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RESUMO

Tem sido demonstrado que os glicocorticoides podem modular a secre¢do de prolactina e
ocitocina, mas a influéncia dos glicocorticéides sobre as respostas neuroenddcrinas e
comportamentais em ratas lactantes era pouco conhecida. Portanto, nds avaliamos a influéncia
da dexametasona (glicocorticdide exdgeno) e da ativacdo do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal
pela administracdo de LPS nas respostas neuroendodcrinas e comportamentais durante a
lactacdo. Além disso, nos verificamos se os efeitos produzidos pelos glicocorticoides sao
mediados pelos endocanabinoides. Para isto, nés utilizamos um antagonista de receptor CB1
(AM251) apos a administragdo da dexametasona. Para confirmar a possivel participagao do
sistema canabinoide nas respostas neuroendocrinas e comportamentais durante a lactagao, nos
utilizamos um agonista de receptor CB1 (WIN 55,212-22). O tratamento com a dexametasona
atenuou as respostas neuroendocrinas € comportamentais em ratas lactantes, pois reduziu a
secrecdo de ocitocina e prolactina, diminuiu o comportamento materno, assim como o
agressivo, reduziu o ganho de peso da ninhada, reverteu a ansiolise materna, diminuiu a
expressdo de c-Fos na BST, MnPOv e MnPOd e, reduziu o nimero de duplas marcacdes para
c-Fos/ocitocina em neurdénios do PVN e SON. O tratamento com AM251 reverteu a maioria
desses efeitos, sugerindo assim o envolvimento dos endocanabindides nessas alteracdes. A
redug¢do nas respostas enddcrinas e comportamentais durante a lactagdo produzidas pela
administracdo do LPS ¢ mediada por glicocorticoides, pois a metirapona (inibidor de sintese
de glicocorticdides) reverteu parte dos efeitos produzidos pelo LPS. O tratamento com WIN
55,212-2 reduziu as respostas neuroenddcrinas e comportamentais em ratas lactantes,
confirmando assim nossa hipdtese de que os efeitos dos glicocorticoides sao mediados pelos
endocanabindides. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o tratamento com a
dexametasona em ratas lactantes diminuiu a secre¢do de prolactina e ocitocina, seguida pela

reducdo das respostas comportamentais e estes efeitos sdo mediados pelos endocanabindides.

Palavras-chave: Comportamento materno. Prolactina. Ocitocina. Glicocorticdides.

Endocanabindides.



ABSTRACT

It has been shown that glucocorticoids can modulate prolactin and oxytocin secretion, but

the influence of glucocorticoids on the neuroendocrine and behavioral responses during
lactation was not well known. Therefore, we evaluated the influence of dexamethasone
(exogenous glucocorticoid) and hypothalamic-pituitary-adrenal axis activation by
administration of LPS on the neuroendocrine and behavioral responses during lactation. In
addition, we verified if the effects produced by glucocorticoids are mediated by
endocannabinoids. For this purpose, we used a CBI1 receptor antagonist (AM251) following
the administration of dexamethasone. To confirm the possible involvement of the cannabinoid
system on the neuroendocrine and behavioral responses during lactation, we used a CB1
receptor agonist (WIN 55,212-2). The dexamethasone treatment disrupted neuroendocrine and
behavioral responses during lactation, because reduced oxytocin and prolactin, decreased
maternal behavior as well as aggressive behavior, reduced litter weight gain, reverted the
maternal anxiolysis and decreased the number of c-Fos positive neurons in the BST, MnPOv
and MnPOd, and reduced the number of c-Fos/OT double labeled neurons in PVN and SON.
The AM251 treatment reverted most of the effects produced by dexamethasone, suggesting
the involvement of endocannabinoids in these effects. The changes in the endocrine and
behavioral responses during lactation produced by administration of LPS are mediated by
glucocorticoids, since metyrapone (glucocorticoids synthesis inhibitor) reverted some effects
produced by LPS. The treatment with WIN 55,212-2 reduced the neuroendocrine and
behavioral responses in lactating female rats, confirming our hypothesis that the effects of
glucocorticoids are mediated by endocannabinoids. Taken together, our results suggest that
dexamethasone treatment in lactating rats disrupts prolactin and oxytocin secretion, and this is
followed by an attenuation of behavior responses and these effects are mediated by

endocannabinoids.

Key words: Maternal behavior. Prolactin. Oxytocin. Glucocorticoids. Endocannabinoids.
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1. INTRODUCAO



Em mamiferos, o conjunto de cuidados que a mae oferece aos filhotes é denominado
comportamento materno (CM). O cuidado maternal ¢ um comportamento complexo,
espontaneo, instintivo e com caracteristicas determinadas por modificagdes fisioldgicas que
ocorrem pouco antes ou logo apds o parto (NUMAN, 1994; MATTSON et al., 2001).
Durante este periodo especial, a meta da fémea ¢ garantir a sobrevivéncia propria e de seus
filhotes.

O comportamento materno inclui acdes que as fémeas executam para garantir o sucesso
no desenvolvimento de seus filhotes (MANN, 2006). Os filhotes de ratas nascem
parcialmente imdveis, desprovidos de pélos, surdos, cegos, incapazes de se locomoverem e de
regularem sua temperatura (GROTA; ADER, 1969; GUBERNICK; KLOPFER, 1981). Em
roedores, o comportamento materno pode ser observado com mais intensidade durante as duas
primeiras semanas apds o parto, declinando posteriormente, até que os filhotes cresgam e se
tornam mais independentes, capazes de se auto-proverem de comida e de se regularem
termicamente. Neste momento, a mae se torna também menos responsiva em relacdo as
primeiras demandas da prole (NUMAN, 1994).

Em ratas, as agdes maternais sdo observadas e registradas quando a rata apresenta
comportamentos diretamente relacionados aos filhotes como construgdo do ninho,
estimulacdo a micgdo através da lambida ano-genital, agrupamento dos filhotes no ninho e
posicionamento sobre eles para prové-los de nutri¢do e calor, além do comportamento indireto

agressivo (MANN, 2006) (Figura 1).
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Figura 1: Desenho de um subconjunto de comportamentos maternais incluindo recolher filhotes, construir ninho,
amamentar, lamber e agressdo maternal (contra um intruso) adaptado de GRAMMIE 2005.

No ninho, a rata lactante geralmente fica sobre os filhotes em uma postura denominada
de cifose fisioldgica, na qual sua coluna fica arqueada, facilitando assim a amamentacao.
Além disso, as lactantes passam um tempo significativo lambendo a cria para limpa-la, sendo
que a limpeza da area ano-genital estimula a defecagao e miccao dos filhotes (GUBERNICK;
ALBERTS, 1983) bem como a diferenciacao sexual do SNC (sistema nervoso central) da
prole masculina (DOHLER, 1991).

A posicdo de cifose e outros parametros do comportamento materno podem ser

observados na figura 2:
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Figura 2: Parimetros de comportamento maternal em ratas. Agrupamento de filhotes (A), preparo para
amamentacao (B), cifose fisioldgica (C) e comportamento maternal total (D). Fonte: NUMAN, 1994.

Diversos fatores ambientais, psicoldgicos, bioldgicos e neurais interagem para
promover ¢ manter o CM. Assim como mudangas hormonais geram respostas fisiologicas e
comportamentais compensatdrias, mudancas ambientais também levam alteragcdes hormonais
(SCHULKIN, 1999).

Wiesner e Sheard (1933) foram os primeiros a sugerirem que alteragdes fisioldgicas que
acontecem durante o final da gestacdo poderiam ser responsaveis pelo aparecimento do CM.
Estes autores demonstraram que o inicio da responsividade materna em ratas lactantes
coincidia com o nascimento dos filhotes, uma vez que logo apds o parto a mae cuidava nao s
de seus filhotes como também de filhotes adotivos. Fémeas nuliparas prenhas (1 a 9 dias de
gestacdo) e fémeas virgens ndo cuidavam de filhotes adotivos. Em pesquisas consecutivas,
esses mesmos autores verificaram que as fémeas virgens poderiam passar a cuidar de filhotes
adotivos apds alguns dias (4 a 7 dias), se estes passassem a viver no mesmo ambiente que o
delas.

Sheehan e colaboradores (2000) verificaram que a continua exposi¢do aos filhotes
pode induzir mudangas hormonais em fémeas nuliparas, num processo denominado de
concavenacao ou sensibilizacdo. Uma forma de interpretar esses achados € que os processos

que inibem a responsividade materna seriam superados pelas alteragdes hormonais
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semelhantes as que ocorrem no parto, tendo por consequéncia o surgimento do CM (YIM et
al., 2006).

No CM apos o parto estdo envolvidos hormonios relacionados a gestacdo e a lactacao
(estrogeno, progesterona, prolactina e ocitocina) e participam do controle de areas cerebrais
como hipocampo, amigdala, area pré-optica medial, area tegmentar ventral e nucleus
accumbens (NUMAN, 1994; FLEMING; WALSH, 1994). Além dessas areas, a estria da
lamina terminal ¢ uma area que esta diretamente relacionada com o comportamento materno e
agressivo, e ainda, possui alta densidade de receptores para ocitocina (CONSIGLIO et al.,
2005; BOSCH et al., 2010).

A amamentagdo ¢ um estimulo caracterizado pelo toque, contato, pressdo e
repuxamento dos mamilos (FINDLAY, 1966) que elicia reflexos neuroendocrinos proprios da
lactacdo como a secre¢do de prolactina e ocitocina (WAKERLEY, 1996). O papel vital da
prolactina durante a gestacdo e mais fortemente durante a lactacdo ¢ marcado por adaptagdes
fisiologicas na rata para conseguir manter um estado prolongado de hiperprolactinemia. A
prolactina também possui um efeito inibitdrio sobre a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal durante a lactagdao, com conseqiiente redugao neuroenddcrina de respostas ao estresse
(TORNER et al., 2002; TORNER; NEUMANN, 2002).

Outro CM importante exibido pelas ratas ¢ o comportamento agressivo. A agressao
maternal consiste em comportamentos especificos executados pela mae em relagdo a um
intruso, com ou sem a intencdo de lesd-lo (HUNTINGFORD, 1989). A agressdao maternal
emerge durante a gravidez, quando os filhotes ndo estdo fisicamente presentes para prover
estimulos sensoriais. Nesse periodo, a influéncia ativa parece ser provida por hormoénios
(MAYER et al., 1987).

Ratas lactantes demonstram altos niveis de agressividade durante as duas primeiras
semanas apds o parto e, apds este periodo, hd um declinio na agressividade embora a lactagdo
continue (GIONEVARD et al., 2005).

Diversas areas hipotalamicas e regides limbicas como area pré-optica medial, nticleo
para ventricular (PVN), amigdala e estria da ldmina terminal (BST), sd@o responsaveis pelo
desenvolvimento da agressdo maternal. A ocitocina atuando nessas regides pode modular os
cuidados maternais e a agressdo maternal. No entanto, a participagdo da ocitocina na agressao
maternal parece ser de uma forma indireta, ou seja, a ocitocina aumentaria a agressao

maternal por diminuir a ansiedade. Isso seria um fato importante para que a rata lactante
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respondesse adequadamente a uma ameaca contra um macho intruso (BOSCH et al., 2005;
BOSCH; 2010).

O comportamento agressivo (CA) de ratas com filhotes contra um macho intruso ¢
similar a de machos dominantes em colonias. Elas apresentam uma sequéncia de ataque
lateral (comportamento ofensivo), estendendo o dorso, tomando uma postura arqueada,
embora seja menos frequente do que observado em machos dominantes. A maioria das
mordidas de machos dominantes em intrusos resulta numa lesdao sendo que as fémeas
dificilmente produzem um dano fisico. Outra diferen¢a importante ¢ o alvo destas mordidas.

Ao contrario dos machos, uma consideravel freqiiéncia de mordidas das fémeas ¢
dirigida a cabega e a regido do focinho do intruso. As fémeas apresentam o padrdo de ataque
frontal, o qual ndo ¢ observado em machos dominantes (BLANCHARD; BLANCHARD,
1991). O ataque frontal ¢ um comportamento subito, muito rdpido, pois ndo apresenta
comportamentos associados como piloerecdo e/ou dorso arqueado. Esta forma de agressao
que ocorre em resposta a uma ameaca ou medo ¢ motivada e geralmente € precedida por fugas
(BRAIN, 1981). Os alvos das mordidas das fémeas e a ocorréncia de ataque frontal sugerem
que existe um elemento de defesa ou medo na reagdo de uma fémea em direcdo a um intruso.
Assim, o ataque frontal tem sido considerado como um comportamento defensivo
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1981).

Em roedores, essas alteragdes comportamentais observadas apds o parto parecem
depender de mudangas hormonais que ocorrem no final da gestagdo, parto e inicio da
lactacdo, bem como da presenca dos filhotes (GIOVENARD et al., 2005). Os filhotes
fornecem a mae uma variedade de sinais tateis e olfatdrios que sdo importantes para a
manuten¢do da agressdo maternal em ratas lactantes. O recebimento de sinais apenas visuais e
auditivos ¢ incapaz de manter a agressdo maternal e a remogao cirrgica desses sentidos nao
afetam o comportamento agressivo das maes (LOSTEIN; GAMMIE, 2002).

Na figura 3, pode-se observar um parametro agressivo tipico de ratas lactantes:
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Figura 3: Comportamento agressivo maternal — ataque lateral

Alguns trabalhos correlacionam o aumento do comportamento agressivo com a
diminui¢ao do medo (LONSTEIN; GAMMIE, 2002). Ratas lactantes demonstram ansiedade
diminuida nos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado quando comparadas com
ratas ndo lactantes. A reducdo da ansiedade pode ser considerada parte de um repertorio
comportamental maternal e pode ser denominada como ansidlise maternal (FERREIRA et al.,
2002).

A ansiolise maternal certamente € resultado de uma adaptagao do SNC que ¢é necessaria
para a sobrevivéncia da prole. A responsividade reduzida a ansiedade observada durante a
lactag@o pode ser explicada, pelo menos em parte, por um aumento da secre¢ao de ocitocina e
prolactina ja que ambos possuem propriedades ansioliticas. Estudos anteriores demonstraram
que altos niveis de ocitocina e prolactina diminuiram a responsividade emocional observada
na lactagdo (NUMAM, 1994; FLEMING; ROSEMBLATT, 1974; FLEMING; WALSH,
1994).

Portanto, pode-se considerar que a agressividade e a ansidlise maternal fazem parte do
repertorio comportamental de ratas lactantes e que diversos fatores como, por exemplo,

fatores hormonais, podem modular o CM.
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Sendo assim, a manuten¢do do CM depende do contato direto das maes com sua prole
resultando na secre¢cdo de hormonios que sdo essenciais para o desenvolvimento de diversas
acdes que as lactantes executam para garantir a sobrevivéncia propria e de seus filhotes.
Ambos os hormonios prolactina e ocitocina sdo secretados a partir da hipofise e estdo sob o
controle hipotalamico. Estes hormonios estdo envolvidos na lactacdo e atuam como
importantes componentes das vias neurobioldgicas fundamentais para o inicio e manuten¢ao
do CM (BOSCH, 2011; BRIDGES et al., 1985; HIGUCHI et al., 1985).

A succ¢do mamilar estimula a secrecdo de prolactina e ocitocina, no entanto, a secre¢ao
desses hormoénios pode ser modulada em resposta a varios outros estimulos, incluindo
aumento da osmolaridade plasmatica, expansdao do volume sanguineo e estressores fisicos e
psicolédgicos (LEE et al., 2009).

Alguns estudos demonstraram que a ativagdo do eixo hipotadlamo-hipo6fise-adrenal
(HHA) e a conseqiiente secrecao de glicocorticoide (corticosterona) podem reduzir a secregao
de prolactina e ocitocina estimulada pela expansao de volume isotonica e hipertonica em ratos
(DURLO et al., 2004, RUGINSK et al., 2007; LAUAND et al., 2007). Isto indica que o
estresse € a conseqiiente ativagdo do eixo HHA, pode interferir com a secrecao de outros
hormdnios neuro-hipofisarios.

A secrecdo de glicocorticdide pelo cortex da adrenal exerce um efeito inibitério em
diversos sistemas neuroendocrinos hipotalamicos, incluindo, mas nao limitando, ao feedback
negativo do eixo HHA por supressdo da secre¢do do fator liberador de corticotropina (CRH)
pelos neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) (HERMAN et al., 1996; KLOET, 2000). A
regulacdo da retroalimentagdo negativa do eixo HHA ocorre agudamente por uma rapida
inibicdo da secrecdo de CRH e cronicamente por uma reducdo da expressio de CRH e
vasopressina em neurdnios do PVN (KELLER-WOOD; DALLMAN, 1984).

O classico mecanismo de ac¢do dos glicocorticoides, assim como dos demais hormdnios
esteroides, ¢ mediado pela ligagdo do hormonio com receptores intracelulares e a conseqiiente
regulacdo da expressdo génica (FALKENSTEIN et al., 2000). Entretanto, recentemente tem
sido demonstrado que os glicocorticoides podem ter uma agdo rapida, mediada por receptores
de membrana e ativacio de mecanismos de sinalizacdo ndo-genomicos (SUYEMITSU;
TERAYAMA, 1975; HARRISON et al., 1979; ORCHINIK ef al., 1991; AVANZINO et al.,
1987; HUA; CHEN, 1989).

O mecanismo proposto envolve a interacdo do glicocorticdide com seus receptores

presentes na membrana celular (GRm) e a ativacdo de uma cascata de sinaliza¢do intracelular
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que estimula a sintese de endocanabindides. O endocanabindide ¢é liberado e atua em seus
receptores (CB1) presentes no terminal pré-sinaptico de neurdnios glutamatérgicos,
provocando a inibi¢do da liberagdo de glutamato. O menor aporte de glutamato provocaria
uma redugdo da ativagdo de neuronios do PVN e uma consequente redugdo da secregao
hormonal (DI et al., 2003; PATEL et al., 2004; DI et al., 2005a., DI et al., 2005b; TASKER
et al., 2000).

Existem alguns agentes estressores, principalmente externos (componente da parede
bacteriana dos microorganismos Gram-negativos: endotoxina ou lipopolissacarideo - LPS)
que podem perturbar a homeostase do meio interno gerando uma situagdo denominada de
estresse. Com isso ocorre a ativagdo do eixo HHA com conseqliente secrecdo de
glicocorticdide (corticosterona) podendo entdo, conforme dito anteriormente, reduzir a
secrecdo de prolactina e ocitocina.

Durante o estresse, o organismo promove a ativacao de alguns sistemas de controle
(denominados genericamente de carga alostatica), a fim de retornar as condigdes de
equilibrio. Esta nova situacdo em que o organismo apresenta-se em equilibrio apesar da
presenca do agente estressor ¢ denominada alostase (MCEWEN, 2000; MCEWEN;
SEEMAN, 1999).

Entre os sistemas fisiologicos envolvidos no retorno do organismo a uma situacio de
equilibrio, destaca-se o sistema nervoso, enddcrino ¢ o sistema imune. A resposta do
organismo ¢ diferente para os diversos agentes estressores implicando em uma variedade na
magnitude de ativacdo de cada sistema (PACAK; PALKOVITS, 2001). O sistema enddcrino
tem uma importante fungdo na manutengdo da homeostase em diversas situacdes de estresse,
incluindo a endotoxemia (BERTOK, 1998).

O LPS desencadeia uma cascata de eventos que simulam a resposta inflamatoria,
inicialmente liberando o fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1), que
estimulam uma intensa resposta celular, com liberagio de mediadores secundarios,
quimiotaxia e ativagdo de células do sistema imune (RIVEST, 2003).

