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APRESENTACAO

Esta tese estd organizada em capitulos. Os trés primeiros capitulos estdo divididos nos
seguintes topicos: Introdugdo, Objetivos e o Artigo Cientifico referente ao capitulo.

A Introducdo apresenta o referencial tedrico, a partir do qual o objetivo de cada
capitulo da tese foi proposto. O Objetivo Geral e os Objetivos Especificos também estdao
dispostos nos capitulos, de acordo com o tema abordado. Os Artigos Cientificos compdem a
sessdo final de cada capitulo, organizados com o intuito de responder aos objetivos propostos
de cada capitulo.

Na Discussdo os resultados desta tese sdo analisados.

A seguir, as Conclusdes obtidas a partir da realizacdo dos experimentos sdo abordadas
e as Perspectivas descrevem futuros trabalhos que possivelmente possam ser realizados.

Por fim, as Referéncias Bibliogrdficas listam os trabalhos citados na Introducdo dos

trés capitulos e na Discussdo da tese.
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RESUMO

O objetivo desta tese foi estudar o comportamento agressivo de ratas Wistar no periodo pos-
parto. Para isto, foram avaliados os efeitos anti-agressivos dos agonistas dos receptores 5-
HT;a (8-OH-DPAT) e 5-HT; (CP-93,129), microinjetados no nicleo dorsal da rafe (DRN) e
na regido ventro-orbital do coértex pré-frontal (VO PFC), respectivamente. O comportamento
agressivo foi analisado, utilizando o protocolo da provocacdo social e as respostas
neuroenddcrinas bem como a ativacdo neuronal nas mesmas regides citadas acima, através da
expressao de c-Fos, também foram estudadas.

Nossos resultados mostraram que o 8-OH-DPAT aumentou o comportamento agressivo das
fémeas no periodo pds-parto, atuando nos autorreceptores somatodendritcos do DRN,
enquanto a ativacdo dos receptores 5-HT;g na VO PEC, através do CP-93,129 apresentou
efeitos anti-agressivos evidenciados pela diminuicdo da frequéncia e duragdo dos
comportamentos agressivos de ataque lateral e mordidas no corpo do intruso.

Apds a submissdo das ratas lactantes a provocagdo social ou ao confronto agressivo, na
presenca dos seus filhotes, ocorreu uma reducdo nos niveis plasméaticos de corticosterona e
esta resposta também prevaleceu quando ocitocina, prolactina e progesterona foram dosados.
Quanto a andlise da técnica de imunoistoquimica para a proteina Fos, nossos resultados
mostraram que ratas lactantes, submetidas a provocacdo social e comportamento agressivo,
contra um macho intruso, na presenca dos filhotes, aumentam a expressio da
imunorreatividade a proteina Fos especificamente na regido VO do PFC. Por outro lado, ndo
houve alteracdo na expressdao de Fos no DRN apds exposi¢do a provocacdo social ou teste de

agressividade.
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Concluimos que o CP-93,129 quando microinjetado na regido VO PFC de ratas provocadas
socialmente, no periodo pds-parto, reduziu o comportamento agressivo maternal, atuando ou
nos autorreceptores pré-sindpticos terminais ou nos heterorreceptores pds-sindpticos e que a
microinje¢cdo de 8-OH-DPAT no DRN, aumentou o comportamento agressivo de ratas
lactantes, através da ativacdo dos autorreceptores somatodendriticos 5-HT;s. Ratas
provocadas e com comportamento agressivo aumentam a expressao de c-Fos no VO PFC,
complementando resultados prévios com microinje¢do de agonistas 5-HT;g nesta mesma
regido. Finalmente, a provocacdo social e o confronto agressivo causaram uma redugdo
significativa dos niveis hormonais em ratas lactantes, mostrando, desta maneira, que a
lactagdo € um fator relevante na caracterizacdo das respostas neuroenddcrinas ao estresse.
Estes resultados adicionam conhecimento acerca da modulagdo do comportamento agressivo
em ratas Wistar e do protocolo da provocagdo social como uma ferramenta para estudos em

modelos animais de agressividade escalada.



CAPITULO I

PROVOCACAO SOCIAL, COMPORTAMENTO AGRESSIVO E
RECEPTORES SEROTONINERGICOS 5-HT;, E 5-HT 3




1. INTRODUCAO

1.1 Comportamento Agressivo

A agressividade, em termos gerais, pode ser considerada como um comportamento
que implica em danos, ferimentos ou somente em ameacgas ao individuo (Berkowitz, 1983).
Quando apresentado de maneira apropriada, o comportamento agressivo serve como uma
importante funcao bioldgica na fixacdo de recursos para o sucesso reprodutivo e transmissao
dos genes (Sih et al., 2004).

Andlises neurobioldgicas e comportamentais da agressdo em vdrias espécies
contribuem para a compreensdo da violéncia humana e o desenvolvimento de intervengdes
terapéuticas (Miczek, 2001) que possam reduzir o comportamento agressivo patolégico ou
maladaptativo (Nelson e Trainor, 2007). Surtos de agressdao que resultam em prejuizos e
danos sao problemas de grande impacto social para a saide publica e para os sistemas de
justica criminal e este problema € ainda mais agravado devido ao fato de que nao ha opcdes
de tratamento adequado até o presente momento (Volavka, 1995; De Almeida et al., 2005 a).

Nos seres humanos, niveis elevados de agressividade s@o sindnimos de violéncia,
sendo reconhecidos com uma condi¢do patoldgica que requer tratamento e prevencao (Krug et
al., 2002; Moffitt et al., 2008).

A agressividade também estd associada com diversas desordens psiquidtricas,
incluindo autismo, esquizofrenia, desordens afetivas e comportamento suicida (Riley et al.,
1989; Fava, 1997; Swann, 1999; Joiner et al., 2005; Kovacsics et al., 2009; Kovacsics e

Gould, 2010).
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Sob a perspectiva bioldgica, a agressividade € importante para a sobrevivéncia do
individuo (Miczek, 2001), sendo necessdria para obtencdo ou defesa de comida pelos machos
competidores, e analisado de acordo com uma perspectiva psiquidtrica, € motivado por
construgdo hipotética como raiva, irritagdo, frustracdo, medo e algumas vezes prazer (Blair et
al., 2006).

Comportamento agressivo € um comportamento instintivo e essencial em muitas
espécies de mamiferos e pode ser classificada em duas categorias: 1) agressividade afetiva e
2) agressividade predatéria (Moyer, 1968). A agressividade afetiva pode ser dividida em: a)
agressividade ofensiva e b) agressividade defensiva. A amigdala medial, o nicleo da estria
terminal, o hipotdlamo (ventrolateral e dorsolateral) e parte da substincia cinzenta
periaquedutal sdao 4reas que estdo interconectadas com o hipotdlamo anterior e estdo
relacionadas com o comportamento ofensivo (Delville et al., 2000).

Agressividade defensiva € tipicamente ativada por ataques de um predador ou
experimentador (Blanchard e Blanchard, 1984; Albert et al., 1993) e pode ser potencializada
pelo medo ou dor sendo independente da testosterona (Blanchard e Blanchard, 1984; Albert et
al., 1993). Em gatos, a agressividade defensiva envolve uma circuitdria neural que é composta
pelo hipotdlamo medial e a substancia cinzenta periaquedutal (Gregg e Siegel, 2001). Em
ratos, o comportamento de ataque pode ser deflagrado através de estimulacdo elétrica da area
hipotalamica intermédia e parte ventrolateral do nucleo hipotalamico ventromedial — drea de
ataque (ver Kruk, M.R., 1991, para revisao).

De acordo com Barratt (1994), a impulsividade € um conceito multidimensional que
engloba falha na inibicdo da resposta, o processamento rdpido da informacdo, busca por
novidades e inabilidade em tolerar o atraso de um reforco. A impulsividade também
caracteriza alguns distirbios psiquidtricos, como em particular desordens de personalidade

“borderline” e antisocial (Stein et al., 1995; Horn et al., 2003). O termo impulsividade é



usualmente utilizado quando se refere a comportamentos maladaptativos (Daruna e Barnes,
1993; Evenden, 1999). O universo comportamental que reflete impulsividade inclui agdes que
parecem mal concebidas, expressas prematuramente, excessivamente arriscadas ou
inapropriadas e que frequentemente resultam em consequéncias indesejaveis (Daruna e
Barnes, 1993; Evenden, 1999). Assim, a perda do controle da impulsividade esté relacionada
com suicidio, comportamento agressivo e violéncia (Plutchik e Van Praag, 1989, 1995; Horn

et al., 2003).

1.2 Comportamento Agressivo Maternal

A agressdo maternal ¢ um comportamento apresentado pelas maes durante a lactacao
para proteger os filhotes e para defender seu territério na presenca de algum intruso (Erskine
et al., 1978; Rosenblatt et al., 1994; Lonstein e Gammie, 2002; Numan e Insel, 2003;
Lonstein, 2005; Consiglio e Bridges 2009). Ratas lactantes com filhotes atacam intensamente
intrusos que invadem seu territério, enquanto fémeas ndo lactantes raramente demonstram
comportamento agressivo (Numan, 1988; Rosenblatt ez al., 1988).

Em ratos, o comportamento agressivo maternal ocorre com mais frequéncia do 3° ao
12° dia pos-parto (Erskine et al., 1978; Consiglio e Bridges 2009). Nessa situacdo, as fémeas,
além dos parametros normalmente observados em machos (investigacdo social, avangar,
dominar, rodear, postura agressiva, ataque lateral, morder), também apresentam o
comportamento de ataque frontal e cuidado materno (Lucion e De Almeida, 1996).

H4 duas origens importantes das entradas sensoriais que podem regular a
agressividade maternal em ratos; aquelas que provém dos filhotes e as que provém do intruso
(Lonstein e Gammie, 2002). Os filhotes ndo precisam estar presentes durante o conflito

agressivo para as maes apresentarem altos niveis de comportamento agressivo (Flanelly e



Kemble, 1988), mas é necessdrio que as maes tenham sido recentemente expostas aos filhotes
para manterem seus altos niveis de agressividade (Lonstein e Gammie, 2002).

Em adi¢cdo aos filhotes e aos intrusos, hd outros estimulos sensoriais que podem
modular a agressividade em ratas maes. De fato, o meio no qual as fémeas sao testadas podem
ter um papel importante, pois, ja se sabe que, camundongos lactantes sdo mais agressivos
quando testados na caixa familiar (residente) do que quando testados em meio nao-familiar
(Paul et al., 1981).

Em roedores, a agressdo das fémeas durante o periodo pds-parto representa uma
adaptacgdo tipica da espécie e aumentos da agressividade além deste nivel podem representar
um modelo de agressdo excessiva, que € semelhante a um padrio clinico. Assim, fémeas no
periodo pds-parto podem ser utilizadas como um modelo de agressividade naturalmente
aumentada associadas com a provocacao social (Veiga et al., 2010, in press).

Importantes sistemas de neurotransmissores estdo envolvidos no controle neural do
comportamento maternal e da agressividade, como: os benzodiazepinicos GABAérgicos e a
serotonina (Ferreira et al., 2000). Barofsky e colaboradores (1983) demonstraram resultados
controversos quanto ao controle serotoninérgico do comportamento maternal. Lesdes
eletroliticas do nudcleo mediano da rafe realizadas antes do parto ndo afetaram o
comportamento maternal (Barofsky, 1978), todavia, lesdes neurotéxicas com 5,7
diidroxitriptamina da mesma drea encefdlica prejudicaram drasticamente o comportamento
maternal (Barofsky, 1983).

E geralmente aceito que a expressio da agressividade maternal estd inversamente
relacionada com a ativagdo do sistema serotoninérgico (Olivier e Mos, 1992). Foi
demonstrado que o uso de agonistas serotoninérgicos da familia 5-HT;, como o 8-OH-DPAT,
buspirona e ipsapirona (5-HT;,) reduzem o comportamento agressivo maternal (Olivier e

Mos, 1992). O TEMPP é um agonista dos receptores 5-HT gpc que também diminui a



agressividade, mas causa prejuizo na atividade locomotora (De Almeida e Lucion, 1994,
1997; Miczek et al., 1998). De Almeida e colaboradores (2005) observaram que o agonista
dos receptores 5-HT,anc, O-metil-5-hidroxitriptamina maleato, tem efeito inibitério no
comportamento agressivo maternal de ratas quando microinjetado na PAG (substancia
cinzenta periaquedutal).

O comportamento agressivo das ratas com filhotes contra um macho intruso é
semelhante ao comportamento de machos dominantes em colonias (Blanchard e Blanchard,
1991). Elas apresentam uma sequéncia de ataque lateral (comportamento ofensivo),
estendendo o dorso, tomando uma postura arqueada, embora seja menos frequente do que
observado em machos dominantes (Blanchard e Blanchard, 1991). A maioria das mordidas de
machos dominantes em intrusos resulta numa lesdo sendo que as fémeas dificilmente
produzem um dano fisico. Outra diferenca importante é o alvo destas mordidas (Blanchard e
Blanchard, 1991). Ao contrdrio dos machos, uma considerdvel frequéncia de mordidas das
fémeas € dirigida a cabeca e a regido do focinho do intruso. As fémeas apresentam o padrdo
de ataque frontal, o qual ndo é observado em machos dominantes (Blanchard e Blanchard,
1991). O ataque frontal é um comportamento subito, muito rdpido, pois ndo apresenta
comportamentos associados como piloere¢do e/ou dorso arqueado. Esta forma de agressdo
que ocorre em resposta a uma ameaga ou medo € motivada e, geralmente, é precedida por
fugas (Brain, 1981). Os alvos das mordidas das fémeas e a ocorréncia de ataque frontal
sugerem que existe um elemento de defesa ou medo na reacdo de uma fémea em dire¢do a um
intruso. Assim, o ataque frontal tem sido considerado como um comportamento defensivo
(Blanchard e Blanchard, 1981 a).

De acordo com de Almeida et al. (2004) ratas fémeas provocadas socialmente no

sétimo dia pds-parto pela exposicdo a um camundongo macho aumentam significativamente o



comportamento agressivo, por aumento dos ataques laterais (componente ofensivo) e por

aumento de ataques frontais (componente defensivo).

1.3 Circuitos Neurais da Agressividade

Ha poucos dados na literatura sobre os substratos neurais envolvidos especificamente
na agressdo maternal (Lonstein e Gammie, 2002), bem como 0s mecanismos basicos acerca
da agressdo maternal em fémeas lactantes (Insel, 1986; Svare, 1990; Giovenardi et al., 1998;
Russel e Leng 1998; Consiglio ef al. 2005; Nelson e Trainor 2007). A maioria dos estudos
sobre agressdo estd relacionada ao comportamento dos machos e sugere que determinadas
areas encefdlicas, como drea pré-Optica medial (MPOA), septo lateral (LAS), hipotdlamo
anterior (AHA), hipotdlamo ventromedial (VMH) e ntcleo da estria terminal (BNST) estdo

envolvidas com o comportamento agressivo (Newman, 1999).

Ha evidéncias que a MPOA estd envolvida com o comportamento agressivo maternal,
pois alguns estudos demonstraram um aumento significativo na atividade neuronal da MPOA
e regides adjacentes, incluindo nicleo pré-Optico medial, em associacdo com a produgdo de
agressividade maternal (Gammie e Nelson, 1999, 2001; Gammie et al., 2004; Hasen e
Gammie, 2005), sugerindo uma relacdo entre ativacdo da MPOA e circuito defensivo
maternal (Gammie, 2005).

