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VP — Pallidum ventral
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VTA — Area tegmental ventral
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RESUMO

A prolactina (PRL) € um horménio polipeptidico com multiplas ac¢des. Estudos tém
revelado que além das fungbes mais conhecidas relacionadas ao desenvolvimento da
glandula mamaria e a sintese e manutengao da liberagéo de leite, esse hormdnio parece
ser decisivo no comportamento maternal. Nesse caso a PRL poderia atuar em sinergismo
com outros hormdnios, como a ocitocina (OCT) e a angiotensina Il (ANG Il), promovendo
um ajuste fino da circuitaria neural do encéfalo que leva a rata de um estado de aversao
e negligéncia a receptividade e cuidado maternal de filhotes. Junto da corticosterona
(CORT), a ANG Il € um horménio marcador do estresse em ratos. Considerando a
hiporresponsividade ao estresse e uma maior liberagdo de PRL basal, que se
correlacionam na rata em fase de lactacdo, esta dissertacéo teve o objetivo de verificar a
possivel participacdo da ANG Il na resposta da PRL e no comportamento maternal de
ratas lactantes submetidas ao estresse crénico e agudo. O papel do sistema
angiotensinérgico foi investigado por meio da administragdo crénica do antagonista
losartan na agua de beber. A aplicagcdo de estresse crénico e agudo foi realizada
segundo o modelo da contengdo nos sete primeiros dias, € numa aplicagao Unica no
sétimo dia, respectivamente. O comportamento maternal nos diferentes grupos de ratas
foi analisado mediante um protocolo padrdo de registro comportamental. Esses estudos
demonstraram que a ANG Il basal possivelmente participa do comportamento maternal
pré-ativo, como a presenca da méae no ninho e a constru¢ao do ninho, além da lactagao,
que é um comportamento parcialmente reflexo e pré-ativo. Por outro lado, a sobreposicéo
entre a administragao de losartan e estresse agudo ou cronico parece levar as ratas a um
comportamento maternal similar ao grupo controle. O comportamento das lactantes junto
aos filhotes nado € influenciado pelo estresse crénico, ao contrario do estresse agudo, que
estimula a mae a permanecer mais tempo fora do ninho em relacido ao controle, sem
qualquer envolvimento com o cuidado maternal. A administragao individual de losartan e
de estresse crbnico nao interfere nos niveis de CORT; no entanto, quando esses fatores
sao somados ha uma marcante elevagao dos niveis plasmaticos do corticosteroide.
Houve apenas uma tendéncia de reducdo da PRL nas ratas submetidas ao estresse
cronico; porém, quando o estresse cronico € aplicado em ratas previamente tratadas com
losartan, ha uma significativa elevacéo da PRL em relagdo ao grupo que recebeu apenas
o estresse. Isoladamente, o farmaco leva a uma tendéncia de redugao dos altos niveis
basais de PRL, tipicos de lactantes. Assim, podemos concluir que a ANG I
possivelmente modula, mediante os receptores AT4, o comportamento maternal de forma
direta e indireta, interferindo nas concentragdes basais de PRL e de outros hormoénios,
como provavelmente a OCT. Esses hormonios podem configurar as ligacbes sinapticas
entre 0s neurdnios hipotalédmicos responsaveis pela transdugéo de estimulos endégenos
na mae e nociceptivos externos dos filhotes em sinais que levam a responsividade
motora e cognitiva do cuidado maternal.



Introducao



A prolactina (PRL) € um peptideo sintetizado e secretado pelos lactotrofos
adenohipofisarios, exercendo multiplas agées, com uma importante participacao
no inicio € na manutengao da lactagdo e também no comportamento maternal
como um todo (BRIDGES et al.,1985; SAKAGUCHI et al., 1996; LUCAS et al.,

1998).

O periodo da lactagdo envolve mudangas comportamentais e fisioloégicas
na rata. Esse periodo pode representar um desafio a homeostase da méae assim
como as situacoes de estresse e outras desordens (ver NEUMANN et al., 1998).
As alteracdes fisiologicas decorrentes da lactacdo buscam uma otimizagdo do

desenvolvimento da prole.

Segundo BRIDGES e colaboradores (1990), a PRL pode agir centralmente
para estimular o inicio do comportamento maternal. Infusbes intracerebro-
ventriculares (icv) do hormdnio levam a um rapido inicio do cuidado maternal em
ratas nuliparas e com reposicao de esterdides, ao contrario da administracao
sistémica de PRL, que nao tem efeitos comportamentais. Além disso, a infusdo do
horménio proximo a area pré-6ptica medial (MPOA, no hipotadlamo rostral) em
uma dose que nao afeta o comportamento maternal quando administrada icv,
estimula marcadamente o cuidado maternal de filhotes adotivos. E provavel que
nas condigdes fisioldgicas esses efeitos centrais resultem ao menos em parte da
PRL hipofisaria, ja que ela pode alcangar o fluido cerebroespinhal por transporte
ativo pela barreira hematoencefalica (WALSH et al., 1987; MANGURIAN et al.,
1992). Os receptores no plexo coroide que medeiam esse processo sofrem up

regulation na lactacdo (AUGUSTINE et al., 2003).



A sucgao dos filhotes € um dos estimulos fisiolégicos mais importantes
para a elevagcao da PRL hipofisaria: estudos demonstram a existéncia de uma
correlagcao entre o estimulo da succdo e uma elevacgao significativa dos niveis
basais de PRL plasmatica (GROSVENOR et al., 1986) e central (RUBIN &
BRIDGES, 1989) em ratas lactantes nos primeiros dias do pds-parto. Essa
elevacdo de PRL alcanga o climax no sétimo dia da lactagdo (TAYA &

SASAMOTO, 1981).

O mecanismo da resposta da PRL ao estimulo da suc¢ao dos filhotes inclui
provavelmente uma inibigdo da acdo do sistema dopaminérgico sobre os
lactotrofos, pois o tratamento com domperidona, um bloqueador dos receptores
de dopamina (DA) que ndo atravessa a barreira hematoencefalica, acarreta uma
grande elevacédo da PRL plasmatica (LIGHTMAN & YOUNG, 1989; CARTER &
LIGHTMAN, 1987). Do mesmo modo, os niveis muito baixos da PRL em mées
separadas por 4 horas de seus filhotes se tornam muito elevados apds a
administracdo de domperidona (BANKY et al., 1994). Ao que parece, o
antagonista libera o lactotrofo do ténus inibitério dopaminérgico, permitindo assim
a acao de fatores de liberagcdo de PRL, como o TRH. Haveria assim uma

hiperprolactinemia por inibigdo do ténus inibitorio do sistema dopaminérgico.

Varios estudos (GOUDREAU et al., 1995, 1992; KAWANO & DAIKOKU,
1987; HOLZBAUER & RACKE, 1985) demonstraram que neurbnios
dopaminérgicos do nucleo arqueado (ARC) e do nucleo periventricular do
hipotalamo fornecem DA a hipodfise. A populacédo de neurdnios dopaminérgicos
compreende trés sistemas, tendo em vista a regido hipofisaria na qual se

projetam: sistema tuberoinfundibular  dopaminérgico  (TIDA), sistema
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tuberohipofisario dopaminérgico (THDA) e sistema periventricular hipofisario
dopaminérgico (PHDA) (FREEMAN et al., 2000). O sistema TIDA se destaca
como a via central mais importante no controle da secregdo de PRL nas lactantes
(LEONG et al., 1983). Seus neurbnios se estendem a zona externa da eminéncia
mediana (KAWANO & DAIKOKU, 1987), liberando DA no espago perivascular do
sistema portahipofisario; apds alcancgar a circulagdo porta, o neurohorménio se
liga a receptores D, nos lactotrofos, inibindo a sua atividade. Por outro lado, a
PRL liberada pelos lactotrofos pode estimular a atividade neuroenddcrina das
células de DA desses trés sistemas, consolidando assim uma alca de feedback de

PRL (DEMARIA et al., 1999).