Os processos inflamatorios e infecciosos agudos induzem uma resposta do organismo
denominada resposta de fase-aguda que inclui o desenvolvimento de febre, ativacdo do eixo
HHA, supressio dos eixos tireoidiano e gonadal e alteragdes comportamentais
(comportamento doentio do inglés: sickness behaviour) como diminui¢do do apetite,
anedonia, diminui¢do do comportamento reprodutivo, menor atividade motora e febre

(KUSHNER, 1988). A interacdo entre os sistemas imune e neuroendocrino ¢ bidirecional e
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crucial para a manutencao da homeostase, sendo a interface neuro-imuno-endocrina mediada
pelas citocinas que atuam como fatores enddcrinos, paracrinos ou autdcrinos, regulando a
proliferagdo celular, secrecdo de hormonios e a atividade do eixo HHA (HADDAD et al.,
2002).

A produgdo de citocinas pode ser observada no estabelecimento, manutengao e controle
de diversas fungdes fisiologicas como sono, ovulagdo e exercicios. Entretanto, durante o
desenvolvimento de um processo inflamatério e infeccioso a produgdao dessas citocinas
apresenta-se extremamente elevada (TURNBULL; RIVIER, 1999). E descrito que em
resposta a um estimulo inflamatorio e infeccioso, como por exemplo, o induzido pela
administracdo de LPS, o sistema imune desencadeia a producdo de uma variedade de
citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral (TNF-0) (RAMACHANDRA et al., 1992). Estes estimulam uma intensa
resposta celular, com liberacao de células do sistema imune (LICINIO; FROST, 2000). Esta
atividade do sistema imune ¢ sinalizada para o SNC que desencadeia algumas respostas tais
como, febre, anorexia, ativagao do eixo HHA, entre outras (RIVIER, SHEN, 1994).

Neste modelo de interagdo neuro-imuno-endoécrina, a regulacdo da secrecdo de
ocitocina e prolactina tem sido pouco abordada. A ocitocina além de participar do controle
hidroeletrolitico (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004), também estd envolvida na
modulagdo da secrecdo de hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) e a conseqliente secre¢ao
de glicocorticéide durante o stress (RIVIER; SHEN, 1994).

Além da hipotese de que os efeitos dos glicocorticéides podem ser mediados por
canabindides, tem sido demonstrado que os canabindides exogenos como o A’-tetra-
hidrocanabinol (THC) exercem efeito inibitorio sobre a secrecdo de hormoénios neuro-
hipofisarios. Em ratas lactantes, o THC bloqueia a ejecdo de leite mediada pela ocitocina
(TYREY; MURPHY, 1988).

A Cannabis sativa (maconha) ¢ a droga ilicita mais consumida no mundo a partir de
1960 (ADAMS; MARTIN, 1996). Cultivada h4 mais de cinco mil anos para a obtencao de
fibras utilizadas na manufatura de tecidos, a Cannabis era prescrita pelos chineses, desde
2600 A.C. para tratar cdimbras, dores reumdticas e menstruais (MECHOULAM, 1986).
Porém, s6 em 1964 o seu principio ativo THC foi isolado e sua estrutura quimica
caracterizada (GAONI, MECHOULAM, 1964).

Em 1988, o primeiro receptor canabinoide foi identificado (DEVANE et al., 1988). Em

1993, esse receptor foi cognominado CB1, pois nesse mesmo ano, um segundo receptor foi
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caracterizado e designado CB2 (MUNRO et al., 1993). Ambos os receptores estdo acoplados
as proteinas Gi/o e pertencem a uma grande e diversificada familia de proteinas acopladas a
membrana celular. A distribui¢do tecidual dessas estruturas explica a maior parte dos efeitos
psicotropicos do THC e atribuidos aos receptores CB1 e, os efeitos dos receptores periféricos
CB2 estao mais associados a resposta imune (AMERI, 1999).

Os primeiros ligantes enddgenos dos receptores canabindides, os endocanabindides,
foram isolados em 1992 (DEVANE et al., 1992). Nos dias atuais, a anandamida (N-
araquidonoil etanolamina) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG) sdo entre os canabindides
endogenos, os mais exaustivamente estudados. Ambos os endocanabinéides sdo agonistas dos
receptores CB1 e CB2. Os niveis celulares e teciduais do 2-AG sdo mais elevados que os da
anandamida por conta de seu maior envolvimento em varias vias metabolicas. Os receptores
canabindides, os endocanabindides e as enzimas que catalisam sua biossintese e degradacao
constituem o sistema endocanabinoide.

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado que os endocanabindides e a
ativagdo concomitante de seus receptores CB1 causam uma pletora de efeitos, entre os quais:
inibi¢do da secrecdo de prolactina e do hormoénio do crescimento (PAGOTTO et al., 2001),
efeitos ansioliticos por meio de agdes sobre o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (NAVARRO
et al., 1997), inibicdo da secrecdo de testosterona e relaxamento uterino e como citado
anteriormente, o THC bloqueia a ejecdo de leite mediada pela ocitocina (TYREY; MURPHY,
1988).

Além disso, tem sido demonstrado que a administracdo de antagonista de receptor
CB1, rimonabanto, potencializa a secrecao de ocitocina e a expressao de c-Fos em neurdnios
ocitocinégicos e vasopressinérgicos do PVN e do nucleo supradptico (SON) induzidas por
expansdo de volume sanguineo (RUGINSK et al., 2010). Por outro lado, a expressdo de
mRNA para ocitocina ¢ reduzida pelo rimonabanto, neste mesmo modelo experimental
(RUGINSK et al.,2010).  Também tem sido demonstrado que outro antagonista do
receptor CB1, AM251, bloqueia a secrecao de ocitocina induzida por lipopolissacarideo,
sugerindo que os endocanabindides podem estimular a secrecdo de ocitocina em modelo
experimental de sepse (DE LAURENTIIS et al., 2010). No entanto, a participagdo do sistema
canabindide sobre as alteragdes neuroenddcrinas e comportamentais durante a lactagdo ainda
nao sdo conhecidos, apesar da demonstragdo deste sistema em poder modular a secre¢do de
ocitocina que ¢ um dos principais hormonios envolvidos com as respostas comportamentais

na lactacao.
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Portanto, sabendo que os glicocorticdides podem modular a secrecdo de prolactina e
ocitocina, foi estudada a influéncia da dexametasona (glicocorticoide exdgeno) e da ativacao
do eixo HHA por administragio de LPS sobre as respostas comportamentais e
neuroendocrinas de ratas lactantes. Neste estudo, foi verificado se as alteragcdes causadas pelo
LPS nas respostas comportamentais ¢ neuroenddcrinas s3o mediadas pela liberagdo de
glicocorticdides. Em adicdo, foi verificado também se a ag¢do dos glicocorticoides ¢ mediada
pelo sistema endocanabinoide e por fim foi estudada a influéncia de um agonista canabinoide

sobre as respostas comportamentais e neuroenddcrinas de ratas lactantes.
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2. OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

-Avaliar a participagdo dos glicocorticoides nas respostas comportamentais ¢
neuroenddcrinas durante a lactagdo e investigar se essas respostas sdao mediadas por

endocanabinoides.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Avaliar a influéncia da dexametasona sobre as respostas comportamentais e
neuroendocrinas em ratas lactantes;

-Avaliar a influéncia da ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal sobre as respostas
comportamentais ¢ neuroendocrinas em ratas lactantes;

-Verificar se o efeito da dexametasona ¢ mediado por endocanabindides em ratas lactantes;
-Avaliar a participacdo do agonista canabindide sobre as respostas comportamentais e

neuroendocrinas em ratas lactantes.
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3. MATERIAIS E METODOS



3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar pesando de 180 a 220g, a partir de 8 semanas de vida,
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas-UNIFAL-MG. As ratas foram
alojadas em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencdo, tratadas com ragao
comercial e dgua “ad libitum” e mantidas em sala climatizada a 23 + 2 °C em ciclo 12 horas
claro-escuro. Foram também utilizados ratos da mesma linhagem para o acasalamento e para

a avaliagdo do comportamento agressivo mantidos sob as mesmas condigdes.

3.2 ACASALAMENTO

Ao final do dia, ratas que se encontravam no periodo de transi¢ao da fase proestro para
o estro foram colocadas na gaiola com rato sexualmente experiente para o acasalamento na
propor¢ado 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 espermatozdides no
lavado vaginal foi considerado como sendo o 1° dia de gestagdo. As ratas prenhas foram
separadas individualmente em uma caixa até o nascimento dos filhotes. O dia de nascimento
dos filhotes foi considerado como dia zero. No primeiro dia pds-parto as ninhadas foram
padronizadas aleatoriamente em oito filhotes. Os experimentos foram realizados no sexto ou

sétimo dia de lactagao.

3.3 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MATERNO DE RATAS LACTANTES

O comportamento materno foi avaliado no dia 6 ou 7 da lacta¢do no periodo da manha
entre 7-12 horas. Inicialmente foi anotada a posi¢do do ninho na gaiola moradia. A ninhada
foi retirada da gaiola e colocada em caixa aquecida. Apds 2 ou 12 horas, os filhotes foram
recolocados na gaiola moradia no lado oposto ao ninho inicial e distribuidos de forma nao
homogénea. Foram entdo filmados por 30 minutos e, de acordo com descrigdes encontradas
em estudos prévios (CALDJI et al., 1998; CHAMPAGNE et al., 2003; MYERS et al., 1989;
SLAMBEROVA et al., 2001) foram analisados os seguintes pardmetros:

Comportamento Materno:

1- Porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posi¢do apropriada a

amamentagao (posi¢do arqueada ou cifose);
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2- Porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada sem estar em posi¢do arqueada;
3- Porcentagem de tempo de comportamento materno total (CMT), o que significa ficar em
posi¢cdo de amamentagao sobre os filhotes apos 2 minutos de permanéncia em cifose;

4- Laténcia em segundos para busca de cada filhote e levé-lo ao ninho;

5- Tempo em segundos em que a lactante lambe os filhotes (licking pups).

Comportamento Nao- Materno:

1- Ntimero de rearings (exploracao vertical sobre as duas patas traseiras);

2- Tempo de self-grooming (auto-limpeza).

3.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO AGRESSIVO DE RATAS LACTANTES

Um rato adulto macho jovem (denominado intruso) foi colocado na caixa-moradia
onde estavam a rata com sua ninhada para o inicio do teste que teve duracdao de 10 minutos. O
macho foi colocado do lado oposto a localizagdo do ninho. Foram avaliados de acordo com
alguns estudos (CONSIGLIO et al., 2009; VEIGA et al., 2007; CONSIGLIO; BRIDGES,
2009; ALMEIDA; LUCION, 1997) os seguintes parametros:
1- Laténcia em segundos para o primeiro ataque;
2- Numero de ataques frontais;
3- Numero de ataques laterais;
4- Numero de ameacas laterais;
5- Numero de mordidas;
6- Tempo de licking pups (lambida nos filhotes);

7- Comportamento materno (rata sobre os filhotes, lamber os filhotes).

3.5 LABIRINTO EM T ELEVADO

O labirinto em T elevado consiste de um aparato elevado a 50 cm do chao com trés
bragos de mesmas dimensoes (50 x 10 cm) sendo um braco fechado por paredes com 40 cm
de altura e perpendicular a dois bragos abertos opostos. Para evitar quedas, os bracos abertos
possuem uma protecdo de 1 cm de altura. Este teste foi realizado conforme descrito
previamente por Viana e colaboradores (1994) e modificado por Calixto e colaboradores
(2001). Apos os tratamentos, cada rata foi colocada no final do braco fechado e o tempo em

que levou para sair com as quatro patas do braco fechado foi registrado ¢ denominado linha
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base. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes com intervalos de 30 segundos
obtendo-se entdo esquiva 1 e 2. Apds 30 segundos da esquiva 2, colocou-se cada rata no final
de um dos bragos abertos e verificou-se a laténcia de deslocamento para o brago fechado com
as quatro patas que foi considerado como o tempo de fuga. Apds o experimento com cada

animal, o aparato foi limpo com alcool 10%.

3.6 CAMPO ABERTO

Imediatamente apdés o teste do labirinto em T elevado, as ratas foram colocadas
individualmente em uma arena circular de acrilico com didmetro 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 considerados periferia e os 4 demais as centrais. Cada rata foi colocada no
centro da arena e filmada por cinco minutos para posterior andlise. Foi registrado o numero de
cruzamentos com as quatro patas no centro, na periferia e o efeito anti-tigmotatico (nimero de
entradas no centro/nimero total de entradas). Tipicamente os animais tendem a ficar por mais
tempo na periferia em comparacdo com a area central. Essa preferéncia ¢ conhecida como
tigmotaxia e uma diminui¢do dessa preferéncia leva a um efeito anti-tigmotatico que pode ser
observado no campo aberto e pode ser referido como uma agdo ansiolitica (VALLE, 1970).
Este teste também foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais analisando o
nimero de entradas com as quatro patas na periferia e o total de cruzamentos. Apos o

experimento com cada animal, o aparato foi limpo com éalcool 10%.

3.7 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DA NINHADA E DOSAGEM HORMONAL

Para a avaliagdo do ganho de peso da ninhada, a ninhada de 8 filhotes foi separada e
colocada em uma caixa aquecida (~30°C). Apds 12 horas, massageou-se manualmente a
bexiga dos filhotes para eliminag¢do de urina, pesou-se a ninhada e a mesma foi recolocada na
caixa moradia. Ap6s 15 minutos de amamentacdo a ninhada foi pesada novamente para
determinagdo do ganho de peso (GROSVENOR; MENA, 1983).

Para coleta do sangue, apos 15 minutos de permanéncia na posi¢ao de cifose, as ratas
foram decapitadas, o sangue foi coletado do tronco (5 mL), em tubos plésticos, mantidos sob

gelo e contendo heparina. O plasma foi separado por centrifugagao (3000 rpm, 4°C, 15 min.)
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e as aliquotas mantidas a -20°C até o momento das dosagens hormonais. As dosagens
hormonais de ocitocina, prolactina e corticosterona foram realizadas utilizando-se a técnica de
radioimunoensaio, que foi realizada no Laboratério de Neuroendocrinologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP, sob coordena¢do dos Prof. Dr. José Antunes-Rodrigues e

Profa. Dra. Lucila Leico Kagohara Elias.

3.8 IMUNOISTOQUIMICA PARA c-Fos e ¢c-Fos/OT

Apo6s 1 hora e 30 minutos da avaliagdo do comportamento materno, as ratas foram
anestesiadas com tribromoetanol (250 mg/Kg) e perfundidas através de uma puncdo
intracardiaca com salina (250 mL) contendo 5000U/1 de heparina, seguido pela perfusdo com
fixador paraformaldeido 4% em tampao fosfato (PBS 0,1 M; 500 mL) sendo posteriormente
os encéfalos submetidos aos procedimentos imunoistoquimicos detalhados a seguir.

Apbs sua remocao, os encéfalos foram mergulhados em fixador durante 4 horas e
em seguida colocados em solu¢do de sacarose a 30% em PBS (0,1 M) a 4°C. Apds 48 horas,
os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 um de espessura utilizando um criostato e
coletados em PBS (0,01 M). Imediatamente apos, foram realizados o bloqueio da peroxidase
endogena (solucao de H,O;,1%) por 30 minutos e os cortes foram lavados com PBS (0,01 M)
3 vezes por 5 minutos. Posteriormente, foi feito o bloqueio das ligagdes inespecificas com
albumina bovina 5% em 0,1 M de PBS durante uma hora.

Os cortes foram processados primeiro para imunorreatividade para c-Fos ficando
incubados durante a noite com o anticorpo primario anti-fos de coelho (Ab-5, Oncogene
Science, Manhasset, NY, USA) diluido 1:10.000 em PBS (0,1 M) contendo 2% de normal
goat serum e 0.3% Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Apods lavagem,
os cortes foram incubados com segundo anticorpo biotinilado (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA, diluido 1:200 em 1.5% de normal goat serum - PBS) seguido pelo
complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Elite, 1:200 em PBS) ambos por 1 hora a
temperatura ambiente. Para coloracdo, foi empregado diaminobenzidina (DAB, Sigma -
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) intensificado com cloreto de cobalto 1% e sulfato de niquel
1%. O produto da reacdo conferiu uma coloragdo violeta escuro — preto ao nucleo
(FLEMING; WALSH, 1994).

Para a dupla marcagdo, ap6s a marcagao para c-Fos, os cortes foram incubados por 48

horas a 4°C com anti-OT de coelho (Peninsula Laboratories, Inc., San Carlos, CA, USA,
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1:20,000). Posteriormente, os cortes foram lavados e submetidos a0 mesmo protocolo descrito
para c-FOS utilizando anticorpo biotinilado secundario apropriado seguido pelo complexo
avidina-biotina-peroxidase. A cor marrom do citoplasma foi detectada por uma solugdo de
DAB nio intensificada.

Por ultimo, os cortes foram montados utilizando Gelatina de Albrecht (1,5%
gelatina/alcool 80%). As laminas foram secas a temperatura ambiente, desidratadas com
xileno e cobertas com Entellan.

As areas hipotalamicas em estudo, estria da lamina terminal (BST: -0.72 mm posterior
ao bregma), ntcleo pré-optico mediano dorsal (MnPOd: -0.12 mm posterior ao bregma) e
ventral (MnPOv: -0.12 mm posterior ao bregma), ntcleo paraventricular (PVN: -0.96 mm
posterior ao bregma) e nucleo supradoptico (SON: -1.08 mm posterior ao bregma), foram
identificadas e delimitadas de acordo com o atlas Paxinos ¢ Watson (1997). As células
imunorreativas para c-Fos foram contadas na BST e MnPOd e MnPOv. As células
imunorreativas para c-Fos em neurdnios ocitocinérgicos foram contadas no PVN e SON com
auxilio de um microscopio Nikon modelo H55L. As imagens foram capturadas e o nlimero de

cortes representativos para cada grupo experimental foi de 4-6.

3.9 DROGAS UTILIZADAS

As drogras utilizadas nos experimentos foram dexametasona (Decadron, Aché, Brasil),
lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, metirapona, AM251 (antagonista CB1) e WIN 55,212-2
(agonista canabindide). Exceto a dexametasona, todas as demais drogas foram adquiridas da

Sigma-Aldrich Co (EUA).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando um software GraphPad versao 3.0 e
expressos como média + erro padrao da média (EPM). Para comparagao de duas médias foi
aplicado o teste “t” de Student. Para comparacdo de trés ou mais médias foi utilizado a analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls. Os resultados com p < 0.05

foram considerados estatisticamente significativos.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS



4.1 EFEITO DA DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO MATERNO

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactacao
(n=7 por grupo). As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou dexametasona (DEXA; 1
mg/Kg) via i.p. e a ninhada de 8 filhotes foi separada e colocada em uma caixa aquecida
(~30°C). Apds 2 horas, a ninhada foi recolocada na caixa moradia para o registro do CM que

foi filmado durante 30 minutos.

4.2 EFEITO DA DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO AGRESSIVO

Para a avaliagdo do CA, foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactacdo (n=7 por
grupo). As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou DEXA (1 mg/Kg) via i.p. e ap6s 2
horas um rato macho, com peso inferior ao da lactante, foi colocado na caixa moradia do lado

oposto do ninho. O CA foi filmado por 10 minutos para posterior andlise.

4.3 EFEITO DA DEXAMETASONA NO LABIRINTO EM T ELEVADO E NO CAMPO
ABERTO

Neste experimento foram utilizadas ratas ndo lactantes no periodo diestro e ratas
lactantes no 6° ou 7° dia de lactagdo (n=8 por grupo). As ratas foram tratadas com salina (1
mL/Kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) via i.p. e ap0ds 2 horas foram submetidas ao teste
do labirinto em T elevado. Ap6s 30 segundos, foram colocadas individualmente na arena do

campo aberto e filmadas por 5 minutos cada para posterior analise.

