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RESUMO 

 

O comportamento materno consiste em uma série de comportamentos 

desempenhados pela mãe que auxiliam no desenvolvimento, no crescimento de seu 

filhote e na propagação de sua espécie. Estudos prévios têm demonstrado a 

participação de diversos neurotransmissores e neuromoduladores na modulação 

deste comportamento. Entretanto, até o momento, não tem sido estabelecida a 

participação dos receptores purinérgicos P2 no comportamento materno de 

roedores. Embora já tenha sido encontrada a vasta presença destes receptores P2 

no sistema nervoso central e seu envolvimento em diversos processos, incluindo a 

secreção de neuropeptídeos hipotalâmicos envolvidos na lactação. Portanto, o 

objetivo deste estudo foi avaliar a participação destes receptores purinérgicos P2 

nas respostas comportamentais (cuidados maternais e agressividade contra o 

intruso) e neuroendócrinas de ratas lactantes. Para esta avaliação foram utilizadas 

ratas entre o 6° e 7° dia de lactação submetidas à infusão central de veículo ou 

antagonistas não seletivo de receptores P2 (Suramin) ou antagonista de receptores 

P2X (PPADS) ou agonista de receptores P2X (α,βMeATP) 30 minutos antes de 

iniciar os experimentos. A microinjeção de antagonistas de receptores purinérgicos 

P2 alterou as respostas neuroendócrinas e comportamentais de ratas lactantes uma 

vez que reduziu os cuidados maternais assim com a ativação de neurônios em áreas 

fortemente envolvidas com este comportamento (área pré-óptica medial, bed 

nucleus da estria terminal e neurônios ocitocinérgicos no núcleo paraventricular e no 

núcleo supra-óptico); reduziu a concentração plasmática de ocitocina e o consumo 

de leite pelos filhotes; reduziu o comportamento agressivo assim como a ativação 

neuronal no núcleo ventromedial do hipotálamo, área hipotalâmica do ataque, área 

hipotalâmica anterior, amígdala medial e na porção ventro-lateral da substância 

periaqueductal. Entretanto, nenhuma alteração foi encontrada na atividade 

locomotora. Nossos resultados sugerem a participação dos receptores purinérgicos 

P2 nas respostas comportamentais e neuroendócrinas de ratas lactantes. 

 

Palavras-chave: Receptores purinérgicos P2. Comportamento materno. 

Agressividade materna. 
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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 (α,βMeATP) 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 periaqueductal 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 INTRODUÇÃO 

 

A seguir, serão 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 mãe que auxiliam no desenvolvimento, no 

crescimento de seu filhote e na propagação de sua espécie (ROSENBLAT; MAYER; 

SIEGEL, 1985; BRIDGES, 2015).  

Esse comportamento é provavelmente o mais importante comportamento 

social presente em fêmeas da classe mamífero, na qual os filhotes dependem 

exclusivamente do leite, do aquecimento, da proteção, da defesa e da instrução 

maternos para alcançarem sua independência (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, são desprovidos de pêlos, 

incapazes de se locomover, incapazes de manter sua própria temperatura e 

incapazes de enxergar por causa dos olhos fechados, que só se abrem por volta do 

10° dia de idade (GUBERNICK; KLOPFER, 1981; MIRANDA-PAIVA et al., 2003). 

 “Algumas mudanças internas ocorrem na gestação ou no parto que 

despertam o instinto materno”, perdurando durante o período pós-parto (WEISNER; 

SHEARD, 1933; NUMAN; WOODSIDE, 2010). Neste contexto, ratas parturientes 

são imediatamente responsivas aos filhotes, uma vez que o sistema neuroendócrino 

participa de vários eventos relacionados à gestação, ao parto e à lactação, inclusive 

ao CM. Deste modo, alterações hormonais como nas concentrações de 

progesterona, estrógeno, prolactina e ocitocina (OT) que ocorrem neste período 
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alteram o funcionamento de áreas cerebrais da fêmea lactante, promovendo a 

motivação maternal e assim, o comportamento maternal propriamente dito (NUMAN, 

1994; NUMAN; INSEL, 2003; NUMAN; WOODSIDE, 2010; DOBOLYI; GRATTAN; 

STOLZENBERG, 2014). 

É neste contexto que as ratas lactantes desenvolvem uma série de 

estratégias de cuidado maternal. Na preparação para o parto, as fêmeas gestantes 

já desenvolvem comportamentos que objetivam a preparação para os cuidados da 

ninhada, tais como lamber a própria região mamária a fim de auxiliar no 

desenvolvimento das glândulas, hiperfagia, agressão contra intrusos bem como a 

construção do ninho (NUMAN 1994; BRIDGES, 2015).  

Imediatamente após o parto, as ratas são estimuladas, pelo contato físico 

com a prole, a desenvolver respostas maternais que são agrupados em duas 

categorias: comportamentos diretos e comportamentos indiretos. Os 

comportamentos diretos observáveis voltados à prole são: busca e o agrupamento 

dos filhotes (parâmetro indicativo de motivação maternal), o nursing que consiste em 

permanecer sobre os filhotes, aquecendo-os e amamentando-os (MIRANDA-PAIVA 

et al., 2003), a cifose que compõe o nursing mais ativo e é uma posição que ajuda 

na amamentação. Durante o nursing, é comum ocorrer o licking/ grooming nos 

filhotes que consiste no ato de lambê-los que, por sua vez, não somente mantém os 

filhotes limpos, mas também estimula a micção e a defecação dos mesmos (BOSH; 

NEUMANN, 2012).  

Toda esta ampla variedade de comportamentos desempenhados pela mãe 

para assegurar o bem estar e promover o desenvolvimento da prole são 

enquadrados no termo cuidado materno (BOSH, 2013). Segundo Bosh e Neumann 

(2012), o liking/ grooming e a cifose constituem parâmetros que caracterizam a 

qualidade do cuidado materno. Há, portanto, um período ativo caracterizado pela 

busca e agrupamento dos filhotes, lambida e construção do ninho que precede a 

quiescência caracterizada pelo nursing (LONSTEIN et al., 1998). Esse último chega 

a ocupar 80% do período do tempo das ratas nos primeiros dias do pós-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 à 

prole, encontra-se a construção do ninho, local que promove área segura para prole 

na ausência da mãe e onde normalmente se desenvolve o nursing; a agressividade 

contra intrusos; o aumento do consumo alimentar e a diminuição da ansiedade e do 

medo  (HARD; HANSEN, 1985; LONSTEIN, 2005; PEREIRA et al., 2005; BRIDGES, 

2015) (Figura 1). 

 
Figura 1 - Representação esquemática de alguns parâmetros comportamentais desenvolvidos por 

fêmeas lactantes. 
 

 
Fonte: VERONESI, 2016. 
Nota: Posição 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), posição não 
arqueada (G). 

 

Entre estes comportamentos indiretos, a agressividade contra intrusos é um 

comportamento de grande significância adaptativa (CRAWFORD; BALON 1996; 

LEDESMA et al., 1988). Nesta classe de mamífero, na qual o infanticídio por co-

específicos não parentais é bastante comum, o termo agressão materna é 

apropriado, pois a fêmea 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 proteção da ninhada e não uma agressão competitiva que visa 

adquirir recursos (AGRELL, WOLFF, YLÖNEN, 1998; ARCHER, 1988). Altos níveis 

de agressividade são encontrados em ratas lactantes durante as duas primeiras 

semanas após o parto e, após este período, há um declínio deste comportamento 

embora a lactação continue (GIONEVARD et al., 2000). 

O comportamento agressivo desempenhado pelas ratas lactantes contra um 

macho intruso é similar a de machos dominantes em colônias. Elas apresentam uma 

sequência 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 lesão sendo que as fêmeas dificilmente produzem um dano 

físico. Outra diferença importante é o alvo destas mordidas. Ao contrário dos 

machos, uma considerável frequência de mordidas das fêmeas é dirigida a cabeça e 

a região do focinho do intruso. As fêmeas apresentam o padrão de ataque frontal, o 

qual não é observado em machos dominantes (BLANCHARD; BLANCHARD, 1990). 

O ataque frontal é um comportamento súbito, muito rápido, pois não apresenta 

comportamentos associados como piloereção e/ou dorso arqueado. Esta forma de 

agressão que ocorre em resposta a uma ameaça ou medo é motivada e geralmente 

precedida por fugas (BRAIN, 1981).  

Neste sentido, este comportamento específico de fêmeas lactantes apresenta 

componentes defensivo e ofensivo, uma vez que os alvos das mordidas das fêmeas 

e a ocorrência de ataque frontal sugerem que existe um elemento de defesa ou 

medo na reação de uma fêmea em direção a um intruso (BLANCHARD; 

BLANCHARD, 1981; DE ALMEIDA; FERREIRA; AGRATI, 2014) e existe uma forte 

tendência da fêmea 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 alterações hormonais das mães antes e após o parto; 

os estímulos, principalmente táteis e olfatórios provenientes dos filhotes; os sinais 

olfatórios vindo dos intrusos; e o ambiente em que os animais estão situados 
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(MAYER; ROSENBLATT, 1987; ERSKINE; BARFIELD; GOLDMAN, 1978; 

FERREIRA; HANSEN, 1986). 

Dada a complexidade do CM em roedores, é de se esperar que muitas regiões 

cerebrais estejam envolvidas neste processo (LONSTEIN et al. 1998). A área pré-

óptica medial (MPOA), localizada na porção rostral do hipotálamo, é uma importante 

região envolvida na regulação do CM em ratos e em outras espécies (NUMAN; 

WOODSIDE, 2010). Esta região tem sido identificada como um sítio-chave 

integrativo onde os hormônios como estradiol, hormônios lactogênicos e OT atuam 

em seus receptores para estimular o início do CM (BRIDGES et al., 1990; BRIDGES 

et al., 1997; NUMAN; ROSENBLATT; KOMISARUK, 1977; NUMAN; WOODSIDE, 

2010; BRIDGES, 2015). Além disso, esta região também recebe estímulos 

sensoriais vindos dos filhotes, o que promove o fortalecimento da relação mãe-

filhote (DOBOLYI et al., 2014). Assim, a MPOA também é importante para a 

manutenção do CM, uma vez que lesões nesta área rompem ambos, o início e a 

manutenção deste comportamento (NUMAN; STOLZENBERG, 2009). 

Outra região de grande importância no CM é o Bed núcleo da estria terminal 

(BNST). Doboly e colaboradores (2014) inclui a porção ventral do BNST no termo 

MPOA porque ambos recebem aferências e desempenham papéis similares no CM 

em roedores. Além disso, uma clara separação destas áreas não foi encontrada 

citoarquitetonicamente. Neurônios localizados na MPOA/BNST enviam projeções 

para outras regiões envolvidas na circuitaria neural que regula o CM, podendo 

controlar a atividade neuronal destas outras regiões e assim modular este 

comportamento (NUMAN; NUMAN, 1997; STACK et al., 2002). 