Além da regulacdo por fatores de liberagdo e inibigdo secretados pelo
hipotalamo a partir de estimulos fisiologicos (sucgdo dos filhotes, estresse,
esterdides ovarianos), a secregao dos lactotrofos também pode ser modulada por
fatores produzidos pelos proprios lactotrofos — numa regulagao autdcrina, ou por

células hipofisarias vizinhas — numa regulagao paracrina (FREEMAN et al., 2000).

Numa situacado de estresse, a flutuacdo da PRL a partir dos seus niveis
basais depende da concentracdo do horménio no periodo anterior ao estimulo
(FREEMAN et al., 2000; CALIGARIS & TALESNIK, 1983; STERN & VOOGT,
1974), havendo influéncia do sexo, dos horménios ovarianos, da hora do dia e do
modelo de estresse. Assim, enquanto ratas virgens na manha do diestro e do
proestro submetidas ao estresse agudo por contengdo apresentam elevagao
significativa das concentragbes plasmaticas de PRL, nas lactantes a resposta do
hormdnio é muito diferente: a contengdo unica ndo produz qualquer elevagao

significativa dos niveis de PRL em relagcdo ao controle (KEHOE et al., 1991;
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HIGUCHI et al., 1989). Em alguns casos a PRL pode até mesmo sofrer uma
reducao significativa, inclusive levando-se em conta diferentes paradigmas de

estresse (BANKY et al., 1994; DONADIO et al., 2004; WALKER et al., 1992).

Em ratas lactantes isoladas por 4 horas, os niveis de PRL se tornam muito
baixos em consequéncia da remocao dos filhotes. Nessa condicdo, a aplicagao de
estresse por formalina ou por contengdo ndo causa qualquer aumento da PRL
nas maes. No entanto, se ratas — que na presenca de seus filhotes, tiveram
reducdo da PRL quando receberam formalina — sdo separadas por 48 horas da
ninhada, esse tempo € suficiente para ocorrer nelas uma grande elevagdo da PRL
induzida pela formalina, uma resposta tipica das ndo lactantes. No que tange a
resposta do eixo HPA das ratas separadas por 4 horas de seus filhotes, tanto a
formalina como a contengdo elevam a corticosterona plasmatica (CORT), a
exemplo do que ocorre nas ratas nao lactantes (BANKY et al., 1994). No conjunto,
esses dados sugerem que a resposta da PRL e da CORT ao estresse ¢ diferente
nas lactantes, e sinalizam uma possivel participacdo da succao dos filhotes nas

alteragdes fisioldgicas do eixo HPA das mées.

No estudo comparativo de LOOKINGLAND e colaboradores (1990) acerca
dos efeitos do estresse por éter e por contengao sobre a atividade dos neurdnios
TIDA, a aplicacédo de estresse por contengdo em ratas sem qualquer exposicao
prévia ao éter produziu uma elevagao na PRL circulante que nao foi mediada por
uma inibicdo dos efeitos dos neurdnios TIDA; por outro lado, a combinagcdo de
éter e contencao intensificou o efeito inibitério dos neurénios TIDA. Do mesmo
modo, um trabalho mais recente (KEHOE et al., 1991) demonstrou que no

estresse por contencéo a resposta da PRL n&o requer inibicdo desses neurdnios,
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e lactantes com niveis elevados de PRL mediante a administragdo de
domperidona tém uma reducdo significativa do horménio sob esse tipo de
estresse (BANKY et al., 1994). Assim, o modelo de estresse pode determinar
quais vias neurais e fatores estardo envolvidos no mecanismo das respostas da

PRL ao estresse.

O ARC possui receptores ATq para a angiotensina Il (ANG Il) (LENKEI et
al., 1997), e a reducdo dos niveis plasmaticos de PRL de ratas lactantes
submetidas ao estresse agudo por éter € mediada pela agcdo da ANG Il sobre
receptores AT, desse nucleo, ja que a redugdo pode ser prevenida pela
administragao local de um antagonista do receptor (DONADIO et al., 2004). Esse
bloqueio é realizado pelo antagonista ndo peptidico losartan, que possui alta
afinidade e especificidade: através da administragdo oral o farmaco tem acéao
dose-dependente sobre os efeitos centrais da ANG Il (CULMAN et al., 1999),

penetrando na barreira hematoencefalica in vivo (SONG et al., 1991).

Além dos efeitos classicos da ANG Il sobre a pressdo sanguinea e no
mecanismo da sede, demonstrou-se que ela tem um efeito psicoativo, facilitando
o aprendizado e melhorando a memoéria de ratos (KULAKOWSKA et al., 1996).
Segundo YANG e colaboradores (1993), tanto o estresse agudo como o crénico
elevam a sintese periférica e central de ANG Il. Também o estresse repetitivo
aumenta a densidade de sitios de ligacdo para ANG Il no nucleo paraventricular
(PVN) (CASTREN & SAAVEDRA, 1988). Os receptores ATy, responsaveis pelas
principais agdes da ANG Il, encontram-se distribuidos em areas hipotalamicas
centrais para o controle do estresse, como o PVN, e em estruturas

circunventriculares, como o érgdo subfornicial (SFO) (CASTREN & SAAVEDRA,
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1988; AGUILERA et al., 1995). O SFO é uma das estruturas extrahipotalamicas
responsaveis pela transducdo do estimulo da ANG Il periférica em uma
sinalizagao central; a ANG Il periférica e a central podem estimular o ARC, que
entdo atua sobre populagdes de neurbnios dopaminérgicos envolvidos na

modulagcdo da PRL basal.

A acdo da ANG Il na porgcdo parvocelular do PVN durante o estresse
estimula a sintese e a liberacdo de hormoénio liberador de corticotropina (CRH)
(SUMITOMO et al., 1991). Na forma de um sinergismo, a arginina-vasopressina
(AVP) coopera com o CRH, que é o principal modulador do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) na adenohipofise (LIGHTMAN & YOUNG, 1988;
PLOTSKY, 1991). LIGHTMAN (2008) aponta que se por um lado ha no estresse
agudo uma discreta elevagdao de AVP e significativa elevagdo de CRH, no
estresse cronico a resposta hipotalamica é muito diferente: ha uma liberacéo

reduzida de CRH e significativo aumento na liberagdo de AVP.

A CORT apresenta uma variacdo circadiana, mas em situacbes de
estresse, como na contencdo, ocorre uma perturbacdo da homeostase com
alteragdes no eixo HPA (MUNCK et al., 1984), o que resulta numa elevagéo
sustentada dos niveis plasmaticos desse corticosterdide (HAUGER et al., 1988;
LIGHTMAN & YOUNG, 1988), assim como de ACTH (HAUGER et al., 1988;

WALKER et al., 1992).

Na comparagdo com ratas virgens, em ratas no final da gestacédo e nas
lactantes o estresse por contengdao causa uma redugao significativa da atividade

neuronal na porgao parvocelular do PVN e em estruturas extrahipotalamicas
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envolvidas na ativagcdo do eixo HPA, sugerindo-se a possibilidade do
envolvimento de areas limbicas (cortex cingulado, septo lateral ventral e amigdala
medial) no processo que leva a baixa responsividade do eixo (DA COSTA et al.,
1996). Em um estudo mais recente (DA COSTA et al., 2001), lactantes
submetidas ao estresse por contencédo apresentaram uma atenuagao da elevagao
do RNAm da AVP e do receptor tipo 1 de CRH, e também do RNAm da porcéo
parvocelular do PVN — elevacédo que ocorre em ratas virgens quando submetidas
ao estresse. Além disso, DOUGLAS e colaboradores (2005) verificaram que na
fase final da gestagdo ocorre uma redugdo significativa da atividade das
aferéncias noradrenérgicas ao PVN, resultante ao menos em parte de uma
possivel inibicdo enddgena por opidides. Porém, ndo ocorrem alteragdes na
sensibilidade adrenocortical ao ACTH (STERN et al., 1974) nem na expressao do
RNAm da POMC dos corticotrofos das lactantes (FISCHER et al. 1995; KIM et al.,
1997). Assim, as alteragbes da resposta da prenha e da lactante ao desafio do
estresse decorrem provavelmente da ag¢do orquestrada entre sinalizadores

quimicos e diferentes vias nervosas centrais.