Outros estudos demonstraram que lesdes do tdlamo, especificamente da regido
mediodorsal, diminui a agressdo maternal, pois esta € uma das regides que estd relacionada
com o processamento das informagdes olfativas (Ferreira et al., 1987; Lonstein e Gaamie,
2002).

Lesdes na regido do septo prejudicam a agressao maternal em roedores (Flannelly et

al., 1986; Gammie, 2005), bem como o ataque ofensivo em machos (Blanchard et al., 1977,



Lonstein e Gaamie, 2002). Todavia, infusao de algumas doses de agonistas do receptor 5-
HT;a no septo medial aumenta a frequéncia de ataques em ratas lactantes (De Almeida e
Lucion, 1997; Lonstein e Gammie, 2002), indicando que a atividade serotoninérgica facilita a
agressividade das maes (Lonstein e Gammie, 2002).

O nudcleo peripeduncular (PPN) do mesencéfalo lateral, transmite aferéncias
relacionadas a atividade das glandulas mamadrias para outras regides como o hipotdlamo,
estruturas limbicas e mesencéfalo, que sdo necessdrias para o comportamento agressivo
(Albert e Walsh, 1984). Lesdes no periodo pés-parto do PPN também diminuem a agressao
maternal (Hansen e Ferreria, 1986; Factor et al., 1993).

O VMH € uma regido importante para a agressao maternal, pois recebe projecdes do
PPN (Lonstein e Gammie, 2002). Lesdes nessa drea, especificamente na parte ventral do
VMH, reduzem a agressao maternal em ratos (Hansen, 1989; Lonstein ¢ Gammie, 2002;
Gammie, 2005).

Por outro lado, lesdes da substancia cinzenta periaquedutal (PAG - caudal
ventrolateral e lateral) e do nicleo paraventicular do hipotdlamo (PVN), que também sdo
areas importantes implicadas no controle da agressdo maternal em ratos, ttm um efeito
facilitatério sobre a agressao maternal (Giovenardi et al., 1997, 1998; Lonstein e Stern 1998;
Nephew e Bridges, 2008). (Figura 1). De acordo com Bosch et al., (2005), o PVN tem sido
implicado na agressdo maternal nas maes previamente selecionadas com comportamento

semelhante a estados de alta ou pouca ansiedade.
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Figura 1 - Esquema representativo resumindo os efeitos das lesdes em areas
encefilicas sobre a agressio maternal em roedores. (Reproduzido de Lonstein e

Gammie, 2002).

Outra regido que parece ser um componente importante para a ativacdo normal do
circuito da agressao maternal, ¢ a amigdala medial (MeA), que recebe informagao dos
ferormdnios via bulbo olfativo acessério (Gammie, 2005). Camundongos fémeas lactantes
com comportamento agressivo elevado (quando comparados a camundongos com baixos
niveis de agressao), expostas a um macho intruso, apresentam significativamente um aumento
nos niveis de Fos na MeA (Gammie e Nelson, 2001). Da mesma forma, ratas com
comportamento agressivo aumentado quando comparadas a ratas com baixos niveis de
agressao, apresentam aumento nos niveis de Fos na MeA em associa¢do com a exposi¢ao a
um macho intruso (Popeski e Woodside, 2004). Infusdo de bicuculina e de 8-OH-DPAT no
complexo amigdaléide reduz a agressdo maternal (Hansen e Ferreira, 1986; De Almeida e

Lucion, 1997).
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Dessa forma podemos constatar que o trabalho prévio de Veiga et al., (2007) foi o
primeiro a demonstrar que a regido ventro-orbital do cértex pré-frontal (VO PFC) tem um
papel importante sobre o comportamento agressivo maternal de ratas submetidas a

provocagao social.

1.4 Cortex Pré-Frontal

Em mamiferos, o cortex pré-frontal (PFC) estd localizado na parte anterior do lobo
frontal, anterior as dreas corticais motora e pré-motora. Tradicionalmente, estd dividido em
trés grandes regides: areas orbito-frontal e ventromedial, cortex pré-frontal dorsolateral
(DLPEC) e cortex cingulado ventral e anterior (De Almeida et al., 2008).

O PFC compreende as dreas de Brodmann 8-13, 24, 25, 32 e 44-47 (Brodmann e
Garey, 2006). O PFC dorsal se refere as dreas de Brodmann (BA) de 8 a 10; o DLPFC a BA
46 e a parte ventral a BA 9. A regido lateral do PFC compreende a BA 44, 45 e 47. A regido
orbito-frontal do PFC compreende a BA 11 e 12; a regido cingulada anterior a BA 24 e 25e o
cortex da superficie medial a BA 32 (Fallon et al., 2003). O PFC € descrito como uma
estrutura que se organiza em seis camadas, como em outras regidoes neocorticais e € distinto

pela camada IV granular (De Almeida et al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2 - Cértex pré-frontal. O PFC € um grupo de areas corticais localizado na parte
anterior do lobo frontal (figura acima) do encéfalo de macacos. Um corte coronal do
PFC de macacos corado com cresil violeta mortra as principais divisdes: orbital,
ventromedial e dorsolateral, bem como as dreas de Brodmann (a esquerda). O pequeno
retangulo da drea 46 € mostrado a direita num aumento maior, onde as seis laminas estao
numeradas, desde a superficie da pia madter até a substdncia branca, baseada na
densidade e tamanho das células coradas com cresil violeta. (Reproduzido De Almeida

et al., 2008).
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O cortex pré-frontal da espécie humana apresenta complexas atribuicdes, como por
exemplo, memoria de trabalho, atenc¢do, cogni¢do, emocdo, controle executivo (Damasio et
al., 1994; Roberts et al., 1998; Goldman-Rakic, 1999; Varga et al., 2001; Yamasaki et al.,
2002; Morgane et al., 2005) e também estd implicado nos transtornos de humor (Ebert e
Ebmeier, 1996).

As regides orbital e medial estdo envolvidas no controle do comportamento
emocional, todavia, a regiao lateral, altamente desenvolvida em seres humanos, prové suporte
cognitivo na organizagao temporal do comportamento, linguagem e raciocinio, bem como na
execugdo dos comportamentos complexos que requerem memoria de trabalho (ver Goldman-
Rakic et al., 1984; Fuster, 1997; Cavada et al., 2000; Elston, 2003, para revisao).

O PFC recebe projecdes da amigdala (Barbas e Olmos, 1990), do estriado ventral
(Kunishio e Haber, 1994) e do tdlamo (Barbas et al., 1991). Especificamente, o PFC recebe
informacdo dopaminérgica da drea tegmental ventral (VTA) (Lindvall et al., 1978; Berger et
al., 1988; Conde et al., 1995) e inervacao serotoninérgica do nicleo da rafe mediano e dorsal
(Berger et al., 1988; Smiley e Goldman-Rakic, 1996).

O cortex pré-frontal envia projecdes glutamatérgicas ao VTA e nicleo acumbens
(Sesack e Pickel, 1992; Taber et al., 1995) bem como ao niicleo da rafe (Sesack et al., 1989).
O PFC esta conectado com outros cortices associativos, mas nio com o cOrtex sensorial
primdrio ou motor (De Almeida et al., 2008). H4 uma importante via interna de conectividade
entre as diferentes subdivisdes do PFC; todavia, cada uma das trés grandes regides pré-
frontais (orbital, medial e lateral) estd conectada consigo propria e com as outras duas regides
(De Almeida et al., 2008). Algumas das conexdes cortico-corticais do PFC sdo
interhemisféricas e a maioria estd organizada de forma reciproca e topografica (Cavada e

Goldman-Rakic, 1989).
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Recentemente, no cortex pré-frontal, mais especificamente na regido orbitofrontal, tem
sido identificado uma importante inibi¢cdo no controle do comportamento, em particular o
comportamento impulsivo e agressivo (Blair, 2001; Seguin, 2004; Cardinal et al., 2004;
Spinella, 2004; Kheramin et al., 2005).

Em seres humanos, o comportamento violento tem sido correlacionado com déficits do
PFC, sugerindo que esta drea tem um papel importante no controle inibitério da agressividade
(Damasio et al., 1994; Volkow et al., 1995; Golden et al., 1996; Critchley et al., 2000;
Davidson et al., 2000; Hawkins e Trobst, 2000; Bassarath, 2001; Best ef al., 2002; Veit et al.,
2002; Blair, 2004). Pessoas com desordens traumaticas e neurodegenerativas envolvendo
primariamente o cértex pré-frontal apresentam um aumento nos comportamentos agressivo e
antisocial, quando comparados com pessoas que ndo apresentam desordens ou lesdes no
cortex frontal (ver Brower e Price, 2001, para revisao).

Estudos tém demonstrado que criancas e adultos com lesdes no cértex pré-frontal
(especificamente as regides medial e orbital) apresentam perda de controle em relacdo as suas
emocgdes, com risco maior de apresentarem comportamentos agressivos, ndo se preocupando
com as possiveis conseqiiéncias de suas acdes (Grafman et al., 1996; Anderson et al., 1999;
Davidson, 2000; Best et al., 2002). Outro trabalho aponta para uma diminuicdo geral do
metabolismo da glicose no cortex pré-frontal de assassinos, através de estudo de
imageneamento (PET- tomografia por emissdo de pdsitrons) (Raine et al., 1994; Best et al.,

2002).

1.5 Nucleo Dorsal da Rafe Mesencefalica

O nucleo dorsal da rafe (DRN) esta localizado na parte ventral da PAG e € o ntcleo
serotoninérgico mais proeminente do tronco encefdlico (Cooper et al., 2008; Ferreira e

Menescal-de-Oliveira, 2009).
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O DRN contém os receptores 5-HT; que estdo localizados no soma e nos dendritos,
onde eles atuam como autorreceptores inibitérios (Miquel et al., 1992; Riad et al., 2000).
Agonistas dos receptores 5-HT ;s administrados no DRN t€m inibido a atividade elétrica do
DRN (Sprouse e Aghajanian, 1987), a sintese de serotonina (Hamon ez al., 1988) e a liberagao
de serotonina as regides nas quais o DRN se projeta (Sharp et al., 1989), como hipocampo,
amigdala, hipotdlamo e cértex pré-frontal (Azmitia e Segal, 1978; Vertes, 1991; Pyieyro e
Blier, 1999). As vias aferentes ao DRN originam-se de vdrias dareas encefdlicas, como
habénula lateral (Aghajanian e Wang, 1977; Stern et al., 1981; Kalén e Wiklund, 1989),
hipotdlamo (Peyron et al., 1998), substancia negra (Stern et al., 1981) e cortex pré-frontal
medial (Aghajanian e Wang, 1977; Sesack et al., 1989; Takagishi e Chiba, 1991; Hajos et al.,
1998; Peyron et al., 1998) e também incluem grupos de neurdnios catecolaminérgicos
(Baraban e Aghajanian, 1980; Peyron et al., 1995, 1996).

Um mecanismo importante de controle dos neurdnios 5-HT é dado pela auto-inibicao
dos receptores 5-HT . A ativag@o destes receptores pela 5-HT conduz a abertura dos canais
de potdssio na membrana da célula, hiperpolariza¢ido da célula e cessacdo do disparo celular
(Sprouse e Aghajanian, 1987; Ferreira e Menescal-de-Oliveira, 2009). Em particular, os
autorreceptores 5-HT;4 no DRN possuem um papel crucial no controle fisiol6gico das vias
ascendentes de 5-HT, atenuando a ativacdo excessiva dos neuronios 5-HT pelas aferéncias
excitatdrias provenientes de diferentes estruturas do tronco encefélico (Menescal-de-Oliveira,
2009). A proporcao estimada dos neurdnios contendo serotonina no DRN € de
aproximadamente 1/3 a 2/3 (Descarries et al., 1982; Jacobs e Azmitia, 1992; Baumgarten e
Grozdanovic, 1997) e o restante das células ndo serotoninérgicas contém uma variedade de

outros neurotransmissores € neuromoduladores (Jacobs e Azmitia, 1992).
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1.6 Serotonina

H4 mais de quatro décadas, o sistema serotoninérgico tem sido postulado como
essencial no controle da agressividade em muitas espécies animais (De Boer e Koolhaas,
2005), desde invertebrados (Kravitz e Huber, 2003) até vertebrados, como répteis (Summers
et al., 2003, 2005), peixes (Overli et al., 1999; Perreault et al., 2003), passaros (Ison et al.,
1996) e mamiferos (Miczek et al., 2002), incluindo seres humanos (Tuinier et al., 1995;
Berman et al., 1997).

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), estd localizada em muitas células nao
neuronais, somente 1 a 2% da quantidade total de serotonina é sintetizada no cérebro
(Hillegaart, 1991). A serotonina é produzida inicialmente através da dieta, pelo L-triptofano, o
qual € convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase
(Aldegunde et al., 2000).

Apo6s ser formada, a serotonina € transportada e estocada em granulos (Hillegaart,
1991). Neurdnios contendo serotonina estdo primariamente localizados no nicleo da rafe do
tronco encefdlico, cujas projecdes se estendem a vdrias regides encefdlicas de mamiferos,
incluindo hipocampo, cértex cerebral, amigdala, hipotdlamo e hipdfise (Clotfelter et al.,
2007).

Depois de sua liberacdo nas sinapses, a serotonina liga-se a diversas classes de
receptores (Hoyer et al., 2002; Clotfelter et al., 2007), que podem ser pré ou pds-sindpticos
(Hillegaart, 1991). Em seguida, a serotonina é rapidamente removida pelo seu transportador
especifico (5-HTT), sendo transportada para uma vesicula sindptica ou degradada pela enzima
monoamina oxidase (MAO) em 5-HIAA (Clotfelter et al., 2007). A atividade serotoninérgica
¢ usualmente demonstrada através da propor¢cdo de 5-HIAA:5-HT (Winberg et al., 1992;

Buchanan et al., 1994; Koutoku et al., 2003; Dias e Crews, 2006).
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O conceito de que a deficiéncia da atividade serotoninérgica estava relacionada com
comportamento impulsivo e com a personalidade de individuos violentos (Brown et al., 1979;
Linnoila et al., 1983; Mehlman et al., 1994; Mann, 1999; Caramaschi et al., 2007; Takahashi
et al., 2010 submitted; Neumann et al., 2010) foi aceito por muito tempo. Esta ideia foi
suportada através de estudos com seres humanos e primatas nao-humanos baseados nas
concentracoes de 5-HIAA (um metabdlito primédrio da serotonina), coletado no liquido
cerebroespinhal (CSF). Assim, foi visto uma redu¢do na concentracio de 5-HIAA de
individuos com personalidade anti-social (Brown et al., 1979; Linnoila et al., 1983;
Virkkunen et al., 1989, 1994; New et al., 1997; Siever et al., 1999; Siever, 2008) e em
macacos impulsivos que foram descritos como violentos em interacdes sociais (Higley er al.,
1992; Mehlman et al., 1994; Higley et al., 1996; Bennett et al., 2002; Higley, 2003;
Westergaard et al., 2003).

