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RESUMO

O comportamento materno consiste em uma série de comportamentos
desempenhados pela mae que auxiliam no desenvolvimento, no crescimento de seu
filhote e na propagacdo de sua espécie. Estudos prévios tém demonstrado a
participacdo de diversos neurotransmissores e neuromoduladores na modulacao
deste comportamento. Entretanto, até o momento, ndo tem sido estabelecida a
participacdo dos receptores purinérgicos P2 no comportamento materno de
roedores. Embora j& tenha sido encontrada a vasta presenca destes receptores P2
no sistema nervoso central e seu envolvimento em diversos processos, incluindo a
secrecdo de neuropeptideos hipotalamicos envolvidos na lactacdo. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a participacdo destes receptores purinérgicos P2
nas respostas comportamentais (cuidados maternais e agressividade contra o
intruso) e neuroenddcrinas de ratas lactantes. Para esta avaliacdo foram utilizadas
ratas entre o 6° e 7° dia de lactacdo submetidas a infusdo central de veiculo ou
antagonistas nao seletivo de receptores P2 (Suramin) ou antagonista de receptores
P2X (PPADS) ou agonista de receptores P2X (a,MeATP) 30 minutos antes de
iniciar os experimentos. A microinjecdo de antagonistas de receptores purinérgicos
P2 alterou as respostas neuroenddcrinas e comportamentais de ratas lactantes uma
vez que reduziu os cuidados maternais assim com a ativacdo de neurdnios em areas
fortemente envolvidas com este comportamento (area pré-Optica medial, bed
nucleus da estria terminal e neurbénios ocitocinérgicos no nucleo paraventricular e no
ndcleo supra-optico); reduziu a concentracdo plasmatica de ocitocina e 0 consumo
de leite pelos filhotes; reduziu o comportamento agressivo assim como a ativagao
neuronal no nucleo ventromedial do hipotalamo, area hipotalamica do ataque, area
hipotalamica anterior, amigdala medial e na porcdo ventro-lateral da substancia
periagueductal. Entretanto, nenhuma alteragdo foi encontrada na atividade
locomotora. Nossos resultados sugerem a participacdo dos receptores purinérgicos

P2 nas respostas comportamentais e neuroenddcrinas de ratas lactantes.

Palavras-chave: Receptores purinérgicos P2. Comportamento  materno.

Agressividade materna.



ABSTRACT

Maternal behavior consists of a series of behaviors displayed by the female that
specifically support the development, the growth of her offspring and in the
propagation of its species. Previous studies have demonstrated the participation of
several neurotransmitters and neuromodulators in the modulation of this behavior.
However, to date, has not been established the participation of P2 purinergic
receptors in maternal behavior in rodents. Although it has already been found the
widespread presence of these P2 receptors in the central nervous system and its
involvement in various processes, including the secretion of hypothalamic
neuropeptides involved in lactation Therefore, the aim of our study was to investigate
the participation of P2 purinergic receptors on behavioral (maternal care and
aggression against the intruder) and neuroendocrine responses during lactation. For
this evaluation, rats between the 6th and 7th day of lactation were used under the
central infusion of vehicle or non-selective P2 receptors antagonist (Suramin) or P2X
receptors antagonist (PPADS) or P2X receptors agonist (a,fMeATP) 30 minutes
before starting the experiments. Microinjection of P2 purinergic receptor antagonists
has altered the neuroendocrine and behavioral responses of lactating rats since it
reduced maternal care as well as the activation of neurons in areas strongly involved
with this behavior (medial preoptic area, bed nucleus of the stria terminalis and
oxytocinergic neurons in paraventricular nucleus and in the supraoptic nucleus);
reduced plasma oxytocin concentration and milk consumption by pups; reduced
aggressive behavior as well as neuronal activation of neurons in the ventromedial
hypothalamus, hypothalamic attack area, anterior hypothalamus, medial amygdala
and ventrolateral periagueductal gray. However, no change was found in the
assessment of locomotor activity. Our results suggest the participation of purinergic

P2 receptors in the behavioral and neuroendocrine responses of lactating rats.

Keywords: P2 purinergic receptors. Maternal behavior. Maternal aggression.
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1 INTRODUCAO

A seguir, serdo abordados os seguintes temas: Comportamento materno,

Receptores purinérgicos e Receptores purinérgicos P2 e Comportamento materno.

1.1 COMPORTAMENTO MATERNO

O comportamento materno (CM) consiste em uma série de respostas ou
comportamentos desempenhados pela mae que auxiliam no desenvolvimento, no
crescimento de seu filhote e na propagacédo de sua espécie (ROSENBLAT; MAYER,;
SIEGEL, 1985; BRIDGES, 2015).

Esse comportamento é provavelmente 0 mais importante comportamento
social presente em fémeas da classe mamifero, na qual os filhotes dependem
exclusivamente do leite, do aguecimento, da protecdo, da defesa e da instrucéo
maternos para alcancarem sua independéncia (STERN, 1997; BOSH; NEUMANN,
2012).

O CM, em ratas Wistar, Rattus novergicus, ocorre por meio de um contato
intenso nos primeiros dias de vida da ninhada, diminuindo, progressivamente
conforme aumenta a autonomia dos filhotes, cujo desmame pode ocorrer a cerca de
vinte em um dias. Os filhotes, nestes primeiros dias, sdo desprovidos de pélos,
incapazes de se locomover, incapazes de manter sua propria temperatura e
incapazes de enxergar por causa dos olhos fechados, que s6é se abrem por volta do
10° dia de idade (GUBERNICK; KLOPFER, 1981; MIRANDA-PAIVA et al., 2003).

‘Algumas mudangas internas ocorrem na gestacdo ou no parto que
despertam o instinto materno”, perdurando durante o periodo pés-parto (WEISNER,;
SHEARD, 1933; NUMAN; WOODSIDE, 2010). Neste contexto, ratas parturientes
sao imediatamente responsivas aos filhotes, uma vez que o sistema neuroenddcrino
participa de varios eventos relacionados a gestacéo, ao parto e a lactacao, inclusive
ao CM. Deste modo, alteracdbes hormonais como nas concentracbes de

progesterona, estrogeno, prolactina e ocitocina (OT) que ocorrem neste periodo
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alteram o funcionamento de &reas cerebrais da fémea lactante, promovendo a
motivacdo maternal e assim, o comportamento maternal propriamente dito (NUMAN,
1994; NUMAN; INSEL, 2003; NUMAN; WOODSIDE, 2010; DOBOLYI; GRATTAN;
STOLZENBERG, 2014).

E neste contexto que as ratas lactantes desenvolvem uma série de
estratégias de cuidado maternal. Na preparagdo para o parto, as fémeas gestantes
ja desenvolvem comportamentos que objetivam a preparacdo para os cuidados da
ninhada, tais como lamber a propria regido maméria a fim de auxiliar no
desenvolvimento das glandulas, hiperfagia, agressdo contra intrusos bem como a
construcdo do ninho (NUMAN 1994; BRIDGES, 2015).

Imediatamente ap0s o parto, as ratas sdo estimuladas, pelo contato fisico
com a prole, a desenvolver respostas maternais que sao agrupados em duas
categorias: comportamentos diretos e comportamentos indiretos. Os
comportamentos diretos observaveis voltados a prole sdo: busca e o agrupamento
dos filhotes (paréametro indicativo de motivagdo maternal), o nursing que consiste em
permanecer sobre os filhotes, aquecendo-os e amamentando-os (MIRANDA-PAIVA
et al., 2003), a cifose que comp&e 0 nursing mais ativo e € uma posicao que ajuda
na amamentacdo. Durante o nursing, € comum ocorrer o licking/ grooming nos
filhotes que consiste no ato de lambé-los que, por sua vez, ndo somente mantém o0s
filhotes limpos, mas também estimula a miccao e a defecacdo dos mesmos (BOSH,;
NEUMANN, 2012).

Toda esta ampla variedade de comportamentos desempenhados pela méae
para assegurar 0 bem estar e promover o desenvolvimento da prole sao
enquadrados no termo cuidado materno (BOSH, 2013). Segundo Bosh e Neumann
(2012), o liking/ grooming e a cifose constituem parametros que caracterizam a
qualidade do cuidado materno. Ha, portanto, um periodo ativo caracterizado pela
busca e agrupamento dos filhotes, lambida e construcdo do ninho que precede a
quiescéncia caracterizada pelo nursing (LONSTEIN et al., 1998). Esse ultimo chega
a ocupar 80% do periodo do tempo das ratas nos primeiros dias do pés-parto e
decai gradualmente, podendo atingir cerca de 25% do tempo na segunda semana
(GROTA; ADER, 1969; STERN, 1997).
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Entre os comportamentos indiretos realizados pelos roedores voltados a
prole, encontra-se a constru¢ao do ninho, local que promove area segura para prole
na auséncia da mae e onde normalmente se desenvolve o nursing; a agressividade
contra intrusos; 0 aumento do consumo alimentar e a diminuicdo da ansiedade e do
medo (HARD; HANSEN, 1985; LONSTEIN, 2005; PEREIRA et al., 2005; BRIDGES,
2015) (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica de alguns parametros comportamentais desenvolvidos por
fémeas lactantes.
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Fonte: VERONESI, 2016.

Nota: Posicdo de cifose (A), busca dos filhotes (B), lambendo o filhote (pup-grooming/licking pups)
(C), construindo o ninho (D), fora do ninho (E), agrupamento dos filhotes (F), posicao néo
arqueada (G).

Entre estes comportamentos indiretos, a agressividade contra intrusos € um
comportamento de grande significancia adaptativa (CRAWFORD; BALON 1996;
LEDESMA et al., 1988). Nesta classe de mamifero, na qual o infanticidio por co-
especificos ndo parentais é bastante comum, o termo agressdo materna é
apropriado, pois a fémea lactante pode atacar machos que se aproximam da sua

prole a fim de preservar a vida de seus filhotes, sendo assim um comportamento que
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tem por objetivo a protegcdo da ninhada e ndo uma agressao competitiva que visa
adquirir recursos (AGRELL, WOLFF, YLONEN, 1998; ARCHER, 1988). Altos niveis
de agressividade sdo encontrados em ratas lactantes durante as duas primeiras
semanas apos o parto e, apos este periodo, ha um declinio deste comportamento
embora a lactagédo continue (GIONEVARD et al., 2000).

O comportamento agressivo desempenhado pelas ratas lactantes contra um
macho intruso € similar a de machos dominantes em col6nias. 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 nos
intrusos resulta em lesdo sendo que as fémeas dificiimente produzem um dano
fisico. Outra diferenca importante € o alvo destas mordidas. Ao contrario dos
machos, uma consideravel frequéncia de mordidas das fémeas é dirigida a cabeca e
a regido do focinho do intruso. As fémeas apresentam o padrdo de ataque frontal, o
qual ndo é observado em machos dominantes (BLANCHARD; BLANCHARD, 1990).
O ataque frontal € um comportamento subito, muito rapido, 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).

Neste sentido, este comportamento especifico de fémeas lactantes apresenta
componentes defensivo e ofensivo, uma vez que os alvos das mordidas das fémeas
e a ocorréncia de ataque frontal sugerem que existe um elemento de defesa ou
medo na reacdo de uma fémea em direcdo a um intruso (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1981; DE ALMEIDA; FERREIRA; AGRATI, 2014) e existe uma forte
tendéncia da fémea se aproximar e atacar o intruso mesmo antes do mesmo se
aproximar do ninho, indicando a natureza ofensiva deste comportamento (OLIVIER,;
MOS; VAN OORSCHOTOLIVER, 1985).

Uma grande variedade de fatores modula tal comportamento em animais. Entre
estes fatores encontram-se as altera¢cdes hormonais das mées antes e apos o parto;
os estimulos, principalmente tateis e olfatérios provenientes dos filhotes; os sinais

olfatérios vindo dos intrusos; e o ambiente em que 0s animais estdo situados
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(MAYER; ROSENBLATT, 1987; ERSKINE; BARFIELD; GOLDMAN, 1978;
FERREIRA; HANSEN, 1986).

Dada a complexidade do CM em roedores, € de se esperar que muitas regides
cerebrais estejam envolvidas neste processo (LONSTEIN et al. 1998). A area pré-
optica medial (MPOA), localizada na porcéo rostral do hipotalamo, € uma importante
regido envolvida na regulacdo do CM em ratos e em outras espécies (NUMAN;
WOODSIDE, 2010). Esta regidao tem sido identificada como um sitio-chave
integrativo onde os hormonios como estradiol, hormonios lactogénicos e OT atuam
em seus receptores para estimular o inicio do CM (BRIDGES et al., 1990; BRIDGES
et al., 1997; NUMAN; ROSENBLATT; KOMISARUK, 1977; NUMAN; WOODSIDE,
2010; BRIDGES, 2015). Além disso, esta regido também recebe estimulos
sensoriais vindos dos filhotes, o que promove o fortalecimento da relacdo méae-
filhote (DOBOLYI et al., 2014). Assim, a MPOA também €& importante para a
manutencdo do CM, uma vez que lesdes nesta area rompem ambos, o inicio e a
manutencao deste comportamento (NUMAN; STOLZENBERG, 2009).

Outra regido de grande importancia no CM € o Bed nudcleo da estria terminal
(BNST). Doboly e colaboradores (2014) inclui a por¢ao ventral do BNST no termo
MPOA porque ambos recebem aferéncias e desempenham papéis similares no CM
em roedores. Além disso, uma clara separacdo destas areas néo foi encontrada
citoarquitetonicamente. Neurdnios localizados na MPOA/BNST enviam projecdes
para outras regides envolvidas na circuitaria neural que regula o CM, podendo
controlar a atividade neuronal destas outras regides e assim modular este
comportamento (NUMAN; NUMAN, 1997; STACK et al., 2002).

Além disso, os nucleos paraventricular (PVN) e o supra-6ptico (SON) do
hipotadlamo sé@o essenciais para a lactagdo, uma vez que secretam o horménio OT
na hipoéfise posterior em resposta ao estimulo de succdo como parte do reflexo de
ejecdo do leite. Além da participacdo na lactacdo, tem sido demonstrado o
envolvimento deste neuropeptideo na modulagcdo de respostas maternais
direcionadas ao filhote, uma vez que o mesmo também é liberado centralmente e
atua em redes especificas do cérebro materno (NUMAN; WOODSIDE 2010;
DOBOYIL; GRATTAN; STOLZENBERG, 2014). Um dos primeiros estudos que

relataram o papel deste nonapeptideo como estimulador do CM em ratos, utilizou a
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infusdo central de OT em ratas fémeas virgens, ovariectomizadas e tratadas
previamente com estrogeno. Este tratamento induziu um inicio rapido do CM
(PEDERSEN et al., 1982). Além disso, Insel & Harbaugh (1989) observaram que

lesGes do PVN rompem o inicio do CM em ratas primiparas.

Em relacdo a agressdo materna, ha poucos relatos na literatura sobre os
substratos neurais envolvidos especificamente em tal comportamento (LONSTEIN;
GAMMIE, 2002), bem como os mecanismos bésicos acerca da agressao materna
em fémeas lactantes (GIOVENARDI et al., 1998; CONSIGLIO, 2005). A maioria dos
estudos sobre agresséo esta relacionada ao comportamento dos machos e sugere
gue determinadas areas encefalicas como MPOA, PVN, septo lateral (SL), area
hipotalamica anterior (AHA), nucleo ventromedial do hipotadlamo (VMH), é&rea
hipotalamica do ataque (HAA) nulcleos do complexo amigdaldide, substancia
periagueductal (PAG) e cortex pré-frontal também estejam envolvidas em tal
comportamento (MOTTA et al., 2013; DE ALMEIDA; FERREIRA; AGRATI, 2014).