Ja a partir da fase final da gestagao, a hiporresponsividade das lactantes a
diferentes situagdes de estresse fisico e psicologico acaba se refletindo numa
menor liberacdo de CORT (NEUMANN et al.,, 1998; STERN et al.,, 1974;
LIGHTMAN & YOUNG, 1989; STERN & LEVINE, 1974; NEUMANN et al., 1998),
0 que representa provavelmente um mecanismo de protecdo da mae e da prole
contra os efeitos nocivos dos niveis excessivamente altos de glicocorticéides
(WEINSTOCK, 1997). O trabalho de NEUMANN e colaboradores (1998) sugere

que essa resposta diminuida do eixo HPA seja ao menos em parte decorrente de
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uma menor reatividade dos corticotrofos ao CRH, pois uma autoradiografia de
receptores mostrou uma reducéao significativa na densidade de sitios de ligagao

de CRH na adenohipdfise de prenhas, na comparagao com ratas virgens.

Conforme os primeiros estudos sobre o tema (STERN & VOOGT, 1974,
SCHLEIN et al.,, 1974; MYERS et al.,, 1975), ha uma sobreposi¢do entre as
alteragdes na resposta do eixo HPA da lactante ao estresse e uma maior
liberacdo basal de PRL na lactagdo. O contato dos filhotes participa das
alteragcdes neuroenddcrinas na mae que vai amamentar, pois a sucg¢ao representa
um potente estimulo para a liberacdo de ocitocina (OCT), dos hormdnios do
estresse ACTH e CORT, e como vimos anteriormente, de PRL. Com a retirada
dos filhotes do ninho, tem inicio uma redugao gradativa dos niveis plasmaticos de
ACTH e de CORT da méae, e essa reducao € revertida assim que os filhotes,

novamente na presenga da mae, retornam a sucgao (WALKER et al., 1992).

A OCT é um hormoénio que apresenta diversas funcdes, porém as mais
bem caracterizadas sédo a regulagéo do parto e a indugdo da ejecéo de leite em
resposta a sucgdo (LINCOLN & PAISLEY, 1982; WAKERLEY et al.,, 1988). A
secrecao do peptideo ocorre primariamente na circulacdo periférica, através da
neurohipofise; essa estrutura compreende projegdes axonais de neurdnios
magnocelulares do PVN e do Nucleo Supra-Optico do hipotalamo. A OCT é
também liberada centralmente (medula espinhal e porgdo caudal do tronco
encefalico) em pequenas quantidades por neurbénios parvocelulares do PVN e,
conforme descobertas recentes, em grandes quantidades pelos dendritos de

neurbnios magnocelulares, independentemente da OCT liberada pelas
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terminacdes desses mesmos neurbnios na neurohipofise (SABATIER et al.,

2003).

Em ratas prenhas e lactantes verifica-se uma alteragdo nos niveis de OCT
e na densidade dos seus receptores em diferentes regides do encéfalo, como o
PVN (CALDWELL et al., 1987). E possivel que uma maior expressdo da OCT e
dos seus receptores facilite o inicio e a manutencdo do comportamento maternal,
ja que o hormoénio tem forte participacdo na modulagdo desse comportamento
numa acgao dose-dependente (PEDERSEN et al., 1982; LENG et al., 2008). O
controle de certos aspectos do comportamento maternal pode envolver
provavelmente uma interagdo entre a OCT e o sistema dopaminérgico e o

serotonérgico (JOHNS et al., 2005).

Os efeitos comportamentais da OCT s&o variados, mas de modo geral
ainda nao esta claro se é o sistema magnocelular ou o parvocelular que medeia
tais efeitos (LENG et al., 2008). Ndo obstante a alta densidade de receptores de
OCT na amigdala, no nucleo ventromedial e no bulbo olfatério, ha uma clara
auséncia de fibras nervosas ocitocinérgicas nas regides encefdlicas que
participam do comportamento maternal; assim, foi proposto que a OCT poderia
alcancar seus alvos ndo por transmissao sinaptica, mas por fluxo de massa pelo
espaco extracelular encefalico (LUDWIG & LENG, 2006; LANDGRAF &

NEUMANN, 2004).

Tendo em vista que alteragdes no cuidado maternal s&o criticas para o
desenvolvimento da prole, e que o comportamento da mae pode ser influenciado

direta ou indiretamente pelas condicdes do meio, foram desenvolvidos modelos
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de estudo a partir de principios metodoldgicos que levam em conta a frequéncia e
a dindmica da relagdo mae-prole (CHAMPAGNE et al., 2003). Esses modelos sao
importantes quando se busca investigar um paralelo entre 0o comportamento
maternal e as possiveis alteragbes neuroendocrinas sob estimulos estressores.
Entre todos os comportamentos maternais em ratas, NUMAN & INSEL (2003)
distinguiram quatro principais: (1) recolhimento de filhotes, (2) constru¢ao de
ninho, (3) amamentacédo e (4) lambida de filhotes. Essa distingdo tem em vista
uma participacao regulatéria potencial de diferentes vias neurais na rata lactante.
Nesse sentido seria possivel classificar os comportamentos tendo em vista os que
dependem ou ndo da postura pro-ativa da méae. Assim, NUMAN &
STOLZENBERG (2009) classificaram, por exemplo, o comportamento de
recolhida de filhotes como pro-ativo (dependente da atividade neural
prosencefalica), e a amamentacgao primariamente um comportamento automatico
ou reflexo na lactante, desencadeado pelo estimulo de succdo dos filhotes na
regido mamaria (mecanismo dependente em grande parte de neurdnios tronco

encefalico—medulares).

ApoOs o parto, a rata primipara inicia a série de comportamentos maternais
junto a ninhada. Ao contrario das ratas virgens que entram pela primeira vez em
contato com filhotes, as lactantes nao rejeitam os filhotes, e isso resulta
provavelmente da acao seletiva dos hormdnios associados a gestagcao e ao seu
término (como lactégenos placentarios, PRL, estradiol e progesterona) sobre
circuitos neurais do encéfalo, que por um lado programam o comportamento de
aversao aos filhotes, ou por outro, desencadeiam o cuidado maternal (NUMAN &

INSEL, 2003).
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Diversas regides encefalicas estao envolvidas no comportamento da mae
com os filhotes. O sistema dopaminérgico mesolimbico tem um importante papel,
compreendendo corpos celulares liberadores de DA que partem da area
tegmental ventral (VTA, no mesencéfalo). Varias estruturas encefalicas recebem
projecdes dopaminérgicas, como MPOA, NA (nucleo accumbens) e VP (pallidum
ventral). Alguns estudos demonstram que a MPOA tem uma importancia critica
(NUMAN, 1974; NUMAN et al., 1977), e que a sua ligagdo com a porcao ventral
do nucleo do leito da estria terminal (vBST) compreende neurdnios necessarios
para o inicio e a manutengdo do comportamento maternal: lesdes pontuais na
MPOA, bem como secg¢des que separam as conexdes laterais ou anteriores da
MPOA, interrompem o comportamento maternal, enquanto que, por outro lado, a
administragcado de estrégeno diretamente nessa area estimula o comportamento
(NUMAN, 1974; NUMAN et al., 1977; BRIDGES, 1990; MICELI et al., 1983;
NUMAN & CALLAHAN, 1980; NUMAN & CORODIMAS, 1985; NUMAN et al.,
1988). A integridade da ligagado entre a MPOA e a vBST é importante para a
ocorréncia de respostas voluntarias ou pré-ativas da lactante. Lesdes nessas
estruturas nao afetam o metabolismo, o comportamento sexual e as fungdes
motoras que possibilitam a execugcdo do comportamento maternal proé-ativo

(NUMAN & STOLZENBERG, 2009).