Além disso, os núcleos paraventricular (PVN) e o supra-óptico (SON) do 

hipotálamo são essenciais para a lactação, uma vez que secretam o hormônio OT 

na hipófise posterior em resposta ao estímulo de sucção como parte do reflexo de 

ejeção do leite. Além da participação na lactação, tem sido demonstrado o 

envolvimento deste neuropeptídeo na modulação de respostas maternais 

direcionadas ao filhote, uma vez que o mesmo também é liberado centralmente e 

atua em redes específicas do cérebro materno (NUMAN; WOODSIDE 2010; 

DOBOYIL; GRATTAN; STOLZENBERG, 2014). Um dos primeiros estudos que 

relataram o papel deste nonapeptídeo como estimulador do CM em ratos, utilizou a 
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infusão central de OT em ratas fêmeas virgens, ovariectomizadas e tratadas 

previamente com estrógeno. Este tratamento induziu um início rápido do CM 

(PEDERSEN et al., 1982). Além disso, Insel & Harbaugh (1989) observaram que 

lesões do PVN rompem o início do CM em ratas primíparas. 

Em relação à agressão materna, há poucos relatos na literatura sobre os 

substratos neurais envolvidos especificamente em tal comportamento (LONSTEIN; 

GAMMIE, 2002), bem como os mecanismos básicos acerca da agressão materna 

em fêmeas lactantes (GIOVENARDI et al., 1998; CONSIGLIO, 2005). A maioria dos 

estudos sobre agressão está relacionada ao comportamento dos machos e sugere 

que determinadas áreas encefálicas como MPOA, PVN, septo lateral (SL), área 

hipotalâmica anterior (AHA), núcleo ventromedial do hipotálamo (VMH), área 

hipotalâmica do ataque (HAA) núcleos do complexo amigdalóide, substância 

periaqueductal (PAG) e córtex pré-frontal também estejam envolvidas em tal 

comportamento (MOTTA et al., 2013; DE ALMEIDA; FERREIRA; AGRATI, 2014). 

 

1.2 RECEPTORES PURINÉRGICOS 

 

A neurotransmissão purinérgica envolvendo a liberação de Trifosfato de 

Adenosina (ATP) como neurotransmissor foi proposto por Burnstock em 1972. Em 

1976, o ATP foi identificado como cotransmissor nos nervos simpáticos e 

parassimpáticos. Neste mesmo ano, consagrou-se o termo receptor purinérgico 

(BURNSTOCK, 2007; BURNSTOCK et al., 2011). Entretanto, o grande avanço e a 

aceitação da sinalização purinérgica somente ocorreu no início dos anos 90, quando 

os receptores para purinas e pirimidinas foram clonados e caracterizados 

(BURNSTOCK, 2014). 

Há evidências que estes receptores participam tanto na sinalização rápida na 

neurotransmissão e neuromodulação, bem como na sinalização a longo-prazo 

(trófica) na proliferação, diferenciação e morte celular. Nos neurônios, os mesmos 

podem ser encontrados no terminal pré-sináptico assim como na região somato-

dendrítica (pós-sináptico) (ABBRACCHIO; CERUTI, 2006; BURNSTOCK et al., 

2011). 
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. Recentemente, detectou-se a presença destes receptores em fenótipos não-

neuronais, nos mais diversos tecidos. Hoje, sabe-se que a sinalização purinérgica 

está envolvida em diversos mecanismos como nas secreções endócrinas e 

exócrinas, resposta imune, dor, inflamação entre outros (GEVER et al., 2006; 

BURNSTOCK, 2007; NORTH, 2016).  

 

1.2.1 Classificação dos receptores purinérgicos 

 

Atualmente, está bem estabelecida a existência de duas famílias de 

receptores purinérgicos: Receptores P1 e receptores P2. Os receptores P1 

(receptores de adenosina) são receptores acoplados a proteína G e ativados pela 

adenosina e, em alguns casos, pela inosina; são subdivididos em quatro grupos (A1, 

A2A, A2B e A3) (CODDOU et al., 2011; SONG et al., 2011).  

A família de receptores P2 é subdividida em receptores P2X e receptores 

P2Y, baseado em sua forma estrutural e em suas ações farmacológicas. Os 

receptores P2X são ionotrópicos, ou seja, são proteínas de membrana que formam 

canais para íons na bicamada lipídica. Estes canais são ativados por ligantes, sendo 

o ATP o principal agonista. Além disso, são seletivos a cátions, por alguns passam o 

Na+ e o K+ e, outros são permeáveis também ao Ca+2. (CODDOU et al., 2011) 

Sete subunidades foram clonadas e sequenciadas (P2X1 a P2X7). 

Conjectura-se que o canal seja um trímero 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 alça extracelular (ectodomínio), dois domínios 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 são metabotrópicos, ou 

seja, são receptores acoplados à proteína 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 nucleotídeo ao qual respondem); 

filogenética e estruturalmente (de acordo com a porcentagem de identidade das 

sequencias de aminoácidos ou de acordo com a proteína G com a qual interagem) 

(ABBRACCHIO et al., 2006). É reconhecido que os receptores P2Y respondem a 

purinas bem como a pirimidinas; assim o ATP, Difosfato de Adenosina (ADP) e 

outros nucleotídeos endógenos 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 típica da família de receptores acoplados à 

proteína G, apresentando sete domínios transmembranas (TMs), terminal amino 

voltado para o meio extracelular e o terminal carboxil para o meio intracelular. Nos 

TMs 3, 6 e 7 estão os resíduos de aminoácidos com carga positiva, que formam os 

sítios de ligação dos nucleotídeos. Provavelmente, estes resíduos interagem com 

cargas negativas dos grupos fostatos dos nucleotídeos (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 duração e a distância da atuação 

deste nucleotídeo são limitadas por várias ectonucleotidases que hidrolizam o ATP 

em ADP. O ADP também é um potente agonista para receptores P2Y, entretanto, 

também sofre ação enzimática, sendo hidrolisado em monofosfato de adenosina 

(AMP). O AMP, por sua vez, é hidrolisado em adenosina que é um potente agonista 

para receptores P1 (Figura 2). Além disso, outros nucleotídeos também atuam como 

agonistas para receptores purinérgicos P2Y, apresentando também ação limitada 

por processos enzimáticos como UTP, UDP, UDP-glicose (STOJILKOVIC, 2009). 

Devido às limitações do uso de nucleotídeos, ainda há uma escassez de 

ferramentas farmacológicas seletivas e potentes para receptores purinérgicos 

(GEVER et al., 2006). Tem sido difícil desenvolver agonistas específicos para os 

subtipos de receptores P2X. Os agonistas que existem são análogos do ATP e 
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atuam em vários receptores P2X com potência e eficácia diferentes. Entre estes se 

encontram α,β-metileno-adenosina 5’-trifosfato (α,β-meATP), β,γ-metileno-adenosina 

5’-trifosfato (β,γ-meATP), 2-metiltioadenosina 5’-trifosfato (2-MeSATP), adenosina 5’-

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

2011). 

 
Figura 2 - Representação esquemática da via de sinalização purinérgica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: STOJILKOVIC, 2009. 
Nota: Via de hidrólise dos nucleotídeos (a), enzimas ectonucleotidases envolvidas na hidrólise dos 

nucleotídeos (b) e ATP é o agonista para receptores P2X e vários receptores P2Y, ao passo 
que o ADP é agonista para poucos receptores P2Y e não atua em receptores P2X e a 
adenosina é o agonista para receptores A (c). 
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Entre os antagonistas de receptores P2 se encontram as moléculas 

polianiônicas e os nucleotídeos. Entre as moléculas polianiônicas estão Suramin e 

análogos, pyridoxal 5-phosphate 6-azophenyl-2’,4’-disulfonic acid (PPADS) e 

análogos;  e entre os nucleotídeos estão TNP-ATP, NF279 e RB-2. Recentemente, 

alguns dos avanços 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 o 

PPADS, por serem drogas que abrangem um amplo espectro de subtipos de 

receptores P2. A Suramin é uma molécula grande, polissulfonada e complexa, 

entretanto é um antagonista não-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 PURINÉRGICOS P2 E COMPORTAMENTO MATERNO 

 

Há evidências do papel de purinas e pirimidinas em diversos processos, 

incluindo aprendizagem e memória, sono e alerta, fome, humor e motivação, dor, 

inflamação (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 mesolímbico modulando o CM (PEREIRA  et al., 2011) porém, até o 

momento, não foi evidenciado a participação do  ATP e  ADP neste comportamento 

específico em roedores. 

Entretanto, embora não haja estudos demonstrando o envolvimento de 

receptores purinérgicos P2 no CM, há uma série de estudos neuroanatômicos e 

neurofisiológicos que sugerem uma possível interação entre o sistema purinérgico e 

funções neuroendócrinas envolvidas no CM.  

Os receptores P2 são expressos por todo o hipotálamo de ratos. Neste 

contexto, pesquisas utilizando os procedimentos de imunoistoquímica, PCR 

(Polymerase Chain Reaction) e hibridização in situ, têm demonstrado que múltiplos 
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receptores e RNAm de receptores P2X e P2Y são expressos em neurônios 

neurossecretórios envolvidos com a lactação. Deste modo, no núcleo SON foi 

encontrada a expressão 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, há indícios da expressão de receptores P2Y2 e P2Y6 nos neurônios do 

SON, uma vez que o mais potente agonista destes receptores apresenta efeito no 

aumento de cálcio intracelular nesta região (SONG; VIJAYARAGHAVAN; SLADEK, 

2007). 

No PVN, foi encontrada a expressão 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, P2Y1 e P2Y4 (GUO et al., 2009; 

BEJLOBABA; JANJIC; STOJILKOVIC, 2015; SONG; GOMES; STEVENS, 2009; 

SONG et al., 2011).  

Na MPOA, outra região hipotalâmica envolvida com o CM propriamente dito, 

também foi encontrada expressão de RNAm para receptores P2X4 e P2X6 (COLLO 

et al., 1996) assim como expressão 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 expressão de RNAm para 

receptores P2X2, P2X4 e P2X6 (COLLO et al., 1996) e alta expressão de receptores 

P2X1 e fraca expressão de receptores P2Y4 (FLORENZANO et al., 2008; 

BURNSTOCK, 2015).  

 Além da expressão dos diversos subtipos de receptores purinérgicos P2 

nestas regiões envolvidas com o CM, também foi evidenciada tal expressão em 

regiões que modulam o comportamento agressivo em roedores.  Neste sentido, foi 

encontrada a expressão 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); 

RNAm 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 núcleo hipotalâmico lateral (GURIN et al., 

2003; KITTNER et al., 2006; SONG et al., 2011). 