4.4 EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE O GANHO DE PESO DA NINHADA

Para a avaliagdo do ganho de peso da ninhada foram utilizados 6 ratas lactantes por
grupo. A ninhada de 8 filhotes foi separada e colocada em uma caixa aquecida (~30°C) por
um periodo total de 12 horas. Apos 10 horas da separagao maternal, as ratas foram tratadas
com salina (1 mL/Kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) via i.p. e ap6és 1 hora e 55 minutos
foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou ocitocina (1 pg/Kg) via i.p. Antes da reintrodugao

dos filhotes, massageou-se manualmente a bexiga dos filhotes para eliminacdo de urina,
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pesou-se a ninhada e a reintrodug@o dos filhotes foi feita apds 5 minutos da administragao de
salina ou ocitocina. Quinze minutos apds a rata expressar o comportamento materno total, a

ninhada foi removida e pesada novamente para determinag¢do do ganho de peso.

4.5 EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS
DE OCITOCINA, PROLACTINA E CORTICOSTERONA

Neste experimento foram utilizadas ratas ndo lactantes no periodo diestro e ratas
lactantes no 6° ou 7° dia de lactacdo (n=6 por grupo). Inicialmente a ninhada de 8 filhotes foi
separada da mae e colocada em uma caixa aquecida (~30°C) por um periodo total de 12 horas.
As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg; i.p.) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg; i.p.)
10 horas apds a separagdo maternal. Apds 2 horas dos tratamentos, a ninhada foi recolocada
na caixa moradia e apos 15 minutos a rata expressar o comportamento materno total, foram
submetidas a decapitagdo e o sangue coletado para as dosagens hormonais de ocitocina,
prolactina e corticosterona, utilizando-se a técnica de radioimunoensaio. Também foi coletado
sangue de outros dois grupos de ratas: ratas ndo lactantes no periodo diestro e ratas lactantes,
submetidas a 12 horas de separagdo, porém nao expostas a ninhada (denominado como tempo

0).

4.6 EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE A ATIVACAO DE c-Fos EM NEURONIOS
OCITOCINERGICOS

Ratas submetidas as mesmas manipulagdes do protocolo 4.1 foram anestesiadas com
tribromoetanol (250 mg/Kg; i.p.) 1 hora e 30 minutos apds o registro do CM, e em seguida
perfundidas através de uma pungdo intracardiaca com salina (250 mL) contendo 5000U/1 de
heparina, seguido pela perfusdo com fixador paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1 M
(500 mL). Ao final, os encéfalos foram removidos, armazenados em paraformaldeido 4% por
4 horas, ¢ posteriormente armazenados em solu¢do de sacarose a 30% até a realizagdo dos

procedimentos imunoistoquimicos.
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4.7 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA NO COMPORTAMENTO
MATERNO: POSSIVEL MEDIACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactacao
(n=8 por grupo). As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou metirapona (50 mg/Kg) 10
e 2 horas antes do tratamento com salina (I mL/Kg) ou LPS (500 pg/Kg) via i.p. A ninhada
de 8 filhotes foi separada e colocada em uma caixa aquecida (~30°C) e, ap6s 2 horas, a
ninhada foi recolocada na caixa moradia para o registro do CM que foi filmado durante 30

minutos.

4.8 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA NO COMPORTAMENTO
AGRESSIVO: POSSIVEL MEDIACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactacao
(n=8 por grupo). As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou metirapona (50 mg/Kg) 10
e 2 horas antes do tratamento com salina (1 mL/Kg) ou LPS (500 pg/Kg) via i.p. Apos 2
horas, um rato macho com peso inferior ao da lactante, foi colocado na caixa moradia do lado

oposto do ninho e o CA foi filmado por 10 minutos para posterior analise.

4.9 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA NO LABIRINTO EM T ELEVADO E
NO CAMPO ABERTO: POSSIVEL MEDIACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactagao
(n=8 por grupo). As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou metirapona (50 mg/Kg) 10
e 2 horas antes do tratamento com salina (1 mL/Kg) ou LPS (500 pg/Kg) via i.p. Apos 2 horas
foram submetidas ao teste do labirinto em T elevado e ap6s 30 segundos, foram colocadas
individualmente na arena do campo aberto e¢ filmadas por 5 minutos cada para posterior

analise.
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4.10 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA SOBRE AS CONCENTRACOES
PLASMATICAS DE OCITOCINA, PROLACTINA E CORTICOSTERONA

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactacao
(n=6 por grupo). Inicialmente a ninhada de 8 filhotes foi separada da mae e colocada em uma
caixa aquecida (~30°C) por um periodo total de 12 horas. As ratas foram tratadas com salina
(1 mL/Kg) ou metirapona (50 mg/Kg) 10 e 2 horas antes do tratamento com salina (1 mL/Kg)
ou LPS (500 pg/Kg) via i.p. Ap6s 2 horas, a ninhada foi recolocada na caixa moradia e apds
15 minutos a rata expressar o comportamento materno total, foram submetidas a decapitagdo e
o sangue coletado para as dosagens hormonais de ocitocina, prolactina e corticosterona,

utilizando-se a técnica de radioimunoensaio.

4.11 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO MATERNO

Para a realizagao deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactagao
(n=8 por grupo). Inicialmente a ninhada de 8 filhotes foi separada da mae e colocada em uma
caixa aquecida (~30°C) por um periodo total de 12 horas. Apds 10 horas de separagdo
maternal, as ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) e
apods 90 minutos foram tratadas com veiculo (I mL/Kg) ou AM251 (3 mg/Kg) via i.p. Apos
30 minutos, a ninhada foi recolocada na caixa moradia para o registro do CM, que foi filmado

por 30 minutos.

4.12 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO AGRESSIVO

Para avaliacdo do comportamento agressivo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de
lactacdo (n=8 por grupo). As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou dexametasona
(DEXA; 1 mg/Kg) e apos 90 minutos foram tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou AM251 (3
mg/Kg) via i.p. Ap6s 30 minutos, um rato macho com peso inferior ao da lactante, foi
colocado na caixa moradia do lado oposto do ninho e o CA foi filmado por 10 minutos para

posterior analise.
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4.13 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO LABIRINTO EM T ELEVADO E NO CAMPO ABERTO

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactacao
(n=8 por grupo). As ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou dexametasona (DEXA; 1
mg/Kg) e apos 90 minutos foram tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou AM251 (3 mg/Kg) via
i.p. Apds 30 minutos, foram submetidas ao teste do labirinto em T elevado e apds 30
segundos, foram colocadas individualmente na arena do campo aberto e filmadas por 5

minutos cada para posterior analise.

4.14 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NA EXPRESSAO DE c¢-Fos NA BST E MnPO E EM NEURONIOS
OCITOCINERGICOS NO PVN E SON

Ratas submetidas as mesmas manipulagdes do protocolo 4.11 foram anestesiadas com
tribromoetanol (250 mg/Kg; i.p.) 1 hora e 30 minutos apds o registro do CM, e em seguida
perfundidas através de uma puncido intracardiaca com salina (250 mL) contendo 5000U/1 de
heparina, seguido pela perfusdo com fixador paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1 M
(500 mL). Ao final, os encéfalos foram removidos, armazenados em paraformaldeido 4% por
4 horas, ¢ posteriormente armazenados em solu¢do de sacarose a 30% até a realizagdo dos

procedimentos imunoistoquimicos.

4.15 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO GANHO DE PESO DA NINHADA

Para a avaliagdo do ganho de peso da ninhada, a ninhada de 8 filhotes foi separada e
colocada em uma caixa aquecida (~30°C) por um periodo total de 12 horas. Apods 10 horas da
separacdo maternal, as ratas foram tratadas com salina (1 mL/Kg) ou dexametasona (DEXA;
1 mg/Kg) e apos 90 minutos foram tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou AM251 (3 mg/Kg) via
1.p. Apos 30 minutos os filhotes foram reintroduzidos na caixa moradia. Antes da

reintroducao dos filhotes, massageou-se manualmente a bexiga dos filhotes para eliminag¢ao
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de urina e a ninhada foi pesada. Apds 15 minutos de amamentacdo a ninhada foi pesada

novamente para determinacao do ganho de peso.

4.16 EFEITO DO WINS55,212-2 (AGONISTA DO RECEPTOR CBl) NO
COMPORTAMENTO MATERNO

Para avaliar o efeito do WIN no CM, foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactagao
(n=8 por grupo). Inicialmente a ninhada de 8 filhotes foi separada da mae e colocada em uma
caixa aquecida (~30°C) por um periodo total de 12 horas. Apds 11 horas e 30 minutos de
separagdo maternal, as ratas foram tratadas com veiculo (1 mL/Kg), WIN (1 mg/Kg) ou WIN
(3 mg/Kg) via i.p. Apds 30 minutos, a ninhada foi recolocada na caixa moradia para o registro

do CM que foi filmado por 30 minutos.

4.17 EFEITO DO WINS55,212-2 (AGONISTA DO RECEPTOR CBIl) NO
COMPORTAMENTO AGRESSIVO

Para a avaliagdo do CA, foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactacdo (n=8 por
grupo). As ratas foram tratadas com veiculo (1 mL/Kg), WIN (1 mg/Kg) ou WIN (3 mg/Kg)
via i.p. e apos 30 minutos um rato macho, com peso inferior ao da lactante, foi colocado na
caixa moradia do lado oposto do ninho. O CA foi filmado por 10 minutos para posterior

analise.

4.18 EFEITO DO WINS55,212-2 NO LABIRINTO EM T ELEVADO E NO CAMPO
ABERTO

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de lactagao
(n=8 por grupo). As ratas foram tratadas com veiculo (1 mL/Kg), WIN (1 mg/Kg) ou WIN (3
mg/Kg) via i.p. e apos 30 minutos foram submetidas ao teste do labirinto em T elevado. Apds
30 segundos, foram colocadas individualmente na arena do campo aberto e filmadas por 5

minutos cada para posterior analise.
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4.19 EFEITO DO WIN55,212-2 NA EXPRESSAO DE c¢-Fos NA BST E MNPO E EM
NEURONIOS OCITOCINERGICOS NO PVN E SON

Ratas submetidas as mesmas manipulagdes do protocolo 4.10 foram anestesiadas com
tribromoetanol (250 mg/Kg; i.p.) 1 hora e 30 minutos apds o registro do CM, e em seguida
perfundidas através de uma pungdo intracardiaca com salina (250 mL) contendo 5000U/1 de
heparina, seguido pela perfusdo com fixador paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1 M
(500 mL). Ao final, os encéfalos foram removidos, armazenados em paraformaldeido 4% por
4 horas, ¢ posteriormente armazenados em solu¢ao de sacarose a 30% até a realizagdo dos

procedimentos imunoistoquimicos.

4.20 EFEITO DO WIN55,212-2 SOBRE O GANHO DE PESO DA NINHADA

Para a avaliagdo do ganho de peso da ninhada, a ninhada de 8 filhotes foi separada e
colocada em uma caixa aquecida (~30°C) por um periodo total de 12 horas. Apds 11 horas e
30 minutos da separagdo maternal, as ratas (n=6 por grupo) foram tratadas com veiculo (1
mL/Kg), WIN (1 mg/Kg) ou WIN (3 mg/Kg) via i.p. e apds 30 minutos os filhotes foram
reintroduzidos na caixa moradia. Antes da reintroducdo dos filhotes, massageou-se
manualmente a bexiga dos filhotes para elimina¢do de urina e a ninhada foi pesada. Apds 15
minutos de amamentacdo a ninhada foi pesada novamente para determinacdo do ganho de

peso.
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5. RESULTADOS



5.1 EFEITO DA DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO MATERNO

A andlise do CM mostrou que o tratamento com dexametasona em ratas lactantes
prejudicou a construgdo do ninho, pois as ratas demoraram mais tempo para agrupar os
filhotes e ndo montaram o ninho completo (Figura 4A). A administragdo de dexametasona
também aumentou a laténcia para a rata pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho (p<0,01;
Figura 4B), diminuiu o tempo de licking pups (p<0,001; Figura 4C), n3o interferiu na
porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (Figura 4D), diminuiu a porcentagem de
permanéncia na posi¢do de cifose (p<0,001; Figura 4E) e diminuiu a porcentagem de
comportamento materno total (p<0,01; Figura 4F). Com relacdo aos pardmetros nao

maternais, o tratamento com dexametasona aumentou o nimero de rearings (p<0,001; Figura

4G) e o tempo de self-grooming (p<0,05; Figura 4H).
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Figura 4: Efeito da administragdo de salina (1 mL/kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) em ratas lactantes,
sobre a constru¢do do ninho (A), laténcia em segundos para a rata pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho
(B), tempo em segundos de licking pups (C), porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (D), porcentagem de
permanéncia na posi¢do de cifose (E), porcentagem de comportamento materno total (F), nimero de rearings
(G) e tempo em segundos de self-grooming (H). Valores expressos como média = EPM. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas com salina.
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5.2 EFEITO DA DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO AGRESSIVO

A administracdo de dexametasona em ratas lactantes aumentou a laténcia para o
primeiro ataque (p<0,05; Figura 5A), diminuiu o nimero de ataque frontal (p<0,001; Figura
5B), diminuiu o nimero de ataque lateral (p<0,05; Figura 5C), diminuiu o nimero de ameaca
lateral (p<0,01; Figura 5D), diminuiu o nimero de mordidas (p<0,01; Figura 5E), ndo alterou
o tempo em segundos de self-grooming (Figura 5F) e diminuiu o comportamento maternal em

segundos (p<0,001; Figura 5G).
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Figura 5: Efeito da administracdo de salina (1ml/kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) sobre a laténcia em
segundos para o primeiro ataque (A), numero de ataque frontal (B), nimero de ataque lateral (C), nimero de
ameaca lateral (D), nimero de mordidas (E), tempo em segundos de self-grooming (F) e comportamento
maternal em segundos (G). Valores expressos como média =+ EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando
comparado com as ratas tratadas com salina.

5.3 EFEITO DA DEXAMETASONA NO LABIRINTO EM T ELEVADO E NO CAMPO
ABERTO

Na figura 6A pode-se observar que as ratas lactantes tratadas com veiculo tiveram as
laténcias de linha base, esquiva 1 e esquiva 2 diminuidas (p<0,05) quando comparadas com
ratas ndo lactantes. As ratas lactantes tratadas com dexametasona tiveram um aumento na
laténcia de linha base (p<0,05), esquiva 1 (p<0,01) e esquiva 2 (p<0,05) quando comparadas
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as ratas lactantes tratadas com salina. Nao houve diferenga significativa entre as ratas nao
lactantes tratadas com dexametasona ou salina.

Com relagdo a laténcia para fuga (Figura 6B), ratas lactantes tratadas com salina
tiveram um aumento nesse parametro (p<0,05) quando comparadas com as ratas nao
lactantes. Nao houve diferenga significativa entre as ratas ndo lactantes tratadas com
dexametasona ou salina, todavia as ratas lactantes tratadas com dexametasona tiveram uma

diminuicdo na laténcia para fuga (p<0,05) quando comparadas com as ratas lactantes tratadas

com salina.
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Figura 6: Efeito da dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) ou salina (1 mL/kg) sobre a laténcia em segundos para
linha base, esquiva 1 e esquiva 2 (A) e, laténcia em segundos para fuga (B) em ratas ndo lactantes e lactantes no
labirinto em T elevado. Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05 quando comparado com as ratas ndo
lactantes. #p<0,05; ##p<0,01 quando comparado com as ratas lactantes tratadas com salina.

Com relacdo ao teste do campo aberto, pode-se observar que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos no numero de entradas na periferia e no total de entradas (Figura
7A e 7C respectivamente). Porém, foi observado, em ratas lactantes tratadas com salina, um
aumento no nimero de entradas no centro (p<0,001; Figura 7B) e conseqiientemente na razao
de entradas no centro sobre o total de entradas (p<0,001; Figura 7D) quando comparadas as
ratas ndo lactantes. O tratamento com dexametasona reverteu esse efeito, ou seja, as ratas
lactantes tratadas com dexametasona tiveram uma diminui¢do no numero de entradas no
centro (p<0,001; Figura 7B) e conseqiientemente na razdo de entradas no centro sobre o total

de entradas (p<0,001; Figura 7D) quando comparadas as ratas lactantes tratadas com salina.
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Figura 7: Efeito da dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) ou salina (I mL/kg) sobre o nimero de entradas na
periferia (A), nimero de entradas no centro (B), nlimero total de entradas (C) e razdo de entradas no centro sobre
o total de entradas (D) em ratas ndo lactantes ¢ lactantes no campo aberto. Valores expressos como média =+
EPM. ***p<0,001 quando comparado com as ratas ndo lactantes. ###p<0,001 quando comparado com as ratas
lactantes tratadas com salina.

5.4 EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE O GANHO DE PESO DA NINHADA

O tratamento com a dexametasona promoveu uma diminui¢do no ganho de peso da
ninhada quando comparado com as ratas que foram tratadas com salina (p<0,05; p<0,001;
Figura 8) apds tratamento com veiculo ou ocitocina respectivamente. No entanto, a
administracdo de ocitocina aumentou o ganho de peso da ninhada das maes que foram pré-
tratadas com dexametasona (p<0,05; Figura 8) quando comparadas com as ratas que foram

pré-tratadas com dexametasona apds a administragdo de veiculo.
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Figura 8: Efeito do tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou ocitocina (1 pg/Kg) sobre o ganho de peso da ninhada
em gramas em ratas tratadas com salina (1 mL/kg) ou com dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg). Valores expressos
como média + EPM. *p<0,05; ***p<0,001 quando comparado com as ratas lactantes pré-tratadas com salina.
#p<0,05 quando comparado com as ratas lactantes pré-tratadas com dexametasona e veiculo.
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5.5 EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE AS CONCENTRACOES PLASMATICAS
DE OCITOCINA, PROLACTINA E CORTICOSTERONA

Ap6s 15 minutos de permanéncia em posi¢ao de cifose, houve um aumento nos niveis
plasmaticos de ocitocina e prolactina (p<0,05; Figura 9A e 9B respectivamente) nas ratas
lactantes tratadas com salina quando comparadas com as ratas lactantes ndo expostas a
ninhada (tempo 0 minuto). O tratamento com dexametasona reduziu os niveis de ocitocina e
prolactina (p<0,05; Figura 9A e 9B respectivamente) nas ratas durante a lactagdo quando
comparadas com as lactantes tratadas com salina ap6s 15 minutos as ratas expressarem o
comportamento materno total. Houve um aumento na secre¢do de corticosterona apenas apos
15 minutos de permanéncia em posicdo de cifose. O tratamento com dexametasona nao
alterou os niveis de ocitocina e prolactina nas ratas que ndo foram expostas a ninhada, todavia
a dexametasona reduziu a secrecdo de corticosterona em ratas nao lactantes e lactantes

(p<0,05; Figura 9C) quando comparadas as ratas tratadas com salina.
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Figura 9: Efeito da dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) ou salina (I mL/Kg) sobre os niveis plasmaticos de
ocitocina (A), prolactina (B) e corticosterona (C) em ratas ndo lactantes e lactantes. Valores expressos como
média £ EPM. *p<0,05 quando comparado com as ratas lactantes no tempo 0 minuto. #p<0,05 quando
comparado com as ratas lactantes tratadas com dexametasona apds 15 minutos de permanéncia em
comportamento materno total.
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5.6 EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE A ATIVACAO DE c-Fos EM NEURONIOS
OCITOCINERGICOS

Apoés separagdo maternal de 2 horas, ndo foi observado marcacdo para c-Fos em

neurdnios ocitocinérgicos de ratas lactantes (dados ndo mostrados).