Além da MPOA, o NA também possui um papel no comportamento
maternal, em vista de uma maior atividade c-fos no NA de ratas predispostas ao
cuidado dos filhotes (STACK et al., 2002; LONSTEIN et al., 1998), devido a
existéncia de uma relagao entre a interagédo mae-prole e a liberacao e ligagdo de

DA em receptores presentes no NA (CHAMPAGNE et al., 2004), e também pelo
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fato da microinjecdo de antagonistas de receptores de DA no NA de ratas
interromper seu comportamento maternal (SILVA et al.,, 2003). Entre as duas
classes de receptores dopaminérgicos, D1 e D,, presentes no NA (LU et al.,
1998), NUMAN e colaboradores (2005) indicam wuma relagdo entre
comportamentos pré-ativos da mée e o estimulo dos receptores D1 no NA; a
administragcao de baixas doses do antagonista desses receptores interrompeu o
recolhimento de filhotes, mas nao teve o mesmo efeito sobre o tempo total da
amamentacdo, que € um comportamento em parte reflexo, dependente dos

estimulos dos filhotes na mae.

Um modelo neural para o comportamento da mae lactante propde que
quando adequadamente suprida por horménios, a MPOA responde ao estimulo
externo (como dos filhotes) com eferéncias que estimulam a VTA, possivelmente
ativando a liberagdo de DA para agir em receptores D1 presentes no NA. Com
isso, a VTA faria uma inibicdo do NA, havendo entdo uma redugao do seu ténus
inibitério sobre o VP (NUMAN et al.,, 2005; 2009). O VP é uma estrutura que
converge ao prosencéfalo e a regides de controle motor do tronco encefalico,

mediando a agcado comportamental (MOGENSON, 1987).

Algumas linhas de evidéncia demonstram que a modulagdo do padréao de
respostas da MPOA para o inicio do comportamento maternal pode envolver a
acao hormonal, pois os neurénios da MPOA contém uma grande quantidade de
receptores de PRL (BAKOWSKA & MORRELL, 1997), de estrégenos
(SHUGHRUE et al., 1997), de ANG Il (SIRETT et al., 1977), entre outros.
Contudo, ainda que a iniciagdo do comportamento maternal em ratas parturientes

primiparas esteja sob o controle hormonal, sua manuten¢gdo ndo depende de
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horménios: ratas que sofreram hipofisectomia assim que o comportamento
maternal tenha se estabilizado, continuam a mostra-lo no periodo pds-parto,

mesmo ndo estando mais aptas a lactagc&o dos filhotes (NUMAN, 2003).

Além do seu importante papel na modulacdo do eixo HPA, o PVN parece
participar do comportamento maternal, pois ratas que sofreram lesao eletrolitica
nesse nucleo na fase gestacional mostraram mais tarde um profundo déficit no
cuidado dos filhotes (INSEL & HARBAUGH, 1989). Sabe-se também que tanto a
VTA como a MPOA recebem proje¢des do PVN. A porgéo parvocelular do nucleo
emite neurdnios ocitocinérgicos para a regido central, e ndo para a neurohipdfise
(SWANSON & SAWCHENKO, 1983) — o que ocorre com a por¢gdo magnocelular.
Nesse sentido é oportuno relembrar que até mesmo neurdénios magnocelulares
liberam OCT a regido central, e que esta OCT provavelmente também participa

da modulacao do circuito neural por tras do comportamento da mae.

Dentro desse quadro, se por um lado a manutencdo do comportamento da
rata junto a ninhada ao longo dos primeiros dias resultaria de processos neurais
centrais operando parcialmente de modo reflexo a partir de estimulos externos
dos filhotes, os hormdnios sao importantes porque poderiam facilitar a
configuracdo das ligagdes sinapticas entre esses neurbnios, preparando o
encéfalo da rata gestante para o parto e posteriormente a lactagdo e ao cuidado
maternal. Com isso, € provavel que interferéncias sobre a agdo hormonal na fase

critica do pos-parto possam trazer um déficit no cuidado maternal.



Objetivo
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Verificar o efeito do bloqueio dos receptores AT de angiotensina Il sobre o
comportamento maternal e a concentragcdo plasmatica de PRL em ratas lactantes

submetidas a estresse crénico ou agudo.



Material e Métodos
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3.1 Animais

Ratas prenhas da variedade Wistar (220~300 g) obtidas junto ao Biotério
Central do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, vinculado a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, foram mantidas em ambiente de temperatura
controlada (22 + 1°C), ciclo de claro-escuro de 12 em 12 horas (luzes acesas:
06:00h~18:00h), em caixas individuais para observacéao, racdo e agua ad libitum.
A maravalha foi mantida do dia 0 até o final do experimento. No dia 1 do pds-parto
foi feita uma padronizagdo dos filhotes (8), devido a uma relagdo entre a
quantidade de PRL liberada e a intensidade do estimulo da succdo de acordo
com o numero de filhotes (MENA & GROSVENOR, 1968). Além disso, o0 ambiente
foi mantido com sonoridade adequada. Todos os experimentos foram realizados
de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio (National
Institutes of Health, NIH) e com a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do

ICBS/UFRGS.

3.2 Estresse por Contengéo

Esse estresse se constitui na colocagdo das ratas individualmente em
tubos transparentes e ventilados. Em todos os casos, as ratas foram removidas
de suas caixas-residéncia e colocadas nos tubos de contengdo em uma sala
adjacente em condi¢des de baixa luminosidade. A contencéao foi aplicada em dois
grupos: crénico e agudo (GAMMIE & STEVENSON, 2006). O tempo de duracao

do estresse foi de 30 minutos, sempre entre 08:45h~09:15h.
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3.3 Administracdo de losartan

A administracdo oral de losartan foi feita através de uma solugdo de
losartan 10mg/kg/dia em agua de beber (CULMAN et al., 1999), trocada a cada
24 horas. Definiu-se previamente uma curva de ingest&do hidrica diaria (dia 0 ao
dia 7) com 10 ratas lactantes; estas foram pesadas a cada 48 horas para corregéo
das doses do antagonista (em mL de solugao/dia). A solugao foi administrada nos

grupos 2, 4, 6 e 8, apds padronizacao dos filhotes, do dia 0 ao dia 7.

3.4 Distribuicdo dos grupos

3.4.1 Experimento de Estresse Crbnico

As ratas dos grupos de estresse foram submetidas a 30 minutos de
estresse por contengdo no periodo da manha por sete dias consecutivos (dia 1 ao

dia 7). Grupos:

» (Grupo 1) Sem losartan — Sem estresse: n = 15
» (Grupo 2) Com losartan — Sem estresse: n = 8
» (Grupo 3) Sem losartan — Estresse crénico: n = 11

» (Grupo 4) Com losartan — Estresse cronico: n =9

3.4.2 Experimento de Estresse Agudo

No dia 7 pds-parto as ratas dos grupos de estresse receberam estresse por

30 minutos no periodo da manha. Grupos:
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Grupos controles do
experimento anterior

» (Grupo 5) Sem losartan — Sem estresse }
» (Grupo 6) Com losartan — Sem estresse
» (Grupo 7) Sem losartan — Estresse agudo: n = 18

» (Grupo 8) Com losartan — Estresse agudo: n = 10

3.5 Registro do Comportamento Maternal

Estando as ratas dentro de suas caixas individuais, o registro do

comportamento maternal foi realizado do dia 1 ao 7 pés-parto.
3.5.1 Procedimento

As observagdes foram divididas em quatro secdes de 75 minutos cada,
com trés sec¢des na fase clara (11:15h, 13:15h e 15:15h) e uma segéo na fase
escura (18:00h). Em cada segéao foi analisado e registrado o comportamento da
lactante a cada 3 minutos (25 observagbes por segdo x 4 segdes diarias = 100

observagdes/méae/dia).