 Também foi descrita a presença 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); RNAm para receptores P2X4 e P2X6 assim como 

receptores P2X1, P2Y1 e P2Y4 na amígdala (KITTNER et al., 2003; SONG et al., 

2011; COLLO et al., 1996; FLORENZANO et al., 2008) e; RNAm para receptores 

P2X4 assim como receptores P2X3, P2X7 e P2Y1 no córtex pré-frontal (GUZMAN; 

GEREVICH, 2016; BARANOWSKA-BOSIACKA et al., 2016; WENG et al., 2015; 

PEREIRA et al., 2013). 

Além dos estudos neuroanatômicos, há evidências que o ATP extracelular e 

purinoceptores P2 desempenham importantes papéis no sistema hipotálamo-

neurohipofisário uma vez que estudos in vitro apontam a participação do ATP na 

secreção de hormônios hipotalâmicos em ratos (HIRUMA, BOURQUE, 1995; 

SHIBUYA et al., 1999; SPERLÁGH et al., 1999; SONG; VIJAYARAGHAVAN; 

SLADEK, 2007; SONG; GOMES; STEVENS, 2009).  

Além da participação na secreção hormonal, foi encontrado o envolvimento de 

purinoceptores tipo P2 em outras funções hipotalâmicas como a regulação da 

temperatura corporal (GOURINE et al., 2002), controle de ingestão alimentar 

(KITTNER et al., 2006; STECULORUM et al., 2015; SEILDEL et al., 2006), equilíbrio 

hidroeletrolitico (MORI; TSUSHIMA; MATSUDA, 1992) e modulação da atividade 

autonômica simpática (FERREIRA-NETO et al., 2015). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Os receptores purinérgicos P2 estão envolvidos na regulação de diversas 

funções no SNC, entre estas se encontram as alterações comportamentais e a 

regulação do sistema neuroendócrino. Além disso, técnicas de imunoistoquímica, 

PCR e hibridização in vitro têm demonstrado a presença destes receptores 

purinérgicos em várias regiões centrais que estão fortemente envolvidas com o CM. 

 Sabendo que os cuidados maternais são essenciais para a sobrevivência da 

espécie e que não é conhecida a participação destes receptores em tal 

comportamento e nas funções neuroendócrinas de ratas lactantes, o presente 

estudo visou ampliar os conhecimentos nesta área, trazendo informações sobre a 

participação destes receptores nos mecanismos fisiológicos que ocorrem durante o 

período de lactação e fornecer um melhor entendimento de sua base 

neurocomportamental para a literatura científica. 

Deste modo, a hipótese deste estudo é que os antagonistas de receptores 

purinérgicos P2, quando administrados via intracerebroventricular, ao reduzir a 

liberação de neuropeptídeos hipotalâmicos envolvidos na lactação, prejudique o 

comportamento maternal de ratas lactantes; enquanto a administração do agonista 

de receptores purinérgicos P2 promova o efeito oposto. 
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3 OBJETIVO 

 

 Para a realização do presente estudo foram traçados objetivo geral e 

específicos. 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

  

 Avaliar a participação dos receptores purinérgicos P2 no comportamento 

materno e nas funções neuroendócrinas de ratas lactantes. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a participação dos receptores purinérgicos P2 nos seguintes 

processos:  

- Cuidados maternais de ratas lactantes;  

- Ativação neuronal em regiões cerebrais envolvidas com o CM e em neurônios 

ocitocinérgicos hipotalâmicos; 

- Concentração plasmática de ocitocina em ratas lactantes e no ganho de peso da 

ninhada; 

 - Comportamento agressivo de ratas lactantes;  

- Ativação neuronal em regiões cerebrais envolvidas com o comportamento 

agressivo; 

- Atividade locomotora de ratas lactantes. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os procedimentos experimentais descritos a seguir foram aprovados pela 

Comissão de Ética 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 à sua manutenção, tratados com ração comercial e água “ad libitum, 

mantidos em salas com sistemas de ventilação a 23±2°C em ciclo de luz de 12 

horas claro-escuro – luzes acesas às 7:00hs. 

 

4.1.1 Acasalamento 

 

Ao final do período claro do dia, ratas que se encontraram no período de 

transição da fase proestro para estro foram colocadas na gaiola de um rato 

sexualmente experiente para o acasalamento, na proporção três fêmeas para um 

macho. Logo no início do período claro do dia seguinte foi realizado o esfregaço 

vaginal e, confirmando-se a presença de espermatozóides, este foi considerado o 

primeiro dia de gestação. As ratas prenhas foram colocadas em gaiolas individuais 

até a ocorrência dos experimentos. 

 

4.1.2 Nascimento e padronização da ninhada 
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 A ocorrência do nascimento foi monitorada diariamente. No segundo dia da 

lactação, foi realizada a contagem e a sexagem dos filhotes. As ninhadas foram 

padronizadas para 4 filhotes machos e 4 filhotes fêmeas por mãe. O restante dos 

filhotes, que não foram utilizados no estudo, foram eutanasiados com anestésico 

inalantes (Halotano®). 

 

4.2 DROGAS E SOLUÇÕES UTILIZADAS 

 

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

drogas e soluções utilizadas foram: 

Veículo 

- Solução Fisiológica (NaCl 0,9%) 

 Solução administrada no ventrículo lateral (VL) e no volume estabelecido de 

5,0 µL. 

Antagonistas: 

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

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 µL e nas dosagens de 9,4 µg; 18,8 µg; 37,5 µg e 75,0 µg por animal. 

Agonista: 

- α,β-MeATP (α,β-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 µL e nas dosagens de 0,5 µg; 5,0 µg e 15,0 µg por animal. 



35 
 

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Figura 3 - Representação esquemática dos grupos experimentais para avaliação 

dos     cuidados maternais e da atividade locomotora em ratas 

lactantes. 

 

Fonte: Da autora. 
Nota: Grupo de animais que receberam infusão central da solução veículo ou 

Suramin nas doses de 9,4 µg; 18,8 µg; 37,5 µg e 75,0 µg por animal (A); 
Grupo de animais que receberam infusão central da solução veículo ou 
PPADS nas doses de 9,4 µg; 18,8 µg; 37,5 µg e 75,0 µg por animal (B) e; 
Grupo de animais que receberam infusão central da solução veículo ou 
α,β-MeATP nas doses de 0,5 µg; 5,0 µg e 15,0 µg por animal (C). 
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Figura 4 - Representação esquemática dos grupos experimentais para 

avaliação do comportamento agressivo em ratas lactantes. 

 

Fonte: Da autora. 
Nota: Grupo de animais que receberam infusão central da solução veículo ou 

Suramin nas doses de 37,5 µg e 75,0 µg por animal (A) e; Grupo de 
animais que receberam infusão central da solução veículo ou PPADS nas 
doses de 37,5 µg e 75,0 µg por animal (B). 

 

4.4 CIRURGIAS ESTEREOTÁXICAS  

 

No segundo dia de lactação, as ratas foram anestesiados com 2,2,2 

tribromoetanol 250 mg/kg  (Sigma-Aldrich, Brasil) e fixadas em um estereotáxico 

(Kopf Instruments, Kent, Inglaterra). 

Procedimento cirúrgico: a torre do extereotáxico foi angulada em zero e a 

cabeça do animal ajustada até que o Bregma e o Lâmbda fiquem horizontalizados. 

Em seguida, uma cânula guia de aço inoxidável (10 mm de comprimento) foi 

implantada no ventrículo lateral de acordo com as coordenadas estereotáxicas de 

Paxinos e Watson (1997) (AP: -0,5 mm, V: -3,6 mm, L: -1,5 mm), tomando-se como 
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referência o Bregma. A cânula foi fixada ao crânio por meio de parafusos e acrílico 

dental. Um mandril foi mantido dentro da cânula para prevenir oclusão da cânula e 

infecção. Após a cirurgia, as ratas receberam injeção subcutânea de analgésico 

(cetoprofeno, 3 mg por animal) e injeção intramuscular profilática de antibiótico 

(pentabiótico veterinário pequeno porte, 0,1mL por animal) e permaneceram 

isoladas até a recuperação da anestesia e posteriormente foram levadas as suas 

respectivas caixas moradias juntamente com seus filhotes.  

 

4.5 MICROINJEÇÕES 

. 

Para a realização da microinjeção no VL, foi utilizada uma seringa Hamilton 

de 10 μL e uma agulha injetora dental (30G) conectadas por um cateter PE-10, 

sendo que a agulha injetora foi 2 mm maior que a cânula guia. Todas as 

microinjeções foram realizadas em um período de 60 segundos e com volume 

estabelecido de 5,0 µL. 

 

4.6 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

 

A seguir, serão abordados os testes comportamentais realizados no presente 

estudo. 

 

4.6.1 Avaliação dos cuidados maternais  

 

Os cuidados maternais foram avaliados no 6°ou 7° dia da lactação no período 

da manhã. Inicialmente foi anotada a posição do ninho na gaiola moradia. A ninhada 

foi retirada da gaiola e colocada em caixa aquecida. Após 10-12 horas, os filhotes 

foram recolocados na gaiola moradia no lado oposto ao ninho inicial e distribuídos 

de forma não homogênea. Foram então 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 não maternais foram analisados: 

 

Comportamentos maternais: 

- Porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posição arqueada à 

amamentação (posição arqueada ou cifose); 

- Porcentagem de tempo em que a rata fica sobre a ninhada sem estar em posição 

arqueada; 

- Porcentagem de tempo de comportamento materno total (CMT) (tempo em que a 

rata fica em posição de amamentação sobre os filhotes após 2 minutos de 

permanência em posição arqueada); 

- Latência em segundos para a busca de cada filhote e levá-lo ao ninho; 

- Tempo em que a rata lambe os filhotes (licking pups). 

Comportamentos não-maternais: 

- Número de rearings; 

- Tempo de self-grooming. 

 

4.6.2 Avaliação do comportamento agressivo  

 

O comportamento agressivo foi avaliado no 6° ou 7° dia de lactação no período 

da manhã. Um rato adulto macho jovem (175 -190 g), denominado intruso, foi 

colocado na caixa moradia, no lado oposto à localização 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 parâmetros: 

1- Latência em segundos para o primeiro ataque; 

2- Número de ataques frontais; 

3- Número de ataques laterais; 
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4- Número de ameaças laterais; 

5- Número de ataques totais; 

6- Parâmetros maternais (rata sobre os filhotes, tempo de lambida e 

recuperação dos filhotes). 

 

4.6.3 Avaliação da atividade locomotora no campo aberto 

 

A atividade locomotora foi avaliada no período da manhã no 6° ou 7° dia de 

lactação. Os animais foram colocados individualmente em uma arena circular de 

acrílico com diâmetro de 60 cm e paredes com 50 cm de altura, com o piso dividido 

em quadrantes, dos quais 8 áreas junto às 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 análise. Foi registrado o número 

total de cruzamentos (número de entradas com as quatro patas na periferia + 

número de entradas com as quatro patas no centro). Após o experimento com cada 

animal, o aparato foi limpo com álcool 10%. 