1.2 RECEPTORES PURINERGICOS

A neurotransmissdo purinérgica envolvendo a liberacdo de Trifosfato de
Adenosina (ATP) como neurotransmissor foi proposto por Burnstock em 1972. Em
1976, o ATP foi identificado como cotransmissor nos nervos simpaticos e
parassimpaticos. Neste mesmo ano, consagrou-se 0 termo receptor purinérgico
(BURNSTOCK, 2007; BURNSTOCK et al., 2011). Entretanto, o grande avanco e a
aceitacado da sinalizacdo purinérgica somente ocorreu no inicio dos anos 90, quando
0S receptores para purinas e pirimidinas foram clonados e caracterizados
(BURNSTOCK, 2014).

Ha evidéncias que estes receptores participam tanto na sinalizacao rapida na
neurotransmissdo e neuromodulagdo, bem como na sinalizagdo a longo-prazo
(trofica) na proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Nos neurdnios, 0s mesmos
podem ser encontrados no terminal pré-sinaptico assim como na regido somato-
dendritica (pos-sinaptico) (ABBRACCHIO; CERUTI, 2006; BURNSTOCK et al.,
2011).
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Recentemente, detectou-se a presenca destes receptores em fenétipos néo-
neuronais, nos mais diversos tecidos. Hoje, sabe-se que a sinalizagdo purinérgica
estd envolvida em diversos mecanismos como nas secrec¢des endocrinas e
exocrinas, resposta imune, dor, inflamacdo entre outros (GEVER et al.,, 2006;
BURNSTOCK, 2007; NORTH, 2016).

1.2.1 Classificacdo dos receptores purinérgicos

Atualmente, estda bem estabelecida a existéncia de duas familias de
receptores purinérgicos: Receptores P1 e receptores P2. Os receptores P1
(receptores de adenosina) sdo receptores acoplados a proteina G e ativados pela
adenosina e, em alguns casos, pela inosina; séo subdivididos em quatro grupos (A,
Aoa, Ass € Az) (CODDOU et al., 2011; SONG et al., 2011).

A familia de receptores P2 é subdividida em receptores P2X e receptores
P2Y, baseado em sua forma estrutural e em suas acdes farmacoldgicas. Os
receptores P2X s&o ionotropicos, ou seja, sdo proteinas de membrana que formam
canais para ions na bicamada lipidica. Estes canais sé@o ativados por ligantes, sendo
o ATP o principal agonista. Além disso, séo seletivos a cations, por alguns passam o

Na* e o K* e, outros sdo permedveis também ao Ca*?. (CODDOU et al., 2011)

Sete subunidades foram clonadas e sequenciadas (P2X1 a P2X7).
Conjectura-se que o canal seja um trimero destas subunidades, e podem ser
homoméricos ou heteroméricos (BURNSTOCK, 2007; GEVER et al., 2006). Com a
clonagem, foi revelado que subunidades que formam os receptores P2X apresentam
uma longa alga extracelular (ectodominio), dois dominios transmembrana (TM 1 e
TM2) e os terminais amino e carboxil localizados intracelularmente (CODDOU et al.,
2011).

Assim como os receptores P1, os receptores P2Y sdo metabotropicos, ou
seja, sdo receptores acoplados a proteina G. Foram identificados 8 subtipos de
receptores (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) (CODDOU et
al., 2011; SONG et al, 2011). Estes receptores podem ser subdivididos
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farmacologicamente (de acordo com o tipo de nucleotideo ao qual respondem);
filogenética e estruturalmente (de acordo com a porcentagem de identidade das
sequencias de aminoacidos ou de acordo com a proteina G com a qual interagem)
(ABBRACCHIO et al., 2006). E reconhecido que os receptores P2Y respondem a
purinas bem como a pirimidinas; assim o ATP, Difosfato de Adenosina (ADP) e
outros nucleotideos enddgenos como Trifosfato de Uridina (UTP), Difosfato de
Uridina (UDP) e UDP-glicose atuam como potentes agonistas para receptores P2Y
(ABBRACCHIO et al., 2006; CODDOU et al., 2011).

A topologia destes receptores é tipica da familia de receptores acoplados a
proteina G, apresentando sete dominios transmembranas (TMs), terminal amino
voltado para o meio extracelular e o terminal carboxil para o meio intracelular. Nos
TMs 3, 6 e 7 estdo os residuos de aminoacidos com carga positiva, que formam os
sitios de ligacdo dos nucleotideos. Provavelmente, estes residuos interagem com

cargas negativas dos grupos fostatos dos nucleotideos (ABBRACCHIO et al., 2006).

1.2.2 Agonistas e antagonistas dos receptores purinérgicos

O ATP é o principal agonista para receptores purinérgicos P2, atuando em
receptores P2X e receptores P2Y. Entretanto, a duracédo e a distancia da atuacao
deste nucleotideo séo limitadas por varias ectonucleotidases que hidrolizam o ATP
em ADP. O ADP também é um potente agonista para receptores P2Y, entretanto,
também sofre agdo enzimética, sendo hidrolisado em monofosfato de adenosina
(AMP). O AMP, por sua vez, € hidrolisado em adenosina que é um potente agonista
para receptores P1 (Figura 2). Além disso, outros nucleotideos também atuam como
agonistas para receptores purinérgicos P2Y, apresentando também acao limitada
por processos enzimaticos como UTP, UDP, UDP-glicose (STOJILKOVIC, 2009).

Devido as limitagbes do uso de nucleotideos, ainda ha uma escassez de
ferramentas farmacolégicas seletivas e potentes para receptores purinérgicos
(GEVER et al., 2006). Tem sido dificil desenvolver agonistas especificos para os

subtipos de receptores P2X. Os agonistas que existem sdo analogos do ATP e
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atuam em varios receptores P2X com poténcia e eficicia diferentes. Entre estes se
encontram a,3-metileno-adenosina 5’-trifosfato (a,3-meATP), B,y-metileno-adenosina
5'-trifosfato (B,y-meATP), 2-metiltioadenosina 5’-trifosfato (2-MeSATP), adenosina 5'-

(3-tiotrifosfato) (ATPyS) e 3’-O-(4-benzoil-benzoil) ATP (BzATP) (CODDOU et al.,
2011).

Figura 2 - Representacdo esquematica da via de sinalizacéo purinérgica.

(a) 1
| .
2 3 4 . 5 . 6
ATP — ADP — AMP —> Adenosine —> Inosine —>
P2XRs P2YRs ARs
(b) 4 E-NPP: ATP  —> AMP + PP,
2.8 E-NTPDase: ATP — ADP+P, ; ADP — AMP +P,
4. E-5’-N: AMP —> Adenosine + P,
5. ADA: Adenosine —> Inosine
6. PNP Inosine —> Hypoxanthine
(©) P2XRs P2YRs ARs
Gq/ﬁ %Gsli/o Gs % Gi/o
Cations P2YR P2Y,R A,Rs ARs
P2X1-7R P2Y,R P2Y R AgRs ARs
P2Y,R P2Y R
P2Y R  P2Y R

Fonte: STOJILKOVIC, 2009.

Nota: Via de hidrélise dos nucleotideos (a), enzimas ectonucleotidases envolvidas na hidrélise dos
nucleotideos (b) e ATP € o agonista para receptores P2X e Vvarios receptores P2Y, ao passo
que o ADP é agonista para poucos receptores P2Y e ndo atua em receptores P2X e a
adenosina € o agonista para receptores A (c).
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Entre os antagonistas de receptores P2 se encontram as moléculas
polianiénicas e os nucleotideos. Entre as moléculas polianidnicas estdo Suramin e
analogos, pyridoxal 5-phosphate 6-azophenyl-2’,4’-disulfonic acid (PPADS) e
analogos; e entre os nucleotideos estdo TNP-ATP, NF279 e RB-2. Recentemente,
alguns dos avancos mais significantes na farmacologia purinérgica tem sido o
desenvolvimento de antagonistas mais potentes e seletivos para subtipos de
receptores. Entretanto, ainda entre os mais utilizados encontram-se a Suramin e 0
PPADS, por serem drogas que abrangem um amplo espectro de subtipos de
receptores P2. A Suramin é uma molécula grande, polissulfonada e complexa,
entretanto € um antagonista nao-seletivo de receptores P2. Em contrapartida, o
PPADS é um antagonista que possui uma especificidade muito elevada por
receptores P2X (CODDOU et al., 2011; GEVER et al., 2006).

1.3 RECEPTORES PURINERGICOS P2 E COMPORTAMENTO MATERNO

Ha evidéncias do papel de purinas e pirimidinas em diversos processos,
incluindo aprendizagem e memoria, sono e alerta, fome, humor e motivacéo, dor,
inflamacdo (DRIESSEN et al., 1994; KRUEGER et al., 2010; BURNSTOCK et al.,
2011; BURSNTOCK, 2016; TSUDA, 2017).

Recentemente, foi demonstrado o envolvimento da adenosina no sistema
dopaminérgico mesolimbico modulando o CM (PEREIRA et al., 2011) porém, até o
momento, nao foi evidenciado a participacdo do ATP e ADP neste comportamento

especifico em roedores.

Entretanto, embora ndo haja estudos demonstrando o envolvimento de
receptores purinérgicos P2 no CM, ha uma série de estudos neuroanatdmicos e
neurofisiolégicos que sugerem uma possivel interacdo entre o sistema purinérgico e

fungBes neuroenddcrinas envolvidas no CM.

Os receptores P2 sdo expressos por todo o hipotdlamo de ratos. Neste
contexto, pesquisas utilizando os procedimentos de imunoistoquimica, PCR

(Polymerase Chain Reaction) e hibridizag&o in situ, ttm demonstrado que multiplos
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receptores e RNAm de receptores P2X e P2Y sdo expressos em neurdnios
neurossecretérios envolvidos com a lactacdo. Deste modo, no ndcleo SON foi
encontrada a expressdo de RNAm para receptores P2X2, P2X3, P2X4, P2X6, P2X7,
P2Y1 e P2Y4 (SHIBUYA et al., 1999; SONG; GOMES; STEVENS, 2009; SONG et
al., 2011) e de receptores P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 e P2Y1 e P2Y4 (SHIBUYA et
al., 1999; GUO et al., 2009; SONG; GOMES; STEVENS, 2009; SONG et al., 2011).
Além disso, ha indicios da expressao de receptores P2Y2 e P2Y6 nos neurbnios do
SON, uma vez que 0 mais potente agonista destes receptores apresenta efeito no
aumento de calcio intracelular nesta regido (SONG; VIJAYARAGHAVAN; SLADEK,
2007).

No PVN, foi encontrada a expressdao de RNAm para receptores P2X3, P2X4,
P2Y1 e P2Y4 (SHIBUYA et al., 1999; SONG; GOMES; STEVENS, 2009; SONG et
al.,, 2011) e de receptores P2X1-P2X6, P2Y1l e P2Y4 (GUO et al., 2009;
BEJLOBABA; JANJIC; STOJILKOVIC, 2015; SONG; GOMES; STEVENS, 2009;
SONG et al., 2011).

Na MPOA, outra regido hipotalamica envolvida com o CM propriamente dito,
também foi encontrada expressdo de RNAm para receptores P2X4 e P2X6 (COLLO
et al.,, 1996) assim como expressao de receptores P2X2, P2X3, P2X5 e P2Y4
(XIANG et al., 1998; GURIN et al., 2003; XIANG; HE; BURNSTOCK, 2006; SONG et
al., 2011).

O BNST, por sua vez também apresentou expressdao de RNAm para
receptores P2X2, P2X4 e P2X6 (COLLO et al., 1996) e alta expressao de receptores
P2X1 e fraca expressdao de receptores P2Y4 (FLORENZANO et al., 2008;
BURNSTOCK, 2015).

Além da expressdo dos diversos subtipos de receptores purinérgicos P2
nestas regiées envolvidas com o CM, também foi evidenciada tal expressdo em
regides que modulam o comportamento agressivo em roedores. Neste sentido, foi
encontrada a expressdo de RNAm para receptores P2X4, P2X6 e P2X7 assim como
receptores P2Y4 no SL (YU et al., 2008; COLLO et al., 1996; SONG et al., 2011);
RNAmM para receptores P2X2, P2X4, P2X6 e P2Y6 assim como receptores P2X2,
P2X4, P2X5, P2Y1 e P2Y4 no VMH (BEJLOBABA; JANJIC; STOJILKOVIC, 2015;
BURNSTOCK, 2015; COLLO et al., 1996; SONG et al., 2011; STECULORUM et al.,
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2015; XIANG; HE; BURNSTOCK, 2006); RNAm para receptores P2X2 assim como
receptores P2X1, P2X2, P2Y1 e P2Y4 no nucleo hipotalamico lateral (GURIN et al.,
2003; KITTNER et al., 2006; SONG et al., 2011).

Também foi descrita a presenca de receptores P2X1, P2X3, P2X7 e P2Y1 na
PAG (DIAZ-HERNANDES et al., 2001; KITTNER et al., 2003; XIAO; LI; SUN, 2015;
WORTHINGTON et al., 1999); RNAmM para receptores P2X4 e P2X6 assim como
receptores P2X1, P2Y1 e P2Y4 na amigdala (KITTNER et al., 2003; SONG et al.,
2011; COLLO et al., 1996; FLORENZANO et al., 2008) e; RNAmM para receptores
P2X4 assim como receptores P2X3, P2X7 e P2Y1 no cortex pré-frontal (GUZMAN,;
GEREVICH, 2016; BARANOWSKA-BOSIACKA et al.,, 2016; WENG et al., 2015;
PEREIRA et al., 2013).

Além dos estudos neuroanatdémicos, hi evidéncias que o ATP extracelular e
purinoceptores P2 desempenham importantes papéis no sistema hipotalamo-
neurohipofisario uma vez que estudos in vitro apontam a participacdo do ATP na
secrecdo de hormoénios hipotalamicos em ratos (HIRUMA, BOURQUE, 1995;
SHIBUYA et al.,, 1999; SPERLAGH et al., 1999; SONG; VIJAYARAGHAVAN;
SLADEK, 2007; SONG; GOMES; STEVENS, 2009).

Além da participacdo na secrec¢ao hormonal, foi encontrado o envolvimento de
purinoceptores tipo P2 em outras funcdes hipotalamicas como a regulacdo da
temperatura corporal (GOURINE et al.,, 2002), controle de ingestao alimentar
(KITTNER et al., 2006; STECULORUM et al., 2015; SEILDEL et al., 2006), equilibrio
hidroeletrolitico (MORI; TSUSHIMA; MATSUDA, 1992) e modulacdo da atividade
autonémica simpatica (FERREIRA-NETO et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Os receptores purinérgicos P2 estdo envolvidos na regulacdo de diversas
funcdes no SNC, entre estas se encontram as alteragbes comportamentais e a
regulacdo do sistema neuroenddécrino. Além disso, técnicas de imunoistoquimica,
PCR e hibridizagdo in vitro tém demonstrado a presenca destes receptores
purinérgicos em varias regides centrais que estdo fortemente envolvidas com o CM.

Sabendo que os cuidados maternais sdo essenciais para a sobrevivéncia da
espécie e que ndo é conhecida a participacdo destes receptores em tal
comportamento e nas fungbes neuroendocrinas de ratas lactantes, o presente
estudo visou ampliar os conhecimentos nesta area, trazendo informacdes sobre a
participacdo destes receptores nos mecanismos fisioldgicos que ocorrem durante o
periodo de lactacdo e fornecer um melhor entendimento de sua base

neurocomportamental para a literatura cientifica.