3.5.2 Parametros comportamentais analisados (CHAMPAGNE et al., 2003)
¢ HG — m&e amamentando com dorso bem arqueado;

¢ LW — m&e amamentando com dorso pouco arqueado;

¢ SUP — postura passiva de amamentacgao (supino);

+ MN — mae no ninho com os filhotes, sem amamenta-los;
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¢ L — m&e lambendo os filhotes (superficie do corpo e regido anogenital);

¢ CN - construcao do ninho;

¢ HG/L — mae com dorso bem arqueado e lambendo os filhotes;

¢ A — ingestéo de agua;

¢ RA —ingestao de ragao;

¢ OFF — mae fora do ninho;

¢ R —recolhimento de filhotes pela mae.

Os comportamentos HG, LW e SUP foram agrupados para representar o
comportamento ‘amamentacdo’. Os comportamentos A e RA também foram

agrupados.

Todos os dados foram registrados em uma planilha padrao.
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RATA; HI5 - High crouch {amamentando o darso bem arqueado) CH - Construgda do ninho
Data do parto: L - Lowy grouch (amamentand o of dorse pouco arque adoe) OFF - hie fora do ninhofeaiza
Grupo: SUP - Supine post. (amamentando de lado ou de costas) R - Recolhida de flhotes
Ninhao:, L — Lambendo filhotes FFM - Filhotes fora do ninho

DATA: DIAS FF: HG/L - Amamentand o com o dorso bem arqueado & lambend o M - Mo ninhe sem posigdo de am amentagio
[1] I 1 =] 7 i 5] FRIES E I ST 1007 7037 T06] 7097 71

HG
Lt
sUP
L
CH

R
FFH

MH

3.6 Coleta do Sangue

Apds a decapitacdo dos animais, tendo o sangue troncular sido coletado e
centrifugado (3000 rpm/15 min) em tubos heparinizados (heparina 5.000 1.U.), o
plasma sanguineo foi separado e estocado a -70 °C para posterior dosagem de
PRL e CORT. A coleta do sangue foi realizada sempre a partir das 19:30h do dia
7 pos-parto, com a carcaga dos animais sendo posteriormente encaminhada ao

Biotério Central, segundo o protocolo de descarte.

3.7 Dosagens Hormonais

As concentragdes plasmaticas de PRL e de CORT foram dosadas por

radioimunoensaio de duplo anticorpo, com sensibilidade de 0,2 ng/ml em
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amostras com duplicata. O procedimento foi realizado na Universidade Federal de

Ribeirdo Preto, SP, sob a supervisdo do Prof. Dr. Celso R. Franci.

3.8 Expresséo dos Resultados

A quantificagdo das informagdes do registro comportamental foi
representada levando-se em conta o numero de vezes que ocorreu um dado
comportamento da rata sobre o total de 100 observagdes diarias. De posse do
registro de cada rata, foi obtida uma média e erro padrdo (+ EPM) por grupo de

ratas.

Na dosagem hormonal os valores estdo expressos em ng/ml.

3.9 Andlise Estatistica

Foram considerados apenas os niveis hormonais no dia 7 do pds-parto.
Quanto ao registro do comportamento maternal, a analise estatistica levou em
conta também apenas o dia 7, ja que no contexto do desenho experimental este

foi o ultimo dia de estresse cronico e também o dia do estresse agudo.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de 2
vias e teste t de Student e de Dunnett, quando necessario. Ao verificar-se
diferenca entre grupos foi realizada analise post hoc pelo teste de comparacgdes

multiplas Student Newman-Keuls.

Para todos os calculos foi usado o programa estatistico SPSS®, e para a

representacdo em graficos, o programa Excel-Microsoft®.



Resultados
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O efeito do estresse crénico e agudo sobre o comportamento maternal foi
considerado apenas no dia 7 da lactagdo, quando também foram coletadas
amostras de sangue para dosagem da PRL e da CORT. Os resultados com ou

sem o antagonista foram os seguintes:

Concentracao de Prolactina Plasmatica

Na comparagédo entre os dois tipos de estresse e o grupo controle, o teste de
Dunnett verificou uma reducgdo significativa dos niveis plasmaticos de PRL no
grupo de estresse cronico em relagéo ao controle (P<0,05; fig. 1). No experimento
com estresse cronico (fig. 2), pelo teste ANOVA 2 vias, verificou-se que as ratas
que receberam estresse mostraram apenas uma tendéncia de reducdo da PRL
em relagao ao grupo controle [F(1,39)= 0.113, P=0,74]; nas ratas estressadas que
foram previamente tratadas com losartan, houve uma interagao entre os dois
tratamentos [F(1,39)= 7.134, P<0,05]; esta interagdo levou a uma diferencga
significativa entre o grupo em questao e o que recebeu apenas o estresse. Assim,
aléem de prevenir a tendéncia de redugao estresse-induzida da PRL, o losartan,
em sua interagdo com o estresse, tornou o grupo significativamente diferente do

grupo estresse, mas igual ao grupo controle.
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Fig. 1. Comparacdo dos efeitos do estresse agudo e cronico sobre os niveis plasmaticos de PRL de
lactantes. Os valores sdo expressos como média + EPM. O teste de comparagbes multiplas de Dunnett

mostrou uma diferenca significativa entre os grupos controle e estresse crénico (P<0,05).
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Fig. 2. Efeitos da administragdo de losartan e estresse cronico sobre a PRL plasmatica de ratas lactantes. Os
valores sdo expressos como média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, sendo
verificada uma interagéo entre losartan e estresse [F(1,39)= 7.134, P<0,05)], com o teste post hoc revelando
uma diferenga significativa entre os grupos Estresse e Estresse+losartan. A tendéncia de redugdo da PRL

decorrente do estresse cronico [F(1,39)= 0.113, P=0,739] é prevenida nas ratas que receberam previamente
losartan.
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Concentracao de Corticosterona Plasmética

A ANOVA de duas vias mostrou efeitos significativos do losartan [F(1,42)= 16.576,
P<0,001], do estresse crbnico [F(1,42)= 28.148, P<0,001] e uma interagao entre
estresse cronico e losartan [F(1,42)= 13.848, P<0,01]. A analise post hoc indicou
que o grupo Estresse cronico + losartan é diferente dos demais. Os dados s&o

expressos na figura 3.
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Fig. 3. Efeitos da administragdo de losartan e estresse cronico sobre a Corticosterona plasmatica de ratas
lactantes. Os valores sao expressos como média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas
vias, sendo verificado um efeito do losartan [F(1,42)= 16.576, P<0,001], do estresse crénico [F(1,42)= 28.148,
P<0,001] e uma interagdo entre losartan e estresse cronico [F(1,42)= 13.848, P<0,01]. A analise post hoc
revelou uma diferenga significativa entre o grupo Estresse+losartan e todos os demais. Letras diferentes
indicam diferengas entre grupos.
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Comportamento maternal

No experimento de estresse crénico o registro do comportamento maternal no

dia 7 pos-parto:

0 nao mostrou diferencas significativas entre grupos para os comportamentos:

A+RA (fig. 4; ingestao de agua e ragao),

L (fig. 5; lambida de filhotes),

R (fig. 6; recolhimento de filhotes),

MN (fig. 7; mae no ninho, sem postura de amamentagéo), e

HGI/L (fig. 8; dorso muito arqueado e lambida de filhotes).