 

Figura 5. Campo aberto 

 

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

 

Após 1 hora e 30 minutos da avaliação dos cuidados maternais ou do 

comportamento agressivo, as ratas foram anestesiadas com tribromoetanol (250 

mg/Kg) e perfundidas através de uma punção intracardíaca com salina (250 mL) 

contendo 5000U/l de heparina, seguido pela perfusão com fixador paraformaldeido 

4% em tampão fosfato (PBS 0,01 M; 500 mL) sendo posteriormente os cérebros 

submetidos aos procedimentos imunoistoquímicos detalhados a seguir. 

Após sua remoção, os cérebros foram mergulhados em fixador durante 4 

horas e em seguida colocados em solução de sacarose a 30% em PBS (0,1 M) a 

4°C. Após 48 horas, os cérebros foram seccionados em cortes de 30 μm de 

espessura utilizando um criostato e coletados em PBS (0,01 M). Imediatamente 

após, foram realizados o bloqueio da peroxidase endógena (solução de H2O2, 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 ligações inespecíficas 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 

primário anti-fos de coelho (Ab-5, Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluído 

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). Após lavagem, os cortes foram 

incubados com segundo anticorpo biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, 

CA, USA, diluído 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 coloração, foi empregado diaminobenzidina (DAB, 

Sigma - Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) intensificado com cloreto de cobalto 1% e 

sulfato de níquel 1%. O produto da reação conferiu uma coloração violeta escuro – 

preto ao núcleo (FLEMING; WALSH, 1994). 

Para a dupla marcação, após a marcação 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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secundário apropriado seguido pelo complexo avidina-biotina-peroxidase. A cor 

marrom do citoplasma foi detectada por uma solução de DAB não intensificada. 

Por último, os cortes foram montados utilizando Gelatina de Albrecht (1,5% 

gelatina/álcool 80%). As lâminas foram secas a temperatura ambiente, desidratadas 

com xileno e cobertas com Entellan. 

Todos os núcleos e áreas foram identificados e delimitados de acordo com o 

atlas Paxinos e Watson (1997). Nos animais submetidos à avaliação dos cuidados 

maternais foram analisados os seguintes núcleos e áreas: 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 à avaliação do comportamento 

agressivo foram analisados os seguintes núcleos e áreas: 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), córtex pré-frontal 

ventro-orbital (FPCvo) (coordenada: 3,70 mm anterior ao bregma), septo lateral 

porção ventral (SLv) (coordenada: 0,70 mm anterior ao bregma), substância 

periaqueductal porção ventro-lateral (PAGvl) (coordenada: 8,00 mm posterior ao 

bregma), amígdala central (CeA) (coordenada: 2,80 mm posterior ao bregma) e 

amígdala medial (MeA) (coordenada: 2,80 mm posterior ao bregma). As células 

positivas para c-Fos foram quantificadas com auxilio de um microscópio Nikon 

modelo H55L. 

 

4.8 COLETA DE SANGUE, DOSAGEM HORMONAL DE OCITOCINA E 

AVALIAÇÃO DO GANHO DE PESO DA NINHADA. 

 

A coleta de sangue foi realizada no 6° ou 7° dia de lactação. Quinze minutos 

após a rata lactante expressar o CMT, as mesmas foram decapitadas, o sangue foi 

coletado do tronco (5 mL), em tubos plásticos, mantidos sob gelo e contendo 

heparina. O plasma foi separado por centrifugação (3000 rpm, 4°C, 15 min.) e as 

alíquotas 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 específico (Oxytocin ELISA kit, Enzo Life 

Sciences, NY, USA), segundo as instruções do fabricante.   

Para a avaliação do ganho de peso, a ninhada de 8 filhotes foi separada e 

colocada em uma caixa aquecida (~30°C). Após 10-12 horas de separação materna, 

massageou-se manualmente a bexiga dos filhotes para eliminação de urina, pesou-

se a ninhada e a mesma foi recolocada na caixa moradia. Após 15 minutos de 

amamentação a ninhada foi pesada novamente para a determinação do ganho de 

peso (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011; PEREIRA et al., 2015). 

 

4.9 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

 A seguir serão abordados os protocolos experimentais realizados no presente 

estudo. 

 

4.9.1 Participação dos receptores purinérgicos P2 nos cuidados maternais  

 

Para a realização deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de 

lactação que receberam infusão central aguda de veículo ou antagonista de 

receptores purinérgicos (Suramin/ PPADS) ou de agonista (α,βMeATP). Após 30 

minutos da administração do veículo ou da droga, os filhotes que inicialmente foram 

submetidos à separação maternal foram recolocados na gaiola moradia no lado 

oposto ao ninho inicial e então filmados por 30 minutos para a análise dos cuidados 

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

 

4.9.2 Participação dos receptores purinérgicos P2 na ativação neuronal em regiões 

envolvidas com o comportamento materno e em neurônios ocitocinérgicos 

hipotalâmicos 
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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 após o registro do CM, e 

em seguida perfundidas através de uma punção intracardíaca com salina (250 mL) 

contendo 5000U/l de heparina, seguido pela perfusão com fixador paraformaldeido 

4% em tampão fosfato 0,1 M (500 mL). Ao final, os encéfalos foram removidos, 

armazenados em paraformaldeido 4% por 4 horas, e posteriormente armazenados 

em solução de sacarose a 30% até a realização dos procedimentos 

imunoistoquímicos descritos anteriormente (4.7). 

 

4.9.3 Participação dos receptores purinérgicos P2 na concentração plasmática de 

ocitocina em ratas lactantes e no ganho de peso da ninhada 

 

Para a realização deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de 

lactação que receberam infusão central aguda de veículo ou antagonista de 

receptores P2X (PPADS). Após 30 minutos da administração do veículo ou do 

antagonista na fêmea lactante, os filhotes que inicialmente foram submetidos à 

separação maternal por 12 horas, foram recolocados no ninho na caixa moradia. 

Após 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 avaliação do ganho de peso da ninhada, os filhotes das ratas-mãe 

utilizadas para a coleta de sangue, tiveram sua bexiga massageada manualmente 

para eliminação de urina. A ninhada foi pesada antes e após o período de 

amamentação de 15 minutos de acordo com o procedimento descrito anteriormente 

(4.8). 

 

4.9.4 Participação dos receptores purinérgicos P2 no comportamento agressivo 
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 Para a realização deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de 

lactação que receberam infusão central aguda de veículo ou antagonista de 

receptores purinérgicos (Suramin/ PPADS). Após 30 minutos da administração do 

veículo ou da droga, o rato intruso foi colocado na gaiola moradia no lado oposto ao 

ninho inicial e então filmados por 10 minutos para a análise do comportamento 

agressivo de acordo com o procedimento descrito anteriormente (4.6.2). 

 

4.9.5 Participação dos receptores purinérgicos P2 na ativação neuronal em regiões 

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 após o registro do CM, e 

em seguida perfundidas através de uma punção intracardíaca com salina (250 mL) 

contendo 5000U/l de heparina, seguido pela perfusão com fixador paraformaldeido 

4% em tampão fosfato 0,1 M (500 mL). Ao final, os encéfalos foram removidos, 

armazenados em paraformaldeido 4% por 4 horas, e posteriormente armazenados 

em solução de sacarose a 30% até a realização dos procedimentos 

imunoistoquímicos descritos anteriormente (4.7). 

 

4.9.6 Participação dos receptores purinérgicos P2 na atividade locomotora 

 

 Para a realização deste protocolo foram utilizadas ratas no 6° ou 7° dia de 

lactação que receberam infusão central aguda de veículo ou antagonista de 

receptores purinérgicos (Suramin/ PPADS) ou de agonista (α,βMeATP). Após 30 

minutos da administração do veículo ou da droga, os animais foram colocados no 

aparato do campo aberto e então filmados por 5 minutos para posterior análise da 

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

 

4.10 CONFIRMAÇÃO DA MICROINJEÇÃO NO VENTRÍCULO LATERAL 
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No final dos experimentos, todas as ratas que não foram submetidas à 

perfusão para a extração do cérebro para os procedimentos imunoistoquímicos, 

foram submetidas à microinjeção da solução azul de Evans 2% no VL pelos mesmos 

procedimentos descritos para a microinjeção de drogas ou solução veículo. Logo 

após, as ratas foram decapitadas, o cérebro foi removido e foi verificado se a 

microinjeção atingiu o VL. Todos os animais cuja microinjeção não atingiu o 

ventrículo lateral foram excluídos deste estudo. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o software GraphPad 

versão 5.0 e expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Para análise de 

dados, foi realizada análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo pós-teste 

de Neuman-Keuls. Os resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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6 RESULTADOS 

 

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

 

6.1 PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES PURINÉRGICOS P2 NOS CUIDADOS 

MATERNAIS 

 

A análise dos cuidados maternais demonstrou que administração aguda do 

antagonista não seletivo de receptores purinérgicos P2 (Suramin) em ratas lactantes 

prejudicou a busca dos filhotes para a construção do ninho nas doses 18,8 µg, 37,5 

µg e 75,0 µg em relação ao grupo controle (Figura 6A). Além disso, a administração 

central de Suramin nas doses 18,8 µg, 37,5 µg e 75,0 µg reduziu o tempo em que a 

rata lambe os filhotes (F4,42= 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 

posição de cifose (F4,42= 12,12; p<0,001, p<0,001 e p<0,001, respectivamente; 

Figura 6C) e diminuiu a porcentagem de CMT (F4,42= 8,93; p<0,001, p<0,001 e 

p<0,001 respectivamente; Figura 6D) em relação ao grupo controle. Enquanto a 

infusão deste antagonista não interferiu na porcentagem de permanência sobre os 

filhotes (F4,42= 3,77; p>0,05; Figura 6E). 

Com relação aos parâmetros não-maternais, nenhuma alteração foi 

encontrada no tempo de self grooming (F4,42= 0,14; p=0,96; Figura 7A) e no número 

de rearings com a administração do antagonista não seletivo de receptores 

purinérgicos P2 (F4,42= 1,96; p=0,11; Figura 7B).  
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Figura 6 - Efeito da microinjeção de Suramin nos cuidados maternais. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Recuperação dos filhotes para a construção do ninho (A), tempo em segundos de licking 

pups (B), porcentagem de permanência na posição de cifose (C), porcentagem de 
comportamento materno total (D) e porcentagem de permanência sobre os filhotes (E) após 
a microinjeção da solução veículo ou Suramin nas doses de 9,4 µg, 18,8 µg, 37,5 µg e 75,0 
µg (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. 
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 Figura 7 - Efeito da microinjeção de Suramin nos comportamentos não-maternais. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Tempo em segundos de self grooming (A) e o número de rearings (B) após a microinjeção da 

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

 

A administração aguda do antagonista específico de receptores purinérgicos 

P2X (PPADS) em ratas lactantes prejudicou a busca dos filhotes para a construção 

do ninho nas doses 37,5 µg e 75,0 µg em relação ao grupo controle (Figura 8A). 