O tratamento destes individuos pode ser realizado através de tratamentos
farmacoldgicos que t€ém como objetivo inibir os transportadores de 5-HT (utilizando
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, como fluoxetina e citalopram), ou ativando
os receptores 5-HT;a (buspirona), ou até mesmo bloqueando os receptores 5-HT,a
(risperidona). Estas drogas induzem mudangas fasicas no funcionamento da 5-HT que estdo
associadas com os seus efeitos transitorios anti-agressivos. Por outro lado, o tratamento
cronico com estes componentes anti-agressivos pode promover mudangas neuroadaptativas no
funcionamento da 5-HT, como por exemplo a dessensibilizagdo dos autorrecepotes
(Takahaschi et al., 2010, submitted).

Estudos pré-clinicos com roedores adicionam suporte a evidéncia citada acima,
hipotetizando a deficiéncia de serotonina (Ferrari et al., 2005). Outros estudos demonstraram

que os SSRIs reduzem a agressividade impulsiva (Coccaro e Kavoussi, 1997).
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De fato, a reducao de serotonina encefélica pela inibi¢ao da sintese de serotonina, com
para-clorofenilalanina aumenta algumas formas de agressividade em roedores (Valzelli et al.,
1981; Vergnes et al., 1986). De maneira oposta, manipulagdes farmacoldgicas, com o intuito
de aumentar a atividade encefdlica de serotonina, bloqueando a recaptacdo de serotonina nos
terminais sindpticos com tratamento crénico de SSRIs ou aumentando a producdo de
serotonina com a administra¢do de 5-hidroxitriptofano (um precursor de 5-HT), diminui a
agressividade (Nelson e Chiavegatto, 2001; Olivier, 2004).

Por outro lado, alguns estudos t€ém mostrado evidéncias contraditérias, em relacao aos
niveis de 5-HIAA e comportamento agressivo, pois, algumas vezes, ocorre uma correlacao
negativa entre 5-HIAA e comportamento agressivo em primatas e roedores (Yodyingyuad et
al., 1985; Volavka et al., 1990; van der Vegt et al., 2003 a).

Através da técnica da microdidlise in vivo, tem sido possivel monitorar as mudancgas
na atividade serotoninérgica durante os confrontos agressivos em ratos (van Erp e Miczek,
2000; Ferrari et al., 2003). Com esta metodologia pode-se monitorar em tempo real, a
liberacdo de serotonina extracelular, de estruturas corticolimbicas, em fases distintas de um
confronto agressivo: antes, durante e apés o confronto (Ferrari et al., 2005).

Estudos com microdidlise revelam que, durante um breve episédio de agressividade
em ratos residentes, ocorre uma diminui¢do nos niveis de serotonina no cértex pré-frontal,
mas nao no nucleo accimbens (van Erp e Miczek, 2000; Ferrari et al., 2003). A diminui¢do
de 5-HT no cortex pré-frontal € prolongada e pode persistir por uma hora apés o final do
confronto (Ferrari et al., 20005).

Em ratos machos residentes, que sdo condicionados a atacar um intruso, num periodo
de dez dias, exatamente a0 mesmo tempo, os niveis de serotonina no nucleo accimbens
diminuem de 30 a 35%, quando comparados com os niveis basais, no 11° dia, antes do

confronto (Ferrari et al., 2003).
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Resultados in vivo de microdidlise em camundongos também mostraram uma
supressdo de 30-40% dos niveis extracelulares de serotonina no cértex pré-frontal medial,
ap6s administracdo sistémica de um agonista dos receptores 5-HT ;g (CP-94,253), na dose de
10 mg/kg (Faccidomo et al., 2005; De Almeida et al., 2006).

Dessa forma, todos esses experimentos indicam que o comportamento agressivo esta
associado com mudangas agudas nos niveis de serotonina, em estruturas corticolimbicas
(Ferrari et al., 2005).

O sistema serotoninérgico também estd envolvido com o comportamento impulsivo
(Linnoila et al., 1983; Harrison et al., 1997; Puumala e Sirvio, 1998; Evenden, 1999; Mobini
et al., 2000). O termo impulsividade é usualmente reservado para mds adaptacdes
comportamentais (Linnoila et al., 1983; Harrison et al., 1997 a; Puumala e Sirvio, 1998;
Evenden, 1999 b; Mobini et al., 2000).

Quando a atividade serotoninérgica central € reduzida, direta ou indiretamente, ocorre
a tendéncia de predisposi¢do impulsiva (Linnoila et al., 1983; Wogar et al., 1993; Fairbanks
et al., 2001; Mobini et al., 2000). Surtos de agressividade sdo sintomas freqiientes de
impulsividade. Antidepressivos nao-seletivos, inibidores irreversiveis da monoaminoxidase,
tranilcipromina e o SSRI fluoxetina (Coccaro et al., 1990; Cornelius et al., 1991; Markovitz,
1995), bem como a sertralina (Kavoussi et al., 1994) podem ser efetivos no tratamento da
impulsividade. Estes dados sugerem que cada droga pode ser usada no tratamento das
medidas de impulsividade e da agressividade. O mecanismo € talvez relacionado a sua
habilidade em estabilizar os niveis de serotonina (Evenden, 1999).

O sistema serotoninérgico regula numerosas funcgdes fisioldégicas como o sono,
termorregulacdo e padrdoes de comportamento (Wilkinson e Dourish, 1991). A serotonina
também estd envolvida com a regulacdo do apetite, ritmo circadiano, atividade locomotora,

comportamento sexual, memoria, vigilancia, nocicep¢do, enxaqueca, emog¢do, medo e
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processos cognitivos (Parent et al., 1981; Steinbusch, 1981; Sari, 2004; Dugovic, 2001;
Jacobs e Formal, 1991, 1999; Meneses, 1999; Sodero et al., 2006). Alteragdes do sistema
serotoninérgico estdo ligadas a muitas desordens neuropsiquidtricas como depressao,
ansiedade e agressividade (Sleight e Peroutka, 1991; Sari, 2004; Neumann et al., 2010).

A multiplicidade destas fungdes fisiol6gicas e comportamentais na qual a serotonina
estd envolvida, ocorre, em parte, pela sua ampla distribuicio no Sistema Nervoso Central
(SNC) e no Sistema Nervoso Periférico (SNP) e, também, pela diversidade de receptores
(Boess e Martin, 1994; Hoyer et al., 1994).

O sistema serotoninérgico é um sistema complexo e possui 14 subtipos de receptores:
5-HTa, 5-HTp, 5-HTic, 5-HTp, 5-htig, 5-HT2a, 5-HT2p, 5-HT,c, 5-HT3, 5-HT4, 5-htsa, 5-
htsg, 5-HTs e 5-HT7. A familia dos receptores serotoninérgicos é formada em parte por duas
superfamilias de genes: a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G e a superfamilia
dos canais i6nicos. Os receptores 5-HT 456 7 €stdo relacionados com a modulagdo da
adenilato ciclase ou do fosfoinositol via ativacao de proteinas G, ja, os receptores 5-HT; estdao
relacionados com a modulagdo de canais idnicos (Olivier e Oorschot, 2005).

A atividade dos neurOnios serotoninérgicos ¢é regulada por dois tipos de
autorreceptores: 5-HT4 . 13 € também, pelo transporte de serotonina (Pifieyro e Blier, 1999;
Olivier e Oorschot, 2005) (Figura 4). Durante o disparo neuronal, a serotonina € liberada dos
terminais e ativa os receptores serotoninérgicos. A regulacdo do disparo e liberacdo de
serotonina sdo controlados por mecanismos de retroalimentacdo, que modulam a atividade do
neurdnio serotoninérgico. O primeiro mecanismo de modulacdo da atividade serotoninérgica
consiste nos transportadores de serotonina, que estdo localizados nos terminais sindpticos e,
também, os corpos celulares e os dendritos dos neurdnios serotoninérgicos que carregam
serotonina de volta para o neurdnio. Este processo € denominado de recaptacdo de serotonina,

muito importante para restaurar as condicdes normais de disparo da célula e evitar a
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superestimulacdo dos receptores. Outro mecanismo que contribui para cessar o disparo celular
e controlar a liberacdo de serotonina € a ativacdo dos autorreceptores 5-HT;g nos terminais
sindpticos, conduzindo a uma inibi¢do direta da liberacdo de serotonina. Um terceiro
mecanismo ¢é constituido pelos autorreceptores somatodendriticos 5-HTx que também inibem

a liberacdo de serotonina (Pifieyro e Blier, 1999; Adell et al., 2002; Olivier e Oorschot, 2005).

X<

hetero—
rece ptOI'

5—HTT @

.1E
=1F

5 HT—}—QA

™~ 428
r’ e
PR

1
autoreceptor

Figura 3 - Esquema representativo de um neuronio serotoninérgico demonstrando a
localizacdo dos receptores 5-HT (autorreceptores e heterorreceptores). (Reproduzido de

Olivier e Oorschot, 2005).

Experimentos pré-clinicos tém mostrado evidéncias importantes dos receptores 5-HT
e 5-HT,, em relacdo ao comportamento agressivo (Olivier et al., 1989 a; Olivier e Mos, 1992;
Barret e Vanover, 1993; De Almeida e Lucion, 1994, 1997; De Almeida et al., 2005 a), bem
como algumas evidéncias iniciais do envolvimento dos receptores S5-HT3 sobre a
agressividade (Rudissaar et al., 1999; Ricci et al., 2004; McKenzie-Quirk et al., 2005;

Takahaschi et al., 2010, submitted).
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1.6.1 Receptores 5-HT;s

Os receptores 5-HT; 5 além de se localizarem somatodendriticamente no DRN como
exposto anteriormente (secdo 1.5), podem estar localizados pds-sinapticamente em regides
limbicas como o hipocampo, amigdala, nicleo da estria terminal, cértex pré-frontal, cértex
entortinal e septo, onde eles atuam como heterorreceptores sob os neur6nios nao
serotoninérgicos € inibem a liberacdo de outros neurotransmissores (Pazos e Palacios, 1985;
Hensler et al., 1991, Pompeiano et al., 1992; Kia et al., 1996; Barnes e Sharp, 1999; Santana
et al., 2004; Lambas-Seiias et al., 2008; Wang et al., 2009).

Clinicamente, agonistas parciais do receptor 5-HT ;5 como buspirona, podem reduzir o
comportamento agressivo em pacientes com retardo mental (Ratey et al., 1991; Kavoussi et
al., 1997). Este componente também tem sido usado para o tratamento de surtos agressivos
associados com desordens neuropsiquidtricas em adultos e criangas (Connor e Steingard,
1996; Pabis e Stanislav, 1996). Todavia, efeitos fisiologicos foram reportados pela buspirona
e outros agonistas 5-HT4, limitando dessa forma a sua utilizagc@o clinica, como ferramentas
no tratamento da agressividade (Takahaschi et al., 2010, submitted).

InvestigacOes pré-clinicas com administragdo sist€émica de agonistas dos receptores 5-
HT,;4 promovem efeitos anti-agressivos em vdrias espécies de animais, incluindo peixes,
anfibios, passaros, roedores, porcos da India e primatas ndo humanos (Tompkins et al., 1980;
Dompert et al., 1985; Lindgren e Kantak, 1987; Blanchard et al., 1988; McMillen et al., 1988;
Haug et al., 1990; Nikulina et al., 1992; Olivier et al., 1992; Sanchez et al., 1993; Bell e
Hobson, 1994; Muehlenkamp et al., 1995; Joppa et al., 1997; Miczek et al., 1998; de Boer et
al., 1999, 2000; Sperry et al., 2003; de Boer e Koolhaas, 2005; Clotfelter et al., 2007; Ten
Eyck, 2008). Somente com exce¢do de um estudo, na mosca da fruta Drosophila
melanogaster foi reportado um aumento do comportamento agressivo apds o tratamento com

o agonista dos recepores 5-HT 5, 0 8-OH-DPAT (Johnson et al., 2009).
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O 8-OH-DPAT (pKi=8.7) é amplamente utilizado em estudos que caracterizam 0s
efeitos comportamentais dos receptores 5-HT;a, incluindo comportamento agressivo
(Centenaro et al., 2008).

Antagonistas seletivos dos receptores 5-HT;x, como WAY-100635, bloqueiam os
efeitos anti-agressivos dos agonistas 5-HT5 (Miczek et al., 1998; Mendoza et al., 1999; De
Boer e Koolhaas, 2005).

Estudos tém demonstrado que os efeitos anti-agressivos dos agonistas 5-HT;5, em
vertebrados s@o acompanhados de efeitos nao especificos, incluindo sedacao, diminui¢ao da
atividade motora, comportamento estereotipado ou reducao do interesse social (Olivier et al.,
1995; Joppa et al., 1997; Miczek et al., 1998; De Boer e Koolhaas, 2005). Todavia, alguns
agonistas 5-HT;a, como alnespirona e S-15535, podem reduzir o comportamento agressivo
sem afetar outros comportamentos nao agressivos (De Boer et al., 1999, 2000; De Boer e
Koolhaas, 2005). E possivel que estes firmacos atuem numa subpopulacdo de receptores 5-

HT 4 para exercerem este efeito anti-agressivo (Takahaschi et al., 2010, submitted).

1.6.2 Receptores 5-HTp

Tem-se demonstrado que os receptores 5-HT;p estdo envolvidos em fungdes
fisiolégicas importantes, comportamentais € doencas psiquidtricas, incluindo a atividade
locomotora, drogas de abuso, enxaqueca, estados de ansiedade e no comportamento agressivo
(Kennett et al., 1987; Blier et al., 1988; Griebel et al., 1990; Fernandez-Guasti et al., 1992;
O’Connor e Kruk, 1994; Saudou et al., 1994; Boulenguez et al., 1995; Ramboz et al., 1996;
Millan e Perrin-Monneyron, 1997; Clark et al., 2002; Lin e Parsons, 2002; Kaiyala et al.,
2003).

Os receptores 5-HT;g foram encontrados inicialmente em roedores (ratos,

camundongos e hamsters) (Pedigo et al., 1981; Hamon et al., 1986; Sari, 2004) mas sdo
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funcionalmente homdlogos ao receptor 5-HTpg encontrado em seres humanos, sendo que a
unica diferenca estd num aminodcido (Asparagina X Treonina) no sexto dominio
transmembrana do receptor (Metcalf et al., 1992; Oksenberg et al., 1992; Sari, 2004).

Os receptores 5-HTp estdo localizados em regides encefdlicas relacionadas com o
comportamento agressivo e impulsivo, particularmente o PFC (Hoyer et al., 1985; Bruinvels
et al., 1993, 1994; Sari et al., 1999; Sari, 2004). Estudos autorradiograficos também
demonstram uma elevada densidade de receptores 5-HT;p nos ganglios basais
(particularmente na substancia nigra, globo palido, palido ventral e niicleo entopeduncular), e
em muitas outras regides (Pazos e Palacios, 1985; Verge et al., 1986; Bruinvels et al., 1993).
Por outro lado, foi demonstrada uma densidade moderada dos receptores 5-HT ;g no cértex
cerebral, camada molecular do hipocampo, nicleo entopeduncular, camada cinzenta
molecular do coliculo superior, putamen e caudado (Pazos e Palacios, 1985; Bruinvels et al.,
1993; Boulenguez et al., 1996; Sari et al., 1999 e Sari, 2004).

Os receptores 5S-HT g sdo pré e pos-sindpticos. A localizacao anatdmica dos receptores
5-HT,p evidencia a ideia que os receptores 5-HT ;g tém um papel como autorreceptores e
heterorreceptores, isto €, controlam a liberacdo de importantes neurotransmissores (Engel et
al., 1986; Hen, 1992; Barnes e Sharp, 1999), como glutamato (Tanaka e North, 1993;
Hasegawa et al., 2006), GABA (Stanford e Lacey, 1996; Hasegawa et al., 2006), acetilcolina
(Maura e Raiteri, 1986; Hasegawa et al., 2006) e dopamina (Sarhan et al., 1999; Hasegawa et
al., 2006).