5.7 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HIPOTALAMO-HOPOFISE-ADRENAL
(HHA) NO COMPORTAMENTO MATERNO: POSSIVEL MEDIACAO DOS
GLICOCORTICOIDES

A andlise do CM mostrou que o tratamento com veiculo + LPS em ratas lactantes
prejudicou a construgdo do ninho, pois as ratas demoraram mais tempo para agrupar os
filhotes ¢ ndo montaram o ninho completo (Figura 10A), quando comparado com o grupo
veiculo + salina. A administragcdo de veiculo + LPS também aumentou a laténcia para a rata
pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho (p<0,05; Figura 10B), diminuiu o tempo de /icking
pups (p<0,001; Figura 10C), ndo interferiu na porcentagem de permanéncia sobre os filhotes
(Figura 10D), diminuiu a porcentagem de permanéncia na posicao de cifose (p<0,001; Figura
10E) e diminuiu a porcentagem de comportamento materno total (p<0,01; Figura 10F). Com
relacdo aos parametros ndo maternais, o tratamento com veiculo + LPS aumentou o niimero
de rearings (p<0,05; Figura 10G) e o tempo de self-grooming (p<0,05; Figura 10H) quando
comparado com as ratas tratadas com veiculo + salina. O pré-tratamento com metirapona nas
ratas tratadas com LPS reverteu parte dos efeitos produzidos pelo LPS, pois aumentou o
tempo de licking pups (p<0,01; Figura 10C), aumentou a porcentagem de permanéncia na
posicdo de cifose (p<0,001; Figura 10E), aumentou a porcentagem de comportamento
materno total (p<<0,001; Figura 10F) e diminuiu o numero de rearings (p<0,01; Figura 10G)
quando comparado com as ratas tratadas com veiculo + LPS. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos tratados com veiculo + salina e metirapona + salina.
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou metirapona (2 x 50 mg/Kg) em ratas lactantes
tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou LPS (500 pg/Kg) sobre a constru¢do do ninho (A), laténcia em segundos
para a rata pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho (B), tempo em segundos de /icking pups (C), porcentagem
de permanéncia sobre os filhotes (D), porcentagem de permanéncia na posicdo de cifose (E), porcentagem de
comportamento materno total (F), nimero de rearings (G) e tempo em segundos de self-grooming (H). Valores
expressos como média = EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas com
veiculo + salina. #p<0,05; ##p<0,01; ##p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas com veiculo + LPS.

5.8 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA NO COMPORTAMENTO
AGRESSIVO: POSSIVEL MEDIACAO DOS GLICOCORTICOIDES

A administragdo de veiculo + LPS em ratas lactantes aumentou a laténcia para o
primeiro ataque (p<0,01; Figura 11A), diminuiu o nimero de ataque frontal (p<0,001; Figura
11B), diminuiu o nimero de ataque lateral (p<0,001; Figura 11C), diminuiu o nimero de
ameaga lateral (p<0,001; Figura 11D), ndo alterou o tempo em segundos de self-grooming
(Figura 11E) e comportamento maternal (Figura 11F) quando comparado com as ratas
tratadas com veiculo + salina. O tratamento com metirapona + salina aumentou somente o
numero de ameaga lateral (p<0,01; Figura 11D) quando comparado com as ratas tratadas com
veiculo + LPS. As ratas que foram tratadas com metirapona + salina tiveram a laténcia para o
primeiro ataque aumentada (p<0,01; Figura 11A), o niumero de ataque frontal (p<0,001;

Figura 11B), o nimero de ataque lateral (p<0,001; Figura 11C) e o numero de ameaca lateral
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(p<0,001; Figura 11D) diminuidos quando comparados as ratas tratadas com veiculo + salina.

Nao houve alteracdo no tempo de self-grooming (Figura 11E) e comportamento maternal

entre os diferentes grupos em estudo.
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Figura 11: Efeito do pré-tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou metirapona (2 x 50 mg/Kg) em ratas lactantes
tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou LPS (500 pg/Kg) sobre a laténcia em segundos para o primeiro ataque (A),
numero de ataque frontal (B), nimero de ataque lateral (C), nimero de ameaca lateral (D), nimero de mordidas
(E), tempo em segundos de self~grooming (F) e comportamento maternal em segundos (G). Valores expressos
como média + EPM. **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas com veiculo + salina.
##p<0,01 quando comparado com as ratas tratadas com veiculo + LPS.

5.9 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA NO LABIRINTO EM T ELEVADO E
NO CAMPO ABERTO: POSSIVEL MEDIACAO DOS GLICOCORTICOIDES

Na figura 12A pode-se observar que as ratas tratadas com veiculo + LPS tiveram as
laténcias de linha base e esquiva 1 (p<0,05) aumentadas quando comparadas com as ratas
tratadas com veiculo + salina. No entanto, as ratas que foram pré-tratadas com metirapona +
LPS tiveram esses parametros revertidos (p<0,05) quando comparados com o grupo veiculo +
LPS. Nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados com veiculo + salina e

metirapona + salina.

Com relagdo a laténcia para fuga (Figura 12B), ndo houve diferenca significativa entre

os diferentes grupos.
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Figura 12: Efeito do pré-tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou metirapona (2 x 50 mg/Kg) em ratas lactantes
tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou LPS (500 pg/Kg) sobre a laténcia em segundos para linha base, esquiva 1 ¢
esquiva 2 (A) e, laténcia em segundos para fuga (B) em ratas lactantes no labirinto em T elevado. Valores
expressos como média + EPM. *p<0,05 quando comparado com as ratas tratadas com veiculo + salina. #p<0,05
quando comparado com as ratas tratadas com veiculo + LPS.

Com relagdo ao teste do campo aberto, pode-se observar que o tratamento com veiculo
+ LPS diminui o nimero de entradas na periferia (p<0,001; Figura 13A), no centro (p<0,001;
Figura 13B), o total de entradas (p<0,001; Figura 13C) e a razdo de entradas no centro sobre o
total de entradas (p<0,01; Figura 13D) quando comparado as ratas tratadas com veiculo +
salina. O mesmo ocorreu com as ratas que foram tratadas com metirapona ¢ LPS, ou seja,
houve uma diminui¢do no niimero de entradas na periferia (p<0,001; Figura 13A), no centro
(p<0,001; Figura 13B), no total de entradas (p<0,001; Figura 13C) e na razdo de entradas no
centro sobre o total de entradas (p<0,01; Figura 13D) quando comparado as ratas tratadas com
veiculo + salina. Porém, as ratas tratadas com metirapona + LPS tiveram o nimero de
entradas na periferia (p<0,05; Figura 13A) e o numero total de entradas (p<0,05; Figura 13C)

aumentado quando comparado com as ratas que receberam veiculo + LPS.
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Figura 13: Efeito do pré-tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou metirapona (2 x 50 mg/Kg) em ratas lactantes
tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou LPS (500 ug/Kg) sobre o nlimero de entradas na periferia (A), nimero de
entradas no centro (B), niimero total de entradas (C) e razdo de entradas no centro sobre o total de entradas (D)
em ratas lactantes no campo aberto. Valores expressos como média + EPM. **p<0,01; ***p<0,001 quando
comparado com as ratas tratadas com veiculo + salina. #p<0,05 quando comparado com as ratas tratadas com

veiculo + LPS.

5.10 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA SOBRE AS CONCENTRACOES
PLASMATICAS DE OCITOCINA, PROLACTINA E CORTICOSTERONA

Apos 15 minutos de permanéncia em comportamento materno total, houve uma
diminui¢do nos niveis plasmaticos de ocitocina e prolactina (p<0,05; Figura 14A e 14B
respectivamente) e um aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona (p<0,05; Figura
14C) nas ratas tratadas com veiculo + LPS quando comparadas com as ratas tratadas com
veiculo + salina. O tratamento com metirapona + LPS reverteu esse efeito, ou seja, aumentou
os niveis de ocitocina e prolactina (p<0,05; Figura 14A e 14B respectivamente) e diminuiu os

niveis de corticosterona (p<0,05; Figura 14C) quando comparado com as ratas que foram

tratadas com veiculo + LPS.
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Figura 14: Efeito do pré-tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou metirapona (2 x 50 mg/Kg) em ratas lactantes
tratadas com veiculo (1 mL/Kg) ou LPS (500 ng/Kg) sobre os niveis plasmaticos de ocitocina (A), prolactina (B)
e corticosterona (C) em ratas lactantes. Valores expressos como média = EPM. *p<0,05 quando comparado com
as ratas tratadas com veiculo + salina. #p<0,05 quando comparado com as ratas tratadas com veiculo + LPS.

5.11 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO MATERNO

Apos separacao maternal de 12 horas, o tratamento com dexametasona em ratas
lactantes prejudicou a construcdo do ninho, pois as ratas demoraram mais tempo para agrupar
os filhotes e ndo montaram o ninho completo (Figura 15A). A administragdo de dexametasona
também aumentou a laténcia para a rata pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho (p<0,05;
Figura 15B), diminuiu o tempo de licking pups (p<0,01; Figura 15C), ndo interferiu na
porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (Figura 15D), diminuiu a porcentagem de
permanéncia na posicdo de cifose (p<0,05; Figura 15E) e diminuiu a porcentagem de
comportamento materno total (p<0,5; Figura 15F). Com relacdo aos pardmetros nao
maternais, o tratamento com dexametasona nao alterou o numero de rearings (Figura 15G) e
aumentou o tempo de self-grooming (p<0,05; Figura 15H).

O tratamento com AM251 ndo alterou nenhum pardmetro comportamental em ratas
pré-tratadas com salina, mas reverteu os efeitos promovidos pela dexametasona, uma vez, que
as ratas que foram tratadas com DEXA + AMZ251 tiveram a laténcia para a rata pegar o
primeiro filhote e leva-lo ao ninho diminuida (p<0,05; Figura 15B), o tempo de licking pups

(p<0,05; Figura 15C), a porcentagem de permanéncia na posi¢ao de cifose (p<0,05; Figura
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15E) e a porcentagem de comportamento materno total (p<0,5; Figura 15F) aumentados

quando comparados as ratas que foram tratadas com DEXA + veiculo.
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Figura 15: Efeito do tratamento com antagonista do receptor CB1 (AM251; 3 mg/kg) em ratas lactantes pré-
tratadas com salina (1 mL/kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) sobre a construgdo do ninho (A), laténcia em
segundos para a rata pegar o primeiro filhote ¢ leva-lo ao ninho (B), tempo em segundos de licking pups (C),
porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (D), porcentagem de permanéncia na posi¢do de cifose (E),
porcentagem de comportamento materno total (F), numero de rearings (G) e tempo em segundos de self-
grooming (H). Valores expressos como média + EPM. *p<0,05; **p<0,01 quando comparado com as ratas
tratadas com salina + veiculo. #p<0,05 quando comparado com as ratas tratadas com DEXA + veiculo.

5.12 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO COMPORTAMENTO AGRESSIVO

A administragcdo de dexametasona em ratas lactantes aumentou a laténcia em segundos
para o primeiro ataque (p<0,01; Figura 16A), diminuiu o niimero de ataque frontal (p<0,05;
Figura 16B), diminuiu o nimero de ameagca lateral (p<0,05; Figura 16D) e diminuiu o tempo
em segundos de comportamento materno (p<0,05; Figura 16F) quando comparado com as
ratas tratadas com salina + veiculo. O AM251 reverteu o efeito promovido pela dexametasona
uma vez que as ratas que foram tratadas com DEXA + AM251 tiveram a laténcia para o
primeiro ataque diminuida, o nimero de ataque frontal, ameaca lateral e comportamento
materno aumentado (p<0,05; Figura 16A, B, D e F respectivamente) quando comparadas com
as ratas tratadas com DEXA + veiculo. A administragdo de AM251 em ratas lactantes pré-

tratadas com salina ndo provocou alteracao em nenhum parametro comportamental analisado.
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Figura 16: Efeito do tratamento com antagonista do receptor CB1 (AM251; 3 mg/kg) em ratas lactantes pré-
tratadas com salina (1 mL/kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) sobre a laténcia em segundos para o
primeiro ataque (A), nimero de ataque frontal (B), nimero de ataque lateral (C), nimero de ameaga lateral (D),
numero de mordidas (E), tempo em segundos de self~grooming (F) e comportamento maternal em segundos (G).
Valores expressos como média = EPM. *p<0,05; **p<0,01 quando comparado com as ratas tratadas com salina
+ veiculo. #p<0,05 quando comparado com as ratas tratadas com DEXA + veiculo.

5.13 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO LABIRINTO EM T ELEVADO E NO CAMPO ABERTO

Na figura 17A pode-se observar que as ratas lactantes tratadas com DEXA + veiculo
tiveram um aumento na laténcia de linha base (p<0,01), esquiva 1 (p<0,001) e esquiva 2
(p<0,01) quando comparadas com as ratas lactantes tratadas com salina + veiculo. O AM251
quando administrado apds a dexametasona reverteu parte dos efeitos produzidos pela
dexametasona, pois diminuiu a laténcia de linha base (p<0,01) e esquiva 1 (p<0,01) quando
comparadas com as ratas que foram tratadas com DEXA + veiculo. Ainda com relagdo a esses
parametros, ndo houve diferenga significativa entre as ratas tratadas com salina + veiculo e
salina + AM251.

Com relagdo a laténcia para fuga (Figura 17B), tanto as ratas tratadas com DEXA +
veiculo como as ratas tratadas salina + AM251 tiveram uma diminui¢do na laténcia para fuga
(p<0,05) quando comparadas com as ratas lactantes tratadas com salina + veiculo. O AM251
quando administrado apds a dexametasona, reverteu esse efeito (p<0,01), sem alterar tais

parametros em ratas tratadas com salina.
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Figura 17: Efeito do tratamento com antagonista do receptor CB1 (AM251; 3 mg/kg) em ratas lactantes pré-
tratadas com salina (1 mL/kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) sobre a laténcia em segundos para linha
base, esquiva 1 e esquiva 2 (A) e, laténcia em segundos para fuga (B) em lactantes no labirinto em T elevado.
Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com as ratas
tratadas com salina + veiculo. ##p<0,01 quando comparado com as ratas tratadas com DEXA + veiculo.

No teste do campo aberto, pode-se observar que a dexametasona reduziu o nimero de
entradas no centro (p<0,01; Figura 18B) e a razdo de entradas no centro sobre o total de
entradas (p<0,001; Figura 18D) quando comparado com as ratas tratadas com salina +
veiculo. O tratamento com AM251 reverteu esse efeito p<0,05; Figura 18B e 18D) quando
comparado com as ratas tratadas com DEXA + veiculo. O tratamento com AM251 ndo
alterou o numero de entradas no centro, na periferia, total de entradas de ratas tratadas com

salina. Nao houve alteragdo no nimero de entradas na periferia € no nimero total de entradas

nos diferentes grupos.
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Figura 18: Efeito do tratamento com antagonista do receptor CB1 (AM251; 3 mg/kg) em ratas lactantes pré-
tratadas com salina (1 mL/kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) sobre o nimero de entradas na periferia (A),
numero de entradas no centro (B), nimero total de entradas (C) e razdo de entradas no centro sobre o total de
entradas (D) em ratas lactantes no campo aberto. Valores expressos como média = EPM. **p<0,01; ***p<0,001
quando comparado com as ratas tratadas com salina + veiculo. #p<0,05 quando comparado com as ratas tratadas
com DEXA + veiculo.

5.14 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NA EXPRESSAO DE c¢-Fos NA BST E MnPO E EM NEURONIOS
OCITOCINERGICOS NO PVN E SON

Na figura 19 pode-se observar que o tratamento com DEXA + veiculo diminuiu o
nimero de células positivas para c-Fos na BST (Figura 19A; p<0,001), no MnPOd (Figura
19B; p<0,05) e no MnPOv (Figura 19C; p<0,05) quando comparado com as ratas que foram
tratadas com salina + veiculo. O tratamento com AM251 reverteu o efeito da dexametasona,
ou seja, as ratas que foram tratadas com DEXA + AMZ251 tiveram o numero de células
positivas para c-Fos na BST (Figura 19A; p<0,01), no MnPOd (Figura 19B; p<0,05) e no
MnPOv (Figura 19C; p<0,05) aumentados quando comparados com o grupo DEXA +

veiculo, sem alterar o nimero de c-Fos no BST, MnPOd e MnPOv de ratas tratadas com

salina.
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Figura 19: Fotomicrografias representativas (10x) de cortes de encéfalos mostrando células positivas para c-Fos na BST (A),
MnPOd (B) e MnPOv (C) em ratas lactantes pré-tratadas com salina (1 mL/Kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) seguido
pelo tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou AM251 (3 mg/Kg). Escala: 100 um. Ao lado estdo os graficos do nimero de
células positivas para c-Fos para cada quadro de fotomicrografias. Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05;
*#*p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas com salina + veiculo. #p<0,05; #p<0,01 quando comparado com as
ratas tratadas com DEXA + veiculo.

Com relagdo a expressdo de c-Fos em neurdnios ocitocinérgicos, pode-se observar que

o tratamento com DEXA + veiculo diminuiu o nimero de células positivas para c-Fos nos
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neurdnios ocitocinérgicos do PVN (Figura 20A; p<0,001) e do SON (Figura 20B; p<0,001)
quando comparado com as ratas que foram tratadas com salina + veiculo. O tratamento com
AM251 reverteu o efeito da dexametasona, ou seja, as ratas que foram tratadas com DEXA +
AM251 tiveram o numero de células positivas para c-Fos nos neur6nios ocitocinérgicos do
PVN (Figura 20A; p<0,001) e do SON (Figura 20B; p<0,001) aumentados quando
comparados com o grupo DEXA + veiculo, sem alterar o nimero de c-Fos em neurdnios

ocitocinérgicos no PNV e SON de ratas tratadas com salina.
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Figura 20: Fotomicrografias representativas (20x) de cortes de encéfalos mostrando células positivas para c-Fos
nos neurénios ocitocinérgicos do PVN (A) e do SON (B) em ratas lactantes pré-tratadas com salina (1 mL/Kg)
ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) seguido pelo tratamento com veiculo (1 mL/Kg) ou AM251 (3 mg/Kg). Em
detalhe, o citoplasma de neurdnios ocitocinérgicos ou dupla marcacdo c-Fos/OT. Escala: 50 pm. Ao lado estdo
os graficos do nimero de células positivas para c-Fos nos neurdnios ocitocinérgicos para cada quadro de
fotomicrografias. Valores expressos como média + EPM. ***p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas
com salina + veiculo. ###p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas com DEXA + veiculo.
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5.15 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE A ACAO DA
DEXAMETASONA NO GANHO DE PESO DA NINHADA

Na figura 21 pode ser observado que as ratas que foram tratadas com DEXA + veiculo
tiveram o ganho de peso das suas ninhadas diminuido quando comparado com as ninhadas
das ratas do grupo salina + veiculo (p<0,01). No entanto, a administragdo de AM251
aumentou o ganho de peso da ninhada das maes que foram pré-tratadas com dexametasona
(p<0,05) quando comparado com as ninhadas das ratas que foram tratadas com DEXA +

veiculo.
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Figura 21: Efeito do tratamento com antagonista do receptor CB1 (AM251; 3 mg/kg) em ratas lactantes pré-
tratadas com salina (1 mL/kg) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/Kg) sobre o ganho de peso da ninhada. Valores
expressos como média £ EPM. **p<(0,01quando comparado com as ratas tratadas com salina + veiculo. #p<0,05
quando comparado com as ratas tratadas com DEXA + veiculo.