Além disso, a administração central de PPADS nas doses 37,5 µg e 75,0 µg reduziu 

o tempo em que a rata lambe os filhotes (F4,54= 17,01; p<0,001 e p<0,001 

respectivamente; Figura 8B) quando comparado com o grupo controle. A 

administração central de PPADS na dose de 75,0 µg reduziu a porcentagem de 

tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posição de cifose (F4,54= 8,60; 

p<0,001; Figura 8C) e diminuiu a porcentagem de CMT (F4,54= 4,19; p<0,01; Figura 

8D) quando comparado com os animais do grupo controle. Enquanto a infusão de 

PPADS não interferiu na porcentagem de permanência sobre os filhotes (F4,54= 0,76; 

p=0,55; Figura 8E). 

Com relação aos parâmetros não-maternais, nenhuma alteração foi 

encontrada no tempo de self grooming (F4,54= 2,19; p=0,08; Figura 9A) e o número 

de rearings com a administração do antagonista específico de receptores 

purinérgicos P2X (F4,54= 0,54; p=0,70; Figura 9B). 
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 Figura 8 - Efeito da microinjeção de PPADS nos cuidados maternais. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Recuperação dos filhotes para a construção do ninho (A), tempo em segundos de licking pups 

(B), porcentagem de permanência na posição de cifose (C), porcentagem de comportamento 
materno total (D) e porcentagem de permanência sobre os filhotes (E) após a microinjeção da 
solução veículo ou PPADS nas doses de 9,4 µg, 18,8 µg, 37,5 µg e 75,0 µg (i.c.v) em ratas 
lactantes. Valores expressos como média ± EPM (n=11 animais por grupo). *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001 quando comparado com o grupo controle. 
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 Figura 9 - Efeito da microinjeção de PPADS nos comportamentos não-maternais. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Tempo em segundos de self grooming (A) e o número de rearings (B) após a microinjeção da 

solução veículo ou PPADS nas doses de 9,4 µg, 18,8 µg, 37,5 µg e 75,0 µg (i.c.v) em ratas 
lactantes (n=11 animais por grupo). 

 

A administração aguda do agonista de receptores P2X (α,β-MeATP) não 

alterou a busca dos filhotes para a construção do ninho (Figura 10A), o tempo em 

que a rata lambe os filhotes (F3,38= 0,90; p=0,45; Figura 10B); a porcentagem de 

tempo em que a rata fica sobre a ninhada em posição de cifose (F3,38= 1,43; p=0,24; 

Figura 10C), a porcentagem de CMT (F3,38= 1,17; p=0,33; Figura 10D); e a 

porcentagem de permanência sobre os filhotes em relação ao grupo controle (F3,38= 

0,67; p=0,57; Figura 10E). 

Além disso, a administração de α,β-MeATP  (i.c.v) também não interferiu nos 

parâmetros não-maternais. Assim, nenhuma alteração foi encontrada no tempo de 

self grooming (F3,38= 0,91; p=0,44; Figura 11A) e no número de rearings com a 

administração do agonista de  receptores P2X em relação ao grupo controle (F3,38= 

1,95; p=013; Figura 11B). 
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 Figura 10 - Efeito da microinjeção de α,β-MeATP nos cuidados maternais. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Recuperação dos filhotes para a construção do ninho (A), tempo em segundos de licking pups 

(B), porcentagem de permanência na posição de cifose (C), porcentagem de comportamento 
materno total (D) e porcentagem de permanência sobre os filhotes (E) após a microinjeção da 
solução veículo ou α,β-MeATP nas doses de 0,5 µg, 5,0 µg e 15,0 µg (i.c.v) em ratas lactantes 
(n=9-11 animais por grupo). 
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Figura 11 - Efeito da microinjeção de α,β-MeATP nos comportamentos não-maternais. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Tempo em segundos de self grooming (A) e o número de rearings (B) após a microinjeção da 

solução veículo ou α,β-MeATP nas doses de 0,5 µg, 5,0 µg e 15,0 µg (i.c.v) em ratas 
lactantes (n=9-11 animais por grupo).  

 

6.2 PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES PURINÉRGICOS P2 NA ATIVAÇÃO 

NEURONAL EM REGIÕES ENVOLVIDAS COM O COMPORTAMENTO MATERNO 

E EM NEURÔNIOS OCITOCINÉRGICOS HIPOTALÂMICOS 

 

Na tabela 1 pode-se observar que a microinjeção de Suramin ou PPADS 

(dose de 37,5 µg) reduziu o número de células positivas para c-Fos na MPOA (F2,27= 

9,91; p<0,01 e p<0,001 respectivamente; Figura 12), no BNST (F2,30= 18,01; p<0,01 

e p<0,001 respectivamente; Figura 13) e no SON (F2,31= 6,13; p<0,05 e p<0,05 

respectivamente; Figura 14) em relação ao grupo controle. A microinjeção de 

PPADS reduziu o número de células positivas para c-Fos no PVN (F2,31= 5,01; 

p<0,01; Figura 15) em relação ao grupo que recebeu a infusão da solução veículo. 

 
Além disso, o tratamento com Suramin ou PPADS reduziu o número de 

células positivas para c-Fos nos neurônios ocitocinérgicos do PVN (F2,31= 8,39; 

p<0,01 e p<0,01 respectivamente; Figura 15) e do SON (F2,31= 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 microinjeção de Suramin ou PPADS na dose de 37,5 µg sobre o número de 
células positivas para c-Fos no MPOA, BNST, SON e PVN (MM); número de neurônios 
ocitocinérgicos no SON e PVN (MM) e; número de células positivas para c-Fos em 
neurônios ocitocinérgicos do SON e PVN (MM). 

 

 Veículo 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 5,4 ± 1,5** 

 

Neurônios OT 

 

SON 55,7 ± 2,5 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 ± 0,4 1,1 ± 0,4** 0,6 ± 0,2** 

Fonte: Da autora 
Nota: MPOA área pré-óptica medial, BNST bed nucleus da estrial terminal, SON núcleo supra-óptico 

e PVN (MM) região magnocelular do núcleo 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 após a microinjeção da solução veículo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em 
ratas lactantes.  

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: MPOA área pré-óptica medial. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 μm.QO: 

quiasmo óptico. 
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Figura 13 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos 
no BNST após a microinjeção da solução veículo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em 
ratas lactantes.  

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: BNST bed nucleus da estria terminal. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 μm. 

CA: comissura anterior; VL: ventrículo lateral. 
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Figura 14 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos 
em neurônios ocitocinérgicos do SON após a microinjeção da solução veículo (A) ou 
Suramin (B) ou PPADS (C) em ratas lactantes.  

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: SON núcleo supra-óptico. Fotomicrografias no aumento de 20x. Escala de 100 μm. QO: 

quiasma óptico. 
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Figura 15 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos 
em neurônios ocitocinérgicos do PVN após a microinjeção da solução veículo (A) ou 
Suramin (B) ou PPADS (C) em ratas lactantes. 

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: PVN (MM) região magnocelular do núcleo paraventricular. Fotomicrografias no aumento de 20x. 

Escala de 100 μm. 3V: terceiro ventrículo. 
 

6.3 PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES PURINÉRGICOS P2 NA 

CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE OCITOCINA EM RATAS LACTANTES E NO 

GANHO DE PESO DA NINHADA 

 

A administração central de PPADS (dose de 37,5 µg) em ratas lactantes 

resultou em uma redução da concentração plasmática de OT após 15 minutos de 

permanência em CMT quando comparado com ratas que receberam a solução 

veículo (p<0,05; Figura 16A). 

Além disso, a infusão intracerebroventricular de PPADS (dose de 37,5 µg) em 

ratas lactantes resultou em um menor ganho de peso da ninhada após 
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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 microinjeção de PPADS na concentração plasmática de ocitocina e no ganho de 
peso na ninhada. 

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: Concentração plasmática de ocitocina (A) e o ganho de peso da ninhada (B) após a 

microinjeção da solução veículo ou PPADS na dose de 37,5 µg em ratas lactantes. Valores 
expressos como média ± EPM (n=-8 animais por grupo). *p<0,05 quando comparado com o 
grupo controle. 

 

6.4 PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES PURINÉRGICOS P2 NO 

COMPORTAMENTO AGRESSIVO 

 

A análise do comportamento de agressividade materna demonstrou que 

administração central de Suramin na dose de 75,0 µg em ratas lactantes aumentou a 

latência para o primeiro ataque (F2,28= 6,11; p<0,01; Figura 17A) em relação ao 

grupo controle. Além disso, a administração central de Suramin nas doses de 37,5 

µg e 75,0 µg reduziu o número de ataques frontais (F2,28= 11,28; p<0,001 e p<0,001 

respectivamente; Figura 17B); reduziu o número de ameaças laterais (F2,28= 10,93; 

p<0,01 e p<0,001, respectivamente; Figura 17D) e reduziu o número de ataques 

totais (F2,28= 8,87; p<0,05 e p<0,001, respectivamente; Figura 17E) quando 

comparado com o grupo controle.  Enquanto a infusão de Suramin não interferiu no 

número de ataques laterais (F2,28= 1,82; p>0,05; Figura 17C) e no tempo em que a 

rata executa cuidados maternais (F2,28= 0,23; p˃0,05; Figura 17F). 

Com relação ao antagonista específico de receptores P2X, a administração 

central de PPADS nas doses de 37,5 µg e 75,0 µg em ratas lactantes aumentou a 
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latência para o primeiro ataque (F2,29= 6,95; p<0,05 e p<0,01, respectivamente; 

Figura 18A); reduziu o número de ataques frontais (F2,29= 14,83; p<0,001 e p<0,001, 

respectivamente; Figura 18B); reduziu o número de ataques laterais (F2,28= 7,52; 

p<0,01 e p<0,01, respectivamente; Figura 18C); reduziu o número de ameaças 

laterais (F2,29= 9,15; p<0,01 e p<0,001, respectivamente; Figura 18D) e reduziu o 

número de ataques totais (F2,29= 18,53; p<0,001 e p<0,001, respectivamente; Figura 

18E) quando comparado com o grupo controle. Enquanto a infusão de PPADS não 

interferiu no tempo em que a rata executa cuidados maternais (F2,29= 2,65; p˃0,05; 

Figura 18F).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



61 
 

Figura 17 - Efeito da microinjeção de Suramin no comportamento agressivo. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Latência em segundos para o primeiro ataque (A), número de ataques frontais (B), número de 

ataques laterais (C), número de ameaças laterais (D), número de ataques totais (E) e tempo de 
cuidados maternais (F) após a microinjeção da solução veículo ou Suramin nas doses de 37,5 
µg e 75,0 µg (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 microinjeção de PPADS no comportamento agressivo. 
 

