administration of the substance 25H-NBOMe (serotonergic receptor
agonist) would affect the MC and the consequences for the offspring. Females
were treated with different doses of 25H-NBOMe (0.3mg/kg and 1.0mg/kg). The
substance was applied to lactating females on the fifth postpartum day (D5) and
non-lactating females during the diestrus phase. HTR and Open Field tests were
performed to evaluate the drug's psychedelic activity. In lactating females, the tests
for psychedelic evaluation were performed on D5 together with the evaluation of
the MB, called motivated (MMB). Throughout the lactation period, the MB was
evaluated, called continuous (CMB). The measurement of the weight gain of
lactating females occurred from the day of mating until weaning. In the offspring,
the registration occurred from the 2nd to the 32nd postpartum day. With the litter
of lactating females, tests of Playing Behavior and Social Interaction were
performed. Data were evaluated using the Graph Pad Prism version 8.0 program.
Thus, our results suggest that the effect of 25H-NBOMe on CMB, despite changing
some parameters, there is no statistical difference between treatment and control
groups. On the other hand, in the MMB, we found changes in the parameters of
the recovery of the pups and an increase in latency. There was no difference
between the groups in the weight gain assessment of lactating females and litter.
Both lactating and non-lactating females make twitching movements of the head,
but there is no change in the open field test. Finally, in the litter's behavioral tests,
there is a change in some parameters of playing behavior but not in the social
interaction of the offspring. Therefore, we conclude that the substance 25H-

NBOMe affects the CMB and the playing behavior of the offspring.

Keywords: Maternal Care, Hallucinogenic, 5-HT Receptor, Lactation, Puppies.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo esquematica de alguns parametros analisados
no comportamento materno em fémeas lactantes. ....................... 17

Figura 2 - Representacdo esquematica das principais regides neurais e
conexdes que constituem a rede neural materna. ........................ 20

Figura 3 - Estrutura quimica do psicodélico sintético n-(2-metoxibenzil)-
2,5-di-metoxifenetilamina (NBOME). ..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 24

Figura 4 - Imagens dos principais selos encontrados entre usuarios da
droga psicodélica NBOME. ..........ccoovrmiiiiiiiiiieeeeeeeecee e 25

Figura 5 - Representacéo do protocolo da avaliagdo do ganho de peso
das fémeas lactantes e suas ninhadas ..............cccccccceeeiiiiiiiinnn, 36

Figura 6 - Representagao do protocolo da avaliagado do comportamento
materno em ratas lactantes...........ccccoeeviiiiiii 37

Figura 7 - Representagao do protocolo da avaliagéo da atividade
psicodélica em ratas lactantes ...........cccoooviiiiiiiiiiie 38

Figura 8 - Representacéo do protocolo da avaliagdo da atividade
psicodélica em ratas ndo lactantes ..........ccccoooeviii i, 38

Figura 9 - Representagao do protocolo da avaliagdo do comportamento
A PrOIE oo 39

Figura 10 - Efeito do tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/kg ou 1,0 mg/kg)
no comportamento materno continuo em fémeas ao longo
da 1aCtaCA0. ... e 41

Figura 11 - Efeito do tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/kg ou 1,0 mg/kg)
no comportamento materno motivado em fémeas no quinto
dia de 1actagao. .......ccoeveiiiii i 43

Figura 12 - Avaliagdo do ganho de peso das fémeas e suas ninhadas........... 44

Figura 13 - Efeito do tratamento com 25H-NBOMe sobre a frequéncia dos
movimentos HTR ... 46

Figura 14 - Efeito do tratamento com 25H-NBOMe sobre a capacidade
locomotora e exploratéria das fémeas lactantes........................... 47

Figura 15 - Efeito do tratamento com 25H-NBOMe sobre a capacidade
locomotora e exploratéria das fémeas nao lactantes.................... 48

Figura 16 - Avaliacdo do comportamento dos filhotes no teste de
comportamento de brincar ... 49



Figura 17 - Avaliagdo do comportamento dos filhotes machos no teste de
INteragao SOCIAIl .........coveviiiii

Figura 18 - Avaliagdo do comportamento dos filhotes fémeas no teste de
1) (=T =Toz=To JX=To Tox - | PR



LISTA DE QUADRO

Quadro 1 - Grupos eXperimentais ...........cieeiiiiiii e e



1.1
1.1.1
1.1.2
1.2

1.2.1
1.2.2
1.3

2.1
2.2

3.1

3.2

3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.3.5
3.3.6
3.4
3.4.1
3.4.11
3.4.1.2
3.4.2
3.4.2.1
3.4.22
3.4.3

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt esesaeese e ssessessessessessessessssssssssssssssnnes 15
CUIDADO MATERNO E CONSEQUENCIAS PARA A PROLE ...... 15
Comportamento materno.........cccccovrveeciiiirecrr e e 15
Interferéncia do cuidado materno na prole adulta ..................... 17
MECANISMOS NEURAIS RELACIONADOS AO

COMPORTAMENTO MATERNO .......uuuiiiiiiiieee 18
Estrutura Neurobiolégica para Cuidados Maternos................... 19
Regulagao hormonal para o comportamento materno .............. 21
INFLUENCIA DE DROGAS PSICODELICAS NO POS-PARTO..... 23
OBUETIVOS ... s 27
OBJETIVO GERAL ....ccooiiiiiiie 27
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt e, 27
MATERIAIS E METODOS .....ccccovireeirernesesseesesessessessssessssssssssessens 28
ANIMAILS ... 28
SUBSTANCIAS ..ottt 28
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS .....cooviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 28
Acasalamento ... 28
Padronizagcao da ninhada ........ccccceeueiiiiiiiimnnsiecc e, 29
Fémeas Nao Prenhes..........cooiiiieeeeccininr e 29
Tratamento com 25H-NBOMe.........ccccoiiiiiiriinnnnnn s 29
Pesagem das fémeas lactantes e suas ninhadas....................... 30
Analises estatistiCas .........cceeeeeiiiiiiiiiirr 31
TESTES COMPORTAMENTAIS ... 31
Comportamento Materno.......cccccccccviiiiimireeeecciss e 31
Comportamento Materno Continuo ............ooouviiiiiiiiiii e 31
Comportamento Materno Motivado ............coooviiiiiiiiiiiii e 32
Atividade psicodélica........ccccemmniiiiiiiiiinric 32
Resposta de Contracdo da Cabeca (HTR) ....coovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnee. 33
CampPO ADEIMO ... 33

Comportamento dos filhotes............ccommiimmcciii e 34



3.4.3.1
3.4.3.2

4.2

4.3
4.4

5.1
5.1.1
5.1.2
5.2

5.3
5.3.1
5.3.2
5.4
5.4.1
5.4.2

6.2

6.3

Teste de Comportamento de Brincar..........cccoooovvviiiiiiiiiiiiiciiiieeeeee 34
Teste de Interacdo Social em Aparato de Trés Camaras................. 35
DELINEAMENTO EXPERIEMENTAL........coooiiiiccccere e 36
PROTOCOLO 1: Avaliagdo do ganho de peso das fémeas

lactantes e suas NiNhadas............ooooiiiiiiii 36

PROTOCOLO 2: Avaliagdo de comportamento materno em ratas

[ACIANTES ... e 37
PROTOCOLO 3: Avaliagao da atividade psicodélica ....................... 37
PROTOCOLO 4: Avaliagao do comportamento da prole ................. 38
RESULTADOS.......coitetmemmeeeeeeeeeeeeeeeeenensesssnsssssssnsssssssssssnsssssssnnnnnnnnns 40
AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO ........cccoveureee. 40
Comportamento Materno Continuo (CMC)..........cceveeemcicciirennns 40
Comportamento Materno Motivado (CMM) ...........ccceeeiiiiiiiiiinnne 42
AVALIACAO DO GANHO DE PESO DAS MAES E DA

NINHADA ..ottt et e e et e e e e e e e e e e eeeeeeeeees 43
AVALIACAO DA ATIVIDADE ALUCINOGENA ........cccovieevereenn 45
Efeito do teste de HTR ...t 45
Efeito do teste de Campo Aberto...........ccoirieeeccciiiiiinnnece, 46
AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DOS FILHOTES................ 48
Comportamento de brincar............ccoooomimiececcciiieeer e 48
Interagao Social...........ceeeiimimmimiiiiiiiiii 50
DISCUSSADQ .....ccuceeeeeereererreeseseesessesseesessessessessesssssessessssssessessesesnens 52

EFEITO DO TRATAMENTO DE 25H-NBOME, EM DOSE UNICA,
NO QUINTO DIA DE LACTACAO, NO COMPORTAMENTO
MATERNO E NO GANHO DE PESO DAS FEMEAS E DA

PROLE . ... e 53
AVALIANDO ATIVIDADE PSICODELICA DA SUBSTANCIA 25H-
NBOME ...t 54

CONSEQUENCIAS PARA A PROLE DE FEMEAS QUE FORAM
TRATADAS COM 25H-NBOME EM DOSE UNICA, NO QUINTO
DIA DE LACTAGAO ..ottt 56



o0 ] X[ o I U 1= .Y o 10

REFERENCIAS .......cooireccetrer e seeresassesesesesas e e sessssssesesssasasasnsees



15

1 INTRODUGAO

1.1 CUIDADO MATERNO E CONSEQUENCIAS PARA A PROLE

1.1.1 Comportamento materno

Filhotes de mamiferos dependem da mae para variados comportamentos de
cuidado. Em algumas espécies, como os roedores, tais cuidados sao particularmente
extensos, envolvendo ndo s6 a municdo das necessidades nutricionais e de
hidratacdo, mas também a manutencdo da temperatura corporal e estimulacao
sensorial. A mae constréi um ninho no qual da a luz e abriga a ninhada de filhotes,
que ainda ndo estdo totalmente desenvolvidos e limitados em capacidades e
locomogéao (BIRKE; SADLER, 1987; MANDUCA et al., 2012; LEVY, 2016).

Atividades tipicas da espécie que a mae realiza para garantir a sobrevivéncia e
aperfeicoar o desenvolvimento da prole sdo definidas como Comportamento Materno
(CM) (ZIMMERBERG; GRAY, 1992). Esse comportamento aparece na mae
espontaneamente no peri parto e apés o nascimento da sua prole. O CM em ratos é
um comportamento social altamente organizado e motivado. A exibigdo de todo
repertorio do CM dura por volta de duas a trés semanas poés-parto. Contudo, a medida
que os filhotes amadurecem ha mudangas de intensidade e qualidade no
comportamento da mae (LI, 2015).