O mostrou diferenca significativa entre grupos para os comportamentos:

OFF (fig. 9; mae fora do ninho; efeito do losartan aumentando a frequéncia do
comportamento [F(1,38)= 10.0970, P<0,01]),

CN (fig. 10; construgdo do ninho; efeito do losartan diminuindo a frequéncia do
comportamento [F(1,38)= 5.7736, P<0,05]), e,

amamentacao, o losartan reduziu a frequéncia do comportamento (fig. 11;

P<0,01). O estresse cronico nado afetou a amamentacgao dos filhotes.
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Fig. 4. Frequéncia do comportamento ingestdo de agua e racdo (ARA) de ratas lactantes. Os valores séo

expressos como percentual do total de 100 observagdes diarias; média £+ EPM. Os dados foram analisados

por ANOVA de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL=

Com losartan; SE= Sem Estresse Cronico; CE= Com Estresse Cronico.
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Fig. 5. Frequéncia do comportamento lambida de filhotes (L) de ratas lactantes. Os valores sdo expressos

como percentual do total de 100 observacgbes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA

de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL= Com losartan;

SE= Sem Estresse Crbnico; CE= Com Estresse Cronico.
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Fig. 6. Frequéncia do comportamento recolhida de filhotes (R) de ratas lactantes. Os valores sdo expressos
como percentual do total de 100 observagdes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. Nos grupos em que ndo aparece
barra, ndo houve o comportamento. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem Estresse Cronico; CE=
Com Estresse Cronico.
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Fig. 7. Frequéncia do comportamento mée no ninho (MN) de ratas lactantes. Os valores sdo expressos como
percentual do total de 100 observagbes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de
duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL= Com losartan;
SE= Sem Estresse Cronico; CE= Com Estresse Cronico.
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Fig. 8. Frequéncia do comportamento High (amamentacdo com dorso bem arqueado) e lambida de filhotes
(HG/L) de ratas lactantes. Os valores sdo expressos como percentual do total de 100 observagdes didrias;
média £ EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo

dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem Estresse Crénico; CE= Com Estresse

Cronico.
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Fig. 9. Frequéncia do comportamento de mae fora do ninho (OFF) de ratas lactantes. Os valores séo
expressos como percentual do total de 100 observagdes diarias; média £+ EPM. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias. Entre os fatores considerados, a administragdo individual de losartan [F(1,38)=
10.0970, P<0,01] levou a uma maior frequéncia do comportamento OFF nas lactantes. Nao houve efeito do
estresse crbénico alterando o comportamento. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem Estresse

Crénico; CE= Com Estresse Croénico. Letras diferentes indicam diferengas entre grupos.
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Fig. 10. Frequéncia do comportamento de constru¢do de ninho (CN) de ratas lactantes. Os valores séo
expressos como percentual do total de 100 observagdes diarias; média £+ EPM. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias. Entre os fatores considerados, a administragdo individual de losartan [F(1,38)=
5.7736, P<0,05]) levou a uma diminuigdo da frequéncia do comportamento CN nas ratas. O estresse cronico
nao alterou o comportamento. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem Estresse Crénico; CE= Com

Estresse Cronico.

oo
=
1

=11}

GO - T # (n=11)

=11}

A0 +

20 1

Comportamento Amamentagdo (%)

al-5E CL-5E al-CE CL-CE
Grupos
Fig. 11. Frequéncia da amamentacao de ratas lactantes. Os valores s&o expressos como percentual do total
de 100 observagdes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias. A
administragédo de losartan levou a uma redugao da amamentagao (P<0,01) de lactantes em relagéo ao grupo
controle. O estresse cronico ndo afetou o comportamento. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem

Estresse Cronico; CE= Com Estresse Cronico.
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Quando o estresse aplicado foi agudo (somente no dia 7 pés-parto):

O nao houve diferencas significativas entre grupos para os comportamentos:

A+RA (fig. 12; ingestao de agua e ragéo),

L (fig. 13; lambida de filhotes),

R (fig. 14; recolhimento de filhotes),

MN (fig. 15; m&e no ninho, sem postura de amamentagao), e

HG/L (fig. 16; dorso muito arqueado e lambida de filhotes).

O houve diferenca significativa entre grupos para os comportamentos:

OFF (fig. 17; houve uma interagdo entre losartan e estresse [F(1,37)= 20.9856,
P<0,001], e esse grupo é significativamente diferente do grupo com estresse,
comportando-se como o controle; o estresse agudo aumentou a frequéncia deste
comportamento (P<0,05), assim como o losartan (P<0,01), tornando esses dois
ultimos grupos significativamente diferentes do grupo controle),

CN (fig. 18; houve efeito do losartan diminuindo a frequéncia do comportamento
[F(1,37)= 4.7603, P<0,05]) em relagdo ao controle; ndo houve efeito do estresse
agudo no comportamento [F(1,37)= 0.9854, P>0,09]), e,

amamentacao (fig. 19; houve uma interacéo entre losartan e estresse: quando
essas variaveis sdo somadas, 0 grupo em questdo se comporta de modo
semelhante ao controle). O estresse agudo interfere na amamentagao (P<0,05),

assim como o losartan (P<0,01).
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Fig. 12. Frequéncia do comportamento ingestdo de agua e racao (ARA) de ratas lactantes. Os valores sdo
expressos como percentual do total de 100 observagdes diarias; média £+ EPM. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL=

Com losartan; SE= Sem Estresse Agudo; CEA= Com Estresse Agudo.
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Fig. 13. Frequéncia do comportamento lambida de filhotes (L) de ratas lactantes. Os valores s&o expressos
como percentual do total de 100 observagbes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL= Com losartan;
SE= Sem Estresse Agudo; CEA= Com Estresse Agudo.
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Fig. 14. Frequéncia do comportamento recolhida de filhotes (R) de ratas lactantes. Os valores sdo expressos
como percentual do total de 100 observagdes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. Nos grupos em que ndo aparece
barra, ndo houve o comportamento. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem estresse agudo; CEA=

Com estresse Agudo.
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Fig. 15. Frequéncia do comportamento m&e no ninho (MN) de ratas lactantes. Os valores s&o expressos
como percentual do total de 100 observagbes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL= Com losartan;
SE= Sem estresse agudo; CEA= Com estresse agudo.
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Fig. 16. Frequéncia do comportamento High (amamentagdo com dorso bem arqueado) e lambida de filhotes
(HG/L) de ratas lactantes. Os valores sdo expressos como percentual do total de 100 observagdes didrias;
média £ EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, ndo sendo verificado efeito significativo

dos tratamentos. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem estresse agudo; CEA= Com estresse
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Fig. 17. Frequéncia do comportamento de méae fora do ninho (OFF) de ratas lactantes; média + EPM. Os
valores sdo expressos como percentual do total de 100 observagdes diarias. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias. Houve uma interagao significativa entre losartan e estresse agudo [F(1,37) = 20.9856,
P<0,001]. Em relagdo ao controle, o estresse agudo afetou o comportamento (P<0,05), assim como o
losartan (P<0,01). SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem estresse; CEA= Com estresse agudo.

Letras diferentes indicam diferengas entre grupos.



43

= n=113

Comportamento Construc¢io do Ninho (%)

2 u
=11}
1 4 x* fn="10)
I:I T T T
al-5E CL-5E SlL-CEA CL-CEA
Grupos

Fig. 18. Frequéncia do comportamento de construgdo do ninho (CN) de ratas lactantes. Os valores s&o
expressos como percentual do total de 100 observagdes diarias; média £+ EPM. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias. Houve somente um efeito do losartan reduzindo a frequéncia do comportamento
[F(1,37)= 4.7603, P<0,05], em relagdo ao controle. SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem estresse
agudo; CEA= Com estresse agudo.
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Fig. 19. Frequéncia da amamentacgao de ratas lactantes. Os valores sdo expressos como percentual do total
de 100 observagdes diarias; média + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias. Houve uma
interacdo entre estresse agudo e losartan: quando os dois fatores sdo somados, o grupo em questdo se
comporta de modo semelhante ao controle. O estresse agudo interfere na amamentagao (P<0,05) em relagdo
ao controle, assim como o losartan (P<0,01). SL= Sem losartan; CL= Com losartan; SE= Sem estresse

agudo; CEA= Com estresse agudo. Letras diferentes indicam diferengas entre grupos.
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No estudo com ratas tem se considerado a participacdo de diversos
hormdnios nos modelos neurais propostos para esclarecer as vias envolvidas na
motivacdo maternal. Os hormdnios seriam importantes no processo de modulagao
e configuracdo da circuitaria encefalica, levando a rata de um estado de
negligéncia e aversao aos filhotes — um comportamento tipico de nao lactantes
— a uma condicio de receptividade e cuidado maternal no decurso dos primeiros
dias do pos-parto. No seu conjunto, os horménios nao seriam importantes apenas
para deflagrar o comportamento maternal, mas também para efetuar seu ajuste

fino ao longo dos dias.