Deste modo, a hipbétese deste estudo € que 0s antagonistas de receptores
purinérgicos P2, quando administrados via intracerebroventricular, ao reduzir a
liberacdo de neuropeptideos hipotalamicos envolvidos na lactagcédo, prejudique o
comportamento maternal de ratas lactantes; enquanto a administracdo do agonista

de receptores purinérgicos P2 promova o efeito oposto.
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3 OBJETIVO

Para a realizacdo do presente estudo foram tracados objetivo geral e

especificos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacdo dos receptores purinérgicos P2 no comportamento

materno e nas fun¢des neuroenddcrinas de ratas lactantes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a participacdo dos receptores purinérgicos P2 nos seguintes

processos:
- Cuidados maternais de ratas lactantes;

- Ativacdo neuronal em regifes cerebrais envolvidas com o CM e em neurdnios

ocitocinérgicos hipotalamicos;

- Concentracdo plasmatica de ocitocina em ratas lactantes e no ganho de peso da

ninhada;
- Comportamento agressivo de ratas lactantes;

- Ativacdo neuronal em regibes cerebrais envolvidas com o comportamento

agressivo;

- Atividade locomotora de ratas lactantes.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais descritos a seguir foram aprovados pela
Comissdo de Etica do Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas
(Protocolo 511/2013).

4.1 ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizadas ratas e ratos da linhagem Wistar,
pesando de 200 a 250 g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas - UNIFAL-MG. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno
adequadas a sua manutencdo, tratados com racdo comercial e agua “ad libitum,
mantidos em salas com sistemas de ventilagcdo a 23+2°C em ciclo de luz de 12
horas claro-escuro — luzes acesas as 7:00hs.

4.1.1 Acasalamento

Ao final do periodo claro do dia, ratas que se encontraram no periodo de
transicdo da fase proestro para estro foram colocadas na gaiola de um rato
sexualmente experiente para o acasalamento, na proporcdo trés fémeas para um
macho. Logo no inicio do periodo claro do dia seguinte foi realizado o esfregaco
vaginal e, confirmando-se a presenca de espermatozoides, este foi considerado o
primeiro dia de gestacdo. As ratas prenhas foram colocadas em gaiolas individuais

até a ocorréncia dos experimentos.

4.1.2 Nascimento e padronizagéao da ninhada
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A ocorréncia do nascimento foi monitorada diariamente. No segundo dia da
lactacdo, foi realizada a contagem e a sexagem dos filhotes. As ninhadas foram
padronizadas para 4 filhotes machos e 4 filhotes fémeas por mae. O restante dos
filhotes, que ndo foram utilizados no estudo, foram eutanasiados com anestésico

inalantes (Halotano®).

4.2 DROGAS E SOLUCOES UTILIZADAS

Baseado em estudos anteriores (MASAKI et al., 2000; FUKUI et al. 2001), as

drogas e solucdes utilizadas foram:
Veiculo
- Solucao Fisiolégica (NaCl 0,9%)

Solucdo administrada no ventriculo lateral (VL) e no volume estabelecido de
5,0 uL.

Antagonistas:

- Suramin (Suramin sodium salt, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA): Antagonista nao

seletivo de receptores P2.

- PPADS [Pyridoxal phosphate-6-azo (benzene-2,4-disulfonic acid) tetrasodium salt
hydrate, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA]: Antagonista de receptores P2X.

Estas drogas foram dissolvidas em salina 0,9%, administradas no VL, no
volume de 5,0 pyL e nas dosagens de 9,4 ug; 18,8 ug; 37,5 ug e 75,0 pg por animal.

Agonista:

- a,B-MeATP (a,B-methyleneadenosine 5’ triphosphate lithium salt, Sigma Aldrich, St
Louis, MO, EUA): Agonista de receptores P2X .

Esta droga foi dissolvida em salina 0,9%, administrada no VL, no volume de

5,0 uL e nas dosagens de 0,5 pg; 5,0 ug e 15,0 pg por animal.



4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Figura 3 - Representagdo esquematica dos grupos experimentais para avaliagcao

dos cuidados maternais e da atividade locomotora em ratas
lactantes.
A
Grupo controle Grupo Suramin
Veiculo 9,4ug | | 18,8ug | | 37,5ug | | 75,0ug
B
Grupo controle Grupo PPADS
Veiculo 94ug | | 18,8ug | | 37,549 | | 75,0ug
C
Grupo controle Grupo a,3-MeATP
Veiculo 0,5ug | | 5,0ug 15,09

Fonte: Da autora.

Nota: Grupo de animais que receberam infusdo central da solugéo veiculo ou
Suramin nas doses de 9,4 ug; 18,8 pg; 37,5 ug e 75,0 ug por animal (A);
Grupo de animais que receberam infusdo central da solugéo veiculo ou
PPADS nas doses de 9,4 pg; 18,8 pg; 37,5 pg e 75,0 pg por animal (B) e;
Grupo de animais que receberam infusdo central da solugéo veiculo ou

a,3-MeATP nas doses de 0,5 ug; 5,0 pg e 15,0 pg por animal (C).

35
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Figura 4 - Representacdo esquematica dos grupos experimentais para
avaliacdo do comportamento agressivo em ratas lactantes.

A
Grupo controle Grupo Suramin
Veiculo 37,549 | | 75,0ug
B Grupo controle Grupo PPADS
Veiculo 37,549 | | 75,0ug

Fonte: Da autora.

Nota: Grupo de animais que receberam infusdo central da solucdo veiculo ou
Suramin nas doses de 37,5 ug e 75,0 pug por animal (A) e; Grupo de
animais que receberam infuséo central da solugéo veiculo ou PPADS nas
doses de 37,5 ug e 75,0 ug por animal (B).

4.4 CIRURGIAS ESTEREOTAXICAS

No segundo dia de lactacdo, as ratas foram anestesiados com 2,2,2
tribromoetanol 250 mg/kg (Sigma-Aldrich, Brasil) e fixadas em um estereotaxico

(Kopf Instruments, Kent, Inglaterra).

Procedimento cirargico: a torre do extereotaxico foi angulada em zero e a
cabeca do animal ajustada até que o Bregma e o Lambda figuem horizontalizados.
Em seguida, uma céanula guia de aco inoxidavel (10 mm de comprimento) foi
implantada no ventriculo lateral de acordo com as coordenadas estereotaxicas de

Paxinos e Watson (1997) (AP: -0,5 mm, V: -3,6 mm, L: -1,5 mm), tomando-se como
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referéncia o Bregma. A canula foi fixada ao cranio por meio de parafusos e acrilico
dental. Um mandril foi mantido dentro da canula para prevenir ocluséo da canula e
infeccdo. ApOs a cirurgia, as ratas receberam injecdo subcutadnea de analgésico
(cetoprofeno, 3 mg por animal) e injecdo intramuscular profilatica de antibiotico
(pentabidtico veterindrio pequeno porte, 0,1mL por animal) e permaneceram
isoladas até a recuperacdo da anestesia e posteriormente foram levadas as suas

respectivas caixas moradias juntamente com seus filhotes.

4.5 MICROINJECOES

Para a realizacdo da microinjecdo no VL, foi utilizada uma seringa Hamilton
de 10 yL e uma agulha injetora dental (30G) conectadas por um cateter PE-10,
sendo que a agulha injetora foi 2 mm maior que a canula guia. Todas as
microinjecdes foram realizadas em um periodo de 60 segundos e com volume

estabelecido de 5,0 pL.

4.6 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

A seguir, serdo abordados os testes comportamentais realizados no presente
estudo.

4.6.1 Avaliacéo dos cuidados maternais

Os cuidados maternais foram avaliados no 6°ou 7° dia da lacta¢do no periodo
da manha. Inicialmente foi anotada a posi¢ao do ninho na gaiola moradia. A ninhada
foi retirada da gaiola e colocada em caixa aquecida. Apés 10-12 horas, os filhotes
foram recolocados na gaiola moradia no lado oposto ao ninho inicial e distribuidos

de forma ndo homogénea. Foram entdo filmados por 30 minutos de acordo com
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estudos prévios (CHAMPAGNE et al., 2003; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011) e, os

seguintes comportamentos maternais e ndo maternais foram analisados:

Comportamentos maternais:

- Porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posicao arqueada a
amamentacao (posicdo arqueada ou cifose);

- Porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada sem estar em posi¢cao

arqueada;

- Porcentagem de tempo de comportamento materno total (CMT) (tempo em que a
rata fica em posicdo de amamentacdo sobre os filhotes apdés 2 minutos de

permanéncia em posicao arqueada);
- Laténcia em segundos para a busca de cada filhote e leva-lo ao ninho;
- Tempo em que a rata lambe os filhotes (licking pups).

Comportamentos ndo-maternais:

- NUmero de rearings;

- Tempo de self-grooming.

4.6.2 Avaliagdo do comportamento agressivo

O comportamento agressivo foi avaliado no 6° ou 7° dia de lactacdo no periodo
da manhd. Um rato adulto macho jovem (175 -190 g), denominado intruso, foi
colocado na caixa moradia, no lado oposto a localizagéo do ninho e filmado por 10
minutos. De acordo com estudos anteriores (BOCCIA; PEDERSEN; 2001,
CONSIGLIO; BRIDGES, 2009; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011; JOHN et al., 2005)

foram analisados os seguintes parametros:

1- Laténcia em segundos para o0 primeiro ataque;
2- Numero de ataques frontais;

3- Numero de ataques laterais;



39

4- Numero de ameacas laterais;
5- Numero de ataques totais;
6- Parametros maternais (rata sobre os filhotes, tempo de lambida e

recuperacao dos filhotes).

4.6.3 Avaliagéo da atividade locomotora no campo aberto

A atividade locomotora foi avaliada no periodo da manha no 6° ou 7° dia de
lactacdo. Os animais foram colocados individualmente em uma arena circular de
acrilico com diametro de 60 cm e paredes com 50 cm de altura, com o piso dividido
em guadrantes, dos quais 8 areas junto as paredes do aparato foram consideradas
periferia e as 4 demais centrais (Figura 5). Cada animal foi colocado no centro da
arena e filmado por cinco minutos para posterior analise. Foi registrado o namero
total de cruzamentos (numero de entradas com as quatro patas na periferia +
namero de entradas com as quatro patas no centro). Apos o experimento com cada

animal, o aparato foi limpo com alcool 10%.

Figura 5. Campo aberto

Fonte: Insight
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4.7 IMUNOISTOQUIMICA PARA C-FOS E FOS-OT

Apés 1 hora e 30 minutos da avaliagdo dos cuidados maternais ou do
comportamento agressivo, as ratas foram anestesiadas com tribromoetanol (250
mg/Kg) e perfundidas através de uma puncéo intracardiaca com salina (250 mL)
contendo 5000U/I de heparina, seguido pela perfusdo com fixador paraformaldeido
4% em tampéo fosfato (PBS 0,01 M; 500 mL) sendo posteriormente os cérebros

submetidos aos procedimentos imunoistoquimicos detalhados a seguir.

ApO6s sua remocgdo, os cérebros foram mergulhados em fixador durante 4
horas e em seguida colocados em solugéo de sacarose a 30% em PBS (0,1 M) a
4°C. Ap6s 48 horas, os cérebros foram seccionados em cortes de 30 pym de
espessura utilizando um criostato e coletados em PBS (0,01 M). Imediatamente
apos, foram realizados o bloqueio da peroxidase enddgena (solucdo de H,0,, 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 liga¢des inespecificas com albumina bovina
5% em 0,1 M de PBS durante uma hora. Os cortes foram processados primeiro para
imunorreatividade para Fos ficando incubados durante a noite com o anticorpo
priméario 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). Apés 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 coloracédo, 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 coloracdo violeta escuro —
preto ao nucleo (FLEMING; WALSH, 1994).

Para a dupla marcacdo, apos a marcacdo para Fos, os cortes foram
incubados por 48 horas a 4°C com anti-OT de coelho (Peninsula Laboratories, Inc.,
San Carlos, CA, USA, 1:20,000). Posteriormente, os cortes foram lavados e

submetidos ao mesmo protocolo descrito para c-Fos utilizando anticorpo biotinilado
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secundario apropriado seguido pelo complexo avidina-biotina-peroxidase. A cor
marrom do citoplasma foi detectada por uma solugéo de DAB né&o intensificada.

Por dltimo, 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.

Todos os nucleos e areas foram identificados e delimitados de acordo com o
atlas Paxinos e Watson (1997). Nos animais submetidos a avaliacdo dos cuidados
maternais foram analisados os seguintes nucleos e areas: MPOA (coordenada: 0,26
mm posterior ao bregma), BNST (coordenada: 0,20 mm anterior ao bregma), SON
(coordenada: 1,30 mm posterior ao bregma), e PVN (coordenada: 1,80 mm posterior
ao bregma). Entretanto, nos animais submetidos a avaliacdo do comportamento
agressivo foram analisados os seguintes ndcleos e areas: VMH (coordenada: 2,30
mm posterior ao bregma), AHA (coordenada: 1,80 mm posterior ao bregma), HAA
(coordenada: 2,56 mm posterior ao bregma), MPOA (coordenada: 0,26 mm posterior
ao bregma), PVN (coordenada: 1,80 mm posterior ao bregma), cortex pré-frontal
ventro-orbital (FPCvo) (coordenada: 3,70 mm anterior ao bregma), septo lateral
porcdo ventral (SLv) (coordenada: 0,70 mm anterior ao bregma), substancia
periagueductal porcdo ventro-lateral (PAGvI) (coordenada: 8,00 mm posterior ao
bregma), amigdala central (CeA) (coordenada: 2,80 mm posterior ao bregma) e
amigdala medial (MeA) (coordenada: 2,80 mm posterior ao bregma). As células
positivas para c-Fos foram quantificadas com auxilio de um microscépio Nikon
modelo H55L.

48 COLETA DE SANGUE, DOSAGEM HORMONAL DE OCITOCINA E
AVALIACAO DO GANHO DE PESO DA NINHADA.

A coleta de sangue foi realizada no 6° ou 7° dia de lactagdo. Quinze minutos
apos a rata lactante expressar o CMT, as mesmas foram decapitadas, o sangue foi
coletado do tronco (5 mL), em tubos plasticos, mantidos sob gelo e contendo
heparina. O plasma foi separado por centrifugacédo (3000 rpm, 4°C, 15 min.) e as

aliquotas mantidas a -20°C até o momento da dosagem hormonal.
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Para a dosagem hormonal foi realizada a técnica de ELISA (Enzime-linked
Immunoabsorbent Assay) através do kit especifico (Oxytocin ELISA kit, Enzo Life

Sciences, NY, USA), segundo as instru¢des do fabricante.

Para a avaliacdo do ganho de peso, a ninhada de 8 filhotes foi separada e
colocada em uma caixa aquecida (~30°C). ApGs 10-12 horas de separacdo materna,
massageou-se manualmente a bexiga dos filhotes para eliminagéo de urina, pesou-
se a ninhada e a mesma foi recolocada na caixa moradia. Ap6s 15 minutos de
amamentacao a ninhada foi pesada novamente para a determinacdo do ganho de
peso (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011; PEREIRA et al., 2015).

4.9 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A seguir serdo abordados os protocolos experimentais realizados no presente

estudo.

4.9.1 Participacao dos receptores purinérgicos P2 nos cuidados maternais

Para a realizacdo deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de
lactacdo que receberam infusdo central aguda de veiculo ou antagonista de
receptores purinérgicos (Suramin/ PPADS) ou de agonista (a,fMeATP). Ap6s 30
minutos da administracao do veiculo ou da droga, os filhotes que inicialmente foram
submetidos a separacdo maternal foram recolocados na gaiola moradia no lado
oposto ao ninho inicial e entdo filmados por 30 minutos para a analise dos cuidados

maternais de acordo com o procedimento descrito anteriormente (4.6.1).

4.9.2 Participacdo dos receptores purinérgicos P2 na ativacdo neuronal em regides
envolvidas com o0 comportamento materno e em neurbnios ocitocinérgicos

hipotalamicos
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Ratas submetidas aos procedimentos do protocolo 4.9.1 foram anestesiadas
com tribromoetanol (250 mg/Kg; i.p.) 1 hora e 30 minutos apos o registro do CM, e
em seguida perfundidas através de uma puncao intracardiaca com salina (250 mL)
contendo 5000U/I de heparina, seguido pela perfusdo com fixador paraformaldeido
4% em tampdo fosfato 0,1 M (500 mL). Ao final, os encéfalos foram removidos,
armazenados em paraformaldeido 4% por 4 horas, e posteriormente armazenados
em solucdo de sacarose a 30% até a realizacdo dos procedimentos

imunoistoquimicos descritos anteriormente (4.7).