O cérebro materno sofre notaveis mudangas fisiolégicas e comportamentais no
periodo peri parto que visam o cuidado da prole, e diversos hormdnios,
neuropeptideos e neurotransmissores (estrogénio, progesterona, prolactina,
ocitocina, opioides endogenos, dopamina e serotonina) desempenham papéis
importantes na indugdo e regulagdo do comportamento materno em animais e
humanos (MANDUCA et al., 2012). Frente a essas mudangas hormonais, em ratas
primiparas, a resposta ao estimulo dos filhotes é imediata (NUMAN, 2007).

Em contrapartida, em fémeas virgens a responsividade materna frente a filhotes
(adotivos) ndo é imediata, pds-exposicdao, como em parturientes. Essas ratas
nuliparas podem expressar CM quando estimuladas e sensibilizadas por filhotes apés
laténcia de alguns dias. Assim, € possivel compreender que o CM nao é exclusivo de
eventos enddcrinos, mas que estes agem para diminuir a laténcia no CM apéds

exposicao aos filhotes, facilitando a resposividade materna em ratas parturientes e
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possibilitando a continuacido do comportamento no periodo de lactacdo sem acao
hormonal direta (NUMAN, 1994; FRANCIS et al., 1999; SHEEHAN et al., 2000;
CHAMPAGNE et al., 2001).

Cuidados de enfermagem, construgdo do ninho, recuperagéo e lambedura
anogenital fazem parte de estimulos ndo hormonais que ajudam a refinar o CM. A
estimulagdo vagino-cervical durante o parto reforca as mudangas em resposta aos
filhotes (ROSENBLATT, 1989).

Nota-se que o CM é mantido por estimulos tateis, olfativos, térmicos e
gustativos (BIRKE; SADLER, 1987; ZIMMERBERG; GRAY, 1992). Esta fase induz a
um grau maximo de pistas sensoriais que emanam dos filhotes, o que posteriormente
mantém a responsividade materna (LEVY, 2016).

Entre as mudangas comportamentais maternas direcionadas a prole no pés-
parto imediato, esta a liberagdo dos mesmos da membrana fetal, que estimula a
respiragdo e permite a movimentagdo dos membros; e a lambedura dos filhotes,
geralmente na regido anogenital, permitindo a micgao e defecagao do filhote. A fémea
ainda tem o comportamento de recuperagao dos filhotes de volta ao ninho e apos
todos estarem reunidos no ninho, a fémea faz a postura de amamentacao, sendo este
o CM mais caracteristico dos roedores. (ZIMMERBERG; GRAY, 1992; CAPONE et
al., 2005).

No comportamento de amamentagido a postura de agachamento é ativa,
também denominada de cifose. Nesta postura, predominante na primeira semana pos-
parto, a fémea faz um arco dorsal pronunciado e afasta as pernas para possibilitar o
alcance de todos ou da maioria dos filhotes. Conforme os dias passam e os filhotes
dominam o ato de amamentar, a fémea adota a postura passiva, deitando-se de lado
enquanto os filhotes mamam (PEDERSEN; PRANGE, 1979; CALDJI et al., 1998;
STERN; JOHNSON, 1990; PEDERSEN; BOCCIA, 2003; CAPONE et al., 2005;
BOSCH; NEUMANN, 2012).

Nos CM direcionados ao ambiente, as fémeas se concentraram em partes
fisicas do local para a construcdo e manutencdo do ninho e mantem-se atentas a
presenga de invasores, com o intuito de proteger a prole (ZIMMERBERG; GRAY,
1992). No entanto, nos CM autodirigidas, as lactantes realizam a autolimpeza, ao qual
se lambem (principalmente os mamilos), se penteiam ou se arranham em qualquer

parte de seu corpo. Algumas vezes esse comportamento €& observado
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simultaneamente com a lambida dos filhotes, que possibilita a ingestdo de urina dos
filhotes, contribuindo significativamente para o aumento das necessidades de agua da
prépria mae a medida que a lactagao avanga. (CAPONE et al., 2005).

Na figura 1 sdo apresentados alguns dos parametros maternos exibidos pelas

fémeas lactantes.

Figura 1 - Representacao esquematica de alguns pardmetros analisados no comportamento

materno em fémeas lactantes.

Fonte: Adaptacdo de VERONESI, 2016.
Nota: Posicao de cifose (A), carregando filhote (B), lambendo filhote (C), construindo ninho (D), fora
do ninho (E), agrupando os filhotes (F), sobre os filhotes (G).

1.1.2 Interferéncia do cuidado materno na prole adulta

A capacidade dos pais de criar a prole até atingir a maturidade garante o
sucesso reprodutivo de uma espécie. O cuidado materno influencia o curso do
desenvolvimento fisico e psicoldgico da prole, sendo importante também, em muitas
espécies, para a socializacdo da mesma. A amamentacdo € o comportamento mais
caracteristico observavel em mamiferos (CAPONE et al., 2005; MANDUCA et al.,
2012). Uma nutricdo bem-sucedida requer a coordenacio de varios subcomponentes
do CM (PEREZ et al., 2014).
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A reciprocidade entre os comportamentos maternos e a manifestagao de sinais
dos recém-nascidos promove a maturacgao fisica, a resiliéncia imunoldgica, fisioldgica
e o desenvolvimento social, emocional e cognitivo tipico da espécie dos filhotes
(MANDUCA et al., 2012).

Alteragbes ambientais no periodo pos-natal podem gerar efeitos na fisiologia e
no comportamento de um individuo e influenciar a predisposi¢ao para problemas de
saude na vida adulta (LAUBY et al., 2021; CHAGAS et al., 2021). Li (2016), Czarzasta
(2019) e seus colaboradores mostraram que, em humanos, os filhos de maes
estressadas desenvolvia fendtipo ansioso e apresentavam atrasos no
neurodesenvolvimento, no crescimento e alteragdes comportamentais e cardiacas.

Muitos estudos psicossociais revelam que disturbios maternos pos-parto
desencadeiam consequéncias adversas sobre o desenvolvimento cognitivo infantil,
incluindo déficits na aprendizagem, atencao e linguagem. A interagdo méae-bebé é
apontada como o principal mediador, ao qual, qualquer estresse nesta interacado pode
causar mudancas neurofisiolégicas e comportamento alterado da prole (PITTET et al.,
2019).

Ha consenso em estudos que relacionam o uso de drogas recreativas, como a
cannabis, durante a lactagcdo, quanto as consequéncias para a prole, que podendo
desencadear déficits cognitivos, visuais e motor, se estendendo na vida adulta (LO et
al., 2022; PAUL et al., 2021; RYAN et al., 2018; ASTLEY et al., 1990). Em nosso
laboratério, Costa e colaboradores (2013) evidenciaram que o CM diminui quando
ratas lactantes recebem o agonista de receptor canabindide (CB1), repercutindo em

respostas de medo na fase adulta da prole.

1.2 MECANISMOS NEURAIS RELACIONADOS AO COMPORTAMENTO
MATERNO

A estrutura comportamental da fémea predispde a resposta materna
desenvolvida por ela. Dado a condicao das respostas comportamentais das mais
variadas espécies de mamiferos, torna-se desafiadora a comparacdao dos
pressupostos mecanismos neuroenddocrinos com os reguladores bioldgicos entre as
espécies. Como por exemplo, para roedores, cdes e gatos a recuperagdo € um
comportamento comum, para ovelhas, o balido materno e a imediacao ao filhote sao

caracteristicas maternas. Para primatas ndo humanos, carregar os filhotes e estar
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proximo ao mesmo sao respostas importantes do cuidado materno. Ja em humanos,
o contato visual “face-a-face” com o bebé, avaliacdo de apego, estado de humor e
reconhecimento olfativo sdo os pontos fortes para medir o estado materno (BRIDGES,
2015).

1.2.1 Estrutura Neurobiolégica para Cuidados Maternos

As regides do cérebro que regulam o CM, direcionado ao filhote, se sobrepbem
consideravelmente aquelas subjacentes a outras formas de vinculo social. Estudos
com roedores e humanos apontam para uma rede de circuitos conservados
(hipotalamo — mesencéfalo — limbico — paralimbico - corticais) que interagem para dar
suporte a aspectos especificos da resposta materna aos filhotes. Assim, os estimulos
dos filhotes ativam as regides basais do cérebro. Este regula os circuitos que lidam
com respostas especificas de nutricdo e cuidado e ativam outros circuitos neurais
mais gerais para lidar com emogdes, motivagao e atencao, todos decisivos para uma
maternidade eficaz (MANDUCA et al., 2012).

Uma representacdo esquematica de uma rede neural envolvida na regulagéo

do comportamento materno é ilustrada na Figura 2, a seguir:
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Figura 2 - Representacao esquematica das principais regides neurais e conexdes que

constituem a rede neural materna.

Hormonios Sinais tateis Entrada Cortical
(Ez, P, PRL, OT)

MPOA
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(filhotes)
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Amigdala

Medial

Olfatdrio

AH / PAG Materno
VMH

Evitar filhotes

Fonte: Adaptacdo de BRIDGES, 2015.

Nota: Todas as setas azuis sdo estimuladoras e os tragos vermelhos sao inibitérios. Hormdnios:
estrégeno (E,), progesterona (P), prolactina (PRL) e ocitocina (OT). Regides cerebrais:
hipotalamo anterior (AH); nucleo do leito da estria terminal (BNST); area pré-6ptica medial
(MPOA); nucleo accumbens (NA); substancia cinzenta periaquedutal (PAG); hipotalamo ventro-
medial (VMH); palido ventral (VP); area tegmental ventral (VTA).

Sinais olfativos, oriundo dos filhotes, fazem com que a amigdala projete
eferéncias para areas hipotalamicas, como area pré Optica medial (MPOA),
hipotalamo anterior (AH) e nucleo do leito da estria terminal (BNST). Supde-se que os
sinais inibitorios da amigdala sejam abrandados no parto para que haja a estimulagao
do cuidado materno, que é acionado através desses locais hipotalamicos-chave. As
projecdes dopaminérgicas mesolimbicas que chegam nos centros de recompensa,
incluindo o nucleo accumbens (NA), sdo eferéncias do MPOA para a area tegmetal
ventral (VTA). Para amortizar o comportamento de evitagdo ao filhote e aumentar a
chance da mae encantar-se com o recém-nascido, as projecoes eferentes que saem
do hipotalamo (AH/VMH e MPOA/BNST) para a substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) sao deprimidas, além da inibigdo da proje¢cao do NA para palido ventral (PV)
para que o comportamento materno venha a ocorrer. Assim, pistas sensoriais,
entradas corticais, diversos horménios e neuroquimicos afluem nessa rede neural

para articular o comportamento materno, sendo uma rede que pode alterar seu
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sincronismo através de processos de desenvolvimento e experiéncia materna
(BRIDGES, 2015).