 
 Fonte: Da autora 
 Nota: Latência em segundos para o primeiro ataque (A), número de ataques frontais (B), número de 

ataques laterais (C), número de ameaças laterais (D), número de ataques totais (E) e tempo de 
cuidados maternais (F) após a microinjeção da solução veículo ou PPADS nas doses de 37,5 
µg e 75,0 µg (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 PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES PURINÉRGICOS P2 NA ATIVAÇÃO 

NEURONAL EM REGIÕES ENVOLVIDAS COM O COMPORTAMENTO 

AGRESSIVO  
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Na tabela 2 pode-se observar que a microinjeção de Suramin ou PPADS 

(dose de 75,0 µg) reduziu o número de células positivas para c-Fos no VMH (F2,17= 

16,20; p<0,001 e p<0,001 respectivamente; Figura 19), na AHA (F2,17= 8,55; p<0,01 

e p<0,01 respectivamente; Figura 20), na HAA (F2,17= 6,18; p<0,05 e p<0,05 

respectivamente; Figura 21), na PAGvl (F2,18= 3,98; p<0,05 e p<0,05 

respectivamente; Figura 22) e na MeA (F2,18= 4,47; p<0,05 e p<0,05 

respectivamente; Figura 23) em relação ao grupo controle. Nenhuma alteração 

significativa foi encontrada no número de células positivas para c-fos na MPOA 

(F2,18= 1,52; p=0,24), no PVN (F2,17= 0,37; p=0,69), no FPCvo (F2,18= 0,38; p=0,68), 

no LSv (F2,18= 1,38; p=0,27) e na CeA (F2,18= 1,19; p=0,32) quando realizada a 

comparação entre os grupos. 

 
Tabela 2 - Efeito da microinjeção de Suramin ou PPADS sobre o número de células positivas para c-

Fos no VMH, AHA, HAA, MPOA, PVN, FPCvo, SLv, PAGvl, CeA e MeA.  
 

 Veículo 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 

PAGvl 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 núcleo ventromedial do hipotálamo, AHA área hipotalâmica anterior, HAA área 

hipotalâmica do ataque, MPOA área pré-óptica medial, PVN núcleo paraventricular, FPCvo 
córtex pré-frontal ventro-orbital, LSv septo lateral ventral, PAGvl Substância periaqueductal 
ventro-lateral, CeA amígdala central e MeA amígdala 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 após a microinjeção da solução veículo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em 
ratas lactantes.  

 

 
Fonte: Da autora 
Nota:VMH núcleo ventromedial do hipotálamo. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 

μm. Arq: núcleo arqueado; 3V: terceiro ventrículo. 
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Figura 20 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos 
no AHA após a microinjeção da solução veículo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em 
ratas lactantes. 

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: AHA área hipotalâmica anterior. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 μm. PVN: 

núcleo paraventricular; 3V: terceiro ventrículo. 
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Figura 21 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos 
na HAA após a microinjeção da solução veículo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em 
ratas lactantes. 

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: HAA área hipotalâmica do ataque. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 μm.  
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Figura 22 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos 
na PAGvl após a microinjeção da solução veículo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em 
ratas lactantes. 

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: PAGvl Substância periaqueductal ventro-lateral. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala 

de 100 μm. Aq: aqueduto cerebral. 
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Figura 23 - Fotomicrografia representativa de cortes cerebrais mostrando células positivas para c-Fos 
na MeA após a microinjeção da solução veículo (A) ou Suramin (B) ou PPADS (C) em 
ratas lactantes. 

 

 
Fonte: Da autora 
Nota: MeA Amígdala medial. Fotomicrografias no aumento de 10x. Escala de 100 μm.TO: trato óptico. 
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6.6 PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES PURINÉRGICOS P2 NA ATIVIDADE 

LOCOMOTORA 

 

A análise do campo aberto não evidenciou nenhuma alteração significativa no 

número total de entradas em ratas lactantes que receberam a microinjeção de 

Suramin em relação ao grupo controle (F4,42= 1,58; p=0,19; Figura 24), em ratas que 

receberam a microinjeção de PPADS em relação ao grupo controle (F4,44= 1,15; 

p=0,34; Figura 25) e também em ratas que receberam infusão central de α,β-MeATP 

em relação aos animais que receberam a solução veículo (F3,25= 2,72; p=0,06; 

Figura 26). 

 
Figura 24 - Efeito da microinjeção de Suramin na atividade locomotora. 
 

 
Fonte: Da autora 
Nota: Número total de entradas no campo aberto após a microinjeção da solução veículo ou Suramin 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  A 
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Figura 25 - Efeito da microinjeção de PPADS na atividade locomotora. 
 

Fonte: Da autora 
Nota: Número total de entradas no campo aberto após a microinjeção da solução veículo ou PPADS 

nas doses de 9,4 µg, 18,8 µg, 37,5 µg e 75,0 µg (i.c.v) em ratas lactantes (n=7-11 animais por 
grupo). 

 

Figura 26 - Efeito da microinjeção de α,β-MeATP na atividade locomotora. 
 

 
Fonte: Da autora 
Nota: Número total de entradas no campo aberto após a microinjeção da solução veículo ou α,β-

MeATP nas doses de 0,5 µg, 5,0 µg e 15,0 µg (i.c.v) em ratas lactantes (n=5-8 animais por 
grupo). 

 

 

 

 

 

 

  A 

  A 
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7 DISCUSSÃO 

 

A administração central de antagonistas de receptores purinérgicos P2 

reduziu os cuidados maternais, o comportamento agressivo de ratas lactantes e a 

ativação de neurônios localizados em áreas cerebrais envolvidas em tais 

comportamentos. Além disso, a administração de PPADS reduziu o ganho de peso 

da ninhada e a concentração plasmática de OT no período inicial da lactação. 

Entretanto, nenhuma alteração foi encontrada na atividade locomotora de ratas 

lactantes com a administração central destes antagonistas. 

O CM em mamíferos engloba um conjunto de atividades voltadas direta ou 

indiretamente à prole. Em roedores de laboratório, há vários parâmetros que são 

estudados, incluindo a recuperação dos filhotes, que é indicativo de motivação 

maternal e a lambida (liking pups) que é uma importante medida de qualidade do 

CM uma vez que não somente promove a limpeza, estimula a micção e a defecação, 

mas também repercute no desenvolvimento social e emocional dos filhotes (CALDJI 

et al., 1998; CHAMPAGNE et al., 2003). Além disso, para fornecer a nutrição dos 

filhotes, as mães assumem diferentes posicionamentos sobre os mesmos, incluindo 

postura não arqueada e postura arqueada, sendo a última uma posição de nursing 

ativo no qual a mãe é totalmente engajada em uma postura da cifose quiescente 

(CALDJL et al., 1998; PEDERSEN; BOCCIA, 2003; OLAZÁBAL et al., 2013). 

No presente estudo, a administração de antagonistas de receptores 

purinérgicos P2 (Suramin e PPADS) foi capaz de reduzir estes cuidados maternais. 

Embora existam evidências do papel de purinas e pirimidinas em diversos 

comportamentos (KRUEGER et al., 2010; BURNSTOCK et al., 2011; BURSNTOCK, 

2016; TSUDA, 2017), até o momento, não foi evidenciado a participação dos 

receptores purinérgicos P2 no comportamento maternal em roedores. Assim, este é 

o primeiro estudo que demonstrou a atuação de nucleotídeos endógenos nos 

cuidados maternais através da infusão central de antagonistas de purinoceptores do 

tipo P2X e P2Y em ratas lactantes. 

Além da redução dos parâmetros maternais, a administração central de 

Suramin ou PPADS reduziu a ativação de neurônios localizados na MPOA do 
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hipotálamo e no BNST. Estas áreas são essenciais na regulação do CM em ratos 

uma vez que a aplicação direta de estrógeno ou prolactina na MPOA/BNST facilita o 

CM (BRIDGES et al., 1990; NUMAN; ROSENBLATT; KOMISARUK, 1977; STACK et 

al., 2002), enquanto destruição excitotóxica ou elétrica assim como cortes das 

conexões neurais laterais desta região prejudica tal comportamento (JACOBSON et 

al., 1980; NUMAN, 1974; NUMAN et al.,1988; NUMAN et al., 1977; KALINICHEV; 

ROSENBLAT; MORRELL, 2000; STACK et al., 2002; NUMAN, 2007). Uma grande 

importância é dada a esta região uma vez que foi demonstrado que neurônios 

localizados na MPOA/BNST enviam projeções para outras regiões envolvidas na 

circuitaria neural que regula o CM, podendo assim controlar a atividade destas 

regiões (NUMAN; NUMAN, 1997; STACK et al., 2002; NUMAN, 2007).   

Estudos recentes, utilizando imunoistoquímica para determinar o padrão de 

ativação neuronal durante o CM de roedores, encontraram um grande aumento na 

expressão da proteína c-Fos na MPOA/BNST após 1-2 horas de exposição dos 

filhotes (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 estímulo filhotes (na 

presença ou na ausência de sucção) é capaz de induzir elevações significativas de 

neurônios imunorreativos a c-Fos na MPOA e em áreas cerebrais interconectadas 

com a mesma. 

Lee e colaboradores (2000) assim como Numan (2007) tem demonstrado que 

a MPOA está envolvida no aspecto motivacional do CM em ratas. Neste sentido, 

neurônios localizados nesta região interagem com o sistema dopaminérgico 

mesolímbico regulando somente comportamento maternal voluntário e, lesões 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), está bem definida a atuação da MPOA na modulação 

de componentes motores ativos, porém, há controversas sobre sua participação na 

modulação do comportamento de nursing em roedores lactantes. 
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Entretanto, no presente estudo, ambos os grupos (Suramin e PPADS) 

apresentaram redução da ativação de neurônios localizados nestas regiões 

prosencefálicas, redução de componentes motores ativos (como lambida e 

recuperação dos filhotes) e prejuízo nos parâmetros de cifose e CMT em relação ao 

grupo controle. Assim, é possível que estes antagonistas também possam atuar em 

outras regiões da circuitaria maternal envolvida nos comportamentos reflexos para 

reduzir os parâmetros cifose e o CMT.  

Além disso, a microinjeção de Suramin e PPADS também promoveu a 

redução da ativação de neurônios ocitocinérgicos do PVN e SON do hipotálamo, 

locais onde o neuropeptídeo OT é sintetizado e liberado pelos terminais nervosos na 

hipófise posterior e em várias regiões cerebrais. A sucção estimula a liberação de 

OT dentro da circulação sanguínea e no sistema nervoso central (SNC) de ratas 

lactantes (NEUMANN et al., 1993). Sistemicamente, este hormônio neurohipofisário 

é responsável por aumentar a contratilidade da musculatura lisa das glândulas 

mamárias promovendo a ejeção do leite durante o nursing (FEBO; FERRIS, 2014; 

CROWLEY, 2015). No SNC, sua liberação durante o parto é responsável por 

promover o início do CM, uma vez que a destruição do PVN (INSEL; HARBAUGH, 

1989) assim como a administração de antagonista de OT em ratas lactantes 

promove um atraso no início (VAN LEENGOED; KERKER; SWANSON, 1987; 

FEBO; NUMAN; FERRIS, 2005) bem como prejuízo na manutenção do CM em 

roedores (CHAMPAGNE et al., 2001; PERDERSEN; BOCCIA, 2003; SHAHROKN et 

al., 2010). 