A ativagcdo dos receptores pré-sindpticos 5-HT;p inibe a liberagdo de serotonina e
diminui as concentragdes extracelulares de serotonina no cértex, hipocampo ventral, estriatum
e diencéfalo (Engel et al., 1986; Hoyer e Middlemiss, 1989; Hjorth e Shap, 1991; Chopin et
al., 1994; Martin e Humphrey, 1994; Rollema et al., 1996; Roberts et al., 1997; Knobelman et

al., 2000) (ver Sari, 2004, para revisao).
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Camundongos nocaute para o receptor 5-HT;g sdo animais que ndo apresentam
expressdo deste receptor. Estes animais t€ém deletado o gene que codifica o receptor 5-HTp
("™ ¢ apresentam niveis elevados de agressividade no teste residente/ intruso, apés um
més de isolamento, quando comparados com residentes que expressam esse receptor
(Bouwknecht er al., 2001). Os camundongos nocaute também apresentam desinibicao
comportamental em outros testes, incluindo atividade hiperlocomotora (Ramboz et al., 1995;
Brunner et al., 1999), aumento no consumo de alcool e cocaina (Crabbe et al., 1996, 1999;
Rocha et al., 1998), ansiedade (Brunner et al., 1999; Malleret et al., 1999) e hiperatividade
autonomica frente a um novo meio (Bouwknecht et al., 2001). Fémeas Htrlb” também
aumentam o comportamento agressivo durante o periodo pds-parto (Brunner e Hen, 1997).
Assim, todos esses resultados sugerem que os receptores 5-HT;g atuam na inibi¢do dos
comportamentos agressivo e impulsivo (Takahaschi et al., 2010, submitted).

Estudos tém demonstrado que agonistas especificos dos receptores 5-HTz, como CP-
93,129, CP-94,253, anpirtolina, TEMPP e zolmitriptan, promovem uma notavel inibi¢cdo do
comportamento agressivo e ndo alteram os demais comportamentos (Fish et al., 1999; De
Almeida et al., 2001; Miczek et al., 2004; Veiga et al., 2007). Agonistas dos receptores 5-
HT;p tém se mostrado mais seletivos sobre o comportamento agressivo de camundongos,
quando comparados com agonistas que atuam em receptores 5-HT 5 (Miczek et al., 2004;
Olivier, 2004; De Boer e Koolhaas, 2005).

O CP-93,129 € um agonista seletivo dos receptores 5-HT ;3 com uma alta afinidade de
ligacdo para este receptor (pKi=8,1) (Millan et al., 2002), bem como seu antagonista, o SB-
224,289 (pKi=8,2), quando comparado com outros subtipo de receptores (Roberts et al.,
2001). Adicionalmente, o CP-93,129 ndo apresenta nenhuma afinidade por outro sistema de

neurotransmisor, como o sistema dopaminérgico, adrenérgico ou opidceo (Macor et al.,
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1990). Com estas caracteristicas, o CP-93,129 pode ser caracterizado como um seletivo e

altamente especifico ligante dos receptores 5-HT 5 (Hasegawa et al., 2005).

1.7 Aumento do Comportamento Agressivo

Em espécies sociais, 0 comportamento agressivo pode servir como uma importante
funcdo adaptativa. Todavia, quando este tipo de comportamento excede os padrdes tipicos das
espécies, ele pode ser considerado um comportamento maladaptativo (De Almeida et al.,
2005 a).

Parte consideravel do que hoje se sabe sobre a etiologia, neurobiologia e em particular
sobre a farmacologia da agressividade em seres humanos € baseada nos modelos
experimentais desenvolvidos em animais de laboratério (de Boer e Koolhaas, 2005). Niveis
excessivos de comportamento agressivo podem ser induzidos em animais de laboratério
através: /)do uso de farmacos; 2) protocolos experimentais, tais como a provocacdo € a
frustracdo social, ou 3) por selecdo genética (de Boer e Koolhaas, 2005).

O élcool tem sido associado com atos de violéncia e agressao (Faccidomo et al.,
2008). Nos Estados Unidos da América é o farmaco mais envolvido em muitos tipos de
comportamento agressivo (Chermack e Giancola, 1997; Brown et al., 1999; Fulwiler et al.,
2005), em mais de 50% de todos os crimes de violéncia (Murdoch et al., 1990) e acima de
86% dos assassinatos (Roizen, 1997). Todavia, o dlcool pode diminuir a agressividade em
muitas espécies animais, como em camundongos, ratos, macacos € em seres humanos,
presumivelmente devido aos seus efeitos sedativos (Krsiak e Borgesova, 1973; Smoothy e
Berry, 1983).

Em doses baixas a moderadas, o dlcool aumenta significativamente a agressividade

em determinados individuos (Miczek e Barry, 1977; Peeke e Figler, 1981; Cherek et al.,

1984; Blanchard et al., 1987; Miczek et al., 1992, 1994; Berry, 1993; Van Erp e Miczek,
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1997; De Almeida et al., 2001; Miczek e de Almeida, 2001; De Almeida e Miczek, 2001;
Faccidomo et al., 2008). De Almeida e colaboradores (2010) mostraram recentemente que a
agressividade de camundongos e ratos machos aumenta significativamente ap6s consumo de
doses moderadas de etanol (1 g/Kg). Também tem sido demonstrado que alguns individuos
sdo sensiveis aos efeitos de doses moderadas de dlcool, pela agressividade escalada (ou
instigada), enquanto outros ndo o sdo (Chance et al., 1973; Peeke et al., 1973; Miczek e
O’Donnell, 1980; Lister e Hilakivi, 1988; Miczek et al., 1993, 2004; Faccidomo et al., 2008).

A frustragdo social ndo recompensada € um processo motivacional, definida pela
omissao ou descontinuidade de um reforco (ver Dollard ef al., 1939; Amsel e Roussel, 1952;
Azrin et al., 1966; Thompson e Bloom, 1966; Kelly, 1974; De Almeida e Miczek, 2002).
Surtos de agressividade podem ser observados apds a retirada de um reforco de recompensa
em diferentes espécies, como peixes, pdssaros, roedores, macacos e seres humanos
(Thompson e Bloom, 1966; Cherek e Pickens, 1970; Caprara, 1982; Evenden e Ryan, 1996).
O protocolo da frustracdo social aumenta praticamente em dobro a frequéncia dos ataques em
direcdo a um estimulo oponente, apds a omissdo da recompensa (neste caso sacarose), quando
comparado com o comportamento agressivo do animal no qual a recompensa estd sendo
disponibilizada (De Almeida e Miczek, 2001). Este protocolo experimental também
demonstrou se repetir ao longo de vérios meses (De Almeida e Miczek, 2001).

Em relacdo ao aumento de comportamento agressivo por selecdo genética,
camundongos ‘“knouckout” tém sido utilizados para identificar os genes que podem contribuir
para a agressividade (Gammie e Nelson, 1999; Del Punta et al., 2002; Stowers et al., 2002;
Gammie et al., 2005).

Selecionar linhagens especificas de animais que apresentem comportamento agressivo
elevado tem sido uma ferramenta usada em grande nimero de estudos para ajudar a elucidar

as bases genéticas do comportamento agressivo (Gammie et al., 2006). Por exemplo,
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camundongos machos (van Oortmerssen e Bakker, 1981; Sandnabba, 1996; Veenema e
Neumann, 2007) com altos niveis de agressividade e fémeas ndo maternais (Hyde e Sawyer,
1980) com agressdo aumentada sdo previamente selecionados. Camundongos fémeas
lactantes também podem ser previamente selecionados a apresentarem comportamento
agressivo maternal, através de selecdo genética (Gammie et al., 2006).

A provocagao social, objeto deste estudo, € um protocolo experimental utilizado para
elevar os niveis de agressividade tipicos da espécie (Veiga et al., 2010, in press), sendo
utilizado em ratos e camundongos de laboratério. (Figura 3).

O aumento do comportamento agressivo € resultante da exposicado a um oponente por
um curto periodo de tempo, colocado atrds de um anteparo, antes do confronto social
(Potegal, 1991). Este procedimento é denominado provocagdo social ou instiga¢ao social. Em
geral, hamsters, camundongos e ratos iniciam ataques com uma pequena laténcia e com altas
frequéncias quando testados com um intruso em suas caixas ou em um meio nao-familiar,
apos terem sido provocados previamente na presenca de um oponente (Potegal, 1991; Fish et
al., 1999; de Almeida e Miczek, 2002; Centenaro et al., 2008). A provocagao social ndo afeta
o padrao locomotor, a alimentagdo ou o comportamento sexual em machos (Lagerspetz e
Hautojarvi, 1967; Potegal e Tenbrink, 1984; Potegal, 1992; Fish et al., 1999; de Almeida e

Miczek, 2002; de Almeida et al., 2004).



28

Figura 4 - Provocacao Social. A: tubo com o provocador sendo introduzido na caixa da

fémea residente. B: Comportamento de investigacdo pela fémea. C: A fémea cheirando o

intruso. D: Comportamento agressivo de dominar o intruso.

A provocagdo social compreende mudancas comportamentais (aumento do
comportamento agressivo), fisiolégicas e neuroquimicas (diminui¢do dos niveis
serotoninérgicos no hipotdlamo e cértex pré-frontal medial) (Payne et al. 1984, van Erp e
Miczek, 2000). Todos estes comportamentos que ocorrem nos animais submetidos a

provocacdo social podem corresponder a condicdes psiquidtricas (Valzelli, 1973).
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De Almeida e Miczek (2002), utilizando a provocagdo social, observaram aumentos
do repertério comportamental agressivo, mas ndo em elementos comportamentais nao-
agressivos, como a locomocao. Fish e colaboradores (1999) demonstraram que a exposi¢do a
um camundongo macho adulto aumenta a agressividade, todavia outros estimulos como um
camundongo juvenil ou uma fé€mea ndo foram suficientes para gerar altos niveis de
agressividade.

O desenvolvimento de protocolos experimentais para aumentar os niveis de
comportamento agressivo, principalmente em camundongos, aproxima-se de padrdes
comportamentais clinicos (De Almeida e Miczek, 2002). Tratamentos farmacolégicos em
animais que apresentam comportamento agressivo simulam os comportamentos de
agressividade em seres humanos (Eichelman, 1990, 1992; Miczek et al., 1994). Estudos dos
mecanismos neurais de agressdo podem contribuir para a nossa compreensao a respeito dos
mecanismos de intervencao farmacoterapéutica no comportamento agressivo humano (Ueda
etal., 1999).

Dessa forma, o objetivo de se utilizar a provocacdo social € aumentar o
comportamento agressivo dos animais. Ratas, por exemplo, apresentam uma frequéncia basal
de comportamento agressivo bastante reduzido, assim, submeté-las a provocacgao social é uma

forma de aumentar seus niveis de agressividade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O estudo do comportamento agressivo utilizando modelos experimentais animais
torna-se uma ferramenta de vital importancia para o entendimento das bases neurobiolégicas
da agressividade em seres humanos. Dessa forma, torna-se imprescindivel tentar estabelecer,
pelo menos em parte, a circuitaria que estd relacionada com o comportamento agressivo.
Tendo em vista que muito do que se sabe até o momento tem como base estudos animais
realizados com machos, este trabalho tem como objetivo principal avaliar o papel dos
receptores serotoninérgicos 5-HT;4 e 5-HT ;g no nicleo dorsal da rafe mesencefdlica e no

cortex pré-frontal, respectivamente, de ratas lactantes submetidas a provocagao social.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar se os receptores 5-HT,p localizados especificamente na regido VO PFC, sao
importantes para o controle do comportamento agressivo em fémeas no periodo pds-

parto, provocadas socialmente;

e Verificar a especificidade do receptor 5-HT;g na atenuacdo do comportamento
agressivo através da microinjecdo do antagonista dos receptores 5-HTp: SB-224,289

no VO PFC de ratas fémeas no periodo pds-parto, provocadas socialmente;

e Verificar se os agonistas dos receptores 5-HT2:8-OH-DPAT e 5-HT;g. CP-93,129

microinjetados especificamente no DRN e no VO PFC, respectivamente e
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simultaneamente, podem reduzir o comportamento agressivo aumentado de ratas

provocadas socialmente;

Analisar se a reducdo do comportamento agressivo ocorre através da ativacdo dos

receptores pré (5-HT;4) ou poés-sindpticos (5-HT)p).



62

ARTIGO 1

SOCIAL INSTIGATION E AGGRESSION IN POSTPARTUM FEMALE RATS: ROLE
OF 5-HT 4 E 5-HT,;3 RECEPTORS IN THE DORSAL RAPHE NUCLEUS AND
PREFRONTAL CORTEX

Artigo aceito para publicacdo na revista Psychoparmacology




63

CARTA DE ACEITE DO ARTIGO

30-Oct-2010

Manuscript No. Psych-2009-00615.R4

Title : SOCIAL INSTIGATION AND AGGRESSION IN POSTPARTUM FEMALE
RATS: ROLE OF 5-HT1A AND 5-HT1B RECEPTORS IN THE DORSAL RAPHE
NUCLEUS AND PREFRONTAL CORTEX

By: da Veiga, Caroline; Miczek, Klaus; Lucion, Aldo; de Almeida, Rosa

Dear Dr. de Almeida,

We are pleased to inform you that your manuscript Psych-2009-00615.R4, entitled
\"SOCIAL INSTIGATION AND AGGRESSION IN POSTPARTUM FEMALE RATS:
ROLE OF 5-HT1A AND 5-HT1B RECEPTORS IN THE DORSAL RAPHE NUCLEUS
AND PREFRONTAL CORTEX\", has been accepted for publication in
Psychopharmacology.

The manuscript will now be forwarded to the publisher, from whom you will shortly
receive information regarding the correction of proofs and fast online publication. The
manuscript will be included in a special issue of Psychopharmacology titled: Serotonin
Revisited. The manuscript is due to be published at the beginning of next year.

Should you have any questions regarding publication of your paper, please contact the
responsible production editor, Mr. Luz Narvasa at luz.narvasa@springer.com.

Best wishes and thanks,
Irwin

Dr. Irwin Lucki
Principal Editor
Psychopharmacology



Social instigation and aggression in
postpartum femalerats: role of 5-Ht1A
and 5-Ht1B receptors in the dorsal raphé
nucleus and prefrontal cortex

Psychopharmacology

ISSN 0033-3158
Volume 213
Combined 2-3

Psychopharmacology (2010)
213:475-487

DOI 10.1007/
s00213-010-2083-5

@ Springer



Your article is protected by copyright and

all rights are held exclusively by Springer-
Verlag. This e-offprint is for personal use only
and shall not be self-archived in electronic
repositories. If you wish to self-archive your
work, please use the accepted author’s
version for posting to your own website or
your institution’s repository. You may further
deposit the accepted author’s version on a
funder’s repository at a funder’s request,
provided it is not made publicly available until
12 months after publication.