1.2.2 Regulagao hormonal para o comportamento materno

A inducgao de alteragdes fisioldégicas em varias areas cerebrais ocorre no parto
(LEVY, 2016). Algumas regides do cérebro, como o nucleo do leito da estria terminal,
area pré-optica medial e a amigdala séo cruciais para a expressdo do comportamento
materno em ratos, ao qual um dano nessas regides atrapalha o CM e a estimulagao
facilita a responsividade materna (LIN et al., 2003).

Os ovarios secretam horménios (estrogénio e progesterona) sob a regulagao
da glandula pituitaria anterior desempenhando um papel importante na regulagao
materna da gravidez (SIEGEL, 1986). Ao final da gestagéo, o parto abrange uma série
de mudancas inter-relacionadas nas secrecdes enddcrinas da méae e do feto para
iniciar e acelerar o préprio processo de paricao. As mudangas na secre¢ao ovariana
de estrogénio e progesterona, a secregao pituitaria de prolactina e a secregao de
ocitocina pelos nucleos paraventricular e supradptico do cérebro sdao de peculiar
importancia (ROSENBLATT, 1989; LEVY, 2016).

Uma boa relagdo entre os horménios esteroides, estrogeno e progesterona,
proximo ao momento do parto, exerce um papel importante na indugédo hormonal do
CM. O estrogeno € essencial para estimular o cuidado materno. A exposigéao
prolongada a progesterona prepara a fémea para responder ao aumento de estrogeno
no final da gestacao e no parto, e, o decaimento da secrecao de progesterona no final
da gravidez, concilia o inicio do CM com o parto. A construgao do ninho também esta
sob controle de altos niveis de progesterona e baixos niveis de estrogeno. O efeito de
priming (pré-ativagdo) dos horménios esteroides permite que outras fontes
desencadeiam o CM. Tais fontes abrangem horménios como prolactina e ocitocina e
a estimulagcdo somatossensorial associada ao parto (LEVY, 2016).

O desequilibrio dos horménios esteroides causa um aumento da prolactina
horas antes do parto, mantendo o nivel elevado apds o parto devido a estimulacao
mamaria. Sintetizado e liberado pela glandula pituitaria anterior, a prolactina tem facil
acesso ao circuito neural. Sua presenga aumenta os niveis de CM, facilitando também
o0 comportamento de recuperagdao e amamentacdo. A funcdo da prolactina é

confirmada por estudos com animais knockout para receptores de prolactina, aos
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quais fémeas nuliparas mutantes e fémeas primiparas exibiram um grande déficit nos
comportamentos de recuperagao e amamentacao (LIN et al., 2003; LEVY, 2016).

O aumento da ocitocina plasmatica é estritamente presente com a fase real de
expulsdo. A estimulagdo vagino-cervical (estimulo sensorial) pelo filhote inicia a
resposta materna abrangendo principalmente a liberagdo de ocitocina no cérebro.
Liberada no nucleo paraventricular (principal fonte de projegcdes ocitocinérgicas do
hipotalamo), no nucleo supradptico e nos terminais ocitocinérgicos dentro dos bulbos
olfatérios, a ocitocina tem a fungdo de estimular contragdes uterinas vigorosas
(momento do parto) e provocar a descida do leite (na lactagdo) (ROSENBLATT, 1989;
LIN et al., 2003; LEVY, 2016).

Conforme mencionado, varias areas do cérebro sdo importantes para o CM,
sendo todos diretamente inervados por aferentes serotoninérgicos que surgem nos
nucleos da rafe do mesencéfalo. No CM, o papel da serotonina esta associado em
influenciar o aumento da secrec¢ao de prolactina. Porém, alguns estudos associam a
redugdo da concentragcdo de serotonina com redugdes na taxa de crescimento dos
filhotes, no CM de recuperagao dos filhotes e até mesmo na morte dos mesmos
(PEREZ et al., 2014; CHEN et al., 2014; GAO et al., 2018; LI et al., 2018; REZAEI et
al., 2021).

O CM tem sido validado como um modelo util para pesquisas de efeitos
comportamentais complexos € mecanismos neurobioldgicos de drogas psicoativas
em um dominio social. Sendo os receptores de serotonina (5-HT2A e 5-HT2C)
indispensaveis para a expressao normal do desempenho materno (LI, 2015).

O comportamento materno refere-se a um conjunto complexo de
comportamentos adaptativos e respostas fisioldgicas exibidos por uma mae apoés o
parto e é crucial para o cuidado adequado, nutricdo e bem-estar geral da prole
(VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011; 2014). O inicio e a regulacao desses comportamentos
sao influenciados por uma combinagdo de mudancas hormonais durante e apds a
gravidez, estimulos sensoriais da prole e fatores ambientais. Além disso, interrupcoes
ou anormalidades no comportamento materno podem ter implicagbes profundas no
desenvolvimento fisico, emocional e social da prole. O comportamento materno esta
ligado ao receptor de serotonina 5-HT2A, encontrado abundantemente no sistema
nervoso central (PAMPEIANO et al., 1994). Além de seu vasto papel em diversas

fungdes psicoldgicas, este receptor esta localizado em regides cerebrais essenciais
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para a expressdo do comportamento materno. A ligagdo com o receptor 5-HT2A
comegou a ser melhor estudada apds a investigacdo da base neuroquimica dos
efeitos disruptivos induzidos por antipsicéticos no comportamento materno em ratos.
Para antipsicoticos tipicos, geralmente se assume que eles interrompem o
comportamento materno ao bloquear os receptores de dopamina D2, ja que séo
principalmente antagonistas deste receptor (ZHAO; LI, 2009). Isso se deve, em parte,
ao fato de que a apomorfina, um agonista do receptor de dopamina, pode reverter os
efeitos inibitérios do haloperidol. No entanto, antipsicéticos atipicos como clozapina,
risperidona e quetiapina interrompem o comportamento materno (LI et al., 2004;
ZHAQO; LI, 2009). Porém, como geralmente possuem multiplos perfis de ligagdo ao
receptor, € dificil identificar seus mecanismos neuroquimicos exatos, mas podem
estar envolvidos em agdes duais nos receptores 5-HT2 e D2 (LI et al., 2004). O 2,5-
dimetoxi-4-iodo-anfetamina (DOI), uma substancia da classe das fenetilaminas, um
seletivo 5-HT2A/2C, frequentemente utilizado para investigar o sistema de serotonina
no cérebro (MARGHATO et al.,, 2007), foi usado para antagonizar o bloqueio da
clozapina nos receptores 5-HT2A/2C (LI et al., 2010; LI et al., 2012; FENG et al.,
2015), incluindo no comportamento materno (ZHAO; LI, 2009).

Chen e colaboradores (2014) demonstraram que o agonista do receptor 5-
HT2C (MK212) teve um efeito suspenso no CM de recuperagdo, lambida e
amamentacgao dos filhotes, e, na construgdo do ninho, em oposicdo ao baixo efeito
sobre o CM com o antagonista do receptor 5-HT2A, sugerindo que os receptores
serotoninérgicos 2C desempenham uma fung¢ao importante na regulagdo do CM.

Estudos demonstraram que o CM pode sofrer influéncia de diversos fatores
como o estresse, dieta, alteragdes morfolégicas e neuroquimicas do SNC da prole e
o uso drogas (incluindo alucindégenos), aos quais culminam na alteracdo dos padrdes
normais da relagcdo mae-filhote e consequentemente no comportamento futuro dos
filhotes (BATISTA et al., 2019; BATISTA et al., 2020; BELLUSCIO et al., 2014; COSTA
etal., 2013; CONNOR et al., 2012; MORGANE et al., 1993).

1.3 INFLUENCIA DE DROGAS PSICODELICAS NO POS-PARTO

As drogas psicodélicas, também conhecidas como alucinégenas, tém sido
usadas por humanos ha milhares de anos por levarem a estados de misticismo e

embriaguez. Sdo uma classe de farmacos que aumentam a intensidade e instabilidade
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de respostas afetivas e causam distorgdes profundas de processos perceptivos nas
modalidades visuais, auditivas e tateis. O uso desses compostos permaneceu estavel
por décadas, mas esta se tornando vastamente disponivel com 0 aumento do acesso
a produtos naturais psicoativos e de conhecimento sobre preparagdes advindas da
internet (HALBERSTADT,; GEYER, 2013). Através da sua estrutura quimica, os
psicodélicos podem ser divididos em duas categorias: as fenetilaminas e as
triptaminas; e em uma subclasse de ergolinas, semelhantes ao dietilamida de acido
lisérgico (LSD) (HERIAN et al., 2021).

Apesar de psicodélicos serotoninérgicos classicos ndo serem reconhecidos
como téxicos ou fatais, uma nova classe de fenetilaminas, com propriedades toéxicas,
tornou-se popular, introduzida como drogas recreativas (NICHOLS, 2016). Desde
2010, o psicodélico sintético N-(2-metoxibenzil)-2,5-di-metoxifenetilamina (NBOMe),
figura 3, esta presente no mercado de drogas e tem sido usado como substituto do
LSD (HERIAN et al., 2021).

Figura 3 - Estrutura quimica do psicodélico sintético N-(2-metoxibenzil)-2,5-di-

metoxifenetilamina (NBOMe).
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Fonte: WOOD et al., 2015.