4.9.3 Participacdo dos receptores purinérgicos P2 na concentracdo plasmaética de

ocitocina em ratas lactantes e no ganho de peso da ninhada

Para a realizacdo deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de
lactacdo que receberam infusdo central aguda de veiculo ou antagonista de
receptores P2X (PPADS). Ap6s 30 minutos da administracdo do veiculo ou do
antagonista na fémea lactante, os filhotes que inicialmente foram submetidos a
separacdo maternal por 12 horas, foram recolocados no ninho na caixa moradia.
Apds 15 minutos de expressar CMT, as ratas foram decapitadas e o sangue foi
coletado para a dosagem hormonal de OT de acordo com o procedimento descrito
anteriormente (4.8).

Para a avaliagdo do ganho de peso da ninhada, os filhotes das ratas-mae
utilizadas para a coleta de sangue, tiveram sua bexiga massageada manualmente
para eliminagdo de urina. A ninhada foi pesada antes e apds o periodo de
amamentacao de 15 minutos de acordo com o procedimento descrito anteriormente
(4.8).

4.9.4 Participacéo dos receptores purinérgicos P2 no comportamento agressivo
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Para a realizagdo deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de
lactacdo que receberam infusdo central aguda de veiculo ou antagonista de
receptores purinérgicos (Suramin/ PPADS). Apos 30 minutos da administracdo do
veiculo ou da droga, o rato intruso foi colocado na gaiola moradia no lado oposto ao
ninho inicial e entdo filmados por 10 minutos para a analise do comportamento
agressivo de acordo com o procedimento descrito anteriormente (4.6.2).

4.9.5 Participacao dos receptores purinérgicos P2 na ativacdo neuronal em regides

envolvidas com o comportamento agressivo

Ratas submetidas aos procedimentos do protocolo 4.9.4 foram anestesiadas
com tribromoetanol (250 mg/Kg; i.p.) 1 hora e 30 minutos apos o registro do CM, e
em seguida perfundidas através de uma puncao intracardiaca com salina (250 mL)
contendo 5000U/I de heparina, seguido pela perfusdo com fixador paraformaldeido
4% em tampdo fosfato 0,1 M (500 mL). Ao final, os encéfalos foram removidos,
armazenados em paraformaldeido 4% por 4 horas, e posteriormente armazenados
em solucdo de sacarose a 30% até a realizacdo dos procedimentos

imunoistoquimicos descritos anteriormente (4.7).

4.9.6 Participacao dos receptores purinérgicos P2 na atividade locomotora

Para a realizacdo deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de
lactacdo que receberam infusdo central aguda de veiculo ou antagonista de
receptores purinérgicos (Suramin/ PPADS) ou de agonista (a,MeATP). Apds 30
minutos da administragdo do veiculo ou da droga, os animais foram colocados no
aparato do campo aberto e entdo filmados por 5 minutos para posterior analise da

atividade locomotora de acordo com o procedimento descrito anteriormente (4.6.3).

4.10 CONFIRMACAO DA MICROINJECAO NO VENTRICULO LATERAL



45

No final dos experimentos, todas as ratas que ndo foram submetidas a
perfusdo para a extracdo do cérebro para os procedimentos imunoistoquimicos,
foram submetidas a microinjecédo da solucéo azul de Evans 2% no VL pelos mesmos
procedimentos descritos para a microinjecdo de drogas ou solucdo veiculo. Logo
apos, as ratas foram decapitadas, o cérebro foi removido e foi verificado se a
microinjecdo atingiu o VL. Todos o0s animais cuja microinjecdo nao atingiu o

ventriculo lateral foram excluidos deste estudo.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o software GraphPad
versdo 5.0 e expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para analise de
dados, foi realizada andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pds-teste
de Neuman-Keuls. Os resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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6 RESULTADOS

A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos no presente estudo.

6.1 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES PURINERGICOS P2 NOS CUIDADOS
MATERNAIS

A andlise dos cuidados maternais demonstrou que administragdo aguda do
antagonista ndo seletivo de receptores purinérgicos P2 (Suramin) em ratas lactantes
prejudicou a busca dos filhotes para a constru¢do do ninho nas doses 18,8 ug, 37,5
pg e 75,0 pg em relacdo ao grupo controle (Figura 6A). Além disso, a administracao
central de Suramin nas doses 18,8 ug, 37,5 ug e 75,0 pg reduziu o tempo em que a
rata lambe os filhotes (F44,= 6,85; p<0,01; p<0,001 e p<0,001, respectivamente;
Figura 6B); reduziu a porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada em
posicdo de cifose (Fs4= 12,12; p<0,001, p<0,001 e p<0,001, respectivamente;
Figura 6C) e diminuiu a porcentagem de CMT (F442= 8,93; p<0,001, p<0,001 e
p<0,001 respectivamente; Figura 6D) em relagcdo ao grupo controle. Enquanto a
infusdo deste antagonista néo interferiu na porcentagem de permanéncia sobre 0s
filhotes (F442= 3,77; p>0,05; Figura 6E).

Com relacdo aos parametros nao-maternais, nenhuma alteracdo foi
encontrada no tempo de self grooming (F442= 0,14; p=0,96; Figura 7A) e no nUmero
de rearings com a administracdo do antagonista ndo seletivo de receptores
purinérgicos P2 (F4 42=1,96; p=0,11; Figura 7B).
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Figura 6 - Efeito da microinjecdo de Suramin nos cuidados maternais.

A
8_
g
2 —e— Veiculo
= —-e— Suramin (9,4 ug)
2 44 -4~ Suramin (18,8
‘; < —=— Suramin §37,5 ﬁgg
a-’ L *kk *kk *kk kkk **f —— Suramin ( 5,0 ug)
E 2 OfxwxT T
3 r=l
z Y m—
ol r
5 10 15 20 25 30
tempo (min)
[ Veiculo
B E== Suramin (9,4 ug) C
600+ E= Suramin (18,8 pg) 60+
0 Suramin (37,5 pg)
e Suramin (75,0 ug) T
0 1
400 o 40-
8 g
2 T =
g %:'- = ® E Eé
T 200 g S 4
:§ . ; T Fkk 20 F:-'a:g dekk
~l "y P S Kk
'5:' ¥ gﬁg T *kk
. : == . = mm
40-D N 40—E
T °
©
o
30 g_ 304
. T : I
3 20- ey ‘2 207 q':'
® S o | ;ﬁg
e ;
104 s % 10- = 1
u! -':':'l oy O gﬁ I
: : : . RxN *edkk nﬂ. --E:.
s i — E =

Fonte: Da autora

Nota: Recuperacdo dos filhotes para a construcdo do ninho (A), tempo em segundos de licking
pups (B), porcentagem de permanéncia na posicdo de cifose (C), porcentagem de
comportamento materno total (D) e porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (E) apés
a microinjecdo da solucao veiculo ou Suramin nas doses de 9,4 ug, 18,8 ug, 37,5 ug e 75,0
Mg (i.c.v) em ratas lactantes. Valores expressos como média + EPM (n=8-10 animais por
grupo). *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001 quando comparado com o grupo controle.



49

Figura 7 - Efeito da microinjecdo de Suramin nos comportamentos ndo-maternais.
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Fonte: Da autora
Nota: Tempo em segundos de self grooming (A) e o humero de rearings (B) ap6s a microinjecdo da

solugéo veiculo ou Suramin nas doses de 9,4 pg, 18,8 pg, 37,5 pg e 75,0 pg (i.c.v) em ratas
lactantes (n=8-10 animais por grupo).

A administracdo aguda do antagonista especifico de receptores purinérgicos
P2X (PPADS) em ratas lactantes prejudicou a busca dos filhotes para a construcao
do ninho nas doses 37,5 pug e 75,0 ug em relacédo ao grupo controle (Figura 8A).
Além disso, a administracéo central de PPADS nas doses 37,5 ug e 75,0 ug reduziu
o tempo em que a rata lambe os filhotes (Fss,= 17,01; p<0,001 e p<0,001
respectivamente; Figura 8B) quando comparado com o grupo controle. A
administracdo central de PPADS na dose de 75,0 pg reduziu a porcentagem de
tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posicdo de cifose (F4s4= 8,60;
p<0,001; Figura 8C) e diminuiu a porcentagem de CMT (F454= 4,19; p<0,01; Figura
8D) quando comparado com os animais do grupo controle. Enquanto a infusao de

PPADS néo interferiu na porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (F454= 0,76;

p=0,55; Figura 8E).

Com relacdo aos parametros n&o-maternais, nenhuma alteragdo foi
encontrada no tempo de self grooming (F454= 2,19; p=0,08; Figura 9A) e o nimero
de rearings com a administracgdo do antagonista especifico de receptores

purinérgicos P2X (F454= 0,54; p=0,70; Figura 9B).
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Figura 8 - Efeito da microinjecdo de PPADS nos cuidados maternais.
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Fonte: Da autora

Nota: Recuperacao dos filhotes para a construcdo do ninho (A), tempo em segundos de licking pups
(B), porcentagem de permanéncia na posicao de cifose (C), porcentagem de comportamento
materno total (D) e porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (E) apds a microinje¢do da
solugdo veiculo ou PPADS nas doses de 9,4 ug, 18,8 pg, 37,5 ug e 75,0 pg (i.c.v) em ratas
lactantes. Valores expressos como média + EPM (n=11 animais por grupo). *p<0,05; **p<0,01;
***pn<0,001 quando comparado com o grupo controle.
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Figura 9 - Efeito da microinjecdo de PPADS nos comportamentos ndo-maternais.
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Fonte: Da autora

Nota: Tempo em segundos de self grooming (A) e o humero de rearings (B) ap6s a microinjecdo da
solucado veiculo ou PPADS nas doses de 9,4 ug, 18,8 pg, 37,5 pg e 75,0 ug (i.c.v) em ratas
lactantes (n=11 animais por grupo).

A administracdo aguda do agonista de receptores P2X (a,p-MeATP) nao
alterou a busca dos filhotes para a construgdo do ninho (Figura 10A), o tempo em
que a rata lambe os filhotes (F;33= 0,90; p=0,45; Figura 10B); a porcentagem de
tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posicao de cifose (Fs3s= 1,43; p=0,24;
Figura 10C), a porcentagem de CMT (Fs3s= 1,17; p=0,33; Figura 10D); e a
porcentagem de permanéncia sobre os filhotes em relagcdo ao grupo controle (F33s=
0,67; p=0,57; Figura 10E).

Além disso, a administracdo de a,-MeATP (i.c.v) também nao interferiu nos
parametros ndo-maternais. Assim, nenhuma alteracédo foi encontrada no tempo de
self grooming (Fs3s= 0,91; p=0,44; Figura 11A) e no numero de rearings com a
administracdo do agonista de receptores P2X em relacdo ao grupo controle (Fz3s=
1,95; p=013; Figura 11B).
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Figura 10 - Efeito da microinjecdo de a,f-MeATP nos cuidados maternais.
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Fonte: Da autora

Nota: Recuperacao dos filhotes para a construcdo do ninho (A), tempo em segundos de licking pups
(B), porcentagem de permanéncia na posicao de cifose (C), porcentagem de comportamento
materno total (D) e porcentagem de permanéncia sobre os filhotes (E) apds a microinjecdo da
solugéo veiculo ou a,3-MeATP nas doses de 0,5 ug, 5,0 ug e 15,0 pg (i.c.v) em ratas lactantes
(n=9-11 animais por grupo).
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Figura 11 - Efeito da microinje¢éo de a,f-MeATP nos comportamentos ndo-maternais.
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Fonte: Da autora

Nota: Tempo em segundos de self grooming (A) e o nimero de rearings (B) ap0s a microinjecéo da
solucdo veiculo ou a,p-MeATP nas doses de 0,5 ug, 5,0 ug e 15,0 pg (i.c.v) em ratas
lactantes (n=9-11 animais por grupo).

6.2 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES PURINERGICOS P2 NA ATIVACAO
NEURONAL EM REGIOES ENVOLVIDAS COM O COMPORTAMENTO MATERNO
E EM NEURONIOS OCITOCINERGICOS HIPOTALAMICOS

Na tabela 1 pode-se observar que a microinjecdo de Suramin ou PPADS
(dose de 37,5 ug) reduziu o numero de células positivas para c-Fos na MPOA (F227=
9,91; p<0,01 e p<0,001 respectivamente; Figura 12), no BNST (F230= 18,01; p<0,01
e p<0,001 respectivamente; Figura 13) e no SON (Fz3:= 6,13; p<0,05 e p<0,05
respectivamente; Figura 14) em relacdo ao grupo controle. A microinjecdo de
PPADS reduziu o numero de células positivas para c-Fos no PVN (Fz3:= 5,01;

p<0,01; Figura 15) em relag@o ao grupo que recebeu a infusdo da solugéo veiculo.

Além disso, o tratamento com Suramin ou PPADS reduziu o namero de
células positivas para c-Fos nos neurénios ocitocinérgicos do PVN (F23= 8,39;
p<0,01 e p<0,01 respectivamente; Figura 15) e do SON (F,31= 7,90; p<0,01 e
p<0,01 respectivamente; Figura 14) quando comparada com o grupo controle .
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Tabela 1 - Efeito da microinjecao de Suramin ou PPADS na dose de 37,5 pg sobre o nimero de
células positivas para c-Fos no MPOA, BNST, SON e PVN (MM); nimero de neurdnios
ocitocinérgicos no SON e PVN (MM) e; nimero de células positivas para c-Fos em
neurdnios ocitocinérgicos do SON e PVN (MM).

Veiculo Suramin PPADS
c-Fos
MPOA 147,9+12,8 84,4 +11,0** 69,4 + 9,3***
BNST 64,5%+6,1 38,1 + 6,0** 21,0 £ 2,9%**
SON 11,2+1,9 4,2 +1,6* 3,8+1,5*
PVN (MM) 16,5+2,8 10,5+2,8 54 +1,5%*
Neurdnios OT
SON 55,7+25 41,4+ 2.3 60,8+ 2,5
PVN (MM) 63,3+2,3 62,5+1,4 67,5+4,0
c-Fos/OT
SON 4,1+0,6 1,1 +£0,4* 0,7 £ 0,3**
PVN (MM) 3,3+04 1,1+ 0,4** 0,6 + 0,2*

Fonte: Da autora

Nota: MPOA érea pré-6ptica medial, BNST bed nucleus da estrial terminal, SON nucleo supra-optico
e PVN (MM) regido magnocelular do ndcleo paraventricular. Valores expressos em média +
EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o grupo controle.
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Figura 12 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos
na MPOA apds a microinjecéo da solugéo veiculo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em
ratas lactantes.

Fonte: Da autora
Nota: MPOA area pré-optica medial. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 pm.QO:
guiasmo optico.
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Figura 13 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos

lo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em

da solucgao veicu

0s a microinjecéo

ratas lactantes.

7

no BNST ap

Fonte: Da autora

Nota: BNST bed nucleus da estria terminal. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 ym.

lo lateral.

CA: comissura anterior; VL: ventricu
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Figura 14 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos
em neurdnios ocitocinérgicos do SON apés a microinjecdo da solugdo veiculo (A) ou
Suramin (B) ou PPADS (C) em ratas lactantes.
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Fonte: Da autora
Nota: SON nucleo supra-Optico. Fotomicrografias no aumento de 20x. Escala de 100 ym. QO:
guiasma optico.
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Figura 15 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos
em neurdnios ocitocinérgicos do PVN ap6s a microinjecdo da solucdo veiculo (A) ou
Suramin (B) ou PPADS (C) em ratas lactantes.

Fonte: Da autora

Nota: PVN (MM) regido magnocelular do nudcleo paraventricular. Fotomicrografias no aumento de 20x.
Escala de 100 uym. 3V: terceiro ventriculo.