5.16 EFEITO DO WIN55,212-2 (AGONISTA DO RECEPTOR CBl) NO
COMPORTAMENTO MATERNO

A analise do CM mostrou que o tratamento com WIN 1 ou 3 mg/Kg em ratas lactantes
prejudicou a constru¢do do ninho, pois as ratas demoraram mais tempo para agrupar 0s
filhotes ¢ ndo montaram o ninho completo (Figura 21A). A administracio de 3 mg/Kg
aumentou a laténcia para a rata pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho (p<0,01; Figura
21B) e diminuiu o tempo de licking pups (p<0,01; Figura 21C) quando comparado com as
ratas tratadas com veiculo. Nao houve diferenga significativa entre os grupos na porcentagem
de permanéncia sobre os filhotes (Figura 21D). A administracdo de WIN (1 ou 3 mg/Kg)
diminuiu a porcentagem de permanéncia na posicdo de cifose (p<0,05 e p<0,001
respectivamente; Figura 21E) e diminuiu a porcentagem de comportamento materno total

(p<0,05 e p<0,001 respectivamente; Figura 21F) quando comparado com as ratas tratadas
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com veiculo. Com relagdo aos pardmetros ndo maternais, o tratamento com WIN 3 mg/Kg
aumentou o tempo self-grooming (p<0,05; Figura 21H) quando comparado com as ratas

tratadas com veiculo.
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Figura 22: Efeito da administragdo de agonista do receptor CB1, WIN (nas doses de 1 e 3 mg/Kg) sobre a
construcdo do ninho (A), laténcia em segundos para a rata pegar o primeiro filhote e leva-lo ao ninho (B), tempo
em segundos de licking pups (C), porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (D), porcentagem de
permanéncia na posi¢do de cifose (E), porcentagem de comportamento materno total (F), nimero de rearings
(G) e tempo em segundos de self-grooming (H). Valores expressos como média = EPM. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 quando comparado com as ratas tratadas com veiculo (1 mL/Kg).

5.17 EFEITO DO WINS55,212-2 (AGONISTA DO RECEPTOR CBIl) NO
COMPORTAMENTO AGRESSIVO

A administragdo de WIN (3 mg/Kg) aumentou a laténcia em segundos para o primeiro
ataque (p<0,05; Figura 22A) quando comparado ao grupo veiculo. O tratamento com WIN 1
ou 3 mg/Kg diminuiu o numero de ataque frontal (p<0,05 e p<0,01 respectivamente; Figura
22B), diminuiu o numero de ataque lateral (p<0,05 e p<0,01 respectivamente; Figura 22C),
diminuiu o numero de ameaga lateral (p<0,01 e p<0,001 respectivamente; Figura 22D) e
diminuiu o comportamento maternal em segundos (p<0,001; Figura 22F) quando comparado
com as ratas que foram tratadas com veiculo. Nao houve diferenga significativa entre os

grupos quanto ao tempo de grooming (Figura 22E).
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Figura 23: Efeito da administragdo de agonista do receptor CB1, WIN (nas doses de 1 ¢ 3 mg/Kg) sobre a
laténcia em segundos para o primeiro ataque (A), nimero de ataque frontal (B), numero de ataque lateral (C),
numero de ameaca lateral (D), tempo em segundos de self-grooming (E) e comportamento maternal em segundos
(F). Valores expressos como média =+ EPM. P<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com as ratas
tratadas com veiculo (1 mL/Kg).

5.18 EFEITO DO WINS55,212-2 NO LABIRINTO EM T ELEVADO E NO CAMPO
ABERTO

Na figura 23 pode ser observado que o tratamento com WIN 3 mg/Kg aumentou a
laténcia em segundos para linha base e esquiva 1(p<0,05; Figura 23A) quando comparado as
ratas tratadas com veiculo. As ratas que foram tratadas com WIN 1 ou 3 mg/Kg tiveram o

tempo para fuga diminuido (p<0,05; Figura B) quando comparado com as ratas do grupo

veiculo.
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Figura 24: Efeito da administragdo de agonista do receptor CB1, WIN (nas doses de 1 ¢ 3 mg/Kg) sobre a
laténcia em segundos para linha base, esquiva 1 e esquiva 2 (A) e, laténcia em segundos para fuga (B) em ratas
lactantes no labirinto em T elevado. Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 quando comparado as ratas
lactantes tratadas com veiculo (1 mL/Kg).

Linha base Esquiva1 Esquiva 2

Com relacdo ao teste do campo aberto, pode-se observar que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos no numero de entradas na periferia e no total de entradas (Figura

24A e 24C respectivamente). Porém, foi observado uma diminui¢do no niimero de entradas no
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centro nas ratas tratadas com WIN 1 ou WIN 3 mg/Kg (p<0,001 p<0,01 respectivamente;
Figura 24B) e conseqiientemente na razao de entradas no centro sobre o total de entradas

(p<0,01 p<0,05 respectivamente; Figura 24D) quando comparadas as ratas tratadas com

veiculo.
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Figura 25: Efeito da administragdo de agonista do receptor CB1, WIN (nas doses de 1 e 3 mg/Kg) sobre o
numero de entradas na periferia (A), nimero de entradas no centro (B), numero total de entradas (C) e razdo de
entradas no centro sobre o total de entradas (D) em ratas ndo lactantes ¢ lactantes no campo aberto. Valores
expressos como média = EPM. ***p<0,001 quando comparado com as ratas ndo lactantes. ###p<0,001 quando

comparado com as ratas lactantes tratadas com salina (1 mL/Kg).

5.19 EFEITO DO WIN55,212-2 NA EXPRESSAO DE ¢-FOS NA BST E MNPO E EM
NEURONIOS OCITOCINERGICOS NO PVN E SON

Na figura 25 pode-se observar que o tratamento com WIN (1 ou 3 mg/Kg) diminuiu o
numero de células positivas para c-Fos na BST (Figura 25A; p<0,001) e no MnPOd (Figura
23B; p<0,01) quando comparado com as ratas que foram tratadas com veiculo. Nao houve
diferenga significativa quanto ao nimero de células positivas para c-Fos no MnPOv entre os

grupos experimentais.
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Figura 26: Fotomicrografias representativas (10x) de cortes de encéfalos mostrando células positivas para c-Fos
na BST (A), MnPOd (B) e MnPOv (C) em ratas lactantes pré-tratadas com WIN (1 mg/Kg) e WIN (3 mg/Kg).
Escala: 100 um. Abaixo estdo os graficos do numero de células positivas para c-Fos para cada quadro de
fotomicrografias. Valores expressos como média = EPM. **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com as
ratas tratadas com veiculo (1 mL/Kg).

Com relagdo a expressdo de c-Fos em neur6nios ocitocinérgicos, o tratamento com
WIN (1 ou 3 mg/Kg) diminuiu o nimero de células positivas para c-Fos nos neurdnios
ocitocinérgicos do PVN (Figura 26A; p<0,001) e do SON (Figura 26B; p<0,001) quando

comparado com as ratas que foram tratadas com veiculo.
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Figura 27: Fotomicrografias representativas (20x) de cortes de encéfalos mostrando células positivas para c-Fos
nos neurdnios ocitocinérgicos do PVN (A) e do SON (B) em ratas lactantes pré-tratadas WIN (1 mg/Kg) e WIN
(3 mg/Kg). Em detalhe, o citoplasma de neurénios ocitocinérgicos ou dupla marcac¢do c-Fos/OT. Escala: 50 pm.
Abaixo estdo os graficos do numero de células positivas para c-Fos nos neurdnios ocitocinérgicos para cada
quadro de fotomicrografias. Valores expressos como média + EPM. **p<0,01 e ***p<0,001 quando comparado
com as ratas tratadas com veiculo (1 mL/Kg).

5.20 EFEITO DO WINS55,212-2 SOBRE O GANHO DE PESO DA NINHADA

Na figura 27 pode ser observado que as ratas que foram tratadas com WIN (1 ou 3
mg/Kg) tiveram o ganho de peso das suas ninhadas diminuido quando comparado com as

ratas do grupo controle (p<0,05).
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Figura 28: Efeito da administragdo de agonista do receptor CB1, WIN (nas doses de 1 e 3 mg/Kg) sobre o ganho
de peso da ninhada em gramas. Valores expressos como média £ EPM. *p<0,05 quando comparado com as ratas

lactantes tratadas com veiculo (1 mL/Kg).
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6. DISCUSSAO



6.1 EFEITO DA DEXAMETASONA SOBRE AS RESPOSTAS NEUROENDOCRINAS E
COMPORTAMENTAIS EM RATAS LACTANTES

A administragdo de dexametasona reduziu o comportamento materno, assim como o
comportamento agressivo, reduziu a secrecao de prolactina e ocitocina, diminuiu a eje¢do de
leite em ratas lactantes além de reverter a ansiolise maternal.

Durante a lactagdo ocorre uma variedade de alteragcdes hormonais € comportamentais
na mae (CHAMPAGNE et al., 2003; GROSVENOR et al., 1986). O estimulo de succao
aumenta as concentragdes plasmaticas de ocitocina (HIGUCHI et al., 1985; HIGUCHI et al.,
1986; TAYA; GREENWALD, 1982), prolactina (TAYA; SASAMOTO, 1990; TAYA;
GREENWALD, 1982; TAYA; SASAMOTO, 1989; GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001) e
corticosterona (VOOGT et al., 1969) enquanto diminui as concentragdes de LH (hormonio
luteinizante) e FSH (hormoénio foliculo estimulante) (TAYA; SASAMOTO, 1990; TAYA;
GREENWALD, 1982; TAYA; SASAMOTO, 1989). Durante a succao, a sintese ¢ liberagao
de ambos os hormonios, prolactina e ocitocina, esta sob controle de diversos, fatores
hipotalamicos e extra-hipotalamicos, (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001; VOOGT et al., 1969;
FREEMAN et al., 2000; BEN-JONATHAN; HNASKO, 2001), mas a influéncia dos
glicocorticdides sobre a liberagdo destes hormonios, assim como sua relagdo com aspectos
comportamentais durante a lactacao era pouco estudada.

Sabendo-se que a ejecdo de leite ocorre apenas durante os picos plasmaticos de
ocitocina, a diminuicdo dos niveis de ocitocina durante a lactagdo em ratas tratadas com
dexametasona pode resultar em menor transferéncia de leite para os filhotes, representando
assim um menor ganho de peso da ninhada.

No periodo da lactagdo, ocorre um acentuado aumento na regulagdo da expressdo de
receptor para prolactina no plexo cordide e no hipotdlamo. Na maioria dos nucleos
hipotaldmicos hd um aumento significativo no nimero de neurdnios imunorreativos para o
receptor de prolactina (PI; GRATTAN, 1999). Além disso, alguns nucleos do hipotadlamo
incluindo o PVN e o nucleo ventromedial, que ndo expressam receptor para prolactina em
ratas ndo lactantes, passam a expressa-los durante a lactacao.

Essas adaptagdes sdo fundamentais para o desenvolvimento e manutencao da lactagao
e sugerem um efeito da prolactina no SNC. Em contraste a muitos outros neuropeptideos, a
prolactina que ¢ secretada para o sangue, chega ao SNC através do transporte ativo mediado

por receptor via células do plexo cordide (WALSH et al., 1987).
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Além de seus efeitos periféricos conhecidos sobre as glandulas mamarias, a prolactina
desempenha um importante papel na regulagdo do comportamento materno no SNC
(BRIDGES et al., 1985; BRIDGES et al., 1990; MELO et al., 2009). Um estudo mostrou que
a prolactina administrada na area pré optica medial promoveu um aumento no comportamento
materno (BRIDGES et al., 1990). A confirmagdo do papel da prolactina no comportamento
materno pode ser demonstrada em outro estudo com camundongos knockout para receptores
de prolactina. Nesse estudo, os camundongos demonstraram diminuicdo ou auséncia de
comportamento materno durante a lactacdo (LUCAS et al., 1998). Em ratas, a infusdo i.c.v.
cronica de um antisense seletivo para receptor de prolactina também diminuiu o
comportamento materno durante a lactagdo (TORNER et al., 2002).

Esses estudos corroboram os nossos achados e juntamente sugerem que a diminuicao
na secrecdo de prolactina influencia na interrup¢do do CM induzida pela administracdo de
dexametasona.

A succdo mamilar também influencia na secre¢dao de ocitocina (MOOS et al., 1989;
LENG et al., 2008). A sintese de ocitocina ocorre principalmente em neurdnios dos PVN e
SON do hipotdlamo e ¢ liberada dos terminais nervosos para a hipofise posterior e para
diversas outras regides cerebrais. Em ratas lactantes, a suc¢do estimula a liberagdo simultanea
de ocitocina para a corrente sanguinea ¢ para o SNC (MOOS et al., 1989; NEUMANN et al.,
1993a; LENG et al., 2008; KENDRICK 2000; NEUMANN et al., 1993b). A liberagdo de
ocitocina em resposta a suc¢do tem sido medida utilizando o método de microdialise no
hipotalamo médio basal, no bed nucleo da estria terminal e na area pré oOptica medial de
ovelhas durante a lactagdo (NEUMANN et al., 1993a; KENDRICK 2000; NEUMANN et al.,
1993b).

A ocitocina liberada pelos neurdnios no SNC estd envolvida na regulagdo do
comportamento reprodutivo e materno além de ser um componente critico na resposta
integrada ao estresse (LANDGRAF; NEUMANN, 2004; NEUMANN, 2007). As areas do
SNC onde a ocitocina atua, incluem muitas estruturas do hipotalamo e do sistema limbico que
recebem proje¢des de neurdnios ocitocinérgicos hipotaldmicos e sdo componentes de uma
rede regulatoria que controlam funcgdes fisiologicas e comportamentais especificas
(NEUMANN, 2007).

Comprovando o papel da ocitocina endégena em controlar o comportamento materno,
alguns estudos demonstraram que a infusdo de um antagonista de ocitocina no SNC bloqueou

o inicio do comportamento materno em ratas que tinham acabado de ter seus filhotes
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(FAHRBACH et al., 1985; VAN LEENGOED et al., 1987). Em adigdo, nosso estudo sugere
que a diminui¢do na secre¢do de ocitocina influencia na interrup¢do do CM induzida pela
administracao de dexametasona.

Manipulacdes farmacoldgicas feitas no sistema ocitocinérgico no nucleo central da
amigdala, no bed nucleo da estria terminal e na por¢do parvocelular do PVN mostraram
mudangas na agressao maternal (GIOVENARDI et al., 1998; JOHNS et al., 1998; ELLIOTT
et al., 2001; LUBIN et al., 2003). Estas areas estdo envolvidas no comportamento agressivo
(INSEL, 1992; CHOZICK, 1986; KEMBLE et al., 1990; GAMMIE; NELSON, 2001) e no
comportamento materno (CONSIGLIO et al., 2005; FRANCIS et al., 2000; KENDRICK et
al., 1992) e elas exibem uma alta densidade de receptores para ocitocina (TRIBOLLET et al.,
1992).

A agressdo maternal ¢ um tipo de comportamento que faz parte do repertorio
comportamental que as fémeas adotam assim que seus filhotes nascem. A influéncia de
horménios, incluindo os glicocorticoides, nesse tipo de comportamento ainda ndo ¢
completamente elucidada. Similar aos outros comportamentos maternais, a dexametasona
reduziu a agressdo maternal nas ratas e esse efeito pode ser mediado pela ocitocina e
prolactina.

Regides do SNC como o sistema olfatorio, nucleos da base, o sistema limbico, o
talamo, o hipotalamo e o tronco cerebral expressam altos niveis de receptores para ocitocina
(GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001; TRIBOLLET et al., 1988; YOSHIMURA et al., 1993;
VEINANTE; FREUND-MERCIER, 1997; YOSHIDA et al., 2009), sugerindo uma
convergéncia de vias comportamentais ¢ neuroendocrinas. Curiosamente, os glicocorticoides
circulantes exercem efeitos regulatérios nos receptores centrais para ocitocina, modulando sua
expressdo em muitas estruturas encefalicas (LIBERZON et al., 1994; LIBERZON; YOUNG,
1997; PATCHEYV et al., 1993).

Os glicocorticoides diminuem a secrecdo nao s6 de ocitocina, mas também de
prolactina. Este efeito pode ser observado em ratos machos em resposta a expansao de volume
isotonico e hipertonico, em que a dexametasona suprimiu a secrecao de prolactina e ocitocina
(LAUAND et al., 2007; TORNER et al., 2002). Além disso, a dexametasona reduziu a
secre¢dao de ocitocina e a expressao de c-Fos em neurdénios magnocelulares do PVN ¢ SON
em ratos machos submetidos a expansdo de volume sanguineo e estimulagdo colinérgica

central (RUGINNSK et al., 2007; LAUAND et al., 2007).
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Outros estudos sugerem que a ag¢ao dos glicocorticoéides nos neurénios magnocelulares
seja predominantemente inibitéria. Alguns pesquisadores acreditam que os glicocorticoides
podem agir em receptores transmembrana acoplados a proteina G para estimular a liberacao
de endocanabinodides no hipotalamo (DI ef al., 2003; DI et al., 2005). Subsequentemente, 0s
endocanabinoides poderiam agir como mensageiros retrogrados que ndo somente inibiriam a
liberagdo de glutamato, mas também estimulariam a liberagio de GABA (4cido y-
aminobutirico) contribuindo assim para a diminui¢ao da atividade de neurdnios hipotalamicos
parvocelulares e magnocelulares (RUGINNSK et al., 2009; RUGINNSK ef al., 2010). Esta
hipdtese também sugere um mecanismo pelo qual os glicocorticoides podem suprimir a
resposta hormonal a suc¢do que € essencial para promover a lactacdo e o comportamento
materno.

Em condi¢cdes de estresse, os glicocorticoides modulam fungdes essenciais como
metabolismo, imunidade e atividade cardiovascular, enquanto simultaneamente suprimem
fungdes ndo essenciais como sexual, reprodutiva e comportamento materno (WINGFIELD;
SAPOLSKY, 2003). Consequentemente, alguns autores tém sugerido que a resposta do eixo
HHA ao estresse pode ser diminuida durante periodos de alto investimento (dedicacdao) na
reproducdo, protegendo este esforco reprodutivo de possivel interrup¢do induzida pela
resposta ao estresse (WINGFIELD; SAPOLSKY, 2003; BOKONY et al., 2009).

Consistente com esta hipotese, durante a lactagdo, a variagdo circadiana na atividade
do eixo HHA ¢ interrompida e as respostas a agentes estressores sao atenuadas. Com isso,
varios estimulos estressores sao quase que incapazes de estimular o eixo HHA durante a
lactacio (BRUNTON et al., 2008; SHANKS et al., 1999) e as variagdes nos niveis de
glicocorticdides sdo atenuadas. Limitar as flutuagdes (principalmente aumentos) na secre¢ao
de glicocorticoides sdo importantes para evitar seus efeitos catabolicos, que durante a
lactacdo, tal limitacdo contribuiria com a manutencao do aporte energia proveniente do leite
para a prole (BRUNTON ez al., 2008).

As adaptagdes do eixo HHA durante a lactagdo sdo necessarias para limitar a liberagao
de glicocorticdides para os filhotes, protegendo-os contra os efeitos adversos da excessiva
ativacdo do eixo HHA (BRUNTON et al., 2008). Entretanto, o efeito da administracdo aguda
de glicocorticdides sobre as respostas neuroenddcrinas e comportamentais ¢ pouco estudado.
Em nosso estudo, concluimos que o tratamento com dexametasona reduziu as respostas
neuroenddcrinas e atenuou o comportamento materno e agressivo em ratas lactantes. Estes

resultados sugerem que o significado funcional dessas respostas do eixo HHA durante a
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lactacdo esta envolvido em respostas neuroenddcrinas € comportamentais adequadas a sucgao.

Outra alteracdo comportamental expressa durante a lactacdo ¢ a chamada ansiolise
maternal. Nossos experimentos revelaram que o tratamento com dexametasona alterou a
aquisi¢do da esquiva inibitoria em ratas lactantes e diminuiu a laténcia para fuga no labirinto
em T elevado. Em adi¢do, a dexametasona reduziu o nimero de entradas no centro do campo
aberto e diminuiu o efeito anti-tigmotatico em ratas lactantes.