O NBOMe vem sendo vendido como LSD, ndao s6 pelos seus efeitos
psicoldgicos e somaticos semelhantes, mas também pela sua poténcia em pequenas
doses. O NBOMe é geralmente vendido em papel mata-borrdo (pequenos pedacos
de papel infundido com a substéancia, figura 4). Porém, o disfarce dessa substancia
como LSD tem efeito preocupante. As reacdes adversas do LSD estdo bem

estabelecidas por ndo serem fatais e seus efeitos serem de facil reversao, deixando
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seus usuarios tranquilos quanto ao uso. Todavia, as consequéncias do uso de NBOMe
nao tem se apresentado muito satisfatorias, com efeitos adversos graves, podendo
serem fatais com uma unica dose. Assim, em 2013, a Agéncia de Repressao as
Drogas, nos Estados Unidos, tornou todos os trés analogos do NBOMe (251, 25B,
25C) ilegais a fabricagdo, distribuicdo, importagdo/exportagdo ou posse desses
compostos. Nove outros paises também promulgaram leis para controlar essas
substancias, incluindo Australia, Brasil, Dinamarca, Israel, Letdnia, Russia, Eslovénia,
Suécia e Reino Unido. (ZUBA et al., 2013; LAWN et al., 2014; SUZUKI et al., 2015;
WOOD et al., 2015; POKLISN et al., 2015; MORINI et al., 2017; SHAFI et al., 2020;
BARROS et al., 2021).

Figura 4 - Imagens dos principais selos encontrados entre usuarios da droga psicodélica
NBOMe.
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Fonte: WAYHS et al., 2016.
Legenda: bicicleta e avatar (a); bicicleta (b); moranguinho (c); gato felix (d); pato (e); coelho (f);
hofmann (g); mulher de éculos (h).

Os NBOMes sao agonistas ultrapotentes e altamente eficazes do receptor

serotoninérgico (5-HT2A), sendo esses receptores expressos em areas cerebrais

como: neocortex, talamo, locus coeruleus e area tegmental ventral. Usuarios de
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NBOMe relataram efeitos dependentes da dose em curto prazo como alteracdo da
mente, do estado de consciéncia, na percepgao de tempo e espago, no alcance
emocional individual, na auto percepgao e na profunda alteragcédo na percepgao visual,
auditiva, tatil e olfativa. (NICHOLS, 2016; TIRRI et al., 2022).

Modelos comportamentais em animais € a principal metodologia utilizada para
caracterizar a farmacologia dos psicodélicos in vivo, pois ha muita dificuldade em
associar os estudos aos seres humanos. Os estudos em animais forneceram as
primeiras evidencias de que o receptor de 5-HT 2A é responsavel por mediar os efeitos
comportamentais dos psicodélicos (HALBERSTADT; GEYER, 2018).

Herian e colaboradores (2021) investigaram o efeito do tratamento com NBOMe
(25I-NBOMe) na dose de 0,3 mg/kg durante sete dias na liberacdo de
neurotransmissores e para o comportamento dos ratos na dose unica de 0,3 mg/kg.
Obtiveram dentre seus resultados, o0 aumento da ativacdo da via da serotonina na
administragao repetida e a diminuigdo na dose unica. Nos testes comportamentais
houve reducao da atividade motora e deficiéncia de memadria. Concluindo assim, que
a droga NBOMe causa atividade alucindbgena e as interagcbes nas vias dos
neurotransmissores causam efeito na memoaria, locomogao e ansiedade.

Conforme exposto, sao diversos os trabalhos que demonstram a importancia
em compreender a dindmica do CM tanto para a mae quanto para os filhotes e,
também, conhecer os efeitos da substancia psicodélica, presente recentemente no
mercado de drogas, NBOMe. Contudo, ndo ha estudos que associe os efeitos do
psicodélico durante o comportamento materno. Assim, hipotetizamos que o
tratamento com a substancia psicodélica 25H-NBOMe durante o periodo de lactagao
possa alterar o comportamento materno das fémeas frente sua ninhada e,

consequentemente, ter efeito para a prole.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo da substdncia 25H-NBOMe sobre o

comportamento materno e sua consequéncia para a prole.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) avaliar o ganho de peso das fémeas durante os periodos pré e pés-natal;

b) avaliar o ganho de peso da prole do nascimento até o 32° dia pos-parto;

c) avaliar o comportamento materno imediato apos aplicagédo de 25H-NBOMe
e durante todo o periodo de lactagéao;

d) avaliar atividade psicodélica nas fémeas lactantes e nao lactantes apés
tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/kg e 1,0 mg/kg, i.p) pelos testes de HTR
e Campo Aberto;

e) avaliar as consequéncias para a prole, pos-tratamento de 25H-NBOMe nas
maes, no 10° dia apds o desmame pelos testes de Comportamento de

Brincar e Interacéo Social.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos adultos fémeas (oito semanas) da linhagem Wistar,
pesando entre 200g e 250g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas - UNIFAL-MG. Os animais foram alojados em caixas de polipropileno
adequadas a sua manutencgao, tratados com racéo peletizada normoproteica e agua
“ad libitum” e mantidos em sala climatizada a 21 + 2 °C em ciclo 12 horas claro-escuro
— luzes acesas as 7h.

Foram utilizados também machos (pesando de 270 a 300g) da mesma
linhagem para o acasalamento, mantidos sob as mesmas condigoes.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a apreciagao pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UNIFAL-MG, com aprovagéo, sob o registro
28/2021 e 20/2022.

3.2 SUBSTANCIAS

25H-NBOMe (Sigma, Brasil) diluida em dimetilsulféxido (DMSO) a 25% (Sigma,
Brasil), Tween 80 a 2% (Sigma, Brasil) e solugao salina a 0,9% e administrada em

dose unica via intraperitoneal.

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Acasalamento

Apds o periodo de ambientacdo no biotério do Laboratorio de Fisiologia
Translacional, ao atingirem o peso de 200g, as ratas fémeas foram transferidas para
caixas com um rato macho, sexualmente experiente, para o acasalamento na
proporcdo de trés fémeas para um macho. Apds cinco dias de acasalamento, os
machos foram retirados das caixas e as fémeas separadas individualmente em uma
caixa transparente (29 de comprimento x 44 cm de largura x 17 cm de altura) até o
nascimento dos filhotes. A constatagao de gestacgao foi realizada através do ganho de

peso das fémeas.
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3.3.2 Padronizacao da ninhada

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado como primeiro dia de lactagao
(1°DL). No 2° dia de lactacgao, logo pela manha (10h), as ninhadas foram padronizadas
em oito filhotes, sendo quatro machos e quatro fémeas para todos os procedimentos
experimentais. A padronizagdo ocorreu com animais de partos ocorridos no mesmo
dia. As ninhadas foram divididas em: ninhada/filhotes de lactantes que receberam
tratamento com NBOMe (0,3mg/kg ou 1,0mg/Kg, i.p) e ninhada/filhotes de lactantes
que receberam tratamento com veiculo.

A orientagao e distribuicdo dos grupos dos filhotes estdo descrito na Tabela 1.

3.3.3 Fémeas nao prenhes

Fémeas pesando entre 200g a 250g foram submetidas a lavado vaginal para
identificacdo da fase do diestro do ciclo estral. As que corresponderam a esse periodo
foram separadas individualmente em uma caixa de polipropileno para receberem a
dose de tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/kg ou 1,0mg/kg) ou veiculo

correspondente e foram avaliadas nos testes de HTR e Campo Aberto.

3.3.4 Tratamento com 25H-NBOMe

A substancia 25H-NBOMe apresentada na forma de pé, foi diluido em DMSO
a 25%, Tween 80 a 2% e solugéo salina a 0,9%. Apods a diluicdo, o farmaco foi
administrado intraperitonealmente em ratas lactantes e nao lactantes nos grupos
veiculo ou 25H-NBOMe (0,3mg/Kg ou 1,0mg/Kg) em dose unica (MILIANO et al.,
2019). Imediatamente apds a sua administragdo, testes comportamentais foram
realizados (HTR e Campo Aberto). Dessa forma, os animais foram divididos em 6

grupos experimentais como descrito na Tabela 1.
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Numero de Filhotes para os Testes
Numero de Comportamentais da Prole
Fémeas Tratamento Experimental
Teste de Teste de
n
) Comportamento de Interacao
Brincar Social
2Me2F 1Me1F
Lactantes Veiculo 10
(n=20/sexo) (n=8/sexo0)
25H-NBOMe 2Me2F 1Me1F
Lactantes 10
0,3 mg/kg (n=20/sexo0) (n=8/sexo)
25H-NBOMe 2Me2F 1Me1F
Lactantes 10
1,0 mg/kg (n=20/sexo) (n=8/sexo)
Nao
Veiculo 8 | e -
Lactantes
N&o 25H-NBOMe 8
Lactantes 0,3 mg/kg
Nao 25H-NBOMe 8
Lactantes 1,0 mg/kg

Fonte: a autora

Legenda: M: machos; F: fémeas; n: nUmero de animais por grupo.

3.3.5 Pesagem das fémeas lactantes e suas ninhadas

Para a avaliacdo do ganho de peso das fémeas lactantes e suas respectivas

ninhadas foi realizada diariamente a pesagem destes animais.

As lactantes tiveram seu peso registrado desde o primeiro dia de acasalamento.

O ganho de peso foi utilizado para verificacdo de gestagao, aos quais fémeas com

peso em torno de 280g a 300g foram isoladas para construgcédo do ninho e pari¢ao. Ao

longo da lactagédo houve mensuragdo e acompanhamento do peso até o vigésimo

segundo dia de lactagao (desmame). Foram no total 49 registros de peso diarios.

Para a pesagem da ninhada, os filhotes foram agrupados em machos e fémeas

da mesma mae lactante. Eles tiveram o peso mensurado e registrado, por grupo do
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mesmo sexo, a partir do segundo dia de pés-parto (D2) até o décimo dia pos-

desmame (32° dia de vida). Foram no total 30 registros de peso diarios.

3.3.6 Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o programa do software GraphPad Prism
versao 8.0 e expressos como média * erro padrdao da média (EPM). Para comparagéao
das médias foi aplicado teste de analise de variancia (ANOVA) One ou Two-way,
seguidas do pos-teste de Newman-Keuls.

Para a analise do comportamento materno ao longo dos 20 dias, ganho de peso
da mae e da ninhada, teste de HTR nas fémeas lactantes ou nao lactantes e
comportamento de brincar nos filhotes, foi utilizada ANOVA two-way. Para as analises
do comportamento materno agudo foi empregada ANOVA one-way. Os resultados

com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

A seguir, serdo descritos os testes comportamentais que foram realizados

neste estudo.

3.4.1 Comportamento materno

A avaliagao do comportamento materno foi realizada em dois momentos. Neste
trabalho denominamos comportamento materno motivado (CM no dia do tratamento)

e comportamento materno continuo (CM durante o periodo de lactagéo).