6.3 PARTICIPA(}AO DOS RECEPTORES PURINERGICOS P2 NA

CONCENTRA(;AO PLASMATICA DE OCITOCINA EM RATAS LACTANTES E NO

GANHO DE PESO DA NINHADA

A administracdo central de PPADS (dose de 37,5 pg) em ratas lactantes
resultou em uma reducdo da concentracdo plasmatica de OT apds 15 minutos de
permanéncia em CMT quando comparado com ratas que receberam a solucao
veiculo (p<0,05; Figura 16A).

Além disso, a infusdo intracerebroventricular de PPADS (dose de 37,5 pg) em

ratas lactantes resultou em um menor ganho de peso da ninhada apos
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permanecerem 15 minutos em CMT quando comparado com ratas que foram

tratadas com salina (p<0,05; Figura 16B).

Figura 16 - Efeito da microinjecdo de PPADS na concentracéo plasmatica de ocitocina e no ganho de
peso na ninhada.
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Fonte: Da autora

Nota: Concentracdo plasmética de ocitocina (A) e o ganho de peso da ninhada (B) apds a
microinje¢@o da solucéo veiculo ou PPADS na dose de 37,5 pg em ratas lactantes. Valores
expressos como média £+ EPM (n=-8 animais por grupo). *p<0,05 quando comparado com o
grupo controle.

6.4 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES PURINERGICOS P2 NO
COMPORTAMENTO AGRESSIVO

A analise do comportamento de agressividade materna demonstrou que
administracdo central de Suramin na dose de 75,0 pug em ratas lactantes aumentou a
laténcia para o primeiro ataque (F,.s= 6,11; p<0,01; Figura 17A) em relacdo ao
grupo controle. Além disso, a administracdo central de Suramin nas doses de 37,5
pg e 75,0 pg reduziu o numero de ataques frontais (F, 5= 11,28; p<0,001 e p<0,001
respectivamente; Figura 17B); reduziu o numero de ameacas laterais (F22s= 10,93;
p<0,01 e p<0,001, respectivamente; Figura 17D) e reduziu o numero de ataques
totais (F.28= 8,87; p<0,05 e p<0,001, respectivamente; Figura 17E) quando
comparado com o grupo controle. Enquanto a infusdo de Suramin nao interferiu no
namero de ataques laterais (F2 2= 1,82; p>0,05; Figura 17C) e no tempo em que a

rata executa cuidados maternais (F»2s= 0,23; p>0,05; Figura 17F).

Com relacdo ao antagonista especifico de receptores P2X, a administracao
central de PPADS nas doses de 37,5 ug e 75,0 ug em ratas lactantes aumentou a
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laténcia para o primeiro ataque (F220= 6,95; p<0,05 e p<0,01, respectivamente;
Figura 18A); reduziu o niumero de ataques frontais (F, 2= 14,83; p<0,001 e p<0,001,
respectivamente; Figura 18B); reduziu o niumero de ataques laterais (F228= 7,52;
p<0,01 e p<0,01, respectivamente; Figura 18C); reduziu o numero de ameacas
laterais (F220= 9,15; p<0,01 e p<0,001, respectivamente; Figura 18D) e reduziu o
namero de ataques totais (F,20= 18,53; p<0,001 e p<0,001, respectivamente; Figura
18E) quando comparado com o grupo controle. Enquanto a infusdo de PPADS nao
interferiu no tempo em que a rata executa cuidados maternais (Fz29= 2,65; p>0,05;
Figura 18F).
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Figura 17 - Efeito da microinje¢éo de Suramin no comportamento agressivo.
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Fonte: Da autora

Nota: Laténcia em segundos para o primeiro ataque (A), nimero de ataques frontais (B), nimero de
ataques laterais (C), nimero de ameagas laterais (D), nimero de ataques totais (E) e tempo de
cuidados maternais (F) apds a microinjecdo da solucao veiculo ou Suramin nas doses de 37,5
Kg e 75,0 ug (i.c.v) em ratas lactantes. Valores expressos como média + EPM (n=9-10 animais
por grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o grupo controle.
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Figura 18 - Efeito da microinje¢céo de PPADS no comportamento agressivo.
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Fonte: Da autora

Nota: Laténcia em segundos para o primeiro ataque (A), nUmero de ataques frontais (B), nimero de
ataques laterais (C), nimero de ameacas laterais (D), nUmero de ataques totais (E) e tempo de
cuidados maternais (F) apds a microinjecdo da solucéo veiculo ou PPADS nas doses de 37,5
Mg e 75,0 ug (i.c.v) em ratas lactantes. Valores expressos como média £ EPM (n=10 animais
por grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o grupo controle.

6.5 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES PURINERGICOS P2 NA ATIVACAO
NEURONAL EM REGIOES ENVOLVIDAS COM O COMPORTAMENTO
AGRESSIVO
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Na tabela 2 pode-se observar que a microinjegcdo de Suramin ou PPADS
(dose de 75,0 ug) reduziu o namero de células positivas para c-Fos no VMH (F;17=
16,20; p<0,001 e p<0,001 respectivamente; Figura 19), na AHA (F,17= 8,55; p<0,01
e p<0,01 respectivamente; Figura 20), na HAA (F,:17,= 6,18; p<0,05 e p<0,05
respectivamente; Figura 21), na PAGvl (F;i1s= 3,98; p<0,05 e p<0,05
respectivamente; Figura 22) e na MeA (Fyi1s= 4,47, p<0,05 e p<0,05
respectivamente; Figura 23) em relacdo ao grupo controle. Nenhuma alteracéo
significativa foi encontrada no numero de células positivas para c-fos nha MPOA
(F2.18= 1,52; p=0,24), no PVN (F,17= 0,37; p=0,69), no FPCvo (F,1s= 0,38; p=0,68),
no LSv (Fz1s= 1,38; p=0,27) e na CeA (F.1s= 1,19; p=0,32) quando realizada a

comparacao entre 0s grupos.

Tabela 2 - Efeito da microinjecao de Suramin ou PPADS sobre o numero de células positivas para c-
Fos no VMH, AHA, HAA, MPOA, PVN, FPCvo, SLv, PAGvVI, CeA e MeA.

Veiculo Suramin PPADS
c-Fos
VMH 67,33 £ 10,63 17,33 £ 2,45** 29,00 + 2,76***
AHA 80,17 £13,91 32,17 + 6,09** 35,17 £ 4,78**
HAA 70,17 £10,84 28,33 £ 6,20* 36,33 £ 6,20*
MPOA 80,33 £ 14,20 49,67 + 14,15 55,43 £10,73
PVN 27,67 £8,27 25,83 +11,14 18,17 + 3,50
FPCvo 49,33 + 14,63 36,50 + 9,54 44,86 *+ 5,87
LSv 26,83 + 8,66 13,83 + 3,27 25,00 + 4,66
PAGVI 23,50 + 6,88 10,67 £ 2,57* 8,42 + 0,94*
CeA 24,83+ 7,25 15,67 +4,08 15,43 + 2,62
MeA 79,67 £ 23,07 26,67 + 4,58* 38,14 £ 2,51*

Fonte: Da autora

Nota: VMH nucleo ventromedial do hipotdlamo, AHA &rea hipotalAmica anterior, HAA &rea
hipotalamica do ataque, MPOA area pré-6ptica medial, PVN nucleo paraventricular, FPCvo
cortex pré-frontal ventro-orbital, LSv septo lateral ventral, PAGvl Substancia periaqueductal
ventro-lateral, CeA amigdala central e MeA amigdala medial . Valores expressos em média +
EPM (n=6-7 animais por grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o
grupo controle.
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Figura 19 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos
no VMH apoés a microinjecdo da solugdo veiculo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em
ratas lactantes.

Fonte: Da autora
Nota:VMH nucleo ventromedial do hipotalamo. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100
pm. Arg: ndcleo arqueado; 3V: terceiro ventriculo.
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Figura 20 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos
no AHA apds a microinjecdo da solugao veiculo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em
ratas lactantes.
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Fonte: Da autora
Nota: AHA &rea hipotalamica anterior. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 ym. PVN:
nucleo paraventricular; 3V: terceiro ventriculo.
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Figura 21 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos

lo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em
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Fonte: Da autora

Nota: HAA é&rea hipotaldmica do ataque. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 pm.
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Figura 22 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos
na PAGvl apds a microinjecdo da solucao veiculo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em
ratas lactantes.

Fonte: Da autora
Nota: PAGvI Substancia periaqueductal ventro-lateral. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala
de 100 pm. Ag: aqueduto cerebral.
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Figura 23 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos

lo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em

a0 veicu

da solug
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Fonte: Da autora

Nota: MeA Amigdala medial. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 um.TO: trato 4ptico.
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6.6 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES PURINERGICOS P2 NA ATIVIDADE
LOCOMOTORA

A analise do campo aberto ndo evidenciou nenhuma alteracéo significativa no
namero total de entradas em ratas lactantes que receberam a microinjecdo de
Suramin em relacdo ao grupo controle (F442= 1,58; p=0,19; Figura 24), em ratas que
receberam a microinjecdo de PPADS em relacdo ao grupo controle (Fs44= 1,15;
p=0,34; Figura 25) e também em ratas que receberam infusédo central de a,3-MeATP
em relacdo aos animais que receberam a solucdo veiculo (Fz2s= 2,72; p=0,06;
Figura 26).

Figura 24 - Efeito da microinje¢éo de Suramin na atividade locomotora.
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Fonte: Da autora
Nota: NUmero total de entradas no campo aberto ap0s a microinje¢do da solugdo veiculo ou Suramin
nas doses de 9,4 ug, 18,8 pg, 37,5 pg e 75,0 pg (i.c.v) em ratas lactantes (n=8-9 animais por

grupo).
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Figura 25 - Efeito da microinje¢éo de PPADS na atividade locomotora.
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Nota: Numero total de entradas no campo aberto ap6s a microinje¢do da solugao veiculo ou PPADS
nas doses de 9,4 ug, 18,8 ug, 37,5 pg e 75,0 pg (i.c.v) em ratas lactantes (n=7-11 animais por
grupo).

Figura 26 - Efeito da microinjecdo de a,3-MeATP na atividade locomotora.
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MeATP nas doses de 0,5 pg, 5,0 ug e 15,0 pg (i.c.v) em ratas lactantes (n=5-8 animais por
grupo).
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7 DISCUSSAO

A administracdo central de antagonistas de receptores purinérgicos P2
reduziu os cuidados maternais, 0 comportamento agressivo de ratas lactantes e a
ativacdo de neurdnios localizados em &reas cerebrais envolvidas em tais
comportamentos. Além disso, a administracdo de PPADS reduziu o ganho de peso
da ninhada e a concentracdo plasmatica de OT no periodo inicial da lactacao.
Entretanto, nenhuma alteragédo foi encontrada na atividade locomotora de ratas
lactantes com a administrag&o central destes antagonistas.

O CM em mamiferos engloba um conjunto de atividades voltadas direta ou
indiretamente a prole. Em roedores de laboratorio, ha varios parametros que sao
estudados, incluindo a recuperacdo dos filhotes, que € indicativo de motivacéo
maternal e a lambida (liking pups) que é uma importante medida de qualidade do
CM uma vez que ndao somente promove a limpeza, estimula a mic¢do e a defecacéo,
mas também repercute no desenvolvimento social e emocional dos filhotes (CALDJI
et al., 1998; CHAMPAGNE et al., 2003). Além disso, para fornecer a nutricdo dos
filhotes, as maes assumem diferentes posicionamentos sobre os mesmos, incluindo
postura ndo arqueada e postura arqueada, sendo a Ultima uma posicdo de nursing
ativo no qual a mae é totalmente engajada em uma postura da cifose quiescente
(CALDJL et al., 1998; PEDERSEN; BOCCIA, 2003; OLAZABAL et al., 2013).

No presente estudo, a administracdo de antagonistas de receptores
purinérgicos P2 (Suramin e PPADS) foi capaz de reduzir estes cuidados maternais.
Embora existam evidéncias do papel de purinas e pirimidinas em diversos
comportamentos (KRUEGER et al., 2010; BURNSTOCK et al., 2011; BURSNTOCK,
2016; TSUDA, 2017), até o momento, ndo foi evidenciado a participacdo dos
receptores purinérgicos P2 no comportamento maternal em roedores. Assim, este é
o primeiro estudo que demonstrou a atuacdo de nucleotideos enddgenos nos
cuidados maternais através da infusdo central de antagonistas de purinoceptores do

tipo P2X e P2Y em ratas lactantes.

Aléem da reducdo dos parametros maternais, a administracdo central de

Suramin ou PPADS reduziu a ativacdo de neurdnios localizados na MPOA do
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hipotdlamo e no BNST. Estas areas sdo essenciais na regulacdo do CM em ratos
uma vez que a aplicacdo direta de estrégeno ou prolactina na MPOA/BNST facilita o
CM (BRIDGES et al., 1990; NUMAN; ROSENBLATT; KOMISARUK, 1977; STACK et
al., 2002), enquanto destruicdo excitotéxica ou elétrica assim como cortes das
conexdes neurais laterais desta regido prejudica tal comportamento (JACOBSON et
al., 1980; NUMAN, 1974; NUMAN et al.,1988; NUMAN et al., 1977; KALINICHEYV;
ROSENBLAT; MORRELL, 2000; STACK et al., 2002; NUMAN, 2007). Uma grande
importancia € dada a esta regido uma vez que foi demonstrado que neurdnios
localizados na MPOA/BNST enviam projecdes para outras regides envolvidas na
circuitaria neural que regula o CM, podendo assim controlar a atividade destas
regides (NUMAN; NUMAN, 1997; STACK et al., 2002; NUMAN, 2007).

Estudos recentes, utilizando imunoistoquimica para determinar o padrdo de
ativacdo neuronal durante o CM de roedores, encontraram um grande aumento na
expressdo da proteina c-Fos na MPOA/BNST apds 1-2 horas de exposicdo dos
filnotes (CALAMANDREI; KEVERVE, 1994; FLEMING et al., 1994; NUMAN;
NUMAN, 1994; NUMAN; NUMAN, 1996; NUMAN; NUMAN, 1997; NUMAN et al,
1998; LONSTEIN et al., 1998; STACK et al., 2002; VILELA et al., 2013). Além disso,
Lonstein e colaboradores (1998) observaram que apenas o estimulo filhotes (na
presenca ou na auséncia de succ¢do) é capaz de induzir elevacdes significativas de
neurdnios imunorreativos a c-Fos na MPOA e em areas cerebrais interconectadas

com a mesma.

Lee e colaboradores (2000) assim como Numan (2007) tem demonstrado que
a MPOA esta envolvida no aspecto motivacional do CM em ratas. Neste sentido,
neurbnios localizados nesta regido interagem com o0 sistema dopaminérgico
mesolimbico regulando somente comportamento maternal voluntario e, lesbes na
MPOA tende a romper estes componentes motores ativos do CM enquanto o
comportamento de nursing permanece relativamente inafetado (NUMAN;
WOODSIDE, 2010; NUMAN; INSEL, 2003; LONSTEIN et al., 1998). Por outro lado,
de acordo com Numan (2007), esta bem definida a atuacdo da MPOA na modulacao
de componentes motores ativos, porém, ha controversas sobre sua participagdo na

modulagdo do comportamento de nursing em roedores lactantes.
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Entretanto, no presente estudo, ambos os grupos (Suramin e PPADS)
apresentaram redugdo da ativagdo de neurOnios localizados nestas regides
prosencefélicas, reducdo de componentes motores ativos (como lambida e
recuperacado dos filhotes) e prejuizo nos parametros de cifose e CMT em relacdo ao
grupo controle. Assim, é possivel que estes antagonistas também possam atuar em
outras regides da circuitaria maternal envolvida nos comportamentos reflexos para

reduzir os parametros cifose e o CMT.