Embora o labirinto em T elevado e o campo aberto serem modelos preditivos para
ansiedade, ambos induzem a diferentes tipos de comportamentos em animais, € estes
comportamentos sdo analogos a diferentes psicopatologias. Assim, o labirinto em T elevado ¢
um aparato que permite avaliar respostas relacionadas ao medo condicionado (esquiva
inibitdria) e ao medo inato (tempo de fuga) (GRAEFF ef al., 1998). O teste de campo aberto
pode ser usado para avaliar o efeito anti-tigmotatico e a atividade locomotora dos animais
(PRUT, BELZUNG 2003; VILELA et al., 2009). As ratas lactantes tratadas com veiculo
mostraram redugdo da responsividade emocional, que foi avaliada pelo labirinto em T elevado
e campo aberto, mostrando um comportamento tipico de ansiolise maternal (FERREIRA et
al., 1989; FLEMING; LUEBKE, 1981; LONSTEIN, 2007).

A ansiolise maternal das ratas lactantes ¢ modulada pelos filhotes. Assim, a presenca
dos filhotes pode induzir ou potencializar a ansidlise no campo aberto (FLEMING; LUEBKE,
1981) e em testes de conflito (FERREIRA et al., 1989). A maneira pela qual os filhotes
reduzem respostas relacionadas a ansiedade nas ratas lactantes nesses modelos ¢
desconhecida, mas eles certamente aumentam a motivagdo maternal para gastar mais energia
e superar adversidade para garantir a propria sobrevivéncia. Todavia, essas mudancas
comportamentais apos o parto parecem depender de alteragdes hormonais, tais como aumento
nos niveis de ocitocina e prolactina (NEUMANN et al., 2000; LONSTEIN et al., 1998;
BOSCH; NEUMANN, 2008).

Ambos os hormoénios tém demonstrado ter propriedades ansioliticas ndo somente na
lactagdo. Em ratas nuliparas e em ratos machos, a administragdo central de ocitocina resulta
em niveis reduzidos de ansiedade no labirinto em cruz elevado e na caixa claro escuro. A
injecdo cronica i.c.v. de ocitocina via mini-bombas osmoticas resultou em diminuicdo da
ansiedade de ratas lactantes (BOSCH; NEUMANN, 2008). Em adi¢ao, a elevacao cronica de
ocitocina no SNC em ratas nuliparas estd relacionada a atenuagao da resposta emocional ao
estresse de ruido agudo (WINDLE et al., 1997). Outros estudos demonstraram que a infusdo

i.c.v. de um antagonista do receptor para ocitocina aumentou a ansiedade enquanto que
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simultaneamente reduz os cuidados maternos (BOSCH; NEUMANN, 2008) e a agressao
maternal (BOSCH et al., 2005).

Estudos prévios relataram que camundongos com baixos niveis de prolactina durante a
fase inicial da prenhes (ou gestacdo) exibiram aumento na ansiedade durante a lactagdo e as
interagdes com os filhotes foram prejudicadas (TORNER et al., 2002; SLATTERY;
NEUMANN, 2008). Adicionalmente, tem sido demonstrado que a interagdo dos filhotes com
a mae aumenta a expressao de RNAm assim como a liberagao de prolactina, especificamente
entre o PVN do hipotdlamo e areas pré Opticas nas ratas lactantes (PI; GRATTAN, 1999).
Essas regides modulam a ansiedade e sdo as duas provaveis areas cerebrais onde o contato dos
filhotes com a mae aumenta a prolactina intracerebral e reduz a ansiedade nas maes
(SLATTERY; NEUMANN, 2008).

Nossos experimentos mostraram que a diminuicdo da resposta emocional para o
labirinto em T elevado e para o teste do campo aberto é comprometida pela administracao de
dexametasona em ratas lactantes. De acordo com nossos resultados, nds sugerimos que a
dexametasona reverteu a ansidlise maternal ou exerceu um efeito ansiogénico (no labirinto em
T elevado e campo aberto) e panicogénico (no labirinto em T elevado), exclusivamente nas
ratas lactantes. Glicocorticoides afetam a resposta neuroenddcrina a sucgdo em ratas lactantes
e sdo capazes de reduzir a ocitocina e prolactina (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011). Esses
efeitos podem ser responsaveis pela reversdo da ansidlise maternal em ratas lactantes.

Em ambos os aparatos, labirinto em T elevado e campo aberto, as ratas lactantes que
foram tratadas com dexametasona mostraram um perfil semelhante ao das ratas nao lactantes.
Além disso, a dexametasona ndo alterou o padrio comportamental de ratas ndo lactantes.
Durante o periodo apds o parto, ocorre um aumento na incidéncia de desordens relacionadas
ao humor (SEYFRIED, MARCUS, 2003; MUNK-OLSEN et al., 2006, LONSTEIN, 2007 ).
A ansiedade ¢ a desordem de humor mais comum apds o parto, e pode afetar a relacao dos
filhotes com as maes (MATTHEY et al., 2003; WEINGBERG et al., 2008). Tentativas para
entender os mecanismos subjacentes da desordem de humor apds o parto tém sido dificultadas
pela falta de um modelo animal apropriado que induz a ansiedade, mas mantém as variagdes
hormonais que ocorrem durante a lactagdo. No nosso estudo, foi demonstrado que a
administracdo de dexametasona em ratas lactantes reverteu a ansidlise maternal, sugerindo
assim que os glicocorticéides podem provocar um estado semelhante com a ansiedade no

periodo pos-parto.
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6.2 INFLUENCIA DA ATIVACAO DO EIXO HHA SOBRE AS RESPOSTAS
NEUROENDOCRINAS E COMPORTAMENTAIS EM RATAS LACTANTES

Em nosso estudo, a administragdio de LPS em ratas lactantes diminuiu o
comportamento materno e agressivo, reverteu parcialmente a ansidlise maternal e reduziu a
secre¢do de prolactina e ocitocina. O pré-tratamento com a metirapona reverteu parcialmente
os efeitos que foram produzidos pela administracdo de LPS sugerindo uma possivel mediagao
feita pelos glicocorticoides enddgenos, liberados em decorréncia da ativacao do eixo HHA.

A administragdo periférica de LPS induz a diversas respostas envolvendo o sistema
nervoso central, tais como febre (KLUGER, 1991), comportamento doentio (KENT et al.,
1992), hiperalgesia (MAIER et al., 1993) e ativagdo do eixo HHA (BERKENBOSCH et al.,
1992; RIVIER et al., 1989). Citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-a, interleucina (IL)-
1B, IL-6 sdo produzidas por células do sistema imune e sdo considerados mediadores dos
sintomas ndo especificos em resposta a administragdo do LPS (ROTHWELL, 1991;
TILDERS et al., 1994; TURNBULL et al., 1995). Esta ativacdo do sistema imune pode ser
considerada como uma perturbagdo da homeostase do organismo, gerando assim uma situacao
de estresse. De fato, o LPS ¢ um potente agente estressor, € consequentemente, um estimulo
para a ativagdo do eixo HHA (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; JONES; GILLHAM,
1988).

Os glicocorticoides sdo liberados em resposta a administragdo de LPS. No entanto a
secrecdo dos glicocorticéides em resposta a ativagdo do sistema imune e outros agentes
estressores ¢ atenuada durante o periodo de lactagdo (CUI ef al., 2011).

Conforme mencionado anteriormente, nos mamiferos ocorrem mudangas fisiologicas e
comportamentais durante a gestacdo a fim de preparar a mae para o parto. Estas mudancas
incluem o aparecimento do comportamento materno (ROSENBLATT et al. 1994;
NEUMANN et al. 2001) para garantir o desenvolvimento e a sobrevivéncia da prole. Durante
a gestacdo e lactacdo a resposta ao estresse estd alterada, e tem sido demonstrado que a
atividade do eixo HHA encontra-se severamente atenuada (STERN et al. 1973; NEUMANN
et al. 1998b; RUSSELL et al. 1999). Tais mudangas parecem ser essenciais para o
desenvolvimento adequado da prole, por exemplo, prevenindo o excesso de niveis circulantes
de hormdnio do estresse.

Estudos prévios demonstraram que durante o periodo de lactacdo ocorre uma

reorganizagdo hipotalamica e algumas alteracdes nas funcdes basais do eixo HHA. Tem sido
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observado que a expressdo de RNAm de CRH esta reduzida no PVN quando comparado com
ratas ndo lactantes (WINTRIP et al., 1997).

As adaptagdes maternais e a diminui¢do das respostas ao estresse durante a gestacdo e
lactagdo sao fatores importantes para o desenvolvimento dos filhotes, pois previnem aumentos
excessivos nos niveis de glicocorticéides circulantes (ALTEMUS et al. 1995; MCCORMICK
et al. 1995; VALLEE et al. 1997; WEINSTOCK, 2001). Por exemplo, tem sido demonstrado
que ratas lactantes cujas maes foram expostas a estimulos estressores durante a lactacdo ndo
desenvolveram as adaptagcdes normais que sdo observadas durante a gestacdo (BOSCH et al.,
2007). Além disso, essas maes possuem elevada expressio de RNAm para CRH e
vasopressina no PVN sugerindo uma desregulagdo dos circuitos do estresse, que por sua vez
leva a reatividade elevada do eixo HHA nestas ratas (BOSCH et al., 2007).

Embora os mecanismos basicos de como as ratas lactantes apresentam fun¢ao do eixo
HHA alterada e resposta ao estresse diminuida ainda ndo sejam bem estabelecidos (WINDLE
et al., 1997; LIGHTMAN et al., 1998), algumas evidéncias sugerem que hd uma diminui¢ao
dos sinais excitatorios no SNC sobre as respostas ao estresse envolvendo o tronco cerebral e o
sistema limbico e ainda, niveis de catecolaminas hipotalamicas alteradas (ABBUD et al.,
1994; HOFFMAN et al., 1994; DA COSTA et al., 1996; WINTRIP et al., 1997).

De acordo com nossos resultados, a administragdo de LPS interrompeu o
comportamento materno e diminuiu a secre¢do de prolactina e ocitocina, além de elevar a
concentracdo plasmatica de corticosterona. Com isso pode-se compreender a importancia da
hiporresponsividade das ratas lactantes frente a uma situacdo de estresse, uma vez que 0s
niveis elevados de glicocorticoides circulantes podem reduzir o comportamento materno ¢ a
secre¢do de hormonios que sdo essenciais para as adaptacdes adequadas no periodo da
lactacdo (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011), e amplamente discutido na se¢do anterior.

Para provarmos que os glicocorticoides enddégenos modulam as respostas produzidas
pelo LPS, foi utilizado a metirapona. A metirapona ¢ um inibidor do citocromo P450
(WILLIAMSON, O’DONNELL, 1969) bloqueando a  11B-hidroxilagdo  de
deoxicorticosterona (DOC) em corticosterona no cortex da adrenal (JENKINS ez al., 1958) e
tem sido utilizada em roedores para estudar o papel dos glicocorticoides nos processos de
estresse (MOUSA et al., 1981; HALEEM et al., 1988; CALVO et al., 1998; MIKICS et al.,
2005).

Estudos prévios evidenciaram que a metirapona restaurou o estado febril em resposta a

administragdo de LPS em ratas gravidas. Isto por que os glicocorticdides enddgenos
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desempenham um papel importante na modulagiao da resposta a febre pelo menos em parte,
devido a sua influéncia sobre o balanco de citocinas (BRENT et al., 2011).

Existem evidéncias de que a hiporresponsividade do eixo HHA durante a gravidez ¢
mediada através de um mecanismo opioide, envolvendo um neuroesterdoide chamado de
alopregnanolona, que age na liberagdo de CRH pelos neurdénios do PVN (BRUNTON et al.,
2005; BRUNTON; RUSSELL, 2008).

Em nosso estudo, o pré-tratamento com a metirapona foi capaz de reverter os efeitos
produzidos pelo LPS no comportamento materno assim como em alguns parametros que
foram avaliados para ansiolise maternal. No entanto, a metirapona reduziu o comportamento
agressivo, de forma similar ao efeito do LPS.

Alguns estudos demonstram que a administracdo de metirapona pode levar a efeitos
contraditorios (DROUET et al., 2010), sendo que ela pode limitar comportamentos induzidos
pelo estresse. A metirapona reduz o tempo de imobilidade quando administrada uma (HEALY
et al., 1999) ou trés horas (BAEZ; VOLOSIN, 1994) antes do teste do nado for¢ado. Sua
administracao trés horas antes a exposi¢ao do choque inescapavel também diminui a resposta
durante o teste (BAEZ et al., 1996). Essas mudancas comportamentais que ocorrem durante a
exposi¢do ao estresse parecem refletir em uma diminui¢do na ansiedade. Outros estudos
revelam que a administracdo de metirapona trés horas antes a exposi¢do ao estresse de
conten¢do aumenta o tempo de permanéncia nos bragos abertos durante o teste do labirinto
em T elevado (CALVO et al., 1998; CALVO; VOLOSIN, 2001). Além disso, tem sido
demonstrado que apdés a administragdo de metirapona ocorre um aumento de 11-
desoxicortisol e deoxicorticosterona (KRUGERS et al., 2000) que sdo precursores para
sintese de corticosterona.

De acordo com nossos resultados, o pré-tratamento com a metirapona reduziu a
laténcia da esquiva inibitdria no labirinto em T elevado que foi aumentada pela administragao
de LPS em ratas lactantes. Além disso, a metirapona aumentou o nimero de entradas no
centro do campo aberto que havia sido prejudicada em ratas lactantes tratadas somente com
LPS. Assim podemos concluir que a metirapona reverteu parte dos efeitos produzidos pela
administragdo de LPS como demonstrado em estudos anteriores com outros agentes
estressores.

Por outro lado, alguns autores afirmam que a metirapona pode agir como um agente
estressor (ROTLLANT ef al., 2002). Estudos evidenciam que a administragdo de metirapona
aumenta a expressao de c-Fos no PVN e também ativa o eixo HHA (HERMAN et al., 1992).
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Além disso, a metirapona foi capaz de aumentar as concentragdes de vasopressina ¢ CRH no
sangue porta hipofisario (CONTE-DEVOLX et al., 1992) e, as concentragdes de ACTH
(CONTE-DEVOLX et al., 1992; HERMAN e al., 1992; ROTLLANT; ARMARIO, 2005).

Com isso podemos compreender parte dos efeitos produzidos pela metirapona no
comportamento de ratas lactantes, que diferentemente do comportamento materno, no qual a
metirapona ndo exerceu qualquer efeito, a metirapona exerceu efeito semelhante ao do LPS,

ou seja, diminuiu o comportamento agressivo.

6.3 PARTICIPACAO DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE SOBRE AS RESPOSTAS
NEUROENDOCRINAS E COMPORTAMENTAIS EM RATAS LACTANTES

Apds separagdao maternal de 12 horas, a dexametasona reduziu o comportamento
materno, bem como o comportamento agressivo e a ansiolise maternal. Além disso, o
tratamento com a dexametasona reduziu o nimero de células positivas para c-Fos na BST, no
MnPOd e MnPOv e, diminuiu o nimero de células positivas para c-Fos nos neuronios
ocitocinérgicos do PVN e SON. Esses efeitos eram esperados, pois a dexametasona reduziu a
secrecdo de hormonios essenciais para o desenvolvimento € manutencdo da lactagdo. No
entanto, o mecanismo pelo qual os glicocorticoéides atuam sobre respostas neuroenddcrinas
e comportamentais em ratas lactantes era até entdo desconhecido.

Os glicocorticoides secretados pelo cortex da adrenal exercem efeitos inibitorios em
muitos sistemas neuroendocrinos hipotalamicos, incluindo, mas nao limitando a regulag¢do do
feedback negativo do eixo HHA por supressdo da secre¢do de CRH dos neurénios do PVN
(HERMAN et al., 1996).

A regulagdo do feedback negativo do eixo HHA pelos glicocorticéides ocorre por uma
inibi¢do relativamente rapida da liberacdo de CRH e cronicamente por uma regulagdo para
baixo (down regulation) dos receptores de CRH e vasopressina nos neurénios do PVN
(KELLER-WOOD; DALLMAN, 1984).

As acdes classicas dos glicocorticoides, assim como de outros esterdides, sdo
mediadas pela ligacdo em receptores intracelulares e regulagdo de transcricdo génica
(FALKENSTEIN et al., 2000). Alguns estudos em diferentes espécies evidenciaram que as
acdes rapidas dos glicocorticoides sdo mediadas por receptores de membrana e ativacao de
mecanismos sinalizadores ndo genomicos. Assim, os glicocorticdéides podem ligar-se em

receptores de membrana especificos (SUYEMITSU; TERAYAMA, 1975; HARRISON et al.,
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1979; ORCHINIK et al., 1991) e causar uma rapida alteracdo no movimento de eletrolitos
através da membrana celular (AVANZINO et al., 1987; HUA; CHEN, 1989; FFRENCH-
MULLEN, 1995).

Alguns estudos eletrofisioldgicos mostraram que o feedback rapido pode ocorrer
através da inibigdo na liberacdo de glutamato para neurénios de CRH no PVN via ligacao de
glicocorticdides em receptores de membrana mediando a sintese de endocanabindides e
ativacdo retrégrada de receptores de canabinodides pré sinapticos (DI et al., 2003;
MALCHER-LOPES et al., 2006).

Os receptores para canabinodides sdo ativados in vivo por ligantes conhecidos como
endocanabinoides (HILLARD, 2000; DI, 2009). Em geral, os endocanabindides agem como
sinalizadores sinapticos retrogrados que reduzem a liberagdo de neurotransmissores dos
terminais nervosos ¢ desempenha importante papel em certos tipos de plasticidade sinéptica
(MACKIE, 2008; FREUND et al., 2003).

A acdo de endocanabinodides através de receptores CB1 parece ser importante para a
regulacdo do eixo HHA (HILL; MCEWEN, 2010). Antagonista do receptor CB1 leva a um
aumento da atividade do eixo HHA em resposta ao estresse de contengdo (PATEL et al.,
2004; GINSBERG et al, 2010) enquanto que a facilitagdo da sinalizacdo de
endocanabinodides bloqueia a secre¢do de corticosterona em camundongos com estresse
induzido por contencdo (PATEL et al., 2004).

Em adi¢do a esses estudos, a resposta do eixo HHA frente a um ambiente novo ¢
aumentada em camundongos knockout para receptores CB (BARNA et al., 2004). Estes dados
sugerem que o estresse aumenta a sinalizagdo de endocanabindides, que por sua vez
restringem a ativagdo do HHA. Além disso, um estudo in vivo com cortes do hipotadlamo,
revelou que a rdpida inibi¢do mediada por glicocorticéides de neurdnios parvocelulares ¢
devida a ativacdo de receptores CB1 (DI ef al., 2003) sugerindo que este receptor pode
participar do feedback negativo. Interessantemente, o estresse de contengdo cronico eleva os
niveis de 2-AG na amigdala e no presencéfalo de camundongos (PATEL et al., 2005).

Estes dados sdo consistentes com a hipotese de que a inibi¢do do feefback rapido do
eixo HHA ¢ mediada no minimo em parte pelas as acdes dos glicocorticdides nos receptores
de membrana no PVN e que o receptor CB1 ¢é necessario para que ocorra tal efeito (DI et al.,
2003; TASKER, 2011).

Em outro estudo, a administracdo de dexametasona diretamente no PVN ocasionou

uma rapida inibi¢do do eixo HHA em resposta ao estresse de contencdo. Este efeito foi
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completamente revertido pela administragdo concomitante do AM251, sugerindo que o
receptor CB1 € necessario para esta via ser ativada (TASKER, 2011). Estes dados corroboram
com o modelo de feedback sugerido por DI ef al. (2003). Neste modelo proposto, as agdes
ndo gendmicas dos glicocorticdides nos neurdnios que sintetizam CRH no PVN ocasionam
uma ativagdo da sinalizacdo de endocanabindides, iniciando assim a inibi¢do retrograda da
liberagdo de glutamato para os neurdnios parvocelulares no PVN que sintetizam CRH (Figura

28).