3.4.1.1 Comportamento Materno Continuo

O CM continuo de cada rata lactante foi registrado diariamente durante trés
periodos do dia, do segundo até o vigésimo segundo dia de lactacdo. Foram trés
sessdes diarias de 75 minutos de observacao cada, as quais ocorreram em horarios
regulares, sendo as trés analises durante a fase clara (8h, 12h e 16h) do ciclo claro-
escuro. Em cada sessdo, o comportamento das ratas lactantes foi registrado a cada
trés minutos, contabilizando um total de 25 observagdes por periodo x 3 periodos por

dia = 75 observacgdes/rata/dia.
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Os comportamentos registrados foram divididos em maternais e ndo-maternais:

Maternais:

- Mae lambendo os filhotes;

- Mae sobre os filhotes em posi¢cao arqueada (cifose);

- Mae sobre os filhotes em posi¢cao ndo arqueada;

- Mae em posic¢ao passiva: deitada de costas ou de lado;

- Mae construindo o ninho: quando a rata pega o filhote pela boca

Ou empurra-o para o ninho.

- M&e em self-grooming (auto-limpeza, limpando aos mamilos)

Nao-maternais:

- Mae alimentando-se;

- Mae nao-explorando: quando a rata estiver longe do ninho e sem contato fisico
com os filhotes;

- Mae explorando o ambiente longe dos filhotes;

- Mae em self-grooming (auto-limpeza, exceto limpando os mamilos).

3.4.1.2 Comportamento Materno Motivado

O CM motivado de cada rata lactante foi realizado no quinto dia pés-parto. Apds
receberem a dose de tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/kg ou 1,0mg/kg; i.p.) ou
veiculo correspondente ao grupo que pertenciam, as fémeas foram separadas da
ninhada por trinta minutos. Posteriormente, os filhotes foram espalhados dentro da
caixa e fora do ninho e as maes recolocadas na caixa com a ninhada. Os trinta minutos
recorrentes a reintegracdo da mae com os filhotes foram monitorados por video.

Os comportamentos registrados para analise foram:

- Tempo que a mae levou para colocar cada filhote no ninho;

- Tempo e frequéncia que a mae lambia os filhotes;

- Tempo e frequéncia que a mae ficava sobre os filhotes, ndo arqueada,;

- Tempo e frequéncia que a mae ficava sobre os filhotes em posigcao arqueada

(cifose);
3.4.2 Atividade psicodélica

A atividade psicodélica foi realizada em fémeas lactantes e em nao lactantes

para avaliar se o efeito alucindgeno é semelhante em ambas as fémeas.
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Para a realizagdo em fémeas ndo lactantes, foram selecionadas 24 fémeas
(oito fémeas para cada grupo experimental), pesando entre 200g a 250g, provenientes
do Biotério da Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG. Apds selegéao, foi
realizado lavado vaginal e as fémeas que se encontravam em fase de diestro do ciclo
estral foram separadas para a realizagao dos testes. As fémeas foram pesadas e
seus pesos foram usados como base para o calculo da dose de 25H-NBOMe
(0,3mg/kg ou 1,0mg/kg) ou veiculo. Apds a pesagem e aplicagao da dose, as fémeas
foram submetidas os testes de HTR e Campo Aberto. A realizagdo dos testes foi

igualmente executada como para fémeas lactantes, descritos a seguir.

3.4.2.1 Resposta de Contragao da Cabecga (HTR)

A resposta de contragédo da cabega (HTR, do inglés Head-Twitch Response)
tem sido usada para avaliar a atividade alucinégena. E definida como um movimento
rapido e ritmico de rotacionar a cabega de um lado para o outro, semelhante a uma
“sacudida de cachorro molhado”. O HTR ocorre apds administracéo de alucindgenos
serotoninérgicos € ha um consenso que esse comportamento é mediado por
receptores 5-HT2A (FANTEGROSSI et al., 2008; NICHOLS, 2016). Em ratos, o HTR
€ uma mistura com o WDS (do inglés Wet Dog Shakes - tremer de cachorro molhado),
que é um movimento mais intenso, rotacionando a cabeca e o corpo (HALBERSTADT;
GEYER, 2018).

No quinto dia pds-parto, apds a administracdo de dose de 25H-NBOMe ou
veiculo, as lactantes foram submetidas ao teste de HTR em um aparato quadrado de
vidro (60 cm de comprimento x 60 cm de largura x 60 cm de altura) com fundo preto,
filmadas por 20 minutos, para posterior analise. Em seguida, o aparato foi limpo com
solugéo de etanol a 5%, e a analise foi realizada manualmente através da observagao

do investigador.

3.4.2.2 Campo Aberto

Para reduzir a inseguranca sobre um ambiente, os animais sdo motivados a
explorar seus arredores. Para demonstrar os efeitos alucindbgenos, sao utilizadas
avaliacbes de comportamento exploratério em roedores, como a verificagdo da
atividade locomotora em campo aberto, (HALBERSTADT; GEYER, 2018).
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ApOs realizarem o teste de HTR, as fémeas foram colocadas individualmente
no centro de uma arena redonda de acrilico, de fundo preto, (50 cm de altura x 60 cm
de didmetro), e filmadas por 5 minutos para posterior analise. Em seguida, o aparato
foi limpo com solugéo de etanol a 5%, e a analise foi realizada automaticamente pelo

software Ethovision XT versao 9.0.

3.4.3 Comportamento dos filhotes

3.4.3.1 Teste de Comportamento de Brincar

Para avaliar a performance social dos filhotes na pré-puberdade € utilizado o
teste de comportamento de brincar (PANKSEPP, 1981). A metodologia foi executada
de acordo aos protocolos estabelecidos no Laboratério de Fisiologia Translacional.

Os filhotes das ratas que foram utilizadas para registro do comportamento
materno foram desmamados no 22° dia de lactagao. Os filhotes foram separados por
sexo em caixas distintas, onde permaneceram até completarem 32 dias de vida,
quando foram submetidos ao teste.

O teste foi realizado em um aparato quadrado de vidro (60 cm de comprimento
x 60 cm de largura x 60 cm de altura). Os filhotes foram habituados individualmente
ao aparato durante 10 minutos por trés dias antes do dia do experimento, de modo a
evitar que o comportamento exploratério atrapalhe a exibicdo do comportamento de
brincar. No dia do teste (32° dia pds-parto), os filhotes foram isolados por 3h30min,
antes do teste, para aumentar sua motivacao social e assim facilitar a expresséo do
comportamento de brincar.

O teste consiste em colocar dois filhotes pertencentes ao mesmo grupo
experimental, porém de ninhadas diferentes, na arena de teste durante 15 minutos e
as interagdes do comportamento de brincar foram registradas para posterior analise
manual. Todos os testes foram realizados no periodo das 09h as 16h.

Os comportamentos registrados para analise foram:

- Frequéncia e tempo gasto em sniffing (cheirando o parceiro) - exploragao
social ao qual o filhote cheira qualquer parte do corpo do parceiro de teste, incluindo
a area anogenital;

- Frequéncia e tempo gasto em following (seguindo o parceiro) - avangando na

direcao ou seguindo o outro filhote, que se afasta;
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- Frequéncia de poucings (chamar para brincar): quantidade de vezes que o
filhote puxa o parceiro para brincar, através de pequenas mordidas na nuca ou orelha;

- Frequéncia e tempo gasto de pinnings (aceite da brincadeira ficando em
decubito dorsal) — quantidade de vezes e periodo que o filhote aceita brincar e
permanece de barriga para cima com parceiro em cima dele;

- Tempo total de interagdo, onde foram somados os tempos durante os

comportamentos.

3.4.3.2 Teste de Interacédo Social em Aparato de Trés Camaras

No décimo dia pés desmame, os filhotes foram submetidos ao teste de trés
camaras para avaliacao de interacao social. O teste foi realizado conforme descrito
por Cho e colaboradores (2017).

O aparato € uma caixa retangular com trés camaras feita de Plexiglas
transparente, com piso removivel e divisérias. Cada camara tem 30 cm de
comprimento x 60 cm de largura x 35 cm de altura. O teste consiste em trés fases: na
primeira (habituagdo), o filhote teste (R1) foi colocado no centro do aparelho vazio de
trés cdmaras com duas pequenas gaiolas de acrilico na cadmara esquerda ou direita
para habituar por 10 minutos; na segunda (teste de sociabilidade), o R1 foi isolado na
camara central do aparato e um filhote “desconhecido 1” (R2) pareado por idade e
sexo, que nunca havia sido exposto ao R1, foi colocado em uma das duas gaiolas de
acrilico. Em seguida, as duas entradas da camara central foram abertas para permitir
que o R1 situado no centro explorasse livremente cada uma das trés camaras por 10
minutos. Na terceira fase (teste de preferéncia de novidade social), novamente o R1
foi isolado na camara central do aparato e outro novo filhote “desconhecido 2” (R3)
pareado por idade e sexo foi colocado na gaiola de acrilico vazia. Em seguida, as duas
entradas foram abertas para permitir que o R1 no centro explorasse livremente o
aparato por mais 10 minutos, finalizando o teste. O aparato foi limpo cuidadosamente
com etanol 5%. Todos os testes foram realizados entre 9h e 16h. O tempo que o R1
gastou para colocar a ponta do nariz na proximidade imediata da gaiola de acrilico,
onde os ratos “desconhecidos” se situavam, foi calculado manualmente pelo

pesquisador.
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4 DELINEAMENTO EXPERIEMENTAL

Descreveremos a seguir os protocolos experimentais que foram utilizados no

presente estudo:

4.1 PROTOCOLO 1: Avaliacdo do ganho de peso das fémeas lactantes e suas

ninhadas

ApOs a ambientacdo das ratas no biotério do Laboratorio de Fisiologia
Translacional, iniciou-se 0 acompanhamento do ganho de peso diario das mesmas
com inicio simultdneo do acasalamento. Os animais passaram pela confirmacao da
gestacao, pelo parto e periodo de lactagdo. Em todas essas fases os pesos foram
mensurados e registrados no periodo da manha, entre os horarios das 10h as 12h.

O dia que as fémeas pariram foi considerado o DO (dia zero). Nado havendo
nesse dia manipulagdo das caixas e nem pesagem da mae e ninhada. No D2 foi
realizada a padronizagdo da ninhada. Foram separados para cada mae quatro
machos e quatro fémeas. Havendo neste dia, pesagem e troca de caixa.

A avaliagdo do ganho de peso da ninhada deu-se inicio no segundo dia pés-
parto (D2), quando a ninhada estava padronizada. Os filhotes foram pesados
separados por sexo, mas agrupados por mesma mae lactante. A pesagem da ninhada
encerrou-se no décimo dia pés desmame (32° dia de vida), quando iniciou-se os testes
de comportamento da ninhada.