Além disso, a microinjecdo de Suramin e PPADS também promoveu a
reducdo da ativacdo de neurdnios ocitocinérgicos do PVN e SON do hipotalamo,
locais onde o neuropeptideo OT é sintetizado e liberado pelos terminais nervosos na
hipofise posterior e em varias regiées cerebrais. A succao estimula a liberacdo de
OT dentro da circulacdo sanguinea e no sistema nervoso central (SNC) de ratas
lactantes (NEUMANN et al., 1993). Sistemicamente, este hormodnio neurohipofisario
€ responsavel por aumentar a contratilidade da musculatura lisa das glandulas
mamarias promovendo a ejecdo do leite durante o nursing (FEBO; FERRIS, 2014,
CROWLEY, 2015). No SNC, sua liberacdo durante o parto é responsavel por
promover o inicio do CM, uma vez que a destruicdo do PVN (INSEL; HARBAUGH,
1989) assim como a administracdo de antagonista de OT em ratas lactantes
promove um atraso no inicio (VAN LEENGOED; KERKER; SWANSON, 1987;
FEBO; NUMAN; FERRIS, 2005) bem como prejuizo na manutencdo do CM em
roedores (CHAMPAGNE et al., 2001; PERDERSEN; BOCCIA, 2003; SHAHROKN et
al., 2010).

Febo e colaboradores (2005) demonstraram, através de imagem de
ressonancia magnética, que regides como BNST, MPOA e PVN sdo ativadas em
resposta a succdo assim como com a administracdo central de OT. Além do
aumento da liberacdo intracerebral de OT durante este periodo, foi encontrado
elevada expressdo de receptores de OT no BNST, MPOA e PVN (BOSCH;
NEUMANN, 2012; FEBO; FERRIS, 2014), e tal elevacdo tem sido correlacionada
com altos niveis de lambida sobre os filhotes (CHAMPAGNE et al., 2001).

Neste contexto, o presente estudo também encontrou uma reducdo da
concentracdo plasmatica de OT e um menor ganho de peso dos filhotes apés a

microinjecao do antagonista PPADS na dose de 37,5 ug. Sabendo-se que o estimulo
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de succdo promove a liberagcdo pulsatil de OT dos terminais neurohipofisarios nos
capilares fenestrados, que por sua vez, atinge a circulacdo sanguinea e assim o
tecido mamario para promover a ejecdo do leite (HATTON; WANG, 2008;
CROWLEY, 2015), a diminuicdo da secrecdo de OT durante a lactacdo em ratas
tratadas com PPADS pode resultar em menor transferéncia de leite para os filhotes,
representando em um menor ganho de peso da ninhada. Entretanto, ndo foi possivel
realizar a dosagem hormonal em ratas tratadas com Suramin uma vez que as
mesmas nao apresentam cuidados maternais que permitem o estimulo de succéo

dos filhotes, que é indispensavel para a realiza¢édo do teste.

Como o estudo atual encontrou mesmo na presenca do estimulo da succao,
uma reducdo da concentracdo plasméatica de OT e uma menor transferéncia de leite
para os filhotes, é provavel que estes achados sejam uma consequéncia da inibicao
direta e/ou indireta do PPADS na ativacdo dos neurdnios ocitocinérgicos. Como a
droga € administrada por via intracerebroventricular, a mesma pode bloquear
receptores purinérgicos localizados na MPOA/BNST na qual ja foi evidenciado
expressdo de RNAm e de receptores purinérgicos P2 (COLLO et al., 1996; XIANG;
HE; BURNSTOCK, 2006; SONG et al., 2011; FLORENZANO et al., 2008), reduzindo
a ativacdo neuronal nesta area, que por sua vez, envia projecdes para o0 PVN,
reduzindo a ativacdo de neurdnios ocitocinérgicos e consequentemente, resultando

em uma menor liberagcéo de OT.

Corroborando esta hipétese, diversos trabalhos propéem que é possivel que
projecbes da MPOA para o PVN promova a liberacdo de OT na hipéfise como parte
de um reflexo de ejecéo do leite (SIMERLY; SWANSON, 1988; NUMAN; NUMAN,
1996; FEBO et al., 2005). Além disso, a MPOA pode regular a liberacdo de OT em
diversas areas cerebrais, inclusive na propria MPOA, podendo este hormonio
exercer uma influéncia neuromodulatéria nos neurénios desta regido e regular o
comportamento maternal (NUMAN; WOODSIDE 2010; DOBOLYI; GRATTAN;
STOLZENBERG, 2014). Neste sentido, Pedersen e colaboradores (1994)
encontraram reducéo dos cuidados maternais apos a infusdo de antagonista de OT

diretamente na MPOA de ratas.

Por outro lado, também é possivel que o antagonista blogueie os receptores

purinérgicos P2 diretamente nos nucleos de origem de OT (PVN e SON) e com isso
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reduzir a concentracdo plasmatica de OT em ratas lactantes e, consequentemente,
diminuindo os cuidados maternais uma vez que este neuropeptideo participa tanto
do inicio como da manutencdo deste comportamento especifico. Além do mais,
estudos do nosso laboratério também tém enfatizado a importancia da via
ocitocinérgica no comportamento de ratas lactantes ao encontrar reducdo dos
parametros maternais associados a reducdo dos valores plasmaticos de OT e da
ativacdo de neurbnios do SON e de neurdnios magnocelulares do PVN com a
administracdo central e periférica de outras substancias (VILELA; GIUSTI-PAIVA,
2011; VILELA et al., 2013; PEREIRA; GIUSTI-PAIVA; VILELA, 2015).

Neste contexto, ha uma série de estudos que sugerem uma possivel
interacao entre 0s sistemas purinérgico e ocitocinérgico no hipotalamo. Técnicas de
hibridizacdo in situ, analises de PCR e imunoistoquimica tem mostrado que
neurdnios neurossecretorios localizados nos nucleos SON e PVN expressam RNAmM
e proteinas receptoras para P2X e P2Y (COLLO et al., 1996; SHIBUYA et al., 1999;
SONG; GOMES; STEVENS, 2009; VAVRA; BHATTACHARYA; ZEMKOVA, 2011;
SONG et al., 2011). Além disso, através da técnica de imunoistoquimica de dupla-
marcacdo, foi avaliado a distribuicdo de receptores P2 e co-localizacdo destes
receptores com neurbnios ocitocinérgicos nos nucleos hipotalamicos SON e PVN de
ratos. Foi encontrada a expressao dos receptores P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 e P2Y4
em ambos os nucleos. Entretanto, a co-localizacao destes receptores com neurénios
OT foi diferentemente encontrada nestes nucleos. No SON, neurbnios que contém
OT também expressaram o0s receptores P2X2, P2X4, P2X5 e P2Y4 enquanto no
PVN, estes neurdnios que contém OT expressaram apenas 0S receptores P2X4 e
P2Y4 (GUO et a., 2009; SONG et al., 2011).

Além disso, ha varias linhas de evidéncias que apoiam a existéncia de
receptores funcionais P2 nestes ndcleos hipotalamicos. Receptores purinérgicos
P2X sdo canais permedveis a cations como o célcio (Ca*®) (GEVER et al., 2006). O
Ca™ é um segundo mensageiro vital que controla muitas funcées fisiologicas, tal
como a liberacdo de neuropeptideos e neurotransmissores (GUO et al., 2009). Este
segundo mensageiro induzido pelo ATP via purinoceptores P2X esta envolvido na
liberacdo de neuropeptideos no sistema hipotalamico neuro-hipofisario, como a OT
(CHEN; LEVY; LIGHTMAN, 1994; TROADEC et al., 1998; KNOTT; VELAZQUEZ-
MARRERO; LEMOS, 2005; GOMES et al., 2009). Deste modo, a ativacdo de canais
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P2X causa despolarizagdo da membrana celular que resulta na abertura de canais
de célcio voltagem-dependentes e aumento de Ca*?intracelular (SHIBUYA et al.,
1999). Posteriormente, constatou-se que este aumento de Ca*? intracelular foi
ocasionado pela entrada de Ca*? através de receptores P2X, mais do que via canal
de caélcio voltagem-dependente (GUO et al., 2009). Estudos demonstraram que
estas respostas de aumento dos niveis de Ca*?intracelular e da liberagdo hormonal
a nivel hipotalamico induzida pelo ATP foi atenuada ou abolida com a administracéao
dos mesmos antagonistas utilizados no presente estudo (PPADS e Suramin) nos
terminais neuro-hipofisarios de ratos (GUO et al., 2009; KAPOOR; SLADEK, 2000:
SHIBUYA et al., 1999; GOMES et al., 2009).

Entretanto, nucleotideos de purinas e pirimidinas também podem modular
uma variedade de funcbes fisiologicas pela interacdo com receptores P2Y
(ABBRACCHIO; CERUTI, 2006; SONG et al., 2011). Song e colaboradores (2011)
sugerem que purinoceptores do tipo P2Y estejam envolvidos na regulacdo da
liberacdo dos neuropeptideos hipotalamicos, sendo que o subtipo P2Y1 foi
encontrado ser predominantemente responsavel pela liberagdo de célcio dos
estoques intracelulares, na auséncia de calcio extracelular, promovendo a liberacéo
de neuropeptideos nos terminais neurohipofisarios de ratos e camundongos (SONG;
GOMES; STEVENS, 2009). Assim, este aumento de calcio pode ser induzido pela
ativacdo de receptores P2Y que promove a liberacdo de calcio mediado pelo
trifosfato de inositol (IP3) dos estoques intracelulares (SHIBUYA et al., 1999). Deste
modo, a ativacdo de ambas as classes de receptores purinérgicos P2 contribuem
para aumento de calcio intracelular induzido pelo ATP nos neurdnios
neurossecretorios do hipotalamo (SONG; VIJAYARAGHAVAN; SLADEK, 2007).

Além do envolvimento do ATP na secre¢cdo hormonal, ja foi demonstrado sua
participagcdo em outras fungcbes hipotalamicas como na regulacdo da temperatura
corporal, regulacdo do sono e vigilia, controle da ingestdo alimentar, controle do
equilibrio hidroeletrolitico e respostas autonémicas simpaticas cardiovasculares
(MORI; TSUSHIMA; MATSUDA, 1992; GOURINE et al., 2002; SEILDEL et al., 2006;
SERGEEVA et al., 2006; BUSNARDO et al., 2013).

Entretanto, no presente estudo, nenhuma alteracédo dos parametros maternais

foi encontrado nos animais que receberam microinjegdo de a,f-meATP em relagéo
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ao grupo controle. Sugerimos que tal fato possa ser decorrente de uma resposta
maéaxima alcangada durante o CM em ratas tratadas com soluc¢édo veiculo, ndo sendo
possivel uma elevacdo ainda maior de tal resposta com a administracdo do agonista

exdgeno.

Outra hipétese seria a ndo participacdo dos receptores P2X1 e P2X3 neste
processo, uma vez que o agonista a,-meATP possui elevada especificidade por
estes subtipos de purinoceptores (GEVER et al., 2006; CODDOU et al., 2011).
Neste sentido, Knott e colaboradores (2012) ao avaliar a resposta da corrente nos
terminais e corpos celulares do sistema hipotalamico-neurohipofisario ativada por
diferentes agonistas em comparacdo ao ATP, encontrou uma menor resposta ao
a,B-meATP nos terminais em relacdo aos demais. Corroborando com estes
achados, a exposi¢ao ao a,f-meATP ndo aumentou a concentragao intracelular de
Ca™ nos neurdnios do sistema hipotadlamo-neurohipofisario que haviam

demonstrado uma resposta proeminente ao ATP (GOMES et al., 2009).

Além da alteracdo nos cuidados maternais, o presente estudo encontrou
reducdo do comportamento agressivo concomitantemente com a reducdo da
ativacdo neuronal em regides envolvidas neste comportamento em animais que
receberam infusdo de Suramin ou PPADS, sugerindo que a sinalizacao purinérgica
P2 também esteja envolvida na expresséo deste especifico comportamento maternal
em roedores. No entanto, nenhuma informacédo foi encontrada na literatura a
respeito da participacdo desta sinalizacdo na agressividade em roedores, embora
existam estudos demonstrando o envolvimento de receptores purinérgico P1 no
comportamento agressivo de roedores machos e no comportamento de auto-
agressdo (GIMENEZ-LLORT et al., 2002; USHIJIMA; KATSURAGI; FURUKAWA,
1984; LEDENT et al., 1997).

Como o CM inclui um espectro de distintos comportamentos, variando de
nursing a agressao, cada comportamento apresenta uma circuitaria especifica
envolvida (GAMMIE, 2005). Embora o circuito neural envolvido na agressdo materna
nao estar bem definido e as informacdes a esse respeito encontrarem bastante
esparsas na literatura, estudos com lesdes e manipulacdes farmacoldgicas sugerem

que algumas regifes neurais estejam envolvidas em tal comportamento como
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MPOA, PVN, SL, AHA, HAA, VMH, nacleos do complexo amigdaloide, PAG e voFPC
(MOTTA et al., 2013; DE ALMEIDA; FERREIRA; AGRATI, 2014).

A imunorreatividade a proteina c-Fos, um marcador indireto da atividade
neuronal, tem sido grandemente Util para ajudar a esclarecer as mudancas cerebrais
que ocorrem durante a lactacdo (HASEN; GAMMIE, 2005). O presente estudo
encontrou reducdo da ativagcdo de neuronios localizados no VHM, na VIPAG, na
AHA, na HAA e no MeA associado a reducdo do numero de ataques frontais,
ataques laterais, ameacas laterais e ataques totais frente a um macho intruso apés a
infusdo central de antagonistas de receptores P2. Assim, tais respostas
comportamentais podem ser decorrentes do blogueio de purinoceptores pelos
antagonistas Suramin ou PPADS nestas regides cerebrais envolvidas no
comportamento agressivo, uma vez que ja foi evidenciado a presenca de RNAmM
para receptores assim como receptores P2X e P2Y em todas estas regides
(BEJLOBABA; JANJIC; STOJILKOVIC, 2015; BURNSTOCK, 2015; COLLO et al.,
1996; SONG et al., 2011; STECULORUM et al., 2015; XIANG; HE; BURNSTOCK,
2006; DIAZ-HERNANDES et al., 2001; KITTNER et al., 2003; XIAO; LI; SUN, 2015;
WORTHINGTON et al., 1999; FLORENZANO et al.,, 2008; GURIN et al., 2003;
KITTNER et al., 2006).

Deste modo, a integridade destas regides hipotalamicas (VHM, AHA, HAA)
assim como a PAG e MeA sédo extremamente importantes para a expressao do
comportamento agressivo em roedores. Neste sentido, de acordo com Roberts e
Nagel (1996) assim como Lin e colaboradores (2011), o VMH e suas projecdes
foram considerados de extrema importancia para a expressao do comportamento
agressivo. LesOes eletroliticas ou com acido iboténico deste nicleo e adjacéncias
durante o periodo poés-parto diminuiram severamente o comportamento agressivo
maternal tanto em ratos (HANSEN, 1989; HANSEN; FERREIRA, 1986) como em
camundongos (GAMMIE, 2005).

Este controle comportamental do hipotalamo medial é provavelmente
exercido através de suas intensas projecdes para a PAG (SWANSON, 2000). A
PAG tem sido reconhecida como uma via de saida para a execucdo de respostas
reprodutivas assim como defensivas, incluindo respostas envolvendo riscos e

comportamentos de fuga e de freezing, acompanhado por mudancas autonémicas
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(FANSELOW, 1991, BEHBEHANI, 1995; CARRIVE et al., 1997; KEAY; BANDLER,
2001; CEZARIO t al., 2008). Em contrapartida ao presente estudo que encontrou
reducdo dos parametros agressivos associados a reducdo da ativacdo neuronal na
porcao ventrolateral e caudal da PAG em animais tratados com antagonistas de
purinoceptores P2, lesdes pré e pds-parto desta regido foram capazes de reduzir o
tempo de laténcia das ratas para iniciarem o ataque e duplicar o nimero de ataques
frente ao intruso, indicando que esta area inibe tonicamente a agressdo maternal
(LONSTEIN; STERN, 1997; FERREIRA et al., 2002; LONSTEIN; SIMMONS;
STERN, 1998).