Febo e colaboradores (2005) demonstraram, através de imagem de 

ressonância magnética, que regiões como BNST, MPOA e PVN são ativadas em 

resposta a sucção assim como com a administração central de OT. Além do 

aumento da liberação intracerebral de OT durante este período, foi encontrado 

elevada expressão de receptores de OT no BNST, MPOA e PVN (BOSCH; 

NEUMANN, 2012; FEBO; FERRIS, 2014), e tal elevação tem sido correlacionada 

com altos níveis de lambida sobre os filhotes (CHAMPAGNE et al., 2001).  

Neste contexto, o presente estudo também encontrou uma redução da 

concentração plasmática de OT e um menor ganho de peso dos filhotes após a 

microinjeção do antagonista PPADS na dose de 37,5 μg. Sabendo-se que o estímulo 
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de sucção promove a liberação pulsátil de OT dos terminais neurohipofisários nos 

capilares fenestrados, que por sua vez, atinge a circulação sanguínea e assim o 

tecido mamário para promover a ejeção do leite (HATTON; WANG, 2008; 

CROWLEY, 2015), a diminuição da secreção de OT durante a lactação em ratas 

tratadas com PPADS pode resultar em menor transferência de leite para os filhotes, 

representando em um menor ganho de peso da ninhada. Entretanto, não foi possível 

realizar a dosagem hormonal em ratas tratadas com Suramin uma vez que as 

mesmas não apresentam cuidados maternais que permitem o estímulo de sucção 

dos filhotes, que é indispensável para a realização do teste. 

Como o estudo atual encontrou mesmo na presença do estimulo da sucção, 

uma redução da concentração plasmática de OT e uma menor transferência de leite 

para os filhotes, é provável que estes achados sejam uma consequência da inibição 

direta e/ou indireta do PPADS na ativação dos neurônios ocitocinérgicos. Como a 

droga é administrada por via intracerebroventricular, a mesma pode bloquear 

receptores purinérgicos localizados na MPOA/BNST na qual já foi evidenciado 

expressão 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 ativação neuronal nesta área, que por sua vez, envia projeções para o PVN, 

reduzindo a ativação de neurônios ocitocinérgicos e consequentemente, resultando 

em uma menor liberação de OT.  

Corroborando esta hipótese, diversos trabalhos propõem que é possível que 

projeções da MPOA para o PVN promova a liberação de OT na hipófise como parte 

de um reflexo de ejeção do leite (SIMERLY; SWANSON, 1988; NUMAN; NUMAN, 

1996; FEBO et al., 2005). Além disso, a MPOA pode regular a liberação de OT em 

diversas áreas cerebrais, inclusive na própria MPOA, podendo este hormônio 

exercer uma influência neuromodulatória nos neurônios desta região e regular o 

comportamento maternal (NUMAN; WOODSIDE 2010; DOBOLYI; GRATTAN; 

STOLZENBERG, 2014). Neste sentido, Pedersen e colaboradores (1994) 

encontraram redução dos cuidados maternais após a infusão de antagonista de OT 

diretamente na MPOA de ratas. 

Por outro lado, também é possível que o antagonista bloqueie os receptores 

purinérgicos P2 diretamente nos núcleos de origem de OT (PVN e SON) e com isso 
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reduzir a concentração plasmática de OT em ratas lactantes e, consequentemente, 

diminuindo os cuidados maternais uma vez que este neuropeptídeo participa tanto 

do início como da manutenção deste comportamento específico. Além do mais, 

estudos do nosso laboratório também têm enfatizado a importância da via 

ocitocinérgica no comportamento de ratas lactantes ao encontrar redução dos 

parâmetros maternais associados à redução dos valores plasmáticos de OT e da 

ativação de neurônios do SON e de neurônios magnocelulares do PVN com a 

administração central e periférica de outras substâncias (VILELA; GIUSTI-PAIVA; 

2011; VILELA et al., 2013; PEREIRA; GIUSTI-PAIVA; VILELA, 2015).  

Neste contexto, há uma série de estudos que sugerem uma possível 

interação entre os sistemas purinérgico e ocitocinérgico no hipotálamo. Técnicas de 

hibridização in situ, análises de PCR e imunoistoquímica tem mostrado que 

neurônios neurossecretórios localizados nos núcleos SON e PVN expressam RNAm 

e proteínas 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 imunoistoquímica de dupla-

marcação, foi avaliado a distribuição de receptores P2 e co-localização destes 

receptores com neurônios ocitocinérgicos nos núcleos hipotalâmicos SON e PVN de 

ratos. Foi encontrada a expressão dos receptores P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 e P2Y4 

em ambos os núcleos. Entretanto, a co-localização destes receptores com neurônios 

OT foi diferentemente encontrada nestes núcleos. No SON, neurônios que contém 

OT também expressaram os receptores P2X2, P2X4, P2X5 e P2Y4 enquanto no 

PVN, estes neurônios que contém OT expressaram apenas os receptores P2X4 e 

P2Y4 (GUO et a., 2009; SONG et al., 2011). 

Além disso, há várias linhas de evidências que apoiam a existência de 

receptores funcionais P2 nestes núcleos hipotalâmicos. Receptores purinérgicos 

P2X são canais permeáveis a cátions como o cálcio (Ca+2) (GEVER et al., 2006). O 

Ca+2 é um segundo mensageiro vital que controla muitas funções fisiológicas, tal 

como a liberação de neuropeptídeos e neurotransmissores (GUO et al., 2009). Este 

segundo mensageiro induzido pelo ATP via purinoceptores P2X está envolvido na 

liberação de neuropeptídeos no sistema hipotalâmico neuro-hipofisário, como a OT 

(CHEN; LEVY; LIGHTMAN, 1994; TROADEC et al., 1998; KNOTT; VELÁZQUEZ-

MARRERO; LEMOS, 2005; GOMES et al., 2009). Deste modo, a ativação de canais 
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P2X causa despolarização da membrana celular que resulta na abertura de canais 

de cálcio voltagem-dependentes e aumento de Ca+2 intracelular (SHIBUYA  et al., 

1999). Posteriormente, constatou-se que este aumento de Ca+2 intracelular foi 

ocasionado pela entrada de Ca+2 através de receptores P2X, mais do que via canal 

de cálcio voltagem-dependente (GUO et al., 2009). Estudos demonstraram que 

estas respostas de aumento dos níveis de Ca+2 intracelular e da liberação hormonal 

a nível hipotalâmico induzida pelo ATP foi atenuada ou abolida com a administração 

dos mesmos antagonistas utilizados no presente estudo (PPADS e Suramin) nos 

terminais neuro-hipofisários de ratos (GUO et al., 2009; KAPOOR; SLADEK, 2000: 

SHIBUYA et al., 1999; GOMES et al., 2009).  

Entretanto, nucleotídeos de purinas e pirimidinas também podem modular 

uma variedade de funções fisiológicas pela interação com receptores P2Y 

(ABBRACCHIO; CERUTI, 2006; SONG et al., 2011). Song e colaboradores (2011) 

sugerem que purinoceptores do tipo P2Y estejam envolvidos na regulação da 

liberação dos neuropeptídeos hipotalâmicos, sendo que o subtipo P2Y1 foi 

encontrado ser predominantemente responsável pela liberação de cálcio dos 

estoques intracelulares, na ausência de cálcio extracelular, promovendo a liberação 

de neuropeptídeos nos terminais neurohipofisários de ratos e camundongos (SONG; 

GOMES; STEVENS, 2009). Assim, este aumento de cálcio pode ser induzido pela 

ativação de receptores P2Y que promove a liberação de cálcio mediado pelo 

trifosfato de inositol (IP3) dos estoques intracelulares (SHIBUYA  et al., 1999). Deste 

modo, a ativação de ambas as classes de receptores purinérgicos P2 contribuem 

para aumento de cálcio intracelular induzido pelo ATP nos neurônios 

neurossecretórios do hipotálamo (SONG; VIJAYARAGHAVAN; SLADEK, 2007).  

Além do envolvimento do ATP na secreção hormonal, já foi demonstrado sua 

participação em outras funções hipotalâmicas como na regulação da temperatura 

corporal, regulação do sono e vigília, controle da ingestão alimentar, controle do 

equilíbrio hidroeletrolítico e respostas autonômicas simpáticas 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 alteração dos parâmetros maternais 

foi encontrado nos animais que receberam microinjeção de α,β-meATP em relação 
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ao grupo controle.  Sugerimos que tal fato possa ser decorrente de uma resposta 

máxima alcançada durante o CM em ratas tratadas com solução veículo, não sendo 

possível uma elevação ainda maior de tal resposta com a administração do agonista 

exógeno.  

Outra hipótese seria a não participação dos receptores P2X1 e P2X3 neste 

processo, uma vez que o agonista α,β-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 hipotalâmico-neurohipofisário ativada por 

diferentes agonistas em comparação ao ATP, encontrou uma menor resposta ao 

α,β-meATP nos terminais em relação aos demais. Corroborando com estes 

achados, a exposição ao α,β-meATP não aumentou a concentração intracelular de 

Ca+2 nos neurônios do sistema hipotálamo-neurohipofisário que haviam 

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

Além da alteração nos cuidados maternais, o presente estudo encontrou 

redução do comportamento agressivo concomitantemente com a redução da 

ativação neuronal em regiões envolvidas neste comportamento em animais que 

receberam infusão de Suramin ou PPADS, sugerindo que a sinalização purinérgica 

P2 também esteja envolvida na expressão deste específico comportamento maternal 

em roedores. No entanto, nenhuma informação foi encontrada na literatura a 

respeito da participação desta sinalização 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-

agressão (GIMÉNEZ-LLORT et al., 2002; USHIJIMA; KATSURAGI; FURUKAWA, 

1984; LEDENT et al., 1997). 

Como o CM inclui um espectro de distintos comportamentos, variando de 

nursing à agressão, cada comportamento apresenta uma circuitaria específica 

envolvida (GAMMIE, 2005). Embora o circuito neural envolvido na agressão materna 

não estar bem definido e as informações a esse respeito encontrarem bastante 

esparsas na literatura, estudos com lesões e manipulações farmacológicas sugerem 

que algumas regiões neurais estejam envolvidas em tal comportamento como 
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MPOA, PVN, SL, AHA, HAA, VMH, núcleos do complexo amigdalóide, PAG e voFPC 

(MOTTA et al., 2013; DE ALMEIDA; FERREIRA; AGRATI, 2014).  