Na Figura 5 esta esquematizado o inicio e término da pesagem dos animais.

Figura 5 - Representagao do protocolo da avaliagdo do ganho de peso das fémeas lactantes

e suas ninhadas
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Inicio da {300g - 350g) (D3) Término da (D32)

pesagem Inicio da pesagem Término da

ratas (maes) pesagem ratas (maes) pesagem

ninhada ninhada

Pesagem ratas (maes) Pesagem da ninhada

Fonte: a autora
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4.2 PROTOCOLO 2: Avaliagao de comportamento materno em ratas lactantes

As observagdes do comportamento materno, denominado continuo, se iniciou
no dia 2 pds-parto (D2) sendo realizadas no periodo claro, as 8h, 12h e 16h. Essas
observagodes foram realizadas até o 22° dia pds-parto (desmame). Totalizando 20 dias
de observagdes.

O comportamento materno denominado motivado foi realizado em uma uUnica
observacgao, trinta minutos apdés o tratamento com 25H-NBOMe ou veiculo, no quinto
dia pos-parto (D5). Todas as observagdes deste comportamento materno foram
realizadas entre as 14h e 16h.

A Figura 6 representa como esse protocolo foi realizado.

Figura 6 - Representacéo do protocolo da avaliagdo do comportamento materno em ratas

lactantes
Parto Padronizacdo [ratamento com Desmame
(DO) (D2)  25H-NBOMe ou (D22)
veiculo o
Inicio dos (D5) Término dos
CM CM (motivado) CM
(continuo) (continuo)
(30 min)

CM (continuo)

Fonte: a autora

4.3 PROTOCOLO 3: Avaliacao da atividade psicodélica

No quinto dia pos-parto (D5), foi realizado nas fémeas lactantes o tratamento
de 25H-NBOMe (0,3mg/kg ou 1,0mg/kg) ou veiculo. Imediatamente apds o
tratamento, os testes para avaliagdo da atividade psicodélica foram realizados.
Primeiro o teste de HTR com duracdo de 20 minutos e, posteriormente, o teste de
Campo Aberto com duragéo de cinco minutos, conforme Figura 7.

Nas fémeas nio lactantes, apos a detecgao da fase de diestro em cada animal,
foi realizado o tratamento com 25H-NBOMe (0,3mg/kg ou 1,0mg/kg) ou veiculo.

Imediatamente apds o tratamento, os testes de HTR, com duragao de 20 minutos, e
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Campo Aberto, com duragédo de cinco minutos, foram realizados. Na Figura 8 ha a
representacio deste protocolo.

Todos os testes para avaliagao psicodélica ocorreram no periodo entre 14h e
16h.

Figura 7 - Representac¢ao do protocolo da avaliagao da atividade psicodélica em ratas

lactantes
Imediato Imediato
Parto  Padronizacdo Tratamento com  Teste HTR Teste
(D0)  daninhada 25H-NBOMe ou  (20min) Ca"}gom‘.\nﬁeﬂo
(D2) veiculo .
(D5)
Avaliacao da atividade psicodélica

Fonte: a autora

Figura 8 - Representagao do protocolo da avaliagao da atividade psicodélica em ratas nao

lactantes
» ,'_' » _',“ SN2 > _L- &
Imediato Imediato
Lavado Deteccdo do Tratamento com Teste HTR c Tes/t)‘e
vaginal Diestro 25H-NBOMe ou (20min) an}gommb)erto
veiculo
Avaliagao da atividade psicodélica

Fonte: a autora

4.4 PROTOCOLO 4: Avaliacdo do comportamento da prole

No 32° dia pés-parto, os filhotes desmamados, foram submetidos ao teste de

comportamento de brincar por 15 minutos e posteriormente, ao teste de interagao
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social em aparato de trés camaras por 30 minutos. Apds os testes os filhotes voltaram
para suas respectivas caixas e estantes. Os testes ocorreram entre as 9h e 16h e
realizados em um prazo de trés dias corridos devido a quantidade de animais.

A Figura 9 representa o protocolo descrito.

Figura 9 - Representacao do protocolo da avaliagdo do comportamento da prole

s o - «.r X
Parto Padronizacdo da Desmame Teste de Teste de
(DO) ninhada (D22) Comportamento  Interacdo
(D2) de Brincar Social
(D32) (D35)
Inicio dos Término dos
Testes de Testes de

Comportamento Comportamento

Comportamento da prole

Fonte: a autora
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5 RESULTADOS

Sao descritos a seguir os resultados obtidos apds a realizagdo dos

experimentos.

5.1 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO

5.1.1 Comportamento Materno Continuo (CMC)

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

A Figura 10 mostra os parametros maternos e ndo maternos avaliados no CMC
em ratas lactantes submetidas ao tratamento com veiculo ou 25H-NBOMe (0,3mg/Kg
ou 1,0 mg/Kg, i.p) cinco dias apos o parto.

Nota-se que o grupo de maes tratadas com 25H-NBOMe na dose de 1,0mg/Kg
apresentaram uma redugao do CMT (Fig 10A) e do parametro cifose (Fig.10B) em
relagéo ao grupo controle. Porém, como nos parametros lambida, construgéo de ninho
e passivo (Fig. 10C, 10D e 10E, respectivamente), ndo observamos diferenca
estatistica entre os grupos testados.

Observa-se um aumento significativo do comportamento ndo materno total no
grupo de tratamento 1,0mg/Kg (Fig. 10F) em relagdo ao grupo controle. Entretanto,
como nos parametros exploragédo e alimentagao (Fig. 10G e 10H, respectivamente)

nao observamos diferenca significativamente estatistica entre os grupos testados.
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Figura 10 - Efeito do tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/Kg ou 1,0 mg/Kg) no

comportamento materno continuo em fémeas ao longo da lactagao.
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Legenda: Comportamento materno total (A), cifose (B), lambendo os filhotes (C), construindo ninho (D),
posicdo passiva (E) e comportamento ndo materno total (F), explorando o ambiente (G) e
alimentando (H). Linhas indicam média + erro padrdo da média. n=10 para cada grupo.
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5.1.2 Comportamento Materno Motivado (CMM)

Na Figura 11 é possivel avaliar a performance de ratas lactantes submetidas
ao teste de comportamento materno motivado 30 minutos apds o tratamento com
veiculo ou 25H-NBOMe (0,3 ou 1,0 mg/Kg, i.p), realizados no quinto dia apds o parto.

Nota-se em todos os grupos testados o aumento do numero de filhotes
transportados para o ninho conforme o passar do tempo. Entretanto, as ratas tratadas
com 25H-NBOMe (1,0mg/Kg, i.p) levaram menos filhotes ao ninho (Fig. 11A), bem
como demoraram mais tempo para iniciar essa tarefa (Fig. 11B) em relagéo ao grupo
controle.

Além disso, observamos em ratas tratadas com 25H-NBOMe (1,0mg/Kg, i.p)
uma reducao significativa dos parametros tempo de lambida (Fig 11C), sobre o filhote

(Fig 11D), e cifose (Fig 11E) em relagao as ratas tratadas com veiculo.



43

Figura 11 - Efeito do tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/Kg ou 1,0 mg/Kg) no

comportamento materno motivado em fémeas no quinto dia de lactacao.
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Fonte:  aautora.

Legenda: Numero de filhotes levado ao ninho (A), tempo gasto para levar os filhotes ao ninho (laténcia)
(B), tempo gasto lambendo os filhotes (C), tempo gasto sobre os filhotes (D), tempo em
posicao de cifose (E). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 quando comparados ao grupo controle.
Barras indicam média * erro padrao da média. n=10 para cada grupo.

5.2 AVALIAGAO DO GANHO DE PESO DAS MAES E DA NINHADA

A Figura 12 mostra o perfil de ganho de peso em fémeas prenhas e,
posteriormente, lactantes que receberam o tratamento com veiculo (1,0 mg/kg) ou
25H-NBOMe (0,3mg/Kg ou 1,0 mg/Kg, i.p) no quinto dia pos-parto, bem como, das

ninhadas macho e fémea destas maes.
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A analise do ganho de peso das fémeas lactantes deu-se inicio desde o periodo
de acasalamento até o dia do desmame, conforme sinalizado na figura 12A, onde GD

sao os dias de gestagcdo e PND sé&o os dias pos-natal.
Observa-se um aumento progressivo do ganho de peso em fémeas durante o

periodo GD, o qual reduziu significativamente apés o parto em todos os grupos
testados (Fig 12A). Nota-se ainda, que a perda de peso das maes apos o parto néo
impactou no peso das ninhadas macho e fémea em todos os grupos testados, uma

vez que, ao decorrer dos dias, os mesmos também ganharam peso (Fig 12B e 12C,

respectivamente).
Quanto ao efeito do tratamento com 25H-NBOMe (0,3 ou 1,0 mg/Kg, i.p) sobre

0 ganho de peso em ratas lactantes e de suas ninhadas, ndo observamos diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos tratados (Fig. 12A, 12B e 12C).

Figura 12 - Avaliagdo do ganho de peso das fémeas e suas ninhadas.
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Fonte:  aautora.
Legenda: Ganho de peso materno desde o primeiro dia de gestagdo até o desmame (A) [(P) = dia do

parto; (E) e seta = dia de tratamento e (W) = dia do desmame], ganho de peso dos filhotes
fémeas (B), ganho de peso dos filhotes machos (C). Linhas indicam média £ erro padrao da
média. n=10 para cada grupo das mées e n=4 para cada grupo de filhotes, separados entre

machos e fémeas.
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALUCINOGENA

5.3.1 Efeito do teste de HTR

A figura 13 representa o desempenho que as fémeas lactantes e nao lactantes
obtiveram no teste de HTR apds a administragdo da droga psicodélica 25H-NBOMe
nas doses de 0,3mg/kg ou 1,0mg/kg, durante 20 minutos apds administracéo imediata.

E possivel observar que tanto as lactantes (Fig. 13A) quanto as ndo lactantes
(Fig. 13B) do grupo 25H-NBOMe (1,0mg/kg) fizeram mais HTR em comparacédo ao
grupo controle.

Notamos também que os resultados foram tempo dependente, nos fazendo

concluir que a substancia (25H-NBOMe) tem efeito alucindégeno.
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Figura 13 - Efeito do tratamento com 25H-NBOMe sobre a frequéncia dos movimentos HTR
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Fonte: a autora.