@ Springer



Psychopharmacology (2011) 213:475-487
DOI 10.1007/s00213-010-2083-5

ORIGINAL INVESTIGATION

Social instigation and aggression in postpartum female rats:
role of 5-Ht;, and 5-Ht,z receptors in the dorsal raphé

nucleus and prefrontal cortex

Caroline Perinazzo da Veiga - Klaus A. Miczek -
Aldo Bolten Lucion - Rosa Maria Martins de Almeida

Received: 22 December 2009 / Accepted: 30 October 2010 /Published online: 24 November 2010

© Springer-Verlag 2010

Abstract

Rationale 5-HT, A and 5-HT,p receptor agonists effectively
reduce aggressive behavior in males that has been escalated
by social instigation. Important sites of action for these
drugs are the receptors in dorsal raphé nuclei (DRN) and
the ventral-orbital prefrontal cortex (VO PFC). DRN and
VO PFC areas are particularly relevant in the inhibitory
control of escalated aggressive and impulsive behavior.
Objectives The objectives of this study are to assess the
anti-aggressive effects of 5-HT;, (8-OH-DPAT) and 5-
HT;g (CP-93,129) receptor agonists microinjected into
DRN and VO PFC, respectively, and to study the
aggressive behavior in postpartum female Wistar rats using
the social instigation protocol to increase aggression.
Methods and Results 8-OH-DPAT (0.56 pg) in the DRN
increased aggressive behavior in postpartum female rats.
By contrast, CP-93,129 (1.0 pg) microinjected into VO
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PFC decreased the number of attack bites and lateral
threats. 5-HT;5 and 5-HT,p receptor agonists differed in
their effects on non-aggressive activities, the former
decreasing rearing and grooming and the latter increasing
these acts. When 8-OH-DPAT was microinjected into DRN
and CP-93,129 was microinjected into VO PFC in female
rats at the same time, maternal aggression decreased.
Specific participation of 5-HT;g receptors was verified by
reversal of the anti-aggressive effects using the selective
antagonist SB-224,289 (1.0 ug).

Conclusions The decrease in maternal aggressive behavior
after microinjections of 5-HT g receptor agonists into the
VO PFC and DRN of female postpartum rats that were
instigated socially supports the hypothesis that activation of
these receptors modulates high levels of aggression in a
behaviorally specific manner, due to activation of 5-HT g
receptors at the soma and terminals.
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Introduction

Postpartum aggression in female rodents represents a
species-typical adaptation, and escalations beyond this level
may model excessive aggression that is of clinical concern.
In this sense, postpartum females were used as a model of
naturally heightened aggression. In rats, maternal aggres-
sive behavior occurs more frequently from days 3 to 12
after delivery, and during this period, females show intense
care directed at the pups (Consiglio and Bridges 2009;
Erskine et al. 1978).

In order to enhance the translational value, this type of
aggression in postpartum females was escalated by social
instigation to engender levels of aggression exceeding the
normal species-typical responses. The social instigation
procedure has proven to be a highly effective way to
increase aggressive behavior in male animals by provoking
or instigating a territorial resident through the close
proximity of an opponent who cannot be attacked (Potegal
1991). The exposure of an experimental subject to a
potential rival for a short time prior to the actual
confrontation engenders intense levels of aggression, as
originally described in mice (Lagerspetz and Hautojarvi
1967; Tellegen and Horn 1972). For example, male mice,
rats, and hamsters initiate attacks with very short latency
and at high frequency when tested with an intruder in their
home cage or in an unfamiliar locale after having been
provoked previously by an opponent (De Almeida and
Miczek 2002; Fish et al. 1999; Potegal 1991). Instigation
specifically increases aggressive behavior and does not
activate locomotion, feeding, or sexual behavior (Lagerspetz
and Hautojarvi 1967; Potegal and Tenbrink 1984; Potegal
1991). Even after removal of the instigating stimulus, high
levels of aggression persist in fish and rodents, presumably
from increased “aggressive arousal” or “attack readiness”
(Potegal 1991). At the neurochemical level, male hamsters
and rats that have been instigated to fight are characterized
by a long-lasting decrease in serotonin in hypothalamus and
in medial prefrontal cortex (Payne et al. 1984; van Erp and
Miczek 2000). By contrast, behavioral and neurobiological
information on escalated aggressive behavior by female
animals is lacking.

The neural circuitry which is related to maternal
aggressive behavior involves brain areas such as the
periaqueductal gray matter, raphé nuclei, septal area,
hypothalamic nuclei and ventral-orbital prefrontal cortex
(De Almeida and Lucion 1997; Veiga et al. 2007; for
review, see Lonstein and Gammie 2002), and several
neurotransmitters are implicated in this type of behavior,
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prominently serotonin (De Almeida and Lucion 1994,
1997). Brain serotonin also plays a critical role in many
impulsive types of aggressive behavior and violence in
humans and other species (Caspi et al. 2009; Coccaro 1989;
Garattini et al. 1967; Giacalone et al. 1968; Maas 1962;
Valzelli 1981). The treatment options of escalated aggres-
sion are compromised by the fact that there are no selective
pharmacotherapies, most still relying on antipsychotic
medications (Volavka 1995, 2002).

Systemic administration of selective 5-HT;, receptor
agonists such 8-OH-DPAT, alnespirone, S-15535 (De Boer
et al. 2000; De Boer and Koolhaas 2005), and some
specific 5-HT;p receptor agonists, such as CP-93,129 and
CP-94,253 (De Almeida et al. 2006; Veiga et al. 2007;
Bannai et al. 2007), exert efficacious and selective anti-
aggressive activity, both on species-typical and on esca-
lated aggression when microinjected into VO PFC or
dorsal raphé nucleus (DRN). On the other hand, some 5-
HT, 5 receptor agonists, such as buspirone, flesinoxan, and
ipsapirone, decrease aggressive behavior accompanied by
undesirable side effects (De Almeida and Lucion 1994;
Mos et al. 1992; Olivier et al. 1989a, b, 1990a, b, 1994).
Escalated aggression and other types of aggressive
behavior are effectively reduced by the stimulation of 5-
HT,, and 5-HT;g receptors (De Almeida and Miczek
2002; De Almeida et al. 2006; Fish et al. 1999; Olivier and
van Oorschot 2005; Veiga et al. 2007). Highly selective 5-
HT,A and 5-HT,g receptor agonists do not significantly
alter motor activities in the dose range that decreases
aggressive behavior, both at species-typical (De Almeida
and Lucion 1997; Joppa et al. 1997) and escalated levels
(Centenaro et al. 2008; De Almeida and Miczek 2002; De
Boer and Koolhaas 2005; Fish et al. 1999; Veiga et al.
2007). The specific role of these receptors was confirmed
by reversal of the anti-aggressive effects using selective 5-
HT,5, and 5-HT;p antagonists WAY-100,635 and SB-
224,289 (Centenaro et al. 2008; De Almeida et al. 2006;
De Boer et al. 1999, 2000; Lopez-Mendoza et al. 1998;
Miczek et al. 1998).

5-HT, 5 receptors are located on somata and dendrites in
the DRN, where they act as inhibitory autoreceptors
(Miquel et al. 1992). The 5-HT 5 receptors are also located
postsynaptically in limbic areas acting as heteroceptors on
non-serotonergic neurons, where they inhibit the release of
other neurotransmitters (Barnes and Sharp 1999). The 5-
HT;p receptors are located pre- and postsynaptically, the
former act as autoreceptors on serotonergic terminals
(Boschert et al. 1994; Bonaventura et al. 1998) and the
latter are located as heteroreceptors. The prefrontal cortex is
a brain region that contains both 5-HT;, and 5-HT;p
receptors, specifically in the ventral-orbital region, and this
area has been identified as a particularly important site in
the inhibitory control of the sub-cortical circuits mediating
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aggressive and impulsive behavior (Blair 2001, 2004;
Séguin 2004; Cardinal et al. 2004; Kheramin et al. 2005;
Veiga et al. 2007). Violent behavior is found in patients
with lesions or neurodegenerative disorders in areas of the
PFC, suggesting that this area is critical for the control of
aggressive behavior (Hawkins and Trobst 1998, 2000;
Davidson et al. 2000; Veit et al. 2002; Blair 2004; for
review, see Brower and Price 2001).

Initially, we tested the hypothesis that 5-HT g receptors
in serotonergic terminals are critical in the VO PFC for the
control of escalated aggressive behavior in postpartum
females. To this end, we examined the antiaggressive
effects of the 5-HT,g receptor agonist, CP-93,129, after
this compound was microinjected into the VO PFC. A
further test of this hypothesis was to confirm the specificity
of 5-HT receptor site as critical for decreasing aggressive
behavior by microinjecting the 5-HT;g receptor antagonist
SB-224,289 into the VO PFC. We expanded the hypothesis
by integrating actions at terminal and somatodendritic
receptors as sites of action for the behavioral effects of
the receptor 5-HT; 5 and 5-HT;p agonists, respectively, by
microinjecting 8-OH-DPAT into the DRN and CP-
93,129V0O PFC at the same time. Finally, we sought to
determine whether the anti-aggressive effects were the
result of activation of pre- or postsynaptic receptors (5-
HT]A or S-HT]B).

Materials and methods
Animals

Nulliparous female Wistar rats (N=114), born and bred
at Universidade do Vale do Rio dos Sinos, UNISINOS, 3—
4 months old and weighing between 250 and 350 g, were
maintained on a 12:12-h light:dark cycle, lights on at 4:00
am. After delivery, each litter was culled to eight pups. To
test maternal aggressive behavior, the experimental
female rats confronted male Wistar rats. Each male
intruder was used only once per behavioral test. Females
were kept in polycarbonate cages (65%55x25 cm).
Intruders were male rats which had a direct confrontation
with the residents (n=60) and weighed on average 50 g
less than the females. The instigators were the animals
that were protected and did not have a direct confrontation
with the residents (n=60); they were also on average 50 g
smaller than the resident females, and were maintained in
groups of five, in standard polycarbonate cages (65x55 x
25 cm). The instigators were males that were never used
as intruders. All of the rats were from the same strain, and
all rats were kept in the same room in a temperature-
controlled environment (20+2°C) with food and water
available ad libitum.

Resident intruder confrontation

On the third postpartum day, females were selected for
maternal aggressive behavior and only those displaying
more than two bites against an unprotected intruder during
a 10-min confrontation were used as subjects. About 30%
of females were excluded because they did not meet this
criterion. The behavioral test was conducted in the home
cage of the female residents. From postpartum days 3 to 12,
a high level of aggression is observed in females, and
thereafter, aggressive behavior declines (Erskine et al.
1978; Mos and Olivier 1986).

Social instigation

On the fifth postpartum day, the social instigation procedure
was implemented. The social instigation consisted of
placing a clear perforated glass cylinder (28 cm long,
10 cm in diameter) containing an opponent male (“insti-
gator”), for 5 min in the center of the female resident's
home cage. The residents typically threatened the protected
instigator and attacked the perforated glass cylinder. In
general, rodents initiate attacks with very short latency and
high frequency when tested with an intruder in their home
cage after having been provoked previously by an opponent
(Potegal 1991). The pups remained inside the cage together
with their dams during the social instigation and the
confrontation with the intruder.

Surgery

On the sixth postpartum day, each female was anesthetized
with 100 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine intra-
peritoneally (IP), placed in a stereotaxic frame (David Kopf;
Tujunga, CA, USA), and implanted with one or two guide
cannulae (22 gauge) fixed with dental cement to the skull. One
cannula was aimed at the VO PFC at the right hemisphere:
4.3 mm anterior to bregma, 0.6 mm lateral to the mid-saggital
line, 2.1 mm below dura mater. A second cannula was aimed
at the DRN at the right hemisphere: —7.8 mm posterior to
bregma, 1.6 mm lateral to the mid-saggital line, 5.2 mm below
dura mater, tilted in a 20° angle. The coordinates were based
on the atlas by Paxinos and Watson (1998). Females remained
separated from the pups for 2 h. Experiments were
performed in accordance with the current NIH Guide for
Animal Care and Use and Colégio Brasileiro de Exper-
imentagdo Animal (COBEA), and they were approved by the
Research Committee of the University.

Microinjections

On the ninth postpartum day, the microinjections with agonist
and antagonist or vehicle were performed 15 and 30 min

@ Springer



478

Psychopharmacology (2011) 213:475-487

before the resident—intruder test, respectively (Veiga et al.
2007). The naive male intruder was placed into the female's
cage, and immediately thereafter, the behaviors were video-
taped for 10 min. The solutions were slowly infused over the
course of 60 s at a rate of 0.2 ul/min, using a Hamilton
syringe connected by tubing to the injecting needle that
stayed in situ for a further minute after the microinjection.
Experimental groups:

Experiment 1: The animals were microinjected with CP-
93,129 at 0.56 ng/0.2 ul (n=12) or vehicle
(saline) (n=9) into the VO PFC 15 min
before the confrontation with the intruder.
Experiment 2 The females received two microinjections into
the VO PFC. First, the animals were micro-
injected with 5-HT receptor antagonist, SB-
224289 (5.0 pg/0.2 ul) and 15 min later
with the 5-HT,p receptor agonist, CP-93,129
(1.0 ng/0.2 ul) (n=12) or vehicle (n=13) or
with vehicle plus vehicle (n=12).

The animals were microinjected with a 5-
HT,5 receptor agonist, §-OH-DPAT
(0.56 pg/0.2 ul) into DRN and with a 5-
HT;p receptor agonist, CP-93,129 (0.1 and
1.0 pug/0.2 ul, n=9) into VO PFC or vehicle
and vehicle into DRN and into VO PFC.
Both microinjections were performed im-
mediately following each other. The control
groups were microinjected with saline. In
sequence, the rat was microinjected with 8-
OH-DPAT immediately followed by CP-
93,129. The behavioral tests occurred
15 min after the microinjections.

The groups studied were as follows:

Experiment 3

Vehicle into DRN + vehicle into VO PFC (n=11)
Vehicle into DRN + CP-93,129 (1.0 ug/0.2 ul)
into VO PFC (n=10)

8-OH-DPAT (0.56 png/0.2 ul) into DRN + vehicle
VO PFC (n=9)

8-OH-DPAT (0.56 pg/0.2 ul) into DRN + CP-
93,129 (0.1 pg/0.2 ul) into VO PFC (n=9)
8-OH-DPAT (0.56 pg/0.2 ul) into DRN + CP-
93,129 (1.0 pg/0.2 ul) into VO PFRC (n=9)

Drugs

CP-93,129 (1,4-dihydro-3-[1,2,3,6-tetrahydro-4-pyridinyl]-
SH-pyrrolo [3,2-b] pyridine-5-one dihydrochloride; Pfizer,
Groton, CT, USA), and 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-
propylamino) tetralin hydrobromide; Sigma, St. Louis, MO,
USA) were dissolved and sonicated in saline solution. The
5-HT, g receptor agonist, CP-93,129 was donated by Pfizer.
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Histology

After completion of all behavioral tests, the dams were deeply
anesthetized with an overdose of sodium thiopental. Brains
were perfused with saline and thereafter with 4% formalde-
hyde. The brains were removed and fixed in 4% formaldehyde
and later cut on a vibratome in 50-micron coronal slices.
Locations of the cannula tips were determined via microscopic
analysis, and only the animals with an exact localization were
used for data analysis (Fig. 1). The animals that were
designated as anatomical controls had incorrectly positioned
placements. Histological analysis showed that 66 cannula
placements were correctly positioned in the target areas in
experiments 1 and 2 (Fig. 2), and 48 cannula placements
were correctly positioned in the target areas in experiment 3
(Fig. 3). Five animals were anatomical controls in experi-
ment 1 (Fig. 2a), seven in experiment 2 (Fig. 2b), and eight
in experiment 3 (Fig. 3a, b).