PLC, DAG
lipase

AL CRH
GC

receptor

PLC, DAG
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Figura 29: Modelo para a¢des mediadas por canabindides do PVN no eixo HHA. Os glicocorticoides nas
proximidades dos neurdnios parvocelulares ligam-se a receptores para glicocorticdides localizados na
membrana. A ligacdo dos glicocorticoides com seus receptores promove a sintese de endocanabindides, o qual é
liberado para a fenda sinaptica. Apos difusdo, os endocanabindides ligam-se a seus receptores ocasionando a
diminuicdo na liberacdo de glutamato para os neurdnios parvocelulares de CRH. Isto leva a uma diminui¢do na
liberacdo de CRH para as células (A). Bloqueio de receptores CB1 ocasiona uma normalizag¢ao na liberagdo de
glutamato e assim, normalizagdo na liberagdo de CRH para as células (B). Parvo: neur6nio parvocelular; PLC:
fosfolipase C; DAG: diacilglicerol. Fonte: EVANSON et al., 2011.

Uma vez proposto este modelo para as agdes dos glicocorticoides, nos utilizamos o
AM251 para verificar a participagdo do sistema endocanabindide sobre as respostas
neuroendocrinas e comportamentais em ratas lactantes que foram diminuidas pela
administracdo de dexametasona. O tratamento com AM251 reverteu a maioria dos efeitos que
foram produzidos pela dexametasona, ou seja, aumentou o comportamento materno, bem
como o comportamento agressivo e a ansidlise maternal. Além disso, o tratamento

concomitante com AM251 e dexametasona aumentou o niumero de células positivas para c-
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Fos na BST, no MnPOd ¢ MnPOv e, aumentou o nimero de células positivas para c-Fos nos
neurdnios ocitocinérgicos do PVN e SON.

Diante dos nossos resultados, nds sugerimos um modelo para a¢do dos
glicocorticdides mediada por endocanabindides em neurdnios magnocelulares e
parvocelulares. Em nosso modelo sugerimos que os glicocorticdides liberados nas
proximidades dos neurdnios parvocelulares e magnocelulares do PVN ligam-se a receptores
para glicocorticoides localizados na membrana. A ligacdo dos glicocorticdides com seus
receptores promove a sintese e liberacao de endocanabinoides, o qual € liberado para a fenda
sinaptica. Apo6s difusdo, os endocanabinodides ligam-se a seus receptores CB1 ocasionando a
diminui¢do na liberagdo de neurotransmissores excitatorios para os neuronios parvocelulares e
magnocelulares de ocitocina. Isto leva a uma diminui¢do na liberagdo de ocitocina, tanto
dendritica como plasmatica. Com o bloqueio de receptores CB1 através da administragdao de
AM251, ocorre uma normalizagdo na liberagdo de neurotransmissores excitatorios e assim,

normaliza¢do na liberagdo de ocitocina dendritica e plasmatica (FIGURA 29).
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Figura 30: Esquema do modelo proposto para a participacdo dos endocanabinoides nos efeitos produzidos pelos
glicocorticdides em neurdnios magnocelulares e parvocelulares do PVN. Modificado de BRUNTON; RUSSELL
2008.
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Resumindo, nossos estudos sugerem que os efeitos dos glicocorticoides sobre as
respostas neuroendocrinas e comportamentais em ratas lactantes sdo mediadas pelos

endocanabinoides, pois 0 AM251 reverteu os efeitos da dexametasona em ratas lactantes.

6.4 EFEITO DO WINS55,212-2 (AGONISTA DO RECEPTOR CB1) SOBRE AS
RESPOSTAS NEUROENDOCRINAS E COMPORTAMENTAIS EM RATAS
LACTANTES

Para comprovarmos nossa hipotese, nés utilizamos um agonista sintético do receptor
CB1 e vimos que o tratamento com WIN55,212-2 reduziu o comportamento materno, bem
como 0 comportamento agressivo € a ansidlise maternal. Além disso, o tratamento com a
dexametasona reduziu o numero de células positivas para c-Fos na BST e no MnPOd e,
diminuiu o nimero de células positivas para c-Fos nos neurdnios ocitocinérgicos do PVN e
SON. Avaliou-se também o ganho de peso da ninhada e foi observado uma diminui¢do no
ganho de peso da ninhada das ratas que foram tratadas com WIN55,212-2.

Nossos resultados corroboram com um unico estudo que correlacionou os
canabindides com ratas lactantes. Neste estudo, foi administrado um canabinéide exogeno, o
THC, e foi demonstrada uma diminui¢do na ejecdo de leite mediada pela ocitocina (TYREY;
MURPHY, 1988). Portanto, estes dados suportam nossa hipotese de que os efeitos dos

glicocorticdides sdo mediados pelos endocanabinoides.
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7. CONCLUSAO



Glicocorticoides suprimem as respostas comportamentais ¢ neuroendocrinas em ratas
lactantes. Estes efeitos dos glicocorticdides podem ser mediados por endocanabindides

atuando via receptor CB1.
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Glucocorticoids Disrupt Neuroendocrine and
Behavioral Responses during Lactation

Fabiana C. Vilela and Alexandre Giusti-Paiva
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The influence of glucocorticoids on the neuroendocrine system and behavior of lactating rats is not
well known. To evaluate the effects of glucocorticoids on the neuroendocrine system and maternal
and aggressive behavior, lactating female rats were treated with dexamethasone or vehicle for 2 h
before experiments. Blood samples were collected 15 min after the beginning of suckling to
evaluate hormonal changes. To evaluate the maternal behavior of lactating rats, eight pups were
placed in their home cages on the side opposite the location of the previous nest, and the resulting
behavior of the lactating rat was filmed for 30 min. Aggressive behavior was evaluated by placing
amale rat (intruder) in the home cage. Dexamethasone treatment reduced oxytocin and prolactin
secretion during lactation and reduced pup weight gain. Relative to control treatment, dexameth-
asone treatment also adversely affected a variety of maternal behaviors; it increased the latency
to build a new nest, decreased the number of pups gathered to the nest, increased the latency to
retrieve the first pup, and decreased the percentage of time spent in the arched-nursing position.
Dexamethasone treatment, compared with control, also reduced aggressive behavior, as evi-
denced by an increase in the latency to the first attack, a reduction in the number of front and side
attacks, and a decrease in lateral threat and biting. Taken together, our results suggest dexameth-
asone treatment in lactating rats disrupts prolactin and oxytocin secretion, and this is followed by

an attenuation of maternal and aggressive behavior. (Endocrinology 152: 0000-0000, 2011)

aternal behavior is probably the most important
M pro-social behavior of the mammalian mother, en-
suring the well-being and development of her offspring,
and interestingly, the maternal behavior in the lactating
ratis high in the early phase of lactation but decreases with
progression of motherhood (1, 2). The end of pregnancy
and the onset of lactation are accompanied by the activa-
tion of neurobiological systems that are directly related to
reproductive functions (3-5). During this period of time,
the ultimate goal of a mother’s behavior is to ensure the
survival of herself and her pups (6). For this purpose, many
other behaviors are inhibited, and the female is largely
focused on her offspring. For a rat, maternal behaviors
include nest building, lactation, pup licking and groom-
ing, and pup retrieval and defense (1, 7-9). In addition,
lactating female rats exhibit high levels of aggression dur-
ing the first 2 wk after delivery, which is called maternal
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aggression, to protect their pups from a male intruder to
the nesting area (1, 10).

The maintenance of lactation depends on the persis-
tence of the connection of the mother with her offspring
(8,9).Both prolactin and oxytocin are secreted from the
pituitary gland under the regulatory control of the hypo-
thalamus, are involved in lactation, and act as important
components of the neurobiological pathways underlying
the initiation and maintenance of maternal behavior (1, 3,
4).Suckling stimulates a rapid increase in plasma prolactin
and oxytocin; however, these hormones are also secreted
in response to several other stimuli, including increased
plasma osmotic pressure, blood volume expansion, sexual
intercourse, and a wide range of physical and psycholog-
ical stressors (11). It has been demonstrated that gluco-
corticoids may reduce prolactin and oxytocin secretion
(12). Glucocorticoids also decrease hypothalamic fos ex-

Abbreviations: CNS, Central nervous system; HPA, hypothalamus-pituitary-adrenal; PVN,
paraventricular nucleus; SON, supraoptic nucleus.
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pression in response to volume expansion in isotonic and
hypertonic conditions as well as osmotic, cholinergic, or
angiotensinergic central stimulation in male rats (13, 14).
This indicates that glucocorticoids may interfere with the
secretion of other pituitary hormones related to maternal
behavior (15, 16); however, the influence of glucocorti-
coids on the neuroendocrine system and the behavior of
lactating rats is not well understood. Different studies re-
port conflicting effects of glucocorticoid manipulation on
maternal behavior; in some cases, the removal of the
adrenal glands (the source of glucocorticoids) appears
to be facilitatory (17) and, in other cases, inhibitory or
disruptive (18, 19). Although several studies have fo-
cused on maternal and aggressive behavior, the influ-
ence of glucocorticoids on these behaviors remains to be
elucidated. Because glucocorticoids can modulate pro-
lactin and oxytocin secretion, our aim was to evaluate
the influence of dexamethasone administration on ma-
ternal behavior, aggressive behavior, and hormonal
changes in lactating rats.

Materials and Methods

Animals

Subjects were adult Wistar nulliparous female rats weighing
220-250 g and approximately 90 d of age at the beginning the
experiments. The animals were obtained from the Central Ani-
mal Facility of the Federal University of Alfenas and were housed
in a temperature-controlled room (22 C), on a 12-h light, 12-h
dark cycle (lights on at 0700 h) with access to water and food ad
libitum. In all experiments, the females were timed-mated by
placing them with sexually experienced males. The day when
sperm was observed in the vaginal lavage was designated d 1 of
pregnancy. Pregnant females were individually housed in opaque
polypropylene cages (42 X 34 X 16 cm). After giving birth (d 0
of lactation), litters were randomly standardized to eight pups,
and females were left with their litters until testing for maternal
behavior, aggressive behavior, and hormonal changes on d 6 of
lactation. To test the aggressive behavior of lactating females,
male intruders were used. These males were about 2.5 months
old, maintained under the same conditions, and weighed ap-
proximately the same as the resident female. Each intruder male
was used only once during the experiment. All experiments were
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki on the
welfare of experimental animals and with the approval of the
Ethics Committee of the Federal University of Alfenas (no.
244/2009).

Milk ejection and hormonal measurement

Following the methods of Grosvenor and Mena (20), a milk
ejection test was performed on d 6 of lactation. All pups were
removed from their dams and placed in a warm nest. After 12 h
of isolation, urine was manually expressed from the bladders of
pups. The dams that had been pretreated with vehicle or dexa-
methasone (n = 6 per group) were treated with saline (1 ml/kg ip)
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oroxytocin (1 ug/kgip). Pups were weighed and returned to their
dam for 15 min after onset of suckling and then reweighed to
determine the amount of milk they obtained from the dam. At
this time, the lactating rats were decapitated and blood was col-
lected from the trunk (2.5 ml) in plastic tubes containing heparin
and kept on ice. The plasma was separated by centrifugation
(3000 rpm at 4 C for 15 min), and aliquots were kept at —20 C
until hormonal measurement. Plasma hormone levels were de-
termined by specific RIA, as previously described (12, 21). The
assay sensitivity was 4.0 ng/ml for corticosterone, 0.9 pg/ml for
oxytocin, and 0.4 ng/ml for prolactin. The intra- and interassay
coefficients of variation were 5.7 and 8.4% for corticosterone,
6.8 and 12.6% for oxytocin, and 5.0 and 11.7% for prolactin,
respectively. All samples from a single experiment were assayed
in duplicate in the same assay.

Maternal behavior

Maternal behavior was assessed in the morning between 0800
and 1200 h. Initially, the position of the nest in the home cage was
recorded. Next, the litter was removed from the cage and placed
in another cage. Then, lactating rats (n = 7 per group) received
treatment with dexamethasone (1 mg/kg ip) or saline (1 ml/kg
ip). After 2 h, the pups were placed back in their home cages on
the side opposite the location of the previous nest, and the dam’s
behavior was filmed for 30 min. We analyzed the following pa-
rameters: latency to retrieve each pup, time spent licking pups,
percentage of time spent arched-nursing, percentage of time
spent blanket-nursing, percentage of full maternal behavior
(which is determined by the mother staying in the arched-nursing
position for 2 min after nursing), and nonmaternal behavior,
such as rearing and grooming of mother (22-24).

Aggressive behavior

Two hours after saline (1 ml/kg) or dexamethasone (1 mg/kg)
injection, an adult male rat (intruder) was placed into the home
cage of the female and her litter, and the interaction of the mother
and intruder was filmed for 10 min. Over this 10-min period, the
following parameters were analyzed: latency to first attack, fron-
tal and lateral attack number, lateral threat, biting, grooming,
and maternal behavior (i.e. any behavior directed toward caring
for the pups) (25-28).

Statistical analysis

The data were analyzed using the GraphPad software pro-
gram version 4.0 and expressed as mean * SEM. Statistical com-
parisons were made using Student’s ¢ test or two-way ANOVA
followed by the Bonferroni post hoc test, and P values <0.05
were considered significant.

Results

Figure 1 shows the plasma concentration of oxytocin, pro-
lactin, and corticosterone in nonlactating and lactating
rats after 12 h of isolation from pups (time zero) or 15 min
after the onset of suckling. Suckling increased the secretion
of prolactin and oxytocin in lactating rats treated with
vehicle, but dexamethasone treatment reduced oxytocin
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ing (P < 0.01; Fig. 3E). Additionally,
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showed a reduction in contact with pups
(maternal behavior) compared with con-
I trol treatment (P < 0.001; Fig. 3F) but
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FIG. 1. Effects of the administration of dexamethasone (1 mg/kg ip) or vehicle (saline, 1 ml/
kg ip) on hormone levels in lactating rats (n = 7) on d 6 of lactation. A, Oxytocin secretion; B,
prolactin secretion; C, corticosterone secretion; D, weight gain in pups of dams that were
treated with saline or oxytocin (1 ng/kg). *, P < 0.05, when compared with control group
(time zero); #, P < 0.05 when compared with vehicle group; t, P < 0.05 when compared

with dexamethasone group treated with saline.

(P < 0.05; Fig. 1A) and prolactin (P < 0.05; Fig 1B)
secretion during lactation. Corticosterone secretion
also increased after suckling, and dexamethasone also
blunted this increase (P < 0.05; Fig. 1C). Dexametha-
sone treatment did not change prolactin and oxytocin
levels measured previously to suckling. Furthermore,
dexamethasone treatment suppressed corticosterone lev-
els in virgin and lactating rats. Dexamethasone adminis-
tration reduced weight gain in pups (P < 0.05; Fig 1D).
However, oxytocin administration increased weight gain
in pups of dams that were pretreated with dexamethasone
(P < 0.05; Fig 1D).

Behavioral analysis showed that dexamethasone treat-
ment on d 6 of lactation increased the dam’s nest-building
latency, decreased the number of pups gathered to the nest
(Fig. 2A), increased the retrieval latency for the first pup
(P < 0.05;Fig. 2B), decreased time spent licking pups (P <
0.001; Fig. 2C), decreased the expression of full maternal
behavior (P < 0.01; Fig. 2D), and decreased percentage of
time spent in an arched-nursing position (P < 0.001; Fig.
2E). No significant differences were found in the amount
of time spent blanket-nursing (Fig. 2F). Dexamethasone
treatment also affected nonmaternal behavior; female rats
treated with dexamethasone exhibited increases in the
number of rearings and grooming time (P < 0.001, Fig. 2,

afterowtecin - piscussion

The present study shows that dexametha-
sone reduces maternal behavior, reduces
aggressive behavior, disrupts suckling-
induced systemic oxytocin and prolac-
tin secretion, and reduces milk ejection
in lactating rats.

Pups suckling to obtain necessary
nourishment cause a variety of hormonal changes in the
mother (29, 30). The suckling stimulus increases the
plasma concentrations of oxytocin (4, 5, 31), prolactin (9,
31-33), and corticosterone (34) while decreasing concen-
trations of LH and FSH (9, 31, 32). During suckling, the
synthesis and release of both oxytocin and prolactin are
controlled by a number of hypothalamic as well as pos-
terior and anterior pituitary factors (33, 34, 35, 36).
Because milk ejection occurs only during the peaks in
plasma oxytocin, the decrease in oxytocin levels in lactat-
ing rats treated with dexamethasone could result in less
milk transfer to the pups, possibly accounting for the
lower average pup weight gains.

During lactation, there occurs a marked up-regulation
of prolactin receptor expression in the choroid plexus and
hypothalamus. In most hypothalamic nuclei, there is a
significant increase in the number of prolactin receptor-
immunoreactive neurons during lactation (37). Moreover,
some hypothalamic nuclei, including the paraventricular
and ventromedial nuclei (which do not express prolactin
receptor protein in nonpregnant rats) contain significant
prolactin receptor immunoreactivity during lactation.
Clearly, these adaptations are critical for development and
maintenance of lactation and suggest an effect of prolactin
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with prolactin receptor knockout mice;
these mice show impaired or absent ma-
ternal behavior (41). In the rat, the
chronic intracerebroventricular infusion
of a selective prolactin receptor antisense
oligodeoxynucleotide also impairs ma-
ternal behavior during lactation (15).

= These findings suggest that decreases in
prolactin secretion mediate the disrup-
tion of maternal behavior induced by
dexamethasone administration.
Suckling also induces oxytocin re-
lease (7,42). Oxytocin synthesis mainly
occurs in neurons of the paraventricu-
lar nucleus (PVN) and supraoptic nu-
cleus (SON) of the hypothalamus. It is
released from nerve terminals in the

]

posterior pituitary and various other
regions of the brain. Suckling stimu-
lates the simultaneous release of oxy-
tocin into the bloodstream and central
nervous system (CNS) of lactating rats
(7, 8, 42—44). Oxytocin release in re-
sponse to suckling has been measured
using microdialysis in the mediobasal
hypothalamus, bed nucleus of the stria

DEXA terminalis, medial preoptic area, and
septum of parturient sheep (8, 43, 44).
Oxvytocin has also been measured in
rats at the sites of origin, the PVN and
SON (45). Neurally released oxytocin
within the CNS has been implicated in
regulation of reproductive, maternal,
and affiliated behaviors and is a critical

component of the integrated response
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FIG. 2. Effects of the administration of the dexamethasone (1 mg/kg ip) or vehicle (1 ml/kg
ip) on d 6 of lactation on maternal behavior in lactating rats (n = 7). A, Nest building; B,
latency to carry of the first pup; C, licking pups; D, percentage of full maternal behavior
(FMB); E, percentage of time spent in arched-nursing; F-H, percentage of time spent in
blanket-nursing (F), rearing (G), and grooming (H). *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P <

0.001, when compared with control group.

on the brain. In contrast to most other neuropeptides,
prolactin that is secreted into the blood gains access to the
brain through receptor-mediated active transport via cho-
roid plexus cells (38). In addition to its well-known pe-
ripheral effects on the mammary glands, prolactin plays a
significant role in the regulation of maternal behavior
within the brain (3, 39, 40). Demonstrating this, prolactin
administered into the medial preoptic area promotes the
onset of maternal behavior (39). Confirmation of this be-
havioral function of prolactin also comes from studies

to stress (46, 47). The CNS sites where
oxytocin mediates these actions in-
clude several structures in the hypo-

DEXA

thalamus and limbic system that re-
ceive projections from hypothalamic
oxytocin neurons and are components of
regulatory networks controlling spe-
cific physiological and behavioral functions (47). Sup-
port for the role of endogenous oxytocin in regulating
maternal behavior has come from studies showing that
an oxytocin antagonist or antisera infused into the brain
blocks the onset of maternal behavior in rats that have
just given birth (48, 49). In addition to disrupting oxy-
tocin secretion in response to suckling, dexamethasone
reduced a variety of behaviors and underlying motiva-
tional states that, collectively, can be referred to as ma-
ternal behaviors.
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elucidated. Similar to other maternal be-
haviors, dexamethasone suppresses ma-
ternal aggression in lactating rats, and
this effect may be mediated by oxytocin
and prolactin.