40

H Controle
mm 25H-NBOME 0,3 mg/kg *
B 25H-NBOME 1,0 mg/kg

5 10 15 20
Tempo (min)

*

Hm Controle
mm 25H-NBOME 0,3 mg/kg T
mm 25H-NBOME 1,0 mg/kg «

5 10 15 20
Tempo (min)

Legenda: Quantidade de movimento HTR em fémeas lactantes (A) e ndo lactantes (B). * p<0,05,
quando comparados com o grupo controle. Barras indicam média £ erro padrao da média.
n=10 para cada grupo de lactantes e n=8 para cada grupo de ndo lactantes.

5.3.2 Efeito do teste de Campo Aberto

O teste no aparato de campo aberto foi realizado para avaliar a capacidade

locomotora e exploratéria dos animais frente ao tratamento com 25H-NBOMe. Para

isso, foram observados os parametros de distancia percorrida (cm) e tempo de

imobilidade (s) por 5 minutos representados nas figuras 14 e 15, em A e B,

respectivamente.
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Observamos que nos dois parametros analisados, ndo houve diferenca
estatistica dos grupos de tratamento com 25H-NBOMe (0,3mg/kg e 1,0mg/kg)
comparados com o grupo controle, tanto para as fémeas lactantes (Figura 14) como

para as fémeas nao lactantes (Figura 15).

Figura 14 - Efeito do tratamento com 25H-NBOMe sobre a capacidade locomotora e

exploratéria das fémeas lactantes.
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Fonte:  a autora.
Legenda: Distancia percorrida durante o teste de campo aberto (A), tempo de imobilidade durante o
teste de campo aberto (B). Barras indicam média * erro padrdo da média. n=10 para cada

grupo.
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Figura 15 - Efeito do tratamento com 25H-NBOMe sobre a capacidade locomotora e

exploratéria das fémeas nao lactantes.
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Legenda: Distancia percorrida durante o teste de campo aberto (A), tempo de imobilidade durante o
teste de campo aberto (B). Barras indicam média  erro padrao da média. n=8 para cada
grupo.

5.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DOS FILHOTES

5.4.1 Comportamento de brincar

Na figura 16 podemos analisar o comportamento de brincar dos filhotes,
separados em machos e fémeas, dez dias pos desmame (32° dia pos-parto).

Percebemos que no comportamento de chamar para brincar (pouncing), as
fémeas controle sao mais frequentes que os machos, porém, em ambos os grupos de
tratamento de 25H-NBOMe (0,3mg/kg e 1,0mg/kg), esse comportamento estava
reduzido (Fig 16A).

No comportamento de seguir o parceiro (following), o grupo de tratamento 25H-
NBOMe 1,0mg/kg, percebemos que ambos os sexos ficaram mais tempo seguindo o
parceiro (Fig 16C).

Notamos na figura 16E que os machos do grupo controle fizeram mais contato
social do que as fémeas do mesmo grupo. Nos grupos tratamentos de 25H-NBOMe
(0,3mg/kg e 1,0mg/kg), houve uma redugdo do tempo total do comportamento de

brincar de ambos os sexos.
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Figura 16 - Avaliagdo do comportamento dos filhotes no teste de comportamento de brincar
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Legenda: Tempo gasto chamando o parceiro para brincar (A), Tempo gasto ficando em posi¢éo de
decubito dorsal (B), Tempo gasto seguindo o parceiro (C), Tempo gasto cheirando o
parceiro (D), Tempo gasto total de interagéo entre os filhotes (E). * p<0,05, quando
comparados com o grupo controle. Barras indicam média + erro padrdao da média. n=20
para cada grupo, tanto macho quanto fémea.
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5.4.2 Interagao Social

Na figura 17 temos o resultado do teste de interacdo social com os filhotes
machos de todos os grupos de fémeas lactantes.

Percebemos em 17B que os animais teste apresentam maior tempo de
interacdo quando ha a presenga de um desconhecido no aparato. Ja em 17C
percebemos que os animais preferiram o desconhecido 1 que ndo era novidade.
Porém, ndo ha diferenca estatistica entre os grupos cujas méaes foram tratadas com

25H-NBOMe (0,3mg/kg e 1,0mg/kg) comparados ao grupo controle.

Figura 17 - Avaliagdo do comportamento dos filhotes machos no teste de interagéo social
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Legenda: Esquematizagdo da ordem de realizagdo do teste (A), tempo de interagdo do animal teste
com o desconhecido 1 (B), tempo de interagdo do animal teste com o desconhecido 1 e
desconhecido 2 (C). # indica que o grupo controle fugiu do padrdo esperado de novidade
social. Barras indicam média £ erro padrdo da média. n=8 para cada grupo.
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Na figura 18 temos o resultado do teste de interagéo social com os filhotes
fémeas de todos os grupos de fémeas lactantes.

Percebemos em 18B que os animais teste apresentam maior tempo de
interacdo quando ha a presengca de um desconhecido no aparato. Em 18C
observamos que as fémeas tiveram maior preferéncia pelo desconhecido 2, que era
novidade, do que pelo desconhecido 1 no segundo momento do teste, o que nao
ocorreu com os machos. Porém, ndo ha diferenca estatistica entre os grupos cujas
maes foram tratadas com 25H-NBOMe (0,3mg/kg e 1,0mg/kg) comparados ao grupo

controle.

Figura 18 - Avaliagdo do comportamento dos filhotes fémeas no teste de interacéo social
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Legenda: Esquematizagdo da ordem de realizagdo do teste (A), tempo de interagdo do animal teste
com o desconhecido 1 (B), tempo de interagdo do animal teste com o desconhecido 1 e
desconhecido 2 (C). # indica que o grupo controle manteve o padrdo esperado de novidade
social. Barras indicam média £ erro padrao da média. n=8 para cada grupo.
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6 DISCUSSAO

O comportamento materno € um cuidado da mé&e, iniciado no pds-parto e
facilmente observavel, que, quando bem aplicado, leva ao sucesso reprodutivo, fisico,
psicoldgico e social da prole (CAPONE et al., 2005). O vinculo de mae-filhote &
reforcado por estimulos como tateis e pela propria amamentagdo. A reciprocidade
nessa interagdo promove resiliéncia fisioldgica, imunolégica e desenvolvimentos
motores, emocionais e cognitivos da prole. O comportamento materno genuino
possibilita a sobrevivéncia da espécie. Entretanto, falhas nesse cuidado materno
resultam em déficits cognitivos e efeitos graves no desenvolvimento do ser em
formacao, interferindo na vida adulta (MANDUCA et al., 2012; STARR-PHILLIPS et
al., 2014).

Deste modo, diante de tantas interferéncias ambientais, como o uso de
substancias ilicitas, que podem influenciar o comportamento da mae, na sociedade
atual, faz-se necessario o uso de modelos animais para avaliar os efeitos de
intercorréncias durante o comportamento materno. Usamos nesse trabalho uma
substancia psicodélica, NBOMe, que, nos ultimos anos, traz preocupacgdes para 6rgao
publicos (SUZUKI et al., 2015; BARROS et al., 2021), devido ao seu alto teor de efeitos
adversos graves (NICHOLS, 2016; TIRRI et al., 2022) e a sua facil distribuicao entre
jovens desinformados.

Acredita-se que a interacdo entre o comportamento materno e a substancia
psicodélica esta na ativacdo dos receptores serotoninérgicos (5-HT). As funcgbes
psicoldgicas altamente ativadas na manutengdo do comportamento materno estao
intimamente envolvidas aos receptores 5-HT (CHEN et al., 2014; LIN et al., 2003;
REZAEI et al., 2021). Em seu trabalho, Gao e colaboradores (2018) apresentaram
sugestdbes de sistemas neurais onde receptores 5-HT podem influenciar nas
modulagdes no comportamento materno, dentre elas o fato de receptores
serotoninérgicos interagirem com estruturas corticais, como a area pré-optica medial
que, como visto anteriormente, tem influéncia no comportamento materno.

Com base nessas justificativas, realizamos testes comportamentais para
avaliar o efeito da substancia psicodélica 25H-NBOMe diante do comportamento
materno e se o uso dela, em dose Unica, traria consequéncias para a prole. Nossos
dados sao os primeiros a conectar, em modelo animal, o comportamento materno de

fémeas lactantes com o uso de substancia psicodélica.
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O termo CM “continuo” foi usado devido as fémeas poderem exercer sua
maternidade sem interferéncias externas, de modo que o CM foi avaliado a uma
distancia que nao fosse notada a presenga do observador. O termo CM “motivado” foi
utilizado devido, apds separagcdo da ninhada, a fémea ser motivada a realizar o
comportamento maternal, uma vez que seus filhotes estavam todos espalhados pelo

ambiente da caixa.

6.1 EFEITO DO TRATAMENTO DE 25H-NBOME, EM DOSE UNICA, NO QUINTO
DIA DE LACTACAO, NO COMPORTAMENTO MATERNO E NO GANHO DE
PESO DAS FEMEAS E DA PROLE

Para responder nossa primeira incognita, avaliamos o comportamento materno
ao longo dos 21 dias de lactagdo, chamando-o de comportamento materno continuo.
Percebemos que apesar do comportamento diminuir com o passar dos dias e o
comportamento nao materno aumentar, nao ha diferenga estatistica que nos permita
sugerir declinio no comportamento materno em resposta a administragdo da
substancia. Devemos lembrar também que é fisioldgico esse declinio, pois as fémeas
lactantes tendem a diminuir seus cuidados maternais ao longo da lactagdo, permitindo
maior independéncia aos filhotes, conforme sugere Capone e colaboradores (2005) e
Levy (2016).

Em contrapartida, com a separacido materna, estimulando o comportamento
motivado, percebemos que, apds trinta minutos da administragao de 25H-NBOMe nas
fémeas lactantes, ha um declinio no parametro de recuperacao dos filhotes ao ninho
e uma maior laténcia (na dose de 1,0mg/kg) para isto, implicando que as fémeas, sob
efeito da substancia, cuidam menos da prole. Nossos resultados condizem com Vilela
e Giusti-Paiva (2014), que ao analisarem o CM motivado, 30 minutos apos
administragao de WIN 55,212-2 (agonista do receptor canabindide, pertencente ao
mesmo grupo de drogas psicotropicas deste estudo, que alteram o comportamento do
individuo), constataram que a recuperacao de filhotes foi prejudicada e aumentou a
laténcia quando comparado ao grupo controle.