A imunorreatividade à proteína c-Fos, um marcador indireto da atividade 

neuronal, tem sido grandemente útil para ajudar a esclarecer as mudanças cerebrais 

que ocorrem durante a lactação (HASEN; GAMMIE, 2005). O presente estudo 

encontrou redução da ativação de neurônios localizados no VHM, na vlPAG, na 

AHA, na HAA e no MeA associado à redução do número de ataques frontais, 

ataques laterais, ameaças laterais e ataques totais frente a um macho intruso após a 

infusão central de antagonistas de receptores P2. Assim, tais respostas 

comportamentais podem ser decorrentes do bloqueio de purinoceptores pelos 

antagonistas Suramin ou PPADS nestas regiões cerebrais envolvidas no 

comportamento agressivo, uma vez que já foi evidenciado a presença de RNAm 

para receptores assim como receptores P2X e P2Y em todas estas regiões 

(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 regiões hipotalâmicas (VHM, AHA, HAA) 

assim como a PAG e MeA são extremamente importantes para a expressão do 

comportamento agressivo em roedores. Neste sentido, de acordo com Roberts e 

Nagel (1996) assim como Lin e colaboradores (2011), o VMH e suas projeções 

foram considerados de extrema importância para a expressão do comportamento 

agressivo. Lesões eletrolíticas ou com ácido ibotênico deste núcleo e adjacências 

durante o período pós-parto diminuíram severamente o comportamento agressivo 

maternal tanto em ratos (HANSEN, 1989; HANSEN; FERREIRA, 1986) como em 

camundongos (GAMMIE, 2005). 

 Este controle comportamental do hipotálamo medial é provavelmente 

exercido através de suas intensas projeções para a PAG (SWANSON, 2000).  A 

PAG tem sido reconhecida como uma via de saída para a execução de respostas 

reprodutivas assim como defensivas, incluindo respostas envolvendo riscos e 

comportamentos de fuga e de freezing, acompanhado por mudanças autonômicas 
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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 

redução dos parâmetros agressivos associados à redução da ativação neuronal na 

porção ventrolateral e caudal da PAG em animais tratados com antagonistas de 

purinoceptores P2, lesões pré e pós-parto desta região foram capazes de reduzir o 

tempo de latência das ratas para iniciarem o ataque e duplicar o número de ataques 

frente ao intruso, indicando que esta área inibe tonicamente a agressão 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 PAGvl em roedores. Corroborando estes dados, Gammie e 

Nelson (2001) encontraram aumento de células positivas para pCREB nesta porção 

específica da PAG  em camundongos fêmeas lactantes agressivas quando 

comparada com fêmeas não agressivas. Além disso, estudos recentes encontraram 

notável expressão de c-Fos na vlPAG 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 últimos não 

avaliaram o comportamento da rata lactante frente ao intruso co-específico, a 

atividade predatória também é um comportamento defensivo como o próprio 

comportamento maternal agressivo.  

A expressão normal da agressão materna também depende essencialmente 

da atividade intacta do complexo amigdalóide, especialmente da amígdala medial 

(MeA), região que desempenha um importante papel no processamento da 

informação olfatória para detectar a presença do macho intruso, uma vez que recebe 

informação de ferormônios, via bulbo olfatório acessório, e projeta tal informação 

para os núcleos hipotalâmicos envolvidos no comportamento agressivo (GAMMIE, 

2005; HALPERN; MARTINEZ-MARCOS, 2003; SCALIA; WINANS, 1975; MOTTA et 

al., 2013). Neste sentido, camundongos fêmeas lactantes e em ratas lactantes com 

alto nível de agressividade apresentaram aumento da expressão de Fos na MeA 

após a exposição ao macho intruso quando comparado a animais com baixo nível 

de agressão (GAMMIE; NELSON, 2001; HASEN; GAMMIE, 2005; POPESKI; 

WOODSIDE, 2004). 
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Já é bem conhecido que o hipotálamo apresenta uma outra região 

relacionada à agressividade, conhecido como “Área Hipotalâmica de Ataque” (HAA). 

A localização precisa desta região foi descrita por Kruk e colaboradores (1983, 1984) 

e Lammers e colaboradores (1988) como sendo uma extensa região hipotalâmica; 

entretanto, apenas dois terço caudal desta área, representada pela porção 

ventrolateral do VMH e pela região tuberal adjacente da área hipotalâmica lateral 

(LHAtu), tem sido considerada importante para a agressão maternal (MOTTA et al., 

2013). Segundo Bathia e colaboradores (1995), o ataque afetivo, como a 

agressividade materna, é modulado por porções ventrais e laterais do hipotálamo, 

enquanto respostas dos ataques não afetivos são moduladas por regiões 

dorsomediais do hipotálamo, que não corresponde à HAA classicamente descrita. 

Além disso, HAA corresponde à região que apresenta o menor limiar para 

deflagrar respostas de ataque. Corroborando com estes achados, Hasen e Gammie 

(2005) encontraram aumento da marcação da proteína c-Fos, principalmente na 

porção mais caudal desta região quando camundongos fêmeas lactantes foram 

exposta ao macho intruso em relação a camundongos fêmeas lactantes não exposta 

ao teste. Além disso, lesões eletrolíticas nesta região do hipotálamo mediobasal 

praticamente aboliram o ataque de ratas fêmeas lactantes frente ao macho intruso 

(HANSEN, 1989).  

Outra região que recebe informação da MeA é o hipotálamo anterior 

(DELVILLE; DE VRIES; FERRIS, 2000). Embora não foram encontrados dados na 

literatura á respeito de sua participação na agressividade em fêmeas lactantes, 

estimulação elétrica nesta área hipotalâmica induziu a agressividade em ratos 

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

Entretanto, o presente estudo não encontrou nenhuma alteração nos 

cuidados maternais quando a rata mãe foi exposta ao teste de agressividade. Esta 

reação pode ser resultado da escolha por defender a prole quando o animal é 

exposto a estímulos conflitantes (filhotes e intruso) que, por sua vez, são 

comportamentos incompatíveis de serem realizados concomitantemente (SUKIKARA 

et al., 2010). Isto pode ser resultado da ativação de áreas relacionadas apenas ao 

comportamento agressivo e/ou da inibição de áreas relacionadas aos cuidados 

diretos com a prole. Neste contexto, Gammie (2005) sugere que a ativação aguda 
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da MeA ou VHM em resposta ao intruso pode ativar a agressão maternal e inibir 

outros comportamentos. Por outro lado, Sukikara e colaboradores (2010) sugerem o 

papel da PAG na inibição do CM e ativação 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 alterações no sistema 

hormonal que ocorre neste período 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 

mãe no teste de defesa maternal com o aumento da liberação deste neuropeptídeo 

dentro do PVN e da amígdala 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 liberação de GABA e 

glutamato (BOSCH et al., 2007) ou por inibir os efeitos nos neurônios que contém o 

fator de liberação de corticotrofina (CRF). Tem sido demonstrado que a ativação do 

sistema CRF diminui o comportamento agressivo em ratas lactantes (KLAMPFL; 

NEUMANN; BOSCH, 2013). Além disso, o aumento da expressão de RNAm CRF no 

PVN seguida a exposição ao estresse é atenuada pela infusão central crônica de OT  

em ratas virgens ovariectomizadas (BOSCH, 2013). Apoiando esta hipótese, a OT 

cerebral inibe a atividade de neurônios CRF (WINDLE et al., 2004) e, 

especificamente, a liberação de OT dentro do PVN inibe a atividade do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) (NEUMANN et al., 2000) podendo resultar no 

aumento da agressividade durante a lactação.  

E contrapartida, lesões eletrolíticas do PVN reduziram vários componentes do 

comportamento agressivo (CONSIGLIO; LUCION, 1996) e aumentaram a liberação 

de OT dentro do PVN e amígdala durante o teste de defesa maternal em ratas 

Wistar (BOSCH et al., 2004; BOSCH et al., 2005). Assim como, lesões induzidas por 

ácido ibotênico da porção parvocelular do PVN assim como a inibição local da 

síntese de OT resultou em aumento da frequência de mordidas de ratas mães contra 

o intruso (GIOVENARDI et al., 1998). Deste modo, embora este neuropeptídeo 
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participe da regulação do início e da manutenção do CM (PEDERSEN; BOCCIA, 

2002; NUMAN; INSEL, 2003), está menos esclarecido ou mesmo controverso seu 

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

Embora o presente estudo não avaliou a ativação de neurônios 

ocitocinérgicos após comportamento agressivo, nenhuma alteração foi encontrada 

na atividade de neurônios do PVN com a administração central de Suramin ou 

PPADS em relação ao grupo tratado com veículo. Corroborando este resultado, 

também se encontra contraditório o papel deste núcleo no comportamento 

agressivo, enquanto estudos apontam como sendo facilitatório (CONSIGLIO; 

LUCION, 1996; GAMMIE; NELSON, 2001), outros apontam como inibitório 

(GIOVENARDI et al., 1998) e outros questionam sua participação (OLAZABAL; 

FERREIRA, 1997).  

  Além da avaliação do CM, este estudo demonstrou que a atividade 

locomotora não foi alterada significativamente após a administração 

intracerebroventricular de antagonistas ou de agonista de purinoceptores P2. Tal 

resultado indica que as alterações maternais encontradas não são decorrentes de 

alterações na atividade locomotora dos animais que receberam a microinjeção 

destas drogas. Embora estudos que administraram antagonista de receptores P2X 

diretamente no núcleo accumbens e na área tegmental ventral, obtiveram alterações 

da atividade locomotora (KRÜGEL et al., 2001; KITTNER et al., 2004), sugerimos 

que tais resultados sejam divergentes do presente estudo pela administração da 

droga em regiões cerebrais específicas, por utilizarem animais machos e por 

administrarem antagonistas em dosagens diferentes. 

A nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que demonstra a 

participação dos receptores P2 nos cuidados maternais e na agressividade contra 

intruso em roedores lactantes. Assim como inúmeros 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; BÍCEGO; 

GARGAGLIONI, 2014; PUSTOVIT et al., 2016), a escolha destes antagonistas 

clássicos ainda é a primeira opção para avaliar a participação desta família de 

receptores em diversas funções fisiológicas. Sendo este o primeiro passo, inúmeros 
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estudos serão necessários para explorar mais detalhadamente a atuação da 

sinalização purinérgica P2 neste comportamento específico em roedores. 
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8 CONCLUSÃO 

 

A administração 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 ativação neuronal em regiões cerebrais 

envolvidas com o CM, reduzir a concentração plasmática de OT em ratas lactantes, 

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

Deste modo, podemos concluir que receptores purinérgicos P2 participam do 

comportamento materno e das respostas neuroendócrinas em ratas lactantes. 
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