Verificamos a partir dos nossos experimentos que se por um lado o
estresse cronico por contencdo em lactantes ndo interferiu em quaisquer dos
parametros comportamentais considerados, 0 mesmo nao ocorreu apos a
administracao cronica de losartan; isto €, o antagonista alterou significativamente
alguns dos comportamentos de cuidado maternal, mesmo nos animais do grupo
controle. Além disso, isoladamente, o estresse crénico nao interferiu na PRL e na
CORT plasmaticas a ponto de tornar os respectivos grupos significativamente
diferentes dos seus controles. Porém ao realizar-se uma analise estatistica
complementar envolvendo ratas que receberam estresse agudo, houve uma
diferenca significativa na PRL plasmatica do grupo de estresse crbnico em

relagado aos grupos estresse agudo e controle.

A ANG Il basal parece influenciar o comportamento de amamentagao da
lactante e alguns comportamentos pro-ativos, ja que o bloqueio sistémico e

central dos efeitos do hormdnio pela administracdo crénica de Losartan aumentou
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significativamente o tempo de permanéncia da mée fora do ninho (fig. 9), reduziu
a frequéncia da construcdo do ninho (fig. 10) e da amamentacgao (fig. 11) nos

animais do grupo controle, sem estresse.

A MPOA, um dos componentes centrais do comportamento pré-ativo, é
sensivel a ANG Il (SIRETT et al., 1977), provavelmente a ANG Il originada no
Sistema Renina-Angiotensina central. Assim, o bloqueio desses receptores
poderia interferir diretamente na agdao do horménio sobre a responsividade
maternal. Em adicdo, a MPOA, o VP e o NA s&o estruturas envolvidas no
comportamento maternal (NUMAN et al.,, 2005) que recebem projecdes
dopaminérgicas; a agao da DA sobre receptores Dy no NA ou na MPOA esta
implicada no inicio e na manutengdo do comportamento maternal (MILLER &
LONSTEIN, 2005; SERVICE & WOODSIDE, 2007; STOLZENBERG et al., 2007;
SERVICE & WOODSIDE, 2006). Ao contrario do VP e do NA, estruturas que
recebem DA do sistema mesolimbico, a MPOA ¢é sensivel a DA liberada por
neurénios do diencéfalo (WAGNER et al., 1995); as projecbes dopaminérgicas a
MPOA tém diferentes origens, incluindo células liberadoras de DA no hipotalamo

ou proximo a ele (MILLER & LONSTEIN, 2009).

Por outro lado, a ANG Il pode aumentar através dos receptores ATq a
liberagdo de DA nigro-estriatal (BROWN et al., 1996). Intimamente relacionada a
sintese de DA (KUMER & VRANA, 1996), a enzima tirosina hidroxilase presente
em neurdnios hipotaldmicos pode ser modulada pela ANG Il (MA et al., 2004).
Como existem projec¢des do sistema dopaminérgico mesolimbico sobre o NA, que

€ uma regiao que participa da interacao mae-filhote (SILVA et al., 2003), a ANG I



47

poderia também atuar sobre os comportamentos ativos da mae regulando o
estimulo dopaminérgico. Considerando todas essas evidéncias, o déficit no
cuidado maternal das ratas em nosso experimento que receberam apenas
losartan pode ter resultado parcialmente de uma atenuagdo do estimulo
dopaminérgico sobre as estruturas neurais envolvidas com a responsividade da
mae. Um menor estimulo dopaminérgico poderia ser decorrente da supressao da
acao da ANG Il mediante o bloqueio cronico dos receptores AT4. Além do sistema
dopaminérgico mesolimbico, projecées dopaminérgicas do ARC, que possui
receptores AT (LENKEI et al., 1997), poderiam também fornecer DA ao encéfalo,

sendo com isso da mesma forma influenciadas pelo bloqueio do losartan.

A OCT também pode ter um importante papel no mecanismo central do
comportamento maternal, pois a administragdo de um antagonista de receptores
de OCT presentes na VTA atenua o cuidado da mae com os filhotes (PEDERSEN
et al., 1994). Além do trato neurohipofisario, que libera OCT na circulagao, o PVN
emite projegdes ocitocinérgicas de neurénios parvocelulares para a regiao central,
além de OCT ser liberada centralmente em grandes quantidades por neurénios
magnocelulares (SABATIER et al., 2003). A ANG |l exerce uma modulagao sobre
a OCT a partir do PVN e do nucleo supra-optico (SON), havendo uma co-
localizacdo de receptores AT1 de ANG Il e de receptores de OCT em neurdnios
parvocelulares no PVN (THOMAS & LEMMER, 2006). Como ha uma grande
densidade de receptores AT{ no PVN, e a administracdo central e periférica de
ANG II estimula a liberagdo de OCT (FERGUSON & KASTING, 1988; LANG et
al., 1981), na condicdo basal a OCT poderia atuar centralmente sobre o

comportamento maternal mediando o estimulo angiotensinérgico sobre o PVN.
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E provavel que a tendéncia, ainda que nio significativa, de reducdo da PRL
do grupo que recebeu apenas losartan (fig. 2), tenha interferido centralmente na
circuitaria do cuidado maternal, tendo em vista a presenca de receptores para
PRL na MPOA (BAKOWSKA & MORRELL, 1997). Assim, o bloqueio crénico dos
receptores AT, a partir das primeiras horas do pds-parto parece ter atenuado
indiretamente os efeitos da OCT, da DA e também da PRL sobre as regides

implicadas no relacionamento da mae com os seus filhotes.

O trabalho de GAMMIE & STEVENSON (2006) com camundongos mostrou
que o estresse crénico nao altera quaisquer dos pardmetros de comportamento
maternal, ao contrario do estresse agudo, em que ao menos alguns parametros
sao afetados. Os resultados do presente estudo com ratas apontam na mesma
diregdo, ja que o estresse crbnico ndo afetou nenhum dos comportamentos
passivos e pro-ativos de cuidado dos filhotes pela mae. Houve possivelmente
uma habituagcdo da mae ao estresse cronico, tendo em vista que foi aplicado
apenas um paradigma de estresse, obedecendo sempre o0 mesmo protocolo de
horario. Posto que, na comparagdo com ratas virgens estressadas, o0s niveis
atenuados da CORT de lactantes submetidas ao estresse por contencido se
correlacionam com uma reduzida atividade c-fos de RNAm na divisdo
parvocelular do PVN e em outras regides encefalicas (DA COSTA et al., 1996), a
habituacdo da mae ao estresse cronico pode envolver neuropeptideos

hipotalamicos.
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Se por um lado o grupo de ratas que recebeu apenas losartan se manteve
mais tempo fora do ninho, com reducdo do seu comportamento maternal, por
outro, as ratas que receberam losartan e foram em seguida estressadas
cronicamente nao diferiram em seu comportamento nem do grupo controle nem
do grupo que recebeu apenas o estresse. No estresse ocorre uma maior liberagao
de ANG Il periférica e central (YANG et al., 1993); com isso, o bloqueio dos
receptores AT, pelo losartan pode ter sido suficiente para impedir tdo-somente os
efeitos basais da ANG Il sobre o comportamento maternal. As concentragdes de
ANG Il mais elevadas nas ratas estressadas poderiam talvez compensar a
auséncia de efeitos da Ang Il basal, explicando por que as ratas do grupo
Losartan + estresse crdnico se comportaram como o grupo controle e como o

grupo estressado sem losartan.