Jaster e colaboradores (2022) avaliaram o movimento de contragdo da cabeca
(HTR) dos animais apo6s administracdo de LSD (substéncia psicodélica) por 90
minutos em animais machos e constataram que o HTR atingiu o pico em 30 minutos

antes de diminuir. Sugerimos que o efeito motivado no cuidado materno pode estar
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relacionado ao pico de alucinagdes que ocorre apos a administracdo da substancia
(no nosso estudo, o teste de CM motivado foi realizado 30 minutos apds a
administragcao de 25H-NBOMe), o que nao foram observados em comportamentos
continuos ao longo dos 21 dias de lactagdo. No entanto, sdo necessarios estudos
mais detalhados sobre os efeitos alucinbgenos da substancia.

Na avaliagado do ganho de peso das fémeas lactantes ao longo da gestacao e
lactagéo, constamos que houve aumento do peso durante a gestagao, contudo, apos
0 parto, o peso teve um decréscimo, mas manteve-se constante, ndo havendo
alteragao estatistica entre os grupos tratados. Esse resultado nos sugere que a néo
alteragao no CM ao longo do periodo de lactagao permitiu que as fémeas pudessem
manter sua nutricdo de maneira adequada, uma vez que o parametro nao materno de
alimentagao nao apresentou diferenca estatistica entre os grupos analisados.

Com relagdo ao ganho de peso da ninhada, percebemos que machos e fémeas
ganham peso ao longo do periodo de lactagdo e mantem esse ganho no pos-
desmame. Sugerindo que a droga nao altera o ganho de peso das maes e,
consequentemente, também nao interfere do ganho de peso da prole, uma vez que a
relagdo mae-filhote é muito bem estabelecida durante a fase de lactagéo.

Porém, sado necessarios mais estudos para se compreender como tal
comportamento de fato interfere no peso dos animais. Dado que, Costa e
colaboradores (2013), ap6s administrarem WIN 55,212-2 (i.c.v) durante 7 dias em
fémeas lactantes, obtiveram aumento no ganho de peso das fémeas tratadas
comparado com as do grupo controle, mas nao houve alteragao no ganho de peso da
ninhada, nos permitindo conjecturar que o tempo de tratamento pode interferir no

ganho de peso dos animais.

6.2 AVALIANDO ATIVIDADE PSICODELICA DA SUBSTANCIA 25H-NBOME

O HTR, de maneira confiavel, € um comportamento que permite distinguir,
através de agonistas do receptor 5-HT2A, alucinégenos de nao alucinégenos. De
forma que ele atua como um mediador entre o comportamento de roedores aos efeitos
alucinégenos em humanos (GONZALEZ-MAESO et al., 2007; HALBERSTADT;
GEYER, 2013; HALBERSTADT et al.,, 2020). Assim, o LSD induz HTR em

camundongos e ratos, enquanto a lisurida (substéncia ndo alucinégena) néo induz
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esse comportamento, apesar de atuar como um agonista do receptor 5-HT 2A
(GONZALEZ-MAESO et al., 2007).

Assim, avaliamos se a substancia 25H-NBOMe causava efeito alucinégeno nos
animais. Com o teste de HTR, que avalia a atividade alucinégena através de
receptores 5-HT2A (NICHOLS, 2016), observamos se havia resposta de contracdo da
cabeca nas fémeas lactantes e ndo lactantes. E possivel observar com os nossos
resultados que os animais lactantes, que receberam as doses de tratamento
(3,0mg/kg e 1,0mg/kg), faziam mais HTR em comparagdo com o grupo controle e o
numero de contragdes da cabega aumentavam conforme o tempo corrido.
Corroborando com Halberstadt (2020), Custodio (2020) e Herian (2021) e
colaboradores que analisaram se substancias analogas de NBOMe (25D-NBOMe,
25B-NBOMe e 25I- NBOMe, respectivamente) apresentavam atividade alucinégena.
Nesses estudos constatou-se que os animais que foram tratados com analogos
serotoninérgicos de NBOMe fazem movimentos de contragdo da cabeca.

Avaliamos também, através do teste de campo aberto, a capacidade
locomotora e exploratéria das fémeas lactantes sob efeito da substancia alucinégena
20 minutos apds aplicacao do tratamento. Constamos que nao houve diferencga
estatistica entre os grupos controle e tratamentos. Corroborando com Herian e
colaboradores (2021) que quando administraram dose unica do tratamento com 25I-
NBOMe nao houve efeito na capacidade locomotora e exploratéria dos animais. Em
contrapartida, esses mesmos autores, encontraram diminuicdo na capacidade
locomotora quando os animais receberam doses repetidas, reforcando esse mesmo
resultado com Wojtas e colaboradores (2021) que também encontraram diminuigao
do tempo de caminhada dos animais tratados com 25B-NBOMe de forma dependente
da dose administrada. Em ambos experimentos citados, o teste foi realizado com
animais machos. Assim, o nosso resultado no teste de campo aberto, apesar de
sugerir que uma unica dose de tratamento n&o ha alteragao na capacidade locomotora
e exploratodria dos animais, nos permite recomendar estudos com fémeas e com doses
de tratamento repetidas, uma vez que nao se encontra na literatura estudos de campo
aberto com o animal do sexo feminino para melhor discutirmos esses achados.

Realizamos testes semelhantes em fémeas nao lactantes, porém em fase do
ciclo estral semelhante a fase de lactacao (diestro), para averiguar se havia a mesma
resposta pos aplicagdo da substancia alucindbgena. Constamos que o resultado foi
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semelhante aos das fémeas lactantes: os grupos tratados com 25H-NBOMe nas
doses de 0,3mg/kg e 1,0mg/kg apresentaram movimentos de contragdo da cabeca
(HTR) e no teste de campo aberto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
tratamento e controle. Sugerindo, dessa maneira, que as fémeas nao lactantes, em
fase do ciclo estral (diestro) semelhante a fase de lactagcdo, apresentam atividade

psicodélica frente a administragdo da substancia serotoninérgica NBOMe.

6.3 CONSEQUENCIAS PARA A PROLE DE FEMEAS QUE FORAM TRATADAS
COM 25H-NBOME EM DOSE UNICA, NO QUINTO DIA DE LACTACAO

Nossa segunda incégnita foi avaliarmos se haveria alguma consequéncia para
a prole apos administragcdo da substancia psicodélica nas maes em periodo de
lactacdo. Esperavamos que o efeito da administragdo da substéncia nas mées se
manifestasse no comportamento relacionado a sociabilidade da prole durante o
periodo pés-desmame (32° dia de vida). Para isto, no décimo dia pés-desmame, as
ninhadas de todos os grupos de fémeas avaliadas no comportamento materno foram
submetidas a testes de socializacio: teste de comportamento de brincar e teste de
interacao social em aparato de trés camaras.

No teste de comportamento de brincar, percebemos nos dois grupos de
tratamento (0,3mg/kg e 1,0mg/kg) que a frequéncia de chamar o parceiro para brincar
e o tempo total de brincar era reduzida comparado ao grupo controle e que o grupo
do tratamento de 1,0mg/kg, tanto machos como fémeas, ficaram mais tempo seguindo
O parceiro.

No teste de interac&o social no aparato de trés camaras, nossos resultados néo
apresentam diferenga estatistica entre os grupos tratados. Sugerimos assim, que, ao
introduzir o desconhecido 2 no teste, este ndo era tdo desconhecido como esperado,
mesmo nos animais controle. Observamos que as fémeas apresentaram uma leve
preferéncia pelo novo individuo apresentado no teste, enquanto os machos nao
manifestaram interesse, nem mesmo no grupo controle. No entanto, como nossa
metodologia foi ininterrupta, ndo tivemos a oportunidade de explorar esses resultados
em mais detalhes.

Com os nossos resultados, sugerimos também, que os dados encontrados nos
dois testes comportamentais realizados com a prole estdo baseados na ativacao

distinta de areas cerebrais durante os testes: Vitor-Vieira e colaboradores (2021)
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correlacionaram a ativagao de areas cerebrais com uma redu¢ado no comportamento
do brincar da prole. Eles encontraram que o comportamento social prejudicado nesse
teste esta correlacionado com a hiperativagdo neuronal na amigdala. Cho e
colaboradores (2017) identificaram que as areas do cérebro no teste de interagao
social no aparato de trés camaras estdo correlacionadas a ativacdo do cértex insular
e cortex motor, da area tegmental ventral e do hipotdlamo. Esses dados nos
possibilitam elucidar que os nossos resultados devem-se a areas cerebrais distintas
ativadas durante os testes, divergindo assim, nos resultados obtidos, porquanto, todas
as ninhadas sdo oriundas de fémeas lactantes que n&o tiveram o comportamento
materno alterado a longo prazo.

Os filhotes sado altamente dependentes do cuidado materno, especialmente
durante o periodo inicial de lactagdo. Nesse sentido, a qualidade do cuidado materno
oferecido pela mae é fundamental para determinar o comportamento do perfil. Estudos
indicam que mudangas no comportamento materno durante essa fase podem afetar
as respostas neuroenddcrinas dos filhotes, com possiveis impactos ao longo de suas
vidas (LI et al., 2016; WOQOD et al., 2003; HELLSTROM et al., 2012; CHAMPAGNE et
al., 2003; LIU et al., 1997; CALDJI et al., 1998). Logo, podemos inferir que a
manutencao do cuidado materno estavel durante a lactagao favorece a relagao mae-
filhote e contribui para o sucesso da prole na vida adulta.

Em sintese, diante do ineditismo deste trabalho, foi possivel constatar que a
substancia psicodélica 25H-NBOMe prejudica o comportamento materno das ratas

lactantes e afeta alguns aspectos do comportamento da prole.
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7 CONCLUSAO

Devido a escassez de estudos que nos permitam compreender o efeito da nova
droga alucinégena 25H-NBOMe sobre o comportamento materno, em especial no
periodo de lactacdo, este trabalho abre um leque de possibilidades para futuros
estudos relacionados a esse tema.

Com os dados obtidos, concluimos que a substancia 25H-NBOMe provoca
efeito alucinégeno tanto em ratas lactantes como em nao lactantes de forma similar.
Nas lactantes, além do efeito psicodélico, houve comprometimento do comportamento
materno imediato, apds administragdo do tratamento, porém, ndo a longo prazo.
Apesar de nao interferir no CM continuo, nem no ganho de peso da méae e da prole,

ha reducédo no comportamento de brincar dos filhotes.
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