Behavioral analysis

The resident—intruder confrontations were videotaped and
later analyzed by a trained investigator with adequate inter-
and intra-observer reliability using The Observer software
(version 3.0, Noldus, The Netherlands). De Almeida and
Lucion (1997) previously defined the behavioral repertoire
of lactating females, including the frequency and duration
of aggressive elements such as lateral threat, lateral attack,
bite, and pin, and the duration of non-aggressive elements
such as sniffing the intruder, grooming, rearing, and
walking. Pup care measurements included how long each
dam carried, licked, and nursed the pups.

Statistical analysis

After confirming the homogeneity of variance of all
data, they were expressed as mean = SEM. The effect
of social instigation on maternal aggressive behavior
was analyzed using a paired Student ¢ test, comparing
species-typical baseline aggression vs aggression after
social instigation.

Data from all three experiments were analyzed using
one-way ANOVAs. When a statistically significant F' value
(»<0.05) was obtained, Newman—Keuls post hoc tests were
conducted comparing drug treatments with the
corresponding vehicle group. Regarding non-aggressive
motor behaviors, the data from all groups with agonist
and antagonist treatment were compared with those from
their respective controls using ANOVA. When significant
differences were found, Newman—Keuls post hoc tests were
performed. The data from the anatomical control animals
were compared to those from the vehicle group using a
paired Student 7 test.
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Fig. 1 a Photomicrograph
showing the placement of the
guide cannula and injection in
the VO PFC. b Photomicro-
graph showing the placement of
guide cannula and injection into
DRN (arrow)

Results

Heightened aggression after social instigation

Social instigation significantly increased bite frequency in
postpartum female rats compared to a non-instigated
control group (¢ (104)=2.87; p<0.004; Fig. 4).

Fig. 2 a, b Schematic represen-
tation of successive coronal
sections of the rat brain showing
the histological verification of
injection placement (n=66) in
the ventral-orbital prefrontal
cortex (rostral to caudal: 5.20,
4.70, 4.20, and 3.70 mm anterior
to the bregma). VO ventral—
orbital frontal cortex, LO lateral
orbital cortex, MO medial orbit-
al cortex, Cg3 cingulate cortex,
area 3, Fr2 frontal cortex, area
2, Al agranular insular cortex,
VLO ventrolateral orbital cortex.
All the images are from Paxinos
and Watson (1998). a Experi-
ment 1: Asterisks represent the
site of CP-93,129 injection and
pen circles represent the site of
vehicle injection. b Experiment
2: Asterisks represent the site of
SB-224,289 injection and pen
circles represent the site of
vehicle injection. Diamonds
represent off-target injections for
CP-93,129, vehicle, or SB-
224,289 injections

Aggressive behaviors

In experiment 1, CP-93,129 (1.0 pg) microinjected into VO
PFC of instigated females decreased the frequency of lateral
attack (F(5,77)=4.78; p<0.008; Table 1), lateral threat (¥
(3,33)=3.62; p<0.05; Table 1), and pinning the intruder (¥
(5,16)=3.98; p<0.01; Table 1) as compared to the control

+ Bregma 4.70 mm

+ Bregma 3.70 mm
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Fig. 3 Experiment 3. a Schematic representation of successive coronal
sections of the rat brain showing the histological verification of
injection placement (n=48) in the ventral-orbital frontal cortex (rostral
to caudal: 5.20, 4.70, 4.20, and 3.70 mm anterior to the bregma). VO
ventral-orbital frontal cortex, LO lateral orbital cortex, MO medial
orbital cortex, Cg3 cingulado cortex, area 3, Fr2 frontal cortex, area 2,
Al agranular insular cortex, VLO ventrolateral orbital cortex. Asterisks
represent the site of CP-93,129 injection and pen circles represent the
site of vehicle injection. b Schematic representation of successive
coronal sections of the rat brain showing the histological verification of

group. The 1.0 ug dose decreased the frequency of lateral
attack as compared to 0.56 ug (F(5,77)=3.03; p<0.08;
Table 1). The lower dose of CP-93,129 (0.56 ng) decreased
only the frequency of pinning the intruder (£(5,16)=3.93; p<
0.01; Table 1) as compared to the control group. The duration
(in seconds) of lateral attack (F(5,95)=4.86; p<0.007;
Table 1), lateral threat (F(3,34)=3.65; p<0.05; Table 1),
and pinning the intruder (F(4,66)=4.07; p<0.01; Table 1)
decreased when CP-93,129 (1.0 pg) was microinjected into
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- Bregma 7.04 mm
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- Bregma 8.00 mm

- Bregma 8.30 mm

- Bregma 8.72 mm
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injection placement (n=48) in the dorsal raphé nucleus (rostral to
caudal: =7.04, =7.30, —7.64, —7.80, —8.00, —8.30, —8.72, and —8.80 mm
posterior to the bregma). CG central gray, 3PC oculomotor nucleu
parvocellular, Su3 supraoculomotor central gray, m/f medial longitudinal
fasciculus, CLi caudal linear nucleu raphé, CGLV central gray, lateral
ventral, CGM central gray medial, Me5 mesencephalic trigeminal
nucleu. Asterisks represent the site of 8-OH-DPAT injection and pen
circles represent the site of vehicle injection. Diamonds represent no
target of CP-93,129, vehicle or 8-OH-DPAT injections. All the images
are from Paxinos and Watson (1998)

VO PFC, as compared to the control group. The lower dose
of CP-93,129 (0.56 pg) decreased the duration of pinning
the intruder (F(4,66)=3.34; p<0.01; Table 1) as compared to
the control group. When CP-93,129 was microinjected at the
1.0 pg dose outside of the VO PFC, it did not alter any of the
aggressive behaviors (Table 1).

In experiment 2, the pretreatment with the 5-HT;g
receptor antagonist, SB-224,289, at the 5.0 pg dose
antagonized the decrease of frequency of lateral threat and
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Fig. 4 The effects of instigation Aftack Bites
(Inst) by an intruder on maternal Frequency
aggressive behavior in resident 20
female rats (N=105 in each
group). The aggressive behavior *
portrayed is the frequency of |
attack bites towards the male 15 |
intruder under control (Ctr/) and
instigation (/nst) conditions. |
Vertical bars represent the mean I
+ SEM. Asterisk, p<0.004 10+

5 -

ol

Ctrl Inst

Table 1 Behaviors during aggression in postpartum female rats

pinning the intruder produced by CP-93,129 (Table 1). The
frequency of lateral attacks was not altered as compared to
control group (Table 1). There were no significant effects
on aggressive behaviors after the microinjections of vehicle
and SB-224,289 into VO PFC (Table 1). The duration (in
seconds) of lateral threat and pinning the intruder produced
by CP-93,129 too was antagonized after the pretreatment
with the 5-HTp receptor antagonist, SB-224,289 at the 5.0-
pg dose (Table 1). The duration of lateral attacks was not
altered as compared to control group (Table 1).

In experiment 3, microinjections of 8-OH-DPAT at the
0.56 pg dose into the DRN followed by vehicle into VO
PFC significantly increased the frequency (F(3,45)=4.13; p<
0.01, Fig. 5a) and the duration (F(3,48)=4.06; p<0.01,
Fig. 5a) of lateral attacks as compared to the vehicle group.
Microinjections of 8-OH-DPAT into DRN (0.56 pg) fol-
lowed by vehicle into the VO PFC also increased the
frequency (F(3,34)=3.50; p<0.01, Fig. 5b) and the duration
(F(3,32)=3.56; p<0.01, Fig. 5a) of bites directed at the

Parameter CP-93,129 doses (ng/0.2 pl) Vehicle SB-224,289 (5.0 png/0.2 pul) Ac
Vehicle 0.56 (n=12) 1.0 (n=8) Ac (n=5) +Vehicle +Vehicle +CP-93,129 (n=7)
(n=9) (n=12) (n=13) (n=12)

Latency to attack 28.0+7.4 76.4£11.1°  21.5+12.2° 52.3+9.6 86.0£21.0 64.7£21.3 68.6£31.5 44.6+18.7
Frequency

Lateral attack 12.0+2.4 8.3+1.5 2.7+1.1° 9.8+3.6 8.5+1.3 5.5+1.0 10.2+1.8 10.0+4.9
Bite the body 4.6+2.1 3.5+1.1 2.0x1.1 5.6+4.2 1.4+0.8 2.1+£0.8 2.0+0.6 3.1+£2.0
Lateral threat 6.1+1.7 42+1.2 0.9+0.59 6.4+2.9 1.240.4 2.2+0.7 2.8+0.8 5.0+3.4
Pin 4.6+1.1 1.4+0.9 ¢ 0.1+0.1 9 22+1.5 0.2+0.2 0.1£0.1 0.9+0.4 0.8+0.4
Duration aggressive behaviors

Lateral attack 9.30+1.98 5.35£1.27 1.76+0.7 ¢ 7.84+3.21 6.17+1.34 4.04+0.86 7.49+1.65 7.77+4.11
Bite the body 3.82+1.81 2.19+0.75 1.87+0.93 6.24+5.57 0.81+0.46 1.26+0.53 1.05+0.35 3.50+2.51
Lateral threat 10.02+2.83 6.06+2.24 121£0.819  18.42+8.35 2.60+1.03 3.36+1.33 4.55+1.53 9.68+7.31
Pin 20.71+7.02 5.89+3.56 0.81+0.81°¢ 9.50+5.85 0.80+0.80 0.32+0.24 4.27+2.61 1.80+0.90
Duration non agressive behaviors

Sniffing 170.4+30.6  160.2+13.8 84.2+20.7°  246.3+£35.6  194.2+17.8  185.1+17.3  203.2+28.8  214.6+35.3
Pup care 6.9+4.0 1.4+0.8 16.3+10.5 4.1+1.9 1.7+£0.9 1.9+1.4 1.8+1.4 2.6+1.3
Walking 98.4+14.5 138.6+17.5 91.6+12.3 95.9+£10.1 85.0+13.9  113.3+£9.8 135.3+8.9 107.6+16.3
Rearing 11.5+£5.5 21.0+3.6 43.4+14.0%  19.62+4.0 11.1£3.0 29.4+6.8%8 12.6+2.3 6.9£2.3
Grooming 53.3+13.0 69.9+£14.2 37.2+10.8 59.1+£20.6 44.0+14.7 59.5+12.2 43.4+8.0 56.2+15.0

Data expressed in mean + SEM
Ac anatomical controls

4 p<0.01, compared to 0.56 group

b p<0.01, compared to vehicle group

€ p<0.05, compared to vehicle and 0.56 groups

d p<0.05, compared to vehicle group

€ p<0.05, compared to veh + veh and SB + vehicle group

p<0.01, compared to veh + veh group

€p<0.01, compared to veh + veh and SB + CP group
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Fig. 5 Effects of 5-HT, 4 receptor agonist 8-OH-DPAT in the dorsal
raphé nucleus and of 5-HT;p receptor agonist CP-93,129 in the VO
PFC on escalated aggressive behavior. a Frequency of lateral attacks.
a p<0.05 compared to Veh + Veh; ¢ p<0.05 compared to 8-OH + Veh.
b Frequency of bites, directed at the body of the intruder after vehicle
microinjection followed immediately by a second vehicle, vehicle
followed immediately by CP-93,129 (1.0 ng/0.2 pl), 8-OH-DPAT
(0.56 pg/0.2 pl), followed immediately by vehicle, 8-OH-DPAT
(0.56 png/0.2 ul) followed immediately by CP-93,129 (0.1/0.2 pl), and
8-OH-DPAT (0.56 pg/0.2 pl) followed immediately by CP-93,129
(1.0 ng/0.2 ul), respectively. abe p<0.05 compared to Veh + Veh; Veh
+ CP 1.0 and 8-OH+CP 1.0. Vertical bars represent the mean + SEM

intruder's body as compared to vehicle group. By contrast,
microinjections of 8-OH-DPAT into the DRN (0.56 ug)
followed by CP-93,129 (1.0 pg) into VO PFC decreased the
frequency (F(3,45)=4.89; p<0.01; Fig. 5a, b) and the
duration (F(3,48)=4.97; p<0.01, Fig. 5a, b) of lateral attacks
and also decreased the frequency (F(3,34)=4.63; p<0.01;
Fig. 5a, b) and the duration (£(3,32)=4.58; p<0.01, Fig. 5a)
of bites directed at the intruder's body as compared to 8-OH-
DPAT (0.56 pg) + vehicle. The frequency and the duration
of lateral threats was not changed in any of the groups after
microinjections of 8-OH-DPAT + vehicle or 8-OH-DPAT
(0.56 ug) + CP-93,129 (0.1 pg) or 8-OH-DPAT (0.56 pg) +
CP-93,129 (1.0 ug) (see Table 2).
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Non-aggressive behaviors

In experiment 1, microinjection of 1.0 ug CP-93,129 into
VO PFEC significantly decreased the duration of sniffing the
intruder and the duration of rearing when compared to the
control group. The other behaviors, such as interacting with
pups, walking, and grooming, were not altered by any dose
of CP-93,129 (Table 1).

In experiment 2, only the duration of rearing was
decreased after the microinjection of SB-224,289 plus
vehicle as compared to this measure in the control group
(Table 1). The treatment with SB-224,289 + CP-93,129
changed the duration of non-aggressive behaviors such as
walking and rearing as compared to SB-224,289 + vehicle.
All the other non-aggressive behaviors remained unchanged
as compared to the measures in the control group (Table 1).

In experiment 3, none of the non-aggressive behaviors,
such as walking, rearing, and grooming, were changed by
the microinjections of 8-OH-DPAT into the DRN and CP-
93,129 into the VO PFC (Table 2).

Discussion

The current experiments provide evidence that stimulation
of the 5-HT;, somatodendritic autoreceptors in the DRN
via the agonist 8-OH-DPAT significantly increases aggres-
sive behavior by postpartum females, while activation of 5-
HT,;p receptors in the VO PFC has anti-aggressive effects.
The current study is the first to demonstrate increased
aggressive behavior in postpartum females with microin-
jection of 8-OH-DPAT in the DRN after social instigation.
Moreover, this appears to be the first evidence for
functionally opposing roles of receptor subtypes within
the 5-HT; family, at least with regard to aggressive
behavior by postpartum females.

Contrary to the aggression-escalating effects in the
present experiments after 8-OH-DPAT microinjection into
the DRN, 8-OH-DPAT and alnespirone microinjections into
the DRN diminished aggressive behavior in male rats (Mos
et al. 1993). De Almeida and Lucion (1997) microinjected
8-OH-DPAT (0.2 and 2.0 pg) directly into the median raphé
nucleus and found a decrease in aggression during the
postpartum period of female Wistar rats. By contrast,
microinjection of 8-OH-DPAT (0.2-2.0 pg) into the medial
septal area increased postpartum aggressive behavior (De
Almeida and Lucion 1997).