Por outro lado, também foi encontrado que a agressividade aumenta a
atividade neuronal na PAGvlI em roedores. Corroborando estes dados, Gammie e
Nelson (2001) encontraram aumento de células positivas para pCREB nesta por¢ao
especifica da PAG em camundongos fémeas lactantes agressivas quando
comparada com fémeas ndo agressivas. Além disso, estudos recentes encontraram
notavel expressdo de c-Fos na VIPAG de roedores machos expostos ao odor de
gatos assim como ao seu predador natural (gato propriamente dito) (DIELENBERG,;
HUNT; MCGREGOR, 2001; MCGREGOR et al., 2004; STAPLES et al., 2005;
COMOLI; RIBEIRO-BARBOSA; CANTERAS, 2003). Embora estes ultimos néo
avaliaram o comportamento da rata lactante frente ao intruso co-especifico, a
atividade predatéria também €é um comportamento defensivo como o proéprio
comportamento maternal agressivo.

A expressdo normal da agressdo materna também depende essencialmente
da atividade intacta do complexo amigdaléide, especialmente da amigdala medial
(MeA), regido que desempenha um importante papel no processamento da
informacéo olfatéria para detectar a presenca do macho intruso, uma vez que recebe
informacédo de ferormoénios, via bulbo olfatério acessorio, e projeta tal informacao
para os nucleos hipotalamicos envolvidos no comportamento agressivo (GAMMIE,
2005; HALPERN; MARTINEZ-MARCOQOS, 2003; SCALIA; WINANS, 1975; MOTTA et
al., 2013). Neste sentido, camundongos fémeas lactantes e em ratas lactantes com
alto nivel de agressividade apresentaram aumento da expressdo de Fos na MeA
apos a exposicdo ao macho intruso quando comparado a animais com baixo nivel
de agressdo (GAMMIE; NELSON, 2001; HASEN; GAMMIE, 2005; POPESKI,
WOODSIDE, 2004).
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J4& é bem conhecido que o hipotdlamo apresenta uma outra regido
relacionada & agressividade, conhecido como “Area Hipotalamica de Ataque” (HAA).
A localizac&o precisa desta regido foi descrita por Kruk e colaboradores (1983, 1984)
e Lammers e colaboradores (1988) como sendo uma extensa regido hipotalamica;
entretanto, apenas dois terco caudal desta é&rea, representada pela porgcéo
ventrolateral do VMH e pela regido tuberal adjacente da &rea hipotalamica lateral
(LHAtu), tem sido considerada importante para a agressao maternal (MOTTA et al.,
2013). Segundo Bathia e colaboradores (1995), o ataque afetivo, como a
agressividade materna, € modulado por por¢cdes ventrais e laterais do hipotadlamo,
enquanto respostas dos ataques nao afetivos sao moduladas por regides

dorsomediais do hipotdlamo, que nédo corresponde a HAA classicamente descrita.

Além disso, HAA corresponde a regido que apresenta o menor limiar para
deflagrar respostas de ataque. Corroborando com estes achados, Hasen e Gammie
(2005) encontraram aumento da marcacdo da proteina c-Fos, principalmente na
porcdo mais caudal desta regido quando camundongos fémeas lactantes foram
exposta ao macho intruso em relagdo a camundongos fémeas lactantes ndao exposta
ao teste. Além disso, lesdes eletroliticas nesta regido do hipotalamo mediobasal
praticamente aboliram o ataque de ratas fémeas lactantes frente ao macho intruso
(HANSEN, 1989).

7z

Outra regido que recebe informacdo da MeA é o hipotadlamo anterior
(DELVILLE; DE VRIES; FERRIS, 2000). Embora ndo foram encontrados dados na
literatura a respeito de sua participacdo na agressividade em fémeas lactantes,
estimulacdo elétrica nesta area hipotalamica induziu a agressividade em ratos

machos e em fémeas (KRUK et al., 1983; KRUK et al., 1984, KRUK, 1991) .

Entretanto, o presente estudo nao encontrou nenhuma alteracdo nos
cuidados maternais quando a rata mae foi exposta ao teste de agressividade. Esta
reacdo pode ser resultado da escolha por defender a prole quando o animal é
exposto a estimulos conflitantes (filhotes e intruso) que, por sua vez, sao
comportamentos incompativeis de serem realizados concomitantemente (SUKIKARA
et al., 2010). Isto pode ser resultado da ativacdo de areas relacionadas apenas ao
comportamento agressivo e/ou da inibicdo de éareas relacionadas aos cuidados

diretos com a prole. Neste contexto, Gammie (2005) sugere que a ativagdo aguda
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da MeA ou VHM em resposta ao intruso pode ativar a agressdo maternal e inibir
outros comportamentos. Por outro lado, Sukikara e colaboradores (2010) sugerem o
papel da PAG na inibicdo do CM e ativacdo da resposta defensiva quando ratas
Wistar foram expostas simultaneamente aos filhotes e ao odor de gatos. Este efeito
deve ser transiente porque uma vez que o intruso deixa este ambiente, a rata

imediatamente retorna as suas atividades maternais (GAMMIE, 2005).

No entanto, também tem sido evidenciada que alteracbes no sistema
hormonal que ocorre neste periodo modulam este comportamento maternal indireto
(FEBO; FERRIS, 2014; BRIDGES, 2015; BOSCH, 2013). Diversos estudos
evidenciam a OT como sendo envolvida em tal comportamento. Neste sentido, tem
sido correlacionada a quantidade de comportamento agressivo desempenhada pela
mae no teste de defesa maternal com o aumento da liberacdo deste neuropeptideo
dentro do PVN e da amigdala em ratas Wistar (BOSCH et al., 2005).

Além do impacto direto da OT no comportamento agressivo, a mesma pode
promover este comportamento indiretamente por afetar a liberacdo de GABA e
glutamato (BOSCH et al., 2007) ou por inibir os efeitos nos neurdnios que contém o
fator de liberacdo de corticotrofina (CRF). Tem sido demonstrado que a ativagao do
sistema CRF diminui o0 comportamento agressivo em ratas lactantes (KLAMPFL;
NEUMANN; BOSCH, 2013). Além disso, o0 aumento da expressao de RNAm CRF no
PVN seguida a exposi¢cado ao estresse € atenuada pela infusdo central crénica de OT
em ratas virgens ovariectomizadas (BOSCH, 2013). Apoiando esta hipétese, a OT
cerebral inibe a atividade de neurbnios CRF (WINDLE et al., 2004) e,
especificamente, a liberagdo de OT dentro do PVN inibe a atividade do eixo
hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HPA) (NEUMANN et al., 2000) podendo resultar no
aumento da agressividade durante a lactacao.

E contrapartida, lesbes eletroliticas do PVN reduziram varios componentes do
comportamento agressivo (CONSIGLIO; LUCION, 1996) e aumentaram a liberacéo
de OT dentro do PVN e amigdala durante o teste de defesa maternal em ratas
Wistar (BOSCH et al., 2004; BOSCH et al., 2005). Assim como, lesdes induzidas por
acido iboténico da porgcdo parvocelular do PVN assim como a inibicdo local da
sintese de OT resultou em aumento da frequéncia de mordidas de ratas mées contra

o intruso (GIOVENARDI et al., 1998). Deste modo, embora este neuropeptideo
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participe da regulacdo do inicio e da manutencdo do CM (PEDERSEN; BOCCIA,
2002; NUMAN; INSEL, 2003), estd menos esclarecido ou mesmo controverso seu

envolvimento no comportamento agressivo em ratas lactantes (BOSCH et al., 2005).

Embora o presente estudo ndo avaliou a ativacdo de neurdnios
ocitocinérgicos ap0s comportamento agressivo, nenhuma alteracdo foi encontrada
na atividade de neurdnios do PVN com a administracdo central de Suramin ou
PPADS em relacdo ao grupo tratado com veiculo. Corroborando este resultado,
também se encontra contraditério o papel deste ndcleo no comportamento
agressivo, enquanto estudos apontam como sendo facilitatério (CONSIGLIO;
LUCION, 1996; GAMMIE; NELSON, 2001), outros apontam como inibitério
(GIOVENARDI et al.,, 1998) e outros questionam sua participagdo (OLAZABAL;
FERREIRA, 1997).

Além da avaliacdo do CM, este estudo demonstrou que a atividade
locomotora nédo foi alterada significativamente apdés a administracédo
intracerebroventricular de antagonistas ou de agonista de purinoceptores P2. Tal
resultado indica que as alteragdes maternais encontradas ndo sédo decorrentes de
alteracbes na atividade locomotora dos animais que receberam a microinjecao
destas drogas. Embora estudos que administraram antagonista de receptores P2X
diretamente no nucleo accumbens e na area tegmental ventral, obtiveram alteracdes
da atividade locomotora (KRUGEL et al., 2001; KITTNER et al., 2004), sugerimos
que tais resultados sejam divergentes do presente estudo pela administracdo da
droga em regibes cerebrais especificas, por utilizarem animais machos e por

administrarem antagonistas em dosagens diferentes.

A nosso conhecimento, este € o0 primeiro estudo que demonstra a
participacdo dos receptores P2 nos cuidados maternais e na agressividade contra
intruso em roedores lactantes. Assim como inumeros estudos (DRIESSEN et al.,
1994; MOTIN; BENNETT, 1995; FUNK et al.,, 1997; KITTNER et al., 2004;
MENEZES et al., 2011; RODRIGUEZ-ZAYAS et al., 2012; BIANCARDI; BICEGO;
GARGAGLIONI, 2014; PUSTOVIT et al.,, 2016), a escolha destes antagonistas
classicos ainda é a primeira opcdo para avaliar a participacdo desta familia de

receptores em diversas funcdes fisioldgicas. Sendo este o0 primeiro passo, inUmeros
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estudos serdo necessarios para explorar mais detalhadamente a atuacdo da

sinalizagdo purinérgica P2 neste comportamento especifico em roedores.
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8 CONCLUSAO

A administracdo central de antagonistas de receptores purinérgicos P2 em
ratas lactantes foi capaz de reduzir os cuidados maternais, reduzir o comportamento
de agressividade contra o intruso, reduzir a ativagdo neuronal em regides cerebrais
envolvidas com o CM, reduzir a concentracao plasmatica de OT em ratas lactantes,

reduzir o ganho de peso da ninhada e néo alterar a atividade locomotora.

Deste modo, podemos concluir que receptores purinérgicos P2 participam do

comportamento materno e das respostas neuroendocrinas em ratas lactantes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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The involvement of purinergic signaling in several brain functions has been recognized, but the modulation on
maternal behavior by the purinergic system is not established, even though there are functional interactions
between the purinergic and oxytocinergic systems. Therefore, the aim of our study was to investigate whether
central administration of P2 receptor antagonists affected the maternal behavior of lactating rats and c-Fos

g:::ﬁ:‘ immunoreactivity in the forebrain. On day 7 of lactation, female rats were treated with vehicle (5 plL; i.c.v.),
‘PPAI)S suramin (9.4-75.0 pug/5 pl; i.c.v.) or PPADS (9.4-75.0 ug/5 yl; i.c.v.) 30 min before the experiment began. The

maternal behavior was evaluated during the 30 min following suramin or PPADS administration. In addition, ¢-
Fos-positive nuclei were counted in the medial preoptic area (MPOA) and in the bed nucleus of the stria
terminalis (BNST), and neurons that were double-labeled for c-Fos/OT were counted in the paraventricular
nucleus (PVN) and supraoptic nucleus (SON) of the hypothalamus of lactating rats. The results show that P2
receptor antagonists decreased maternal care and decreased neuronal activation in the MPOA and BNST and
activation of oxytocinergic neurons in hypothalamic nuclei. Our results indicate that the purinergic system

modulates maternal behavior and neuronal activation induced by suckling during lactation.

1. Introduction

Extracellular nucleotides and nucleosides have been identified as
important classes of signaling molecules participating in diverse func-
tions of neuronal and non-neuronal tissues (Cisneros-Mejorado et al.,
2015), and they exert their biological function by the activation of cell
surface P1 and P2 receptors. The P1 receptors (A;, Aza, Az and Az
subtypes) exhibit a relatively high affinity for adenosine in contrast to
adenosine 5’-triphosphate (ATP) (Cunha, 2016) and couple to G
proteins, while P2 receptors have a high affinity for ATP in contrast
to adenosine (Ralevic and Burnstock, 1998). The vesicular release of
ATP, which is co-stored with classic transmitters such as acetylcholine,
norepinephrine, and serotonin (Burnstock, 1986), and the outflow of
endogenous purines occur in response to neuronal activity (Cunha
et al., 1996). There is evidence that central purinergic signaling is
involved in normal behavior, including sleep and arousal (adenosine as
an endogenous sleep-promoting substance), learning and memory,
feeding behavior, mood and motivation, and pain (Krueger et al.,
2010; Burnstock et al., 2011; Burnstock, 2016). P2 antagonists reduced
food intake (Kittner et al., 2006); reduced percentage time spent on
open arms in elevated plus-maze (Kittner et al., 2003), blocked
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behavioral and neuroendocrine response to conditioned fear stimuli
(Zou et al., 1998), and decreased the central enhancement of pain
caused by peripheral injury (Wu et al., 2004). However, less is known
about the involvement of purinergic signaling on maternal behavior,
which constitutes a set of behavioral responses displayed by the female
that specifically support the development and growth of her offspring
(Bridges, 2015). It has been demonstrated that A, receptor antagonists
can reverse haloperidol-induced deficits in maternal behavior (Pereira
et al., 2011); however, there is a lack of evidence of the involvement of
P2 receptors in maternal behavior.

Immunohistochemical studies have demonstrated the presence of P2
purinergic receptors in several areas of the central nervous system
(CNS) involved in maternal behavior, including the medial preoptic
area (MPOA) and bed nucleus of the stria terminalis (Xiang et al., 1998;
Gurin et al., 2002; Xiang et al., 2006; Song et al., 2011; Florenzano
et al., 2008; Burnstock, 2015). Furthermore, evidence has also been
presented that multiple P2 receptor subtypes are expressed in the
paraventricular nucleus (PVN) and supraoptic nucleus (SON) of the
hypothalamus of rats (Shibuya et al., 1999; Guo et al., 2009; Bjelobaba
et al., 2015; Song et al., 2007; Song et al., 2009; Song et al., 2011).

Given the presence of purinergic receptors in central sites that are
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implicated in maternal behavior and the lack of knowledge regarding
the participation of purinergic signaling in this behavior, the aim of this
study was to investigate the influence of the central administration of
P2 receptor antagonists on maternal motivation during lactation. In
addition, we verified ¢-Fos immunoreactivity in oxytocinergic neurons
in the PVN and SON of the hypothalamus and in areas that are directly
related to the onset and expression of maternal behavior.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Adult Wistar nulliparous female rats 9 weeks of age (220-250 g)
were obtained from the Central Animal 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 7:00 a.m.),
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 day 1 of pregnancy. Pregnant females were individually
housed in opaque polypropylene cages (42 x 34 x 16 cm). On the
second postpartum day (PND), offspring were randomly culled to 8
pups each (four female and four male) and stereotaxic surgery was
performed on mothers. 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 (#511/2013).

2.2. Surgery

On the morning of PND2, female rats were anesthetized with
tribromoethanol (250 mg/kg body weight, i.p.) and then placed in a
stereotaxic apparatus (Kopf Instruments, Kent, UK). A stainless steel
guide cannula (25 G, length 12 mm) was unilaterally implanted 2 mm
above the right lateral ventricle (LV), based on the coordinates from the
rat brain atlas of Paxinos and Watson (1997): 0.5 mm caudal to bregma,
1.5 mm lateral to the midline, and 3.6 mm below the dura mater. The
cannula was secured to the top of the skull with dental acrylic resin and
two jeweler's screws. After surgery, the rats received an injection of
ketoprofen (3 mg/animal) and were returned to the housing cage along
with their pups, as previously described (Pereira et al., 2015).