No experimento de ratas lactantes submetidas ao estresse agudo, o efeito
do estresse em levar a uma redugéo significativa da frequéncia da amamentagéao
(fig. 19) e a uma maior permanéncia da mae fora do ninho (fig. 17) mostrou-se
parecido com a alteragdo comportamental no grupo de ratas que recebeu apenas
losartan. Em vista disso, pode-se langar a hipotese de que no grupo com estresse
agudo houve uma reducdo da atividade basal da Ang Il sobre o comportamento
maternal. Em relagdo ao controle, ratas estressadas agudamente nao teriam
sofrido habituacdo, tal como poderia ter ocorrido nas ratas que receberam o

estresse croénico.

Ratas que receberam apenas losartan tiveram uma tendéncia de reducéao

da PRL plasmatica em relagcdo ao grupo controle (fig. 2). Isso se deve
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provavelmente ao bloqueio crdénico dos receptores AT presentes nos lactotrofos
adenohipofisarios. Conforme TSUTSUMI & SAAVEDRA (1991), todos os
receptores de ANG Il na adenohipdfise sdo do subtipo AT4. Além disso, a ANG Il
estimula paracrinamente a secrecao de PRL (AGUILERA et al., 1982). Portanto a
administragao crbnica do antagonista poderia levar a uma perda da modulagao
basal desempenhada pela ANG Il sobre os lactotrofos (DENEF et. al., 1986), com

o consequente declinio na secreg¢ao de PRL.

A ANG Il liberada no estresse € um potente estimulador da PRL, tanto para
a sua secregao (SCHRAMME & DENEF, 1983) como para a sua regulagdo no
nivel hipotalamico e hipofisario (SAAVEDRA, 1992; STEELE, 1992; AGUILERA et
al., 1982; SCHRAMME & DENEF, 1983). A resposta da PRL mediante a
aplicagcao de estresse em ratas lactantes é diferente daquela em ratas néao
lactantes, pois o periodo da lactagdo envolve mudangas fisioldgicas no eixo HPA
da rata, isto &, o estresse nao eleva a PRL plasmatica nas lactantes (HIGUCHI et
al., 1989; KEHOE et al., 1991), podendo mesmo levar a sua redugao (DONADIO
et al., 2004). No presente estudo, verificamos que em lactantes submetidas ao
estresse agudo os niveis plasmaticos de PRL ndo foram significativamente
diferentes do grupo controle (fig. 1). Como o protocolo experimental impunha o
registro comportamental entre a aplicagao do estresse e a coleta de sangue para
dosagem hormonal, é provavel que a PRL plasmatica das maes tenha retornado
ao seu nivel basal quando a rata esteve na caixa junto de seus filhotes no
decurso das cerca de 10 horas entre o término do estresse e a decapitagdao. Nos
trabalhos referidos acima, a coleta de sangue era realizada durante ou

imediatamente apds o estresse. Além disso, na comparacdo com a resposta da
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CORT, que é tardia e prolongada, a PRL apresenta pico de concentragao
plasmatica entre 2 e 5 minutos apds o estresse por éter, havendo no espacgo de 5

minutos um retorno as suas concentragdes basais (WAKABAYASHI et al., 1971).

Em nossos experimentos houve uma interagao significativa entre losartan
e estresse crbnico, levando a PRL a altos niveis plasmaticos no grupo em
questao (fig. 2). Esse grupo recebeu losartan a partir da primeira noite do pds-
parto, ao passo que o estresse crénico foi inicialmente aplicado na manha do dia
seguinte (dia 1 pods-parto). Nao obstante o bloqueio central e sistémico dos
receptores AT4 pelo losartan levar a uma tendéncia de redugao da PRL, conforme
0 grupo que recebeu apenas losartan, a elevacdo marcante da PRL no grupo
Losartan + estresse cronico teve como possivel estimulo os altos niveis de ANG ||
plasmatica decorrentes do estresse, mediando a agao de fatores de liberagao de
PRL. Podemos propor a hipétese de que os altos niveis de PRL desse grupo
decorrem da perda de modulacao por feedback desempenhada pela DA sobre a
PRL. A elevacao sérica de PRL aumenta a sintese de DA (DEMAREST et al.,
1981) e sua concentracéo na circulagao do sistema portahipofisario (GUDELSKY
& PORTER, 1980), porém com o bloqueio dos receptores AT, poderia haver uma
perda da regulagdo basal da ANG Il do efeito inibitério tonico do sistema

dopaminérgico sobre a PRL.

A maior parte dos estudos que investigam os efeitos do estresse sobre os
niveis de PRL de lactantes trabalha com o modelo de estresse agudo. No
presente experimento, o estresse cronico levou a uma aparente reducdo da PRL

plasmatica (fig. 2) — o teste de ANOVA néao detectou diferenca significativa na
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PRL desse grupo em relagao ao controle. Porém uma comparagao entre o grupo
de estresse cronico e os grupos estresse agudo e controle (fig. 1) apontou um
efeito diferenciado do estresse cronico, com a PRL plasmatica deste grupo se
mostrando significativamente reduzida em relagdo ao controle. Como nos dois
grupos tratamentos (estresse agudo e cronico) o horario do estresse e da coleta
de sangue era o mesmo (isto €, mesmo intervalo de tempo da mae junto dos
filhotes apds o estresse e antes da coleta de sangue para dosagem plasmatica), é
possivel que nas ratas cronicamente estressadas tenha havido uma adaptacao do
sistema HPA. Tendo em vista que até o presente os estudos dos efeitos da
contencao sobre o sistema TIDA de lactantes tém considerado apenas o estresse
agudo, precisa ser ainda esclarecido se no estresse crbnico a tendéncia de

reducdo da PRL também poderia envolver esse sistema.

Ratas lactantes apresentam niveis de CORT basal mais elevados do que
nao lactantes. Ao menos em parte, isso pode ser atribuido ao estimulo dos
filnotes na mae; a sucgcao €& um estimulo persistente sobre o sistema
adrenocortical das ratas, promovendo um rapido aumento na secre¢ao de ACTH
e de CORT (Walker et al., 1992). No presente trabalho, ndo houve diferenca
significativa na CORT plasmatica de ratas que receberam estresse crénico por
contencdo em relagdo ao controle (fig. 3), o que condiz com os resultados de
outros trabalhos (LIGHTMANN & YOUNG, 1989; STERN et al., 1973; THOMAN et
al., 1970), isto é, que o eixo HPA das ratas lactantes apresenta baixa
responsividade a diferentes modelos de estresse, além de uma menor liberagcao
de CORT. No grupo que recebeu apenas losartan, a administragao crbnica do

antagonista n&o elevou significativamente a CORT plasmatica. Por outro lado, no
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grupo que recebeu losartan e foi entdo a partir do dia seguinte submetido ao
estresse cronico, houve uma interagao significativa entre os dois fatores, o que

fez com que o horménio alcangasse niveis muito altos.



Conclusao
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Podemos concluir a partir dos experimentos realizados que a ANG Il basal
possivelmente modula, mediante os receptores AT¢, 0 comportamento maternal
de forma direta e indireta. Os resultados sugerem que esses receptores podem
estar envolvidos na complexa modulagdo do comportamento pré-ativo da mae na
amamentacdo dos filhotes. Além disso, a ANG Il basal parece interferir nas
concentragbes basais de PRL e de outros horménios, como provavelmente a
OCT. Esses hormoénios podem configurar as ligagdes sinapticas entre os
neurénios hipotaldamicos responsaveis pela transduc¢ado de estimulos enddgenos
na mae e nociceptivos externos dos filhotes em sinais que levam a
responsividade motora e cognitiva do cuidado maternal. Por fim, os resultados
inéditos do presente experimento dos efeitos da administragdo de losartan sobre
o comportamento da rata lactante podem estimular o desenvolvimento de novas
pesquisas que busquem esclarecer melhor o uso do losartan, pelo seu efeito

antihipertensivo, tendo em vista suas interferéncias sobre o cuidado maternal.
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