8-OH-DPAT increased important elements of aggressive
behavior by postpartum females due to action on serotonergic
neurons in the DRN; it causes an auto-inhibition via action on
the 5-HT,, autoreceptors (Sprouse and Aghajanian 1987).
The activation of 5-HT;, receptors by 5-HT leads to an
opening of potassium channels causing a hyperpolarization
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Table 2 Behaviors during aggression in postpartum female rats
Parameter Vehicle 8-OH [0.56] Ac
+ Vehicle + CP-93 [1.0] + Vehicle (n=9) + CP-93 [0.1] + CP-93 [1.0] (n=8)
(n=11) (n=10) (n=9) (n=9)

Latency to attack 97.8+£40.3 48.0+14.9 52.0£13.0 71.4£29.4 47.1£26.0 26.4+12.5
Frequency

Lateral attack 6.8+£2.0 9.4+2.3 17.5+4.1° 8.242.4 42+1.8° 11.6+£3.8
Bite the body 3.7+£1.2 2.3+0.7* 9.6+3.0° 4.8+1.9 1.4+0.6" 10.5+4.1
Lateral threat 1.4£0.8 1.2£1.0 2.5+14 1.6+1.1 1.5+0.8 1.5+1.2
Duration aggressive behaviors

Lateral attack 5.01£1.61 7.47+2.05 14.14+3.90° 6.45+2.04 2.42+1.09¢ 9.12+3.28
Bite the body 2.66+0.99 1.54+£0.57% 7.46+2.59° 3.46+1.37 0.97+£0.44% 8.25+3.57
Lateral threat 1.31+0.87 1.51+1.40 4.96+3.21 2.38+1.88 5.86+4.05 1.50+1.23
Duration non aggressive behaviors

Walking 103.4+12.4 91.3+14.4 87.8+15.0 132.0+30.5 139.6+21.9 102.14£24.0
Sniffing 199.8+17.8 212.4+27.2 238.0+21.4 180.7+21.9 172.7+28.0 155.8+29.3
Pup care 20.9+14.0 3.2+1.9 30.5£28.3 29.9+29.5 8.3+6.3 97.7+£50.0
Rearing 16.0+4.6 4.5+1.1 15.6+4.2 13.2+6.4 16.5+£6.9 8.4+2.7
Grooming 53.1+13.1 77.4+8.8 57.4+13.6 84.4+20.3 49.5+£9.7 52.3+19.1

Data expressed in mean + SEM

Ac anatomical controls

#p<0.05, compared to 8-OH + Veh group
b p<0.05, compared to Veh + Veh group
€p<0.01, compared to 8-OH + Veh group

(Sprouse and Aghajanian 1987) and inhibition of the impulse
flow in serotonergic cells (Sinton and Fallon 1988; Sprouse
and Aghajanian 1986, 1987; Vandermaelen et al. 1986) and
the release of 5-HT in terminal areas (Adell et al. 1993;
Bosker et al. 1994; Casanovas et al. 1997; Kreiss and Lucki
1994; Sharp et al. 1989), including the prefrontal cortex. In
particular, 5-HT 5 autoreceptors on DRN show an important
role in the physiologic control by ascending serotonergic
pathways, attenuation of the excessive activation from 5-HT
neurons by excitatory afferences from various structures in
the brainstem (Descarries et al. 1982; Jacobs and Azmitia
1992; Baumgarten and Grozdanovic 1997; Ferreira and
Menescal-de-Oliveira 2009). Using the current microinjec-
tion technique, it is likely that, with the 8-OH-DPAT-induced
diminished impulse flow of serotonin to the prefrontal
cortex, CP-93,129 diminished aggressive behavior by acting
primarily presynaptically.

By contrast, CP-93,129 reduced the offensive elements
of maternal aggressive behavior such as the frequency of
lateral attacks and the number of bites directed toward the
intruder's body (Haney et al. 1989), as well as the duration
of lateral attacks and bites (Table 1). On the other hand, no
changes were detected in the defensive nature of the
female's response, most prominently quick frontal attacks,
which have been interpreted most often in terms of a fear or

anxiety response towards the intruder (De Almeida and
Lucion 1997; Neumann et al. 2010). Our previous studies
have also demonstrated that CP-93,129 primarily modifies
the offensive elements of maternal aggression (Veiga et al.
2007). The 5-HT,p receptor agonist CP-93,129 reduced
maternal aggressive behavior at the highest dose (1.0 pg),
and even at the lower 0.1-pg dose had a tendency to
decrease the maternal aggressive behavior when micro-
injected into the VO PFC. The two vehicle microinjections
plus CP-93,123 did not have the same effects on the
socially instigated lactating females, which also received
two instead of one microinjection. All animals received two
injections, a potentially more stressful procedure. Interfer-
ence with aggressive behavior due to this more stressful
procedure is another possibility to explain the differential
outcomes in the studies from Veiga et al. (2007) and the
present one (see De Castilhos et al. 2006; Padovan and
Guimardes 2004). Also, seasonal and between-group
variability could have accounted for this difference since
the two experiments were performed several months apart,
confirming earlier observations (Padovan and Guimaraes
2004). This anti-aggressive effect was particularly evident
in the experimental group that showed very high levels of
aggressive behavior after microinjection of 8-OH-DPAT
(0.56 pg) in the DRN followed immediately by the
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microinjection of CP-93,129 (1.0 pg) into the VO PFC, and
as detected by the duration of lateral attacks and bites of the
intruder's body (Table 2). However, a significant decrease
in aggression was evident in the group microinjected with
vehicle followed by CP-93,129 (1.0 png) into VO PFC. This
decrease was significant for the measures of lateral attacks,
attack bites, and lateral threats. The non-aggressive behav-
iors such as locomotion and social investigation were not
altered, providing further evidence for the behavioral
specificity of the role of 5-HT,g receptors in the modula-
tion of maternal aggressive behavior. CP-93,129 and SB-
224,289 are compounds with high affinity for the 5-HTp
receptor (pK;=8.1 and pK;=8.2, respectively), when com-
pared with other subtypes of the 5-HT,; receptor family
(Centenaro et al. 2008; Roberts et al. 2001). Systemic or
intracerebral administration (Bannai et al. 2007; Centenaro
et al. 2008; De Boer and Koolhaas 2005) of CP-93,129
have been shown to exert potent anti-aggressive effects,
without modifying other types of non-aggressive behavior.

The relatively few studies on neural mechanisms
mediating maternal aggressive behavior (Consiglio et al.
2005; De Almeida and Lucion 1997; Factor et al. 1993;
Ferreira et al. 1987; Hansen and Ferreira 1986, Giovenardi
et al. 1998; Insel 1986; Lonstein and Gammie 2002; Nelson
and Trainor 2007; Russel and Leng 1998; Svare 1990)
implicate the mediodorsal region of the thalamus, peripe-
duncular nucleus of the lateral midbrain (PPN), septum,
paraventricular and medial hypothalamus, and amygdala.
The defensive nature of the postpartum female's response,
most prominently frontal attacks, has been interpreted most
often in terms of a fear or anxiety response towards the
intruder. Previously, we showed that the 5-HT, receptors
in the VO PFC have an important role in maternal
aggressive behavior (Veiga et al. 2007).

The respective roles of 5-HT;, and 5-HT;p receptors in
modulating aggressive behavior remain a source of debate
and conflicting evidence (De Almeida and Lucion 1997
Millan et al. 1997; Mos et al. 1993; Sanchez and Hyttel 1994;
Sijbesma et al. 1991). Consistent with the present results,
there is evidence that the anti-aggressive effects of 5-HT;,
receptor stimulation are caused via activation of the 5-HT
postsynaptic receptors (Sijbesma et al. 1991; Mos et al. 1992,
1993; Olivier and van Oorschot 2005). Microinjections of
CP-93,129 or CP-94,253 into the DRN exert potent anti-
aggressive effects, which can be obtained by action at
multiple sites, somatodendritic autoreceptors, presynaptic
terminal autoreceptors, and postsynaptic heteroreceptors
(Bannai et al. 2007; Faccidomo et al. submitted). Studies
with 5-HT,p full and partial receptor agonists such as CP-
94,253, eltoprazine, TFMPP, zolmitriptan, and anpirtoline
have consistently shown anti-aggressive effects, regardless of
the basal levels of aggressive behavior (De Almeida and
Miczek 2002; Miczek et al. 2002; Mos et al. 1992; Olivier
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and Mos 1986), which can be mediated by somatodendritic
autoreceptors (Bannai et al. 2007, Faccidomo et al. submit-
ted) or postsynaptic heteroreceptors (De Almeida et al. 2001).

However, some studies emphasize 5-HT 5 autoreceptors
as the relevant site for the antiaggressive effects of BMY-
7378 (White et al. 1991), NAN-190 (Sanchez et al. 1996),
and, particularly, S-15535 (De Boer and Koolhaas 2005;
Millan et al. 1997). Other studies have shown that maternal
aggressive behavior in rats was decreased after systemic
administration of 5-HT; 5 receptor agonists such as ipsapir-
one, 8-OH-DPAT, fluprazine, and buspirone and by DOI,
a5-HT, ¢ receptor agonist (Ferreira et al. 2000; Lonstein
and Gammie 2002; Olivier et al. 1985, 1986, 1995), and by
the SSRI fluvoxamine (Lonstein and Gammie 2002).

In summary, CP-93,129, when microinjected into the
region of the VO PFC of postpartum female rats that were
provoked socially, acting either on presynaptic terminal 5-
HT,g autoreceptors or on postsynaptic heteroreceptors,
reduced aggressive behavior. On the other hand, the
activation of the somatodendritic 5-HT;, autoreceptors
via the local microinjection of 8-OH-DPAT into the DRN
increased aggressive behavior in postpartum female rats. It
is possible that SHT, receptors in VO PFC participate in
enhancing maternal responsivity, including maternal ag-
gression and pup care, rather than aggression itself. On the
other hand, the defensive nature of the female's response,
most prominently frontal attacks, may involve fear or
anxiety responses towards the intruder, contrasting with
pup care (Table 1).

Further experiments are necessary to assess the role of 5-
HT; 4 and 5-HT,p receptor agonists in the DRN and in the
VO PFC, respectively in male aggression to assess potential
sex differences in rodents and primate species. As comple-
ment to the current neuropharmacological studies of the VO
PFC and the DRN, we are currently assessing the activation
of neurons in these areas as indicated by c-Fos during an
aggressive confrontation in female rats (Veiga et al. in
preparation). Furthermore, it is important to learn to what
extent social instigation induces genomic and non-genomic
changes in 5-HT; 5 or 5-HT;p receptor expression.
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CAPITULO I

PROVOCACAO SOCIAL, COMPORTAMENTO AGRESSIVO E
RESPOSTA HORMONAL DE RATAS LACTANTES E MACHOS
ADULTOS WISTAR
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1. INTRODUCAO

1.1 Comportamento Agressivo de Ratos Machos

Os ratos, sendo animais que vivem socialmente e defendem seu territorio,
apresentam comportamento agressivo, que também € observado em outras espécies animais
(Blanchard et al., 1984). Este tipo de comportamento pode ser demonstrado em condic¢des
de laboratério, que mimetizam seu ambiente natural, utilizando variedades domesticadas de
roedores (Blanchard et al., 1984; Lucion e De Almeida, 1991).

Roedores machos manifestam comportamento agressivo de maneira continua ao
longo da vida, diferentemente das fémeas, as quais apresentam agressividade em um
periodo especifico da vida; o periodo pés-parto (Grota e Ader, 1974; Giovenardi et al.,
1998; De Almeida e Lucion, 1997; Giovenardi et al., 2005; Miczek et al., 2007).

A agressdo nos machos é necessdria para a aquisi¢do e manutencdo do alimento,
estabelecimento de territério e acasalamento. Este comportamento tipico da espécie deve
ser rigorosamente obedecido para que haja uma comunicagdo eficaz e inofensiva (Neumann
et al., 2010). Assim, a introdu¢do de um novo animal, num territério previamente
estabelecido (Flannelly e Flannelly, 1987; Lucion e de Almeida, 1991), promove
comportamentos de um rato macho residente, direcionado a um intruso, de forma
semelhante ao que ocorre naturalmente na natureza (Olivier et al., 1989 a; Olivier et al.,
1989 b).

A agressividade ofensiva compreende primariamente um comportamento de ameaca

inofensivo, seguido de escape do oponente ou mudanga para um comportamento
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submissivo para evitar um confronto fisico direto (Neumann et al., 2010). Em roedores,
comportamentos que caracterizam a agressividade ofensiva incluem: piloere¢do (que
intimida o oponente devido a uma aparéncia maior do animal) e postura agressiva (dorso
arqueado com exten¢do das patas traseiras). A direcdo dos ataques ofensivos compreende
partes do corpo com musculos e uma espessa camada de pele, importantes para evitar
ferimentos graves (Blanchard e Blanchard, 1977; Blanchard et al., 2003).

Enquanto a agressividade ofensiva € usualmente expressa durante a luta por
territorio ou exclusivamente para o acasalamento, a agressividade defensiva € apresentada
principalmente em situacdes que compreendem riscos de vida e estdo associadas com
aumento do medo (Blanchard e Blanchard, 1981 b). A agressividade defensiva ndo é
sinalizada com antecedéncia, de maneira oposta a agressividade ofensiva, e os alvos dos
ataques incluem partes do corpo mais vulnerdveis como cabeca, barriga e genitais
(Blanchard e Blanchard, 1977; Blanchard et al., 2003).

Os circuitos neurais responsdveis pela modulacdo da impulsividade e violéncia
(caracteristicas do comportamento agressivo, jd comentado no capitulo I, secdo 1.3),
apresentam plasticidade, ou seja, podem ser modificados, por meio de fatores ambientais,
experiéncias vivenciadas pelo individuo e fatores enddcrinos. Dessa forma, estes fatores
influenciam a intensidade e a probabilidade de um encontro agonistico (Ferris, 2006; Ferris
et al., 2008).

O comportamento agressivo tem sido associado com numerosas condi¢des
neuroldgicas e psiquidtricas, incluindo ansiedade e desordens depressivas (Apter et al.,
1990; van Praag, 1998; Fehon et al., 2001; Veenema et al., 2007 b). Na pesquisa pré-
clinica, o comportamento agressivo tem sido estudado, predominantemente, pela utilizagdo

natural de animais que defendem seu territério (Blanchard et al., 2003). Além disso, para
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mimetizar formas anormais de agressividade nos machos e estudar os mecanismos neurais
sobre agressividade, modelos animais como hipofuncdo de glicocorticéides (Haller et al.,
2001, 2004), bulbectomia olfativa (Leonard e Tuite, 1981; Mucignat-Caretta et al., 2004),
administragdo de dlcool (Miczek et al., 1997), provocacdo social, frustracio ndo-
recompensada (De Almeida et al., 2005 b) e isolamento social seguido por suave conten¢ao

(Haas et al., 2011, comunicacdo pessoal) t€ém sido desenvolvidos.

1.2 Periodo Pos-Parto

O periodo pos-parto envolve uma complexa coordenagio de processos fisioldgicos e
comportamentais, importantes para o crescimento e desenvolvimento dos filhotes
(Lonstein, 2005). Préximo ao parto, as maes comecam a preparar-se para as demandas
fisiolégicas da lactagdo, as quais envolvem, por exemplo, mudangas na secrecdo de
neuropeptideos hipotalamicos e hipofisdrios necessdrios para a producdo e a liberacido do
leite (Lonstein, 2005). Mudangas hormonais que ocorrem durante o parto sdo seguidas por
estimulos sensoriais produzidos pelos filhotes (Rosenblatt, 1975), sendo que estas
mudangas explicam os comportamentos exibidos pelas fémeas.