Brain regions such as the olfactory sys-
tem, the basal ganglia, the limbic system,
the thalamus, the hypothalamus, and the

*kdk

brainstem express moderate to high lev-
els of oxytocin receptors (33, 65-68),
suggesting a convergence of behavioral
and neuroendocrine pathways. Interest-
ingly, circulating glucocorticoids exert
regulatory effects on central oxytocin re-
i ceptors, modulating their expression in

i many brain structures (69-71).

DEXA

Glucocorticoids affect the neuroen-
DEXA docrine response to licking in lactating
rats, and they are capable of disrupting
not only oxytocin but also prolactin
function. These effects echo the effect of
dexamethasone on the endocrine re-
sponse to isotonic or hypertonic blood
volume expansion in male rats. Dexa-
methasone suppresses prolactin (13)
and oxytocin secretion (15) induced by
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FIG. 3. Effects of the administration of the dexamethasone (1 mg/kg ip) or vehicle (1 ml’kg
ip) on d 6 of lactation on maternal aggressive behavior in lactating rats (n = 7). A, Latency to
first attack; B, frontal attack; C, lateral attack; D, lateral threat; E, number of biting incidents;
F, maternal behavior. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001, when compared with

control group.

In addition, pharmacological manipulation of the oxy-
tocin system within the central nucleus of the amygdala,
bed nucleus of stria terminalis, and the parvocellular di-
vision of the PVN elicits changes in maternal aggression
(10,50-52). These areas are known to be involved in both
aggressive (53-56) and maternal behaviors (26, 57, 58),
and they exhibit a high density of oxytocin receptors (59)
and exhibit an increase in oxytocin-induced excitation
during lactation (60-62). Maternal aggression straddles
the realms of maternity and defense, involving both a lac-
tating female’s motivation to nurture her offspring and her
need to protect them from the infanticidal behavior of
nonpaternal males (63). In many species, maternity brings
about a new capacity for fierce displays of protective ag-
gression. Females who might normally retreat from, or
ignore, novel male conspecifics will vigorously attack
them to defend their young (64). Maternal aggression is a
key component of the array of behaviors females adopt
when pups are born, and the influence of hormones,
including glucocorticoids, in this response is still being

DEXA blood volume expansion. In addition,
dexamethasone blunted oxytocin secre-
tion and fos expression in magnocellular
neurons of PVN and SON in male rats
receiving osmotic, cholinergic, and ang-
iotensinergic central stimulation (14).
Other studies suggest that glucocorticoid action on mag-
nocellular neurons seems to be predominantly inhibitory.
Some investigators have proposed that glucocorticoids
could act on transmembrane G protein-coupled receptors
to stimulate the release of endocannabinoids in the hypo-
thalamus (72-74). Subsequently, the endocannabinoids
could act as retrograde messengers that not only inhibit
the release of glutamate but also stimulate the release of
v-aminobutyric acid (GABA), contributing to the de-
creased activity of both parvocellular and magnocellular
hypothalamic neurons (75, 76). This hypothesis also sug-
gests a mechanism by which glucocorticoids may suppress
the hormonal response to suckling that is essential to pro-
moting maternal behavior and lactation.

Under stressful conditions, glucocorticoids promote in-
dividual survival by modulating essential functions such
as metabolism, immunity, and cardiovascular activity
while simultaneously suppressing nonessential functions
such as sexual and parental behavior and reproductive
physiology (77). Consequently, several authors have sug-
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gested that the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) re-
sponse to stress might be down-regulated during periods
of high investment in reproduction to protect against
stress-induced disruptions of reproductive efforts (77, 78).

Consistent with this hypothesis, during lactation, the
circadian variation in the HPA axis activity is dampened,
and responses to stressors are attenuated (16, 79). Various
stressful stimuli are less effectively able to stimulate the
HPA axis during lactation in rats (16, 79). Decreases in
stress-induced activation of the maternal HPA axis atten-
uate fluctuations in glucocorticoid levels. Glucocorticoid
fluctuations limit the catabolic effects that would other-
wise follow surges in glucocorticoid secretion, which in
turn maintains the supply of milk-delivered energy to the
offspring (16). In addition to their blunted HPA responses,
lactating females of several species show reduced be-
havioral responses to stressors and diminished behav-
ioral indices of anxiety. Postpartum rats show increased
locomotion in the open field, increased time in the open
arms of an elevated plus maze, reduced shock-induced
aggression, and reduced frequency of fleeing from an in-
truder compared with nulliparous females (80-83). HPA
axis adaptations during lactation are likewise expected to
help limit glucocorticoid delivery to the young, protecting
them against adverse developmental effects on the HPA
system of excessive glucocorticoids (16). However, the
effect of acute administration of glucocorticoids on neu-
roendocrine and behavioral responses during lactation is
poorly understood. In our study, we demonstrated that
dexamethasone treatment reduced oxytocin and pro-
lactin secretion during lactation and attenuated maternal
and aggressive behavior in lactating female rats. These
results suggest that the functional significance of these
HPA axis responses during lactation is also involved in the
adequate neuroendocrine and behavioral responses to
suckling.
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Abstract

Lactating female rats show a maternal anxiolysis signal, which is part of the behavioral
pattern that develops post-partum and seems to be related to hormonal changes during
lactation. Assuming that glucocorticoids modulate prolactin and oxytocin secretion, we
evaluated the effect of dexamethasone on behavior responses of fear and anxiety in
lactating rats. For this study, the non-lactating and lactating rats were submitted to an
elevated T-maze and open field tests. In the elevated T-maze, the lactating rats showed a
decrease in inhibitory avoidance and an increase in the escape time when compared
with the non-lactating group. The lactating rats that had been treated with
dexamethasone showed increased initial avoidance latency when compared with
lactating rats treated with vehicle. The same result was found in the subsequent
repetitions (avoidance 1 and 2). In addition, there was a reduction in one-way escape
time for the lactating rats that were treated with dexamethasone. The lactating rats
treated with vehicle had the number of central entries, and consequently, the anti-
thigmotactic effect increased relative to non-lactating rats. Thus, lactating rats showed a
reduced emotional responsiveness as evaluated by elevated T-maze and open field tests,
which characterizes maternal anxiolysis. In addition, it could be concluded that the

dexamethasone reverts maternal anxiolysis in lactating female rats.

Keywords: Dexamethasone, maternal anxiolysis, lactating rats, elevated T-maze, open

field.



1. Introduction

The time around birth is accompanied by physiological and behavioral changes
in the maternal brain, which ensures maternal care. Concomitant with the display of
maternal behavior, lactating rat dams are less anxious when compared with virgin
females [10, 14]. The reduced anxiety in lactation can be referred to as maternal
anxiolysis, which is certainly the result of adaptations in the brain that are necessary to
the survival of the offspring.

The reduced emotional responsiveness observed during lactation can be
explained, at least in part, by an enhanced activity of the brain’s oxytocin and prolactin
system, as both have anxiolytic properties in male and female rats, especially
peripartum. Previous reports demonstrate that high levels of oxytocin and prolactin
dampen emotional responsiveness observed during lactation [1, 20, 25].

Glucocorticoids may reduce prolactin and oxytocin secretion [4]. Glucocorticoids also
decrease hypothalamic c-fos expression in response to volume expansion in isotonic and
hypertonic conditions, as well as during osmotic, cholinergic or angiotensinergic central
stimulation in male rats [9, 17]. In addition, glucocorticoids reduce maternal behavior,
reduce aggressive behavior, disrupt suckling-induced systemic oxytocin and prolactin
secretion, and reduce milk ejection in lactating rats [22]. Thus, glucocorticoids may
interfere with the secretion of hormones related to maternal anxiolysis. However, the
influence of glucocorticoids on emotional responsiveness in lactating rats is not well
understood. The present study aimed to investigate the effect of the glucocorticoid
dexamethasone on maternal anxiolysis in lactating female rats that performed the

elevated T-maze and open field tests.

2. Experimental procedures



Animals

Subjects were adult Wistar nulliparous female rats that were approximately 3 months of
age and weighed 250-280 g. The lactating female rats were on day 6 of lactation. The
animals were obtained from the Central Animal Facility of the Federal University of
Alfenas and were housed in a temperature-controlled room (22°C) with access to water
and food ad libitum. AIll experiments were conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki on the welfare of experimental animals and with the approval of

the Ethics Committee of the Federal University of Alfenas (# 244/2009).

Elevated T-maze (ETM)

The ETM had three arms of equal dimensions (50x10 cm). One arm, enclosed by walls
40 cm high, was perpendicular to the two opposed open arms. To avoid falls, the open
arms were surrounded by 1 cm high Plexiglas. The whole apparatus was elevated 50 cm
above the floor.

Non-lactating and lactating female rats were treated with dexamethasone (1
mg/kg; i.p.) or saline (1 ml/kg; i.p.). Two hours after drug or vehicle administration, the
animals were tested in the ETM for inhibitory avoidance measurement. When placed at
the end of the enclosed arm, the rat is unable to see the open arms until it pokes its head
beyond the walls of the closed arm. Being on the open arm seems to be an aversive
experience, since rats have an innate fear of height and openness [8]. Thus, for
inhibitory avoidance measurements, each rat was placed at the end of the enclosed arm,
and the time taken to withdraw from this arm with all four paws toward the open space
was recorded (baseline). This procedure allows the animal to learn inhibitory avoidance
if it is repeatedly placed inside the enclosed arm to explore the maze. To this end, the

same measurement was repeated in two subsequent trials (avoidance 1 and 2) at 30 s



intervals. Following avoidance training (30 s), non-lactating and lactating female rats
were placed at the end of the same open arm to which they were previously exposed,
and the time that it took to leave this arm with all four paws was recorded (escape). A
cutoff time of 300 s was established for the avoidance and escape latencies. The arena

was carefully cleaned with 10% ethanol solution after every test.

Open field

The open-field arena was made of acrylic with a base measuring 100 cm by 80 cm and
dimensions of 50 cm (height) x 60 cm (diameter); furthermore, the open-field arena had
a white floor that was divided into 12 squares. Immediately after being tested in the
ETM, non-lactating and lactating female rats were placed in the open field arena to
evaluate their anxiolytic and locomotor activity.

In this test, each female rat was placed in the center of the open field, which was
novel to the animal. The number of peripheral (adjacent to the walls) and central (away
from the walls) squares that the rat entered with all four paws was recorded for 5 min
(Vilela et al., 2009). Female rat behavior was continuously videotaped by a video
camera placed over the structure and then encoded using a continuous sampling method.
The anti-thigmotactic effect was defined as the proportion of entries into the central part
of the open-field arena relative to the total number of entries [16, 23]. The arena was

carefully cleaned with 10% ethanol solution after every test.

Statistical Analysis
The data were analyzed using the GraphPad software program version 4.0 and were

expressed as the mean + S.E.M. Statistically significant differences between groups



were calculated using an analysis of variance (ANOVA), followed by the Newman—

Keuls test. The significance level was based on p-values of less than 0.05 (p < 0.05).

3. Results

Figure 1 shows the latency for baseline, avoidance 1, avoidance 2, and escape during
ETM for non-lactating female rats and lactating female rats when treated with saline or
dexamethasone. The lactating rats treated with vehicle showed a decrease in time to
baseline, avoidance 1, and avoidance 2 (p <0.05; Fig. 1A), when compared with non-
lactating rats. In addition, the lactating female rats treated with dexamethasone showed
an increase in time to baseline, avoidance 1, and avoidance 2 (p <0.05; Fig. 1A) when
compared with lactating rats that were treated with vehicle. There was no significant
difference between non-lactating rats treated with vehicle and non-lactating rats treated
with dexamethasone.

With respect to escape latency, lactating rats treated with vehicle showed an
increase in escape latency (p <0.05; Fig. 1B) when compared with non-lactating rats.
There was no significant difference between non-lactating rats treated with vehicle and
those that were treated with dexamethasone; however, the lactating female rats treated
with dexamethasone showed decreased escape latency (p <0.05; Fig. 1B) when
compared with lactating rats that were treated with vehicle.

Figure 2 shows the number of peripheral entries, central entries, and total entries,
as well as the ratio of central entries to total entries, on an open field test for non-
lactating female rats and lactating female rats when treated with either saline or
dexamethasone. No significant difference between groups was observed in the total
number of entries in the open field test (Fig. 2C). This result indicates that

dexamethasone does not interfere with the animal’s movement. Moreover, we observed



an increase in the number of central entries, and consequently, in the ratio of central to
total entries, in lactating rats treated that were with vehicle (p <0.001; Fig. 2B) when
compared with non-lactating rats. This difference was diminished in lactating rats that
were treated with dexamethasone, relative to the lactating group that was treated with

vehicle (p <0.001; Fig. 2B).

4. Discussion

In the present study, dexamethasone altered inhibitory avoidance acquisition in
lactating female rats and decreased escape latency in the ETM. In addition,
dexamethasone reduced the number of central crossings in the open field test and
lessened the anti-thigmotactic effect in lactating female rats. Although the ETM and
open field tests are taken as animal models of anxiety, both induce different types of
behaviors in animals, and these behaviors are analogous to different psychopathologies.
Thus, elevated T-maze is an apparatus that allows the concomitant measurement of
responses to both conditioned (inhibitory avoidance) and innate (escape) types of fear
[8]. The open field test can be used to evaluate the anti-thigmotactic effect and assess
the locomotor activity of animals [16, 23]. The lactating rats treated with vehicle
showed reduced emotional responsiveness, as evaluated by the EPM and open field
tests, showing the typical behavior of maternal anxiolysis [6, 7, 10].

The anxiety-like behavior of lactating rats is modulated by pups. Thus, the
presence of the litter can induce or potentiate anxiolysis in open field [7] and conflict
tests [6]. The manner by which pups reduce anxiety related responses in these models is
unknown, but they likely enhance the motivation of maternal animals to expend energy
and overcome adversity to guarantee their own survival. Moreover, these behavioral
changes after childbirth appear to depend on hormonal changes, such as increased

serum levels of prolactin and oxytocin [2, 10, 14]. Both of these peptides have been



shown to have anxiolytic properties, not only in lactation. It is interesting that in virgin
female and male rats, the central administration of oxytocin results in reduced anxiety
levels, both on the elevated plus-maze and the light-dark box. The chronic
intracerebroventricular (i.c.v.) application of oxytocin via osmotic minipumps has been
shown to decrease the anxiety of lactating rats [2]. In addition, the chronic elevation of
brain oxytocin in virgin female rats is related to the attenuation of the emotional
response to acute noise stress [25]. Furthermore, i.c.v. infusion of a selective oxytocin
receptor antagonist increases anxiety [11] while concurrently decreasing maternal care
[2] and maternal aggression [1].

Previous studies report that mice with low prolactin levels during early
pregnancy exhibit postpartum anxiety and impaired maternal interactions with pups [20,
21]. The i.c.v. infusion of prolactin is anxiolytic in virgin female and male rats [3];
conversely, the infusion of antisense oligonucleotides that target the prolactin receptor
was anxiogenic [21]. Additionally, it has been shown that the interaction with pups
increases both the expression and release of prolactin nRNA, specifically within the
paraventricular nucleus of the hypothalamic (PVN) and preoptic areas [15]. These sites
modulate anxiety and are two of likely many brain areas where infant contact increases
intracerebral prolactin and reduces anxiety [20].

Our experiments show that the attenuation of emotional response to ETM and
open field tests are impaired by a single administration of dexamethasone in lactating
rats. In accordance with our results, we suggest that dexamethasone reversed maternal
anxiolysis, or exerted an anxiogenic effect (in the open field test and ETM) and
panicogenic response (in ETM), exclusively in lactating female rats. Glucocorticoids
affect the neuroendocrine response to licking in lactating rats and are capable of

disrupting not only oxytocin but also prolactin function [22]. This effect may be



responsible for reversing maternal anxiolysis in lactating rats. In other experiments,
dexamethasone has been shown to suppress prolactin [4] and oxytocin secretion [17]
induced by blood volume expansion and decrease oxytocin secretion and c-fos
expression in magnocellular neurons of PNV and SON in male rats [9]. Other studies
suggest that glucocorticoid action on magnocellular neurons seems to be predominantly
inhibitory. Some investigators have proposed that glucocorticoids could act on
transmembrane G  protein-coupled receptors to stimulate the release of
endocannabinoids in the hypothalamus [5]. Subsequently, the endocannabinoids could
act as retrograde messengers that not only inhibit the release of glutamate but also
stimulate the release of gamma-aminobutyric acid (GABA), contributing to the
decreased activity of both parvocellular and magnocellular hypothalamic neurons [18].

In both models used in our study, the lactating rats that were treated with
dexamethasone showed a similar profile to non-lactating rats. In addition,
dexamethasone did not change the behavioral patterns of the non-lactating rats. During
the postpartum period, there is an increased incidence of dysfunctional mood disorders
[10, 13, 19]. Anxiety is the most common postpartum mood disorder, and it can affect
infants’ ability to attach to the mothers, inflicting a substantial toll on both the mother
and the baby [12, 24]. Attempts to understand the underlying mechanisms of
postpartum mood disorders have been impeded by the lack of an appropriate animal
model that induces anxiety while retaining the unique hormonal changes that occur
during the peripartum period. This study demonstrates that the administration of
dexamethasone in lactating rats reverses maternal anxiolysis, inducing a behavioral state

consistent with postpartum anxiety.
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LEGENDS

Figure 1. Effects of the administration of dexamethasone (1 mg/kg, i.p.) or saline (1
mL/kg, i.p.) in non-lactating female rats and lactating female rats on elevated T-maze
performance. (A) Latency to baseline, avoidance 1, and avoidance 2 and (B) escape
latency were measured. Each column represents the mean (£ S.E.M.) performance of
eight animals. *p<0.05 compared with the non-lactating groups. # p< 0.05; ## p<0.01

compared with lactating rats that were treated with vehicle.

Figure 2. Effects of the administration of dexamethasone (1 mg/kg, i.p.) or saline (1
mL/Kkg, i.p.) in non-lactating female rats and lactating female rats on open field test. The
graphs depict the number of (A) peripheral entries, (B) central entries and (C) total
entries, as well as (D) the ratio central entries to total entries. Each column represents
the mean (x S.E.M.) performance of eight animals. ***p<0.001 compared with the non-
lactating groups. ### p<0.001 compared with lactating rats that were treated with

vehicle.



#

BE8 Lactating with vehicle
Il Lactating with DEXA

[ Non-lactating with vehicle
Non-lactating with DEXA

T T
o o
o o
N —

(s) Aouare

300 -

Figure 1:

Avoidance 1 Avoidance 2

Baseline

150

T _
o o
O 5
1

(s) Aouaye| adeos]




Figure 2

th vehicle
th DEXA

ing wi

B3 Lactat

ith vehicle

ing wi

I Non-lactat

ing wi

Il Lactati

ith DEXA

ing wi

Non-lactati

*kk
oS
X

%

00
%%

00 R RIRIRIIII
R RRLLLKL

B
e

7.54

T
e
1)

10.04
2.54

salljua
[211U32 JO JaquinN

I LI IRIRIXLRLL
R

o
S
SIS
AR
oo atotetortatetatoretoretotetatosateret
O oA a et etoretot
IR
R RRRRRRRRRARARRXRRRRARARRRK]

3%
%
&
S
SRS

52

<

0.0

[a)]

r
™ o~ -
IS} o IS}

S9111U8 [2)10)/SBIIIUS
[e41U20 oley

0.0-

O

504

T
o
<

T
o
(92}

T
o
N

T
o
—

r
o o
©

T
)
<

T
o
™

T
[Te}
—

saliue
reriaydiiad jo lsquinN

S9141UD JO Jaquinu [e10]