2.3. Drug and intracerebroventricular infusions

The infusion of vehicle, suramin or pyridoxal-phosphate-6-azophe-
nyl-2’,4"-disulphonic acid (PPADS) was performed on PND7 30 min
before the behavioral tests. Suramin and PPADS, purchased from
Sigma-Aldrich, were dissolved in a solution containing 0.9% NaCl
(vehicle). For all experiments, lactating rats were infused with vehicle
(5 uL; i.c.v.), suramin (9.4, 18.8, 37.5 and 75.0 pg/5 pL; i.c.v.) or
PPADS (9.4, 18.8, 37.5 and 75.0 pg/5 pL; i.c.v.). Doses and method of
administration were chosen based on previous studies (de Faria et al.,
2009; Masaki et al., 2000; Ong et al., 1997).

2.4. Experimental procedures

Maternal Behavior: Maternal behavior was assessed on the morning
of PND7, between 08:00 and 12:00 h. Initially, on the night of PND6 of
lactation, the position of the nest in the home cage was recorded, and
the litter was removed from the cage and placed in another cage for
10 h with the temperature controlled at 30 °C (Vilela and Giusti-Paiva,
2011). At 30 min before behavioral tests, dams (n = 8-11 per group)
were treated with vehicle (5 pL; i.c.v.), suramin (9.4; 18.8; 37.5 or
75.0 ug/5 pL; i.c.v.) or PPADS (9.4; 18.8; 37.5 or 75.0 pg/5 pL; i.c.v.).
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 the
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next 30 min. We analyzed the following parameters: latency to retrieve
each pup, time spent licking pups, percentage of time spent arched-
nursing, percentage of time spent blanket-nursing, and percentage of
full maternal behavior (which is determined by the mother staying in
the arched-nursing position for 2 min after nursing) (Vilela and Giusti-
Paiva, 2011; Pereira et al., 2015).

Open field test: To evaluate locomotor activity, another set of
lactating female rats (n = 7-12 per group) was treated with vehicle
(5 pL; i.c.v.), suramin (9.4; 18.8; 37.5 or 75.0 pug/5 pL; i.c.v.) or PPADS
(9.4; 18.8; 37.5 or 75.0 ug/5 pL; i.c.v.). After 30 min, each female rat
was placed in the center of the open field (circular arena with a
diameter 60 ¢cm and walls of 45 ¢m high with a floor is divided into 16
areas) and for 5 min the performance of animals was recorded by a
video camera for further analysis (Vilela et al., 2013).

Immunohistochemistry: After 90 min of evaluation of the maternal
behavior, dams treated with vehicle (5 pL), suramin (dose of 37.5 pg/
5 L) or PPADS (dose of 37.5 ug/5 pL) were deeply anesthetized with
tribromoethanol (250 mg/kg; i.p.). Next, they were perfused with
200 mL cold 0.9% NaCl solution containing heparin (50 UI/L), followed
by 500 mL 4% formaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH7.2.
The brains were removed, post-fixed for 4 h in the perfusion solution
and stored at 4 °C in PB containing 30% sucrose. A cryostat was used to
collect 30-pm-thick coronal sections in 0.01 M PB. Subsequently,
immunohistochemical procedures were performed for c-Fos/oxytocin
double-labeled neurons in the PVN and SON, and c-Fos immunoreac-
tivity in the MPOA and BNST, as previously described (Vilela and
Giusti-Paiva, 2014; Pereira et al., 2015). Sections were processed for
Fos immunoreactivity by incubating overnight at room temperature
with rabbit anti-Fos antibody (Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY,
USA) and diluted 1:10,000 in 0.1 M phosphate buffer (PB) containing
2% normal goat serum and 0.3% Triton X-100. Free-floating sections
were washed with PB and incubated first with goat biotin-labeled anti-
rabbit immunoglobulin (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA,
1:200 dilution in 1.5% normal goat serum-PB) and then with avidin—
biotin—peroxidase complex (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA, 1:200 in PB) for 1h at room temperature. Immunoperoxidase
labeling was detected using diaminobenzidine hydrochloride (DAB,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) intensified with 1% cobalt
chloride and 1% nickel ammonium sulphate, which generates a blue—
black reaction product. Next, the sections were incubated for 48 h at
4 °C with rabbit anti-OT (Peninsula Lab. Inc., USA, 1:10,000). Then,
sections were rinsed and subjected to the protocol described above,
except that non-intensified DAB, which generates an insoluble brown
reaction product, was used. The sections were mounted on gelatinized
slides, air-dried overnight, dehydrated, cleared in xylene and placed
under a cover slip with Entellan (New Jersey, USA).

2.5. Statistical analysis

The data were plotted using the GraphPad software program
(version 6.0) and expressed as the means *= S.E.M. The pup retrieval
data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) with
repeated measures followed by the Tukey's post hoc test. The statisti-
cally significant differences between groups in behavior tests and the
number of c¢-Fos-labeled neurons were analyzed by one-way ANOVA,
followed by the Dunnett's post hoc test. A p-value of < 0.05
(p < 0.05) was used to establish significance.

3. Results

Analysis of maternal behaviors demonstrated that i.c.v. administra-
tion of suramin impaired nest building compared to the vehicle group
(Fig. 1A). In addition, suramin at doses of 18.8, 37.5 and 75.0 pg/5 uL
decreased the time spent licking pups (Fs42 = 6.85, p < 0.01,
p < 0.001 and p < 0.001, respectively, Fig. 1B), decreased the
percentage of arched-nursing position (Fs4; = 12.12, p < 0.001,
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Fig. 1. Effect of treatment with vehicle (5 pL; i.c.v.) or suramin (9.4, 18.8, 37.5 and 75.0 pg/5 yL; i.c.v.) in lactating rats (n = 8-10 per group) on maternal behavior [(A) pup retrieval,
(C) percentage of time spent in arched-nursing, (B) time spent licking pups, (D) percentage of full maternal behavior and (E) percentage of time spent in blanket-nursing] and on total
number of line crossings in the open field test (F). Each column represents the mean ( = S.EM.). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with the vehicle group.

p < 0.001 and p < 0.001, respectively, Fig. 1C) and decreased the
percentage of full maternal behavior (Fs;4, = 8.93, p < 0.001,
p < 0.001 and p < 0.001, respectively, Fig. 1D) compared with the
vehicle group. The suramin infusion did not interfere with the
percentage of blanket-nursing positions (F442 = 3.77, p > 0.05,
Fig. 1E).
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Fig. 2 shows that i.c.v. administration of PPADS impaired nest
building compared to the vehicle group (Fig. 2A). In addition, PPADS at
doses of 37.5 and 75.0 pg/5 pL decreased the time spent licking pups
(F454 = 17.01, p < 0.001 and p < 0.001, respectively, Fig. 2B)
compared with the vehicle group. The PPADS at a dose of 75.0 ng/

5 pL decreased the percentage of arched-nursing position (F4 54 = 8.60,
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Fig. 2. Effect of treatment with vehicle (5 pL; i.c.v.) or PPADS (9.4, 18.8, 37.5 and 75.0 pug/5 pL; i.c.v.) in lactating rats (n = 8-10 per group) on maternal behavior [(A) pup retrieval, (C)
percentage of time spent in arched-nursing, (B) time spent licking pups, (D) percentage of full maternal behavior and (E) percentage of time spent in blanket-nursing], and on total
number of line crossings in the open field test (F). Each column represents the mean ( = S.E.M.). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with the vehicle group.
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Table 1

Effect of suramin or PPADS treatments on the absolute number of c-Fos labeled neurons in
the MPOA, BNST, SON and PVN, number of OT labeled neurons or c-Fos/OT double
labeled neurons in the SON and PVN.

Vehicle Suramin PPDAS
c-Fos
MPOA 1479 + 12.8 84.4 = 11.0" 69.4 = 9.3
BNST 645 = 6.1 38.1 £ 6.0 210 + 2.9
SON 11.2 1.9 42 = 1.6 38 £ 1.5
PVN 165 = 2.8 105 = 2.8 54 = 1.5
OT neurons
SON §5.7 = 25 514 * 23 60.8 £ 25
PVN 633 + 23 625 = 1.4 675 £ 4.0
c-Fos/OT
SON 4.1 £ 0.6 1.1 = 0.4 .7 0,3
PVN 33 =04 1.1 = 04" 06 = 0.2

Data are expressed as the mean = SEM (n = 8-10 rats/group). MPOA: medial preoptic
area; BNST: bed nucleus of the stria terminalis; SON: supraoptic nucleus; PVN:
paraventricular nucleus; OT: oxytocin.

*p < 0.05 compared to the vehicle group.

**p < 0.01 compared to the vehicle group.

“* p < 0.001 compared to the vehicle group.

p < 0.001 Fig. 2C) and decreased the percentage of full maternal
behavior (F454 = 4.19, p < 0.01 Fig. 2D) compared with the vehicle
group. The PPADS infusion did not interfere with the percentage of
blanket-nursing position (F454 = 0.76, p > 0.05, Fig. 2E). Both sur-
amin and PPADS increase non-maternal behavior, including rearing,
self-grooming and exploration (data not shown).

No significant differences were observed in the total number of
entries in the open field test in the suramin groups (Fs4s = 1.76,
p = 0.15, Fig. 1F) and PPADS groups (F4,44 = 1.15, p = 0.34, Fig. 2F)
compared with the vehicle group. This result indicates that P2 receptor
purinergic antagonists did not interfere with the exploratory activity of
lactating rats.

The effects of suramin and PPADS infusion on the immunoreactivity
of c-Fos and c-Fos/oxytocin are summarized in Table 1. Treatment with
suramin or PPADS reduced c-Fos immunoreactivity in the MPOA
(F227 = 9.91, p < 0.01 and p < 0.001, respectively) and reduced c-
Fos immunoreactivity in the BNST (Fy30 = 18.01, p < 0.01 and
p < 0.001, respectively), and in the SON (F,3, = 6.13, p < 0.05).
PPADS reduced c-Fos immunoreactivity in the PVN (Fy3 = 5.01,
p < 0.01) compared to the vehicle group. In addition, treatment with
suramin or PPADS significantly decreased the number of c-Fos/OT
double-labeled neurons in the PVN (F,5; = 8.39,p < 0.01) and in the
SON (F;3; = 7.90, p < 0.01) compared to the vehicle group. Repre-
sentative coronal sections of the different groups showing the patterns
of ¢-Fos in the MPOA, in the BNST and c¢-Fos/OT immunoreactivity in
the PVN and SON are presented in Fig. 3.

4. Discussion

The present study demonstrates that central administration of P2
antagonists suramin or PPADS impaired maternal behavior and reduced
c-Fos expression in MPOA, BNST, PVN and SON, including oxytociner-
gic neurons in the PVN and SON, but did not decrease locomotory
activity in lactating rats.

Mammals in their maternal phase exhibit a range of offspring-
directed behaviors. In laboratory rodents, there are several maternal
parameters that are studied, including pup retrieval, which is said to be
indicative of maternal motivation. Furthermore, licking pups is an
important measure of the quality of maternal care; it not only helps to
keep the pups clean and to promote urination/defecation, but it also has
a high impact on their emotional and social development (Caldji et al.,
1998; Champagne et al., 2003). To provide the offspring with milk, the
mother nurses in different nursing positions, including lying on top of
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the pups (blanket nursing posture) and arched-nursing (also referred to
as “crouching”). Arched-nursing is the only active nursing position
where the dam is fully engaged in a quiescent kyphotic posture (Caldji
et al., 1998; Pedersen and Boccia, 2003; Olazdbal et al., 2013). In
searching for brain regions involved in maternal care by measuring the
neuronal activation either in comparison with non-lactating conspeci-
fics or in response to mother—pup interaction, previous studies in rats
revealed that Fos-expression generally increases in the MPOA during
lactation (Lonstein et al., 1998; Matsushita et al., 2015), and a further
rise is seen when the mother interacts with the pups (Numan, 1994;
Numan and Stolzenberg, 2009; Olazabal et al., 2013). Other regions
with increased neuronal activation during mother-pup interactions are
the BNST, and lesions to the lateral connection between the BNST and
MPOA disrupt maternal behavior (Numan, 1994; Neumann, 2007). In
this study, the administration of P2 antagonists (suramin or PPADS)
impair maternal behavior simultaneously to reduce the c-Fos expression
in MPOA and BNST, suggesting that purinergic signaling modulates
several cerebral areas of circuits regulating certain aspects of maternal
behavior in rats.

Previous reports show that oxytocin is released within the MPOA
and BNST of lactating rats during mother—pup interactions and show
how this release contributes to the display of maternal behavior (Perrin
et al., 2007; Numan and Stolzenberg, 2009; Bosch et al., 2010; Bridges,
2015). Furthermore, it is also possible that MPOA projections to the
PVN promote OT release from the pituitary as part of the milk-ejection
reflex (Febo et al., 2005). In addition, several studies show the
involvement of purinergic receptors in the release of neuropeptides in
the hypothalamic neurohypophysial system (Troadec et al., 1998: Song
et al., 2009; Gomes et al., 2009; Custer et al., 2012). It has also been
shown that ATP induces a rapid increase in intracellular Ca®*
concentrations in the hypothalamic neurosecretory neurons and stimu-
lates hormone release, such as oxytocin (Chen et al., 1994; Song et al.,
2007). Furthermore, there is evidence of possible interaction between
the oxytocinergic and purinergic systems in the rat hypothalamus (Mori
et al., 1992; Gourine et al., 2002; Kapoor and Sladek, 2000; Gomes
et al., 2009).

Within this context, oxytocin is considered not only as a hormone
that is secreted from the neurohypophysis but also as a neurotransmit-
ter that is released at synapses in the brain (Moos et al., 1989; Gimpl
and Fahrenholz, 2001). Several studies that have shown a reduction in
oxytocin levels by drug administration also show a reduction in
maternal behavior. Systemic dexamethasone injected on 7 day of
lactation reduced maternal motivation and disrupted suckling-induced
systemic oxytocin secretion in lactating rats (Vilela and Giusti-Paiva,
2011). Likewise, central corticosterone reduced maternal care and
plasma levels of oxytocin during lactation (Pereira et al., 2015). In
addition, the administration of the CB1 cannabinoid receptor antago-
nists reduced maternal care and oxytocin plasma levels in lactating rats
(Vilela and Giusti-Paiva, 2011). Similarly, in the present study, the
reduction of maternal behavior by P2 antagonists was accompanied by
a reduced number of c-Fos/oxytocin double-labeled neurons in the PVN
and SON.

Double-labeling fluorescence immunohistochemistry showed that
P2X receptor subunits are differentially expressed on vasopressin- and
oxytocin-containing neurons of the SON and PVN. In the SON, oxytocin-
containing neurons expressed P2X2, P2X4 and P2X5 receptors,
although the P2X6 receptor was expressed in this nucleus. In the
PVN, oxytocin-containing neurons expressed P2X4, although P2X2,
P2X5 and P2X6 receptors were expressed in this nucleus (Burnstock,
2007; Guo et al., 2009; Song et al., 2009; Song et al., 2011). In addition,
it was also demonstrated that almost all the vasopressin and oxytocin-
expressing neurons in SON, PVN and accessory neurosecretory nuclei
were also immunoreactive for P2Y receptors (Burnstock, 2007; Guo
et al., 2009; Song et al., 2009; Song et al., 2011).

In conclusion, the present study demonstrates that non-selective P2
purinergic receptor antagonists were able to reduce the activity of
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oxytocinergic neurons and neurons of important areas for the initiation
and maintenance of maternal behavior. This reduction in neuronal
activity by antagonists was accompanied simultaneously by disruption
of maternal behavior after maternal separation, suggesting for the first
time that endogenous nucleotides of purines and pyrimidines, acting on
P2 purinoceptors, modulate the behavioral responses of lactating rats.
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