ApOs o parto, as ratas desenvolvem uma série de respostas comportamentais como:
lamber, cheirar, cuidar e buscar os filhotes, acompanhadas por constru¢io do ninho
(Rosenblatt, 1975). Em adicdo a estes comportamentos, as fémeas apresentam menos medo
frente um estimulo de audi¢do repentino (‘“sudden auditory”) (Hard e Hansen, 1985;
Ferreira et al., 2002) e apresentam uma reducdo da ansiedade nos testes do campo aberto

(Fleming e Luebke, 1981) e labirinto em cruz elevado (Bitran et al., 1991; Lonstein et al.,
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1998; Pereira et al., 2005), quando comparadas com fémeas em outros estdgios do ciclo
reprodutivo (Agrati et al., 2008).

No periodo pds-parto, as maes também devem estar preparadas para apresentarem
uma série de comportamentos necessdrios para manter contato com os filhotes, e protege-
los de algum dano. Como exemplo de um destes comportamentos protetores da mae para
com a sua ninhada, a agressdo maternal ¢ um comportamento bem estabelecido (Lonstein,
2005).

O periodo da lactacdo proporciona um vinculo de ligacdo entre a mae e os filhotes
(Agrati et al., 2008) e a habilidade das maes na percepg¢do e na resposta as ameacgas do meio
sdo vitais durante o periodo pés-parto (Febo et al., 2009). Durante o periodo da lactagdo, as

respostas enddcrinas e comportamentais das maes frente a um estimulo ameagador sdo

alteradas (Agrati et al., 2008).

1.3 Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

O sistema neuroenddcrino responsivo ao estresse, conhecido como eixo hipotdlamo-
hipdfise-adrenal (HPA) auxilia na manutencdo e na adaptacdo do organismo, perante
alguma mudanca na homeostasia e também € vital para dar suporte ao funcionamento
fisiologico do organismo (Kudielka e Kirschbaum, 2005).

Sob condi¢des de estresse, o niicleo paraventricular do hipotdlamo, especificamente
os neurdnios parvocelulares (pPVN) secretam o hormonio liberador de corticotrofina
(CRH) e também produzem vasopressina (Brunton et al., 2008). A secrecdo de CRH

provoca a liberagdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) da hipdfise anterior
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(Kudielka e Kirschbaum, 2005). Este, por sua vez, causa um aumento na sintese € na
secrecdo dos glicocorticdides do cortex da adrenal (Kudielka e Kirschbaum, 2005). Os
glicocorticéides t€m acdes importantes sobre o metabolismo € os mecanismos imunes

(Tuckermann et al., 2005; Vegiopoulos e Herzig, 2007; Brunton et al., 2008). (Figura 1).
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Figura 1 - Representacao esquematica do eixo HPA. O estresse causa ativagao
dos neur6nios do nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e consequente
liberacdo dos neuropeptideos: hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) e
arginina vasopressina (AVP) no sistema porta-hipofisidrio. A a¢do combinada de
CRH e AVP nas células corticotroficas da glandula hipdéfise anterior estimula a
secrecao de peptideos derivados da pré-opiomelanocortina, a qual inclui o0 hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH). ACTH atua no coértex da glandula adrenal
estimulando a sintese de glicocorticoides. Os glicocorticoides regulam a secrecdo de

CRH, AVP e ACTH através de acdes de feedback negativo no encéfalo, inibindo a
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sintese e secrecdo de CRH e AVP e a glandula hipdfise anterior, onde os
corticotrofos comecam a ser menos responsivos ao CRH e AVP. (Adaptado de

Tilbrook e Clarke, 2006).

O eixo HPA ¢ regulado pela retroalimentagdo tonica dos glicocorticides (Brunton
et al., 2008; De Kloet et al., 2008), que envolve receptores para glicocorticéides (GR) no
encéfalo e nas células corticotroficas da hipéfise (Figura 1), pela sinalizacdo metabdlica
(Dallman et al., 2006) (incluindo o tecido adiposo) e pelo ritmo circadiano no nicleo
supraquiasmdtico (Watts et al., 2004).

As fémeas sdo responsivas a experiéncias estressantes € sdo mais vulnerdveis a
doencas mentais relacionadas a situacOes de estresse (Kendler, 1998; Shors e Leuner,
2003), mas, durante periodos especificos da vida, as f€meas apresentam significantes
flutuagdes nas respostas ao estresse (Leuners e Shors, 2006). Por exemplo, durante a
prenhez, parto e pds-parto, ratas fémeas e até mesmo mulheres apresentam uma marcada
reducdo na reatividade perante situacdes estressantes, principalmente, aquelas relacionadas
as respostas do eixo HPA (Thoman et al., 1970; Stern et al., 1973; Lightman e Young,
1989; Altemus et al., 1995; Neumann et al., 1998; Walker et al., 2001; Kammerer et al.,
2002; Leuner e Shors, 20006).

Ratas lactantes apresentam uma responsividade diminuida do eixo HPA em resposta
a uma grande variedade de estimulos estressantes emocionais como: labirinto em cruz
elevado, estresse por som, estresse social, bem como estimulos estressantes fisicos:
exposi¢cdo ao éter, choque nas patas, nado forcado, inje¢do de salina hipertonica e injecao

de lipossacarideo (Thoman et al., 1970; Stern e Levine, 1972; Stern et al., 1973; Myers et
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al., 1975; Lescoat e Maniey, 1976; Smotherman et al., 1976; Lightman e Young, 1987;
Walker et al., 1992, 1995; Windle et al., 1997; Neumann et al., 1998; Lightman et al.,

2001; Neumann et al., 2001). (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismos de reducao na atividade do eixo HPA induzido pelo estresse no

final da prenhez e na lactacio, em ratos. Destaque em azul para a lactacdo. Na
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lactagdo, estressores estimulam menos os neurdnios a secretarem CRH e AVP, do que nas
ratas virgens; isto € refletido através da estimulacao reduzida da biossintese de CRH e AVP
no pPVN. CRH e AVP sao liberados na eminéncia mediana e também sdo atenuados nas
lactantes e no final da gestacdo, quando comparados com ratas ndo prenhez, resultando
numa estimulacio reduzida do gene que transcreve para ACTH, na hip6fise anterior. Por
conseguinte, ocorre reducdo na liberacdo de ACTH na hipéfise anterior e secrecdo
diminuida de corticosterona do cértex adrenal. Também ocorre uma redug@o nas aferéncias
de CRH e AVP no pPVN proveniente de regides do tronco encefdlico e limbicas. Em
particular, hd uma reduc@o na sensibilidade do receptor al noradrenérgico, na lactagdo. O
estimulo da succdo pelos filhotes tem um papel essencial na manutencdo da
hiporresponsividade do eixo HPA na lactagdo, todavia, os mecanismos precisos nao estao

elucidados (Reproduzido de Brunton et al., 2008).

Em ovelhas, a secrecio de cortisol em resposta ao isolamento, estresse por
contencdo ou exposi¢do ao latido de cachorro é também atenuada na lactagdo (Cook, 1997;
Tilbrook e Clarke, 2006).

Em mulheres lactantes, a responsividade reduzida do eixo HPA tem sido encontrada
ap0s exercicio fisico ou estresse por frio, mas ndo frente a um estressor emocional
(Altemus et al., 1995, 2001; Kammerer et al., 2002), a menos que a mae tenha amamentado
por um curto periodo de antecedéncia (Heinrichs et al., 2001, 2002).

A hiporresponsividade ao estresse durante a lactacdo tem sido relacionada com o
perfil enddcrino da gestacdo, parto e lactacdo, e em especial aos hormonios lactogé€nicos
ocitocina e prolactina de ratas lactantes (Windle et al., 1997; Neumann et al., 2000;

Lightman et al., 2001; Torner et al., 2002). (Tabela 1).



74

Tabela 1 - Exemplos de alteracées neuroendécrinas e comportamentais observadas na

prenhez e lactacao

Behavioural alterations

References

HPA axis alterations
Chronic basal hypercorticalism and altered diurnal pattern

Decreased responsiveness of HPA axis (ACTH, corticosterone)
to psychological and physiological stressors

Decreased stressor perception and stress-induced expression
of ¢-fos in limbic brain regions

Alterations in excitatory pathways
Decreased noradrenergic excitatory tone in the PVN
Reduced excitatory opioid tone on CRF neurons
Attenuated pituitary sensitivity to CRF
Decreased sympathetic responsiveness to stressors

Alterations in inhibitory pathways
Elevated OXT system activity
Increased prolactin synthesis and binding
Decreased CRF mRMNA expression in the PYN

Alterations in behaviour
Increased maternal behaviour including aggressive
behaviour
Increased calmness, reduced anxiety and reduced emotional
responsiveness to stressors

(Stern et al. 1973; Walker et al. 1995; Windle et al. 1997b;
Lightman et al. 2001)

(stern et al. 1973; Windle et al. 1997b; Neumann et al. 19983;
Shanks et al. 1999; Lightman et al. 2001; Neumann et al.
2001; Walker et al. 2001; Brunton & Russell, 2003)

(da Costa et al. 1996)

(Toufexis et al. 1998; Douglas, 2005)
(Douglas et al. 1998)

(Neumann et al. 1998a; Toufexis et al. 1999a)
(Douglas et al. 2005)

(Insel, 1920; Douglas & Russell, 1994)
(Pi & Grattan, 1999; Torner et al. 2002)
(Johnstone et al. 2000; Lightman et al. 2001; Walker et al. 2001)

(Rosenblatt et al. 1994; Neumann et al. 2001)

(Carter et al. 2001; Heinrichs et al 2001; Glynn et al. 2004)

(Reproduzido de Slatterry e Neumann, 2008).

Ratas virgens induzidas a apresentarem comportamento maternal sem tratamento

hormonal — procedimento este conhecido como sensitiza¢do (Fleming e Rosenblatt, 1974;

Rosenblatt, 1975; Cosnier e Couturier, 1966), e ratas no periodo pds-parto telectomizadas
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(Stern e Levine, 1972) respondem com uma alta secre¢do de corticosterona frente a um
estressor fisico, como éter.

Desta forma alguns trabalhos tentam esclarecer quais seriam as possiveis causas
desta atenuacdo da resposta do eixo HPA em ratas lactantes, frente a algumas situacdes de
estresse (Da Costa et al., 1996; Toufexis e Walker, 1996; Douglas et al., 1998; Johnstone et
al., 2000; Neumann et al., 2001).

Em contrapartida, machos adultos apresentam algumas diferencas quanto a resposta
do eixo HPA, quando comparadas com fémeas lactantes. Por exemplo, machos adultos
apresentam niveis basais de corticosterona menores do que fémeas lactantes (Koolhaas et
al., 1997).

Outra diferenca é que quando os machos sdo submetidos a situacdes estressantes,
como o teste residente/intruso, isolamento social e estresse por contencdo, eles apresentam
um aumento na secrecdo de corticosterona (Hucklebridge e Nowell, 1974; Gamallo et al.,
1986; Zayan, 1991; Haller et al., 1995; Wotjak et al., 1996; Koolhaas et al., 1997; Miczek
et al., 1999; Veenema et al., 2007 b; Ren et al., 2010).

Virios estudos tém sido realizados para compreender as bases hormonais (Mayer e
Rosenblatt, 1987; Mayer et al., 1990; Albert et al., 1992) e neurobioldgicas (Ferreira et al.,
1987; Hansen, 1989; Factor et al., 1990; Kolunie e Stern, 1995; Consiglio e Lucion, 1996;
Lonstein et al., 1998) do comportamento agressivo em fémeas lactantes, mas as respostas
neuroenddcrinas de ratas residentes lactantes t€ém sido pouco estudadas (Neumann et al.,

2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Muitos estudos foram realizados com o intuito de compreender as bases hormonais
e neurobioldgicas da agressividade em fémeas durante o periodo pds-parto, mas, por outro
lado, as respostas neuroenddcrinas de ratas residentes lactantes t€m sido pouco estudadas.
Assim, trabalhos que buscam avaliar os niveis hormonais de ratas lactantes, apds um
determinado tipo de estresse, como a provocacdo social, possibilitam a compreensdo, pelo
menos em parte, do funcionamento do eixo HPA durante o periodo especifico da lactagdo.
Sabendo-se que ndo ha dados na literatura relacionando provocacdo social e atividade do
eixo HPA em ratas lactantes, o objetivo do presente estudo foi avaliar as respostas
neuroenddcrinas, bem como o padrdo comportamental de ratas lactantes submetidas a um

estressor emocional, utilizando para isto o protocolo da provocagao social.

2.2 Objetivos Especificos

Em ratas lactantes submetidas a provocacao social, avaliar os niveis plasmaticos de:
e Corticosterona;

e (Qcitocina;

e Prolactina e

® Progesterona.



Em machos adultos provocados socialmente, avaliar os niveis plasmdticos de:
e (Corticosterona e

e Testosterona.
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Abstract

Among rodents, maternal aggression in the postpartum period represents a species-typical
adaptation, but when aggressive behavior increases beyond this adaptive level, this can
represent a model of excessive aggression. Social instigation is an experimental protocol
that leads to escalated aggressive behaviors. Lactating rats show an attenuated HPA axis
response to a wide variety of emotional stressors. This study is the first to assess the
neuroendocrine response of lactating rats and of socially instigated male rats. The aim of
the present study was to assess neuroendocrine responses and the behavioral pattern of
lactating rats and males that were submitted to an emotional stressor, using the social
instigation protocol. In particular, we measured plasma corticosterone levels as the key
hormonal parameter of the HPA axis, and later, oxytocin, prolactin and progesterone, which
are released in response to several types of stressors. Our results show that lactating rats
that were submitted to social instigation or to an aggressive confrontation in the presence of
their pups show lower plasma corticosterone levels and this response is similar to oxytocin,
prolactin and progesterone levels. By contrast, male rats showed increased corticosterone
levels obtained after being submitted only to social instigation and also in male rats that
engaged in aggressive behavior relative to the control group. In conclusion, this study
demonstrates that lactating rats submitted to social instigation show an attenuation of the
HPA axis response, which is considered to be crucial to the dam’s welfare so that it can
take care of its offspring. Thus, we can infer that the lactation is a relevant factor on the
neuroendocrinic responses to stress because in males there is an increasing of

corticosterone levels.
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KEYWORDS: SOCIAL INSTIGATION, LACTATING RATS, CORTICOSTERONE,

MALE, HPA AXIS

Research Highlights

> Social instigation is an experimental protocol that escalated aggressive behaviors. > We
analyzed the neuroendocrine response of lactating rats and adult males. > Lactating rats
submitted to social instigation show lower plasma corticosterone. > In males the response

was opposite in females. > Lactating show an attenuation of the HPA axis response after
social instigation.

1. Introduction

The postpartum period constitutes a complex suite of physiological and behavioral
processes that are important to offspring growth and development (Lonstein, 2005).
Maternal aggression is observed during lactation and serves to protect the pups and defend
the territory against intruders (Erskine et al., 1978; Lonstein, 2005; Lonstein and Gammie,
2002; Numan and Insel, 2003; Rosenblatt et al., 1994). In rats, maternal aggressive
behavior is more frequent between postpartum days (PPD) 3 and 12, on which dams show
intense caring for their young (Consiglio and Bridges, 2009; Erskine et al., 1978). Some
studies suggest that persistence of maternal aggression depends on olfactory stimuli from
the litter (Ferreira et al., 1987), and also that aggression is less affected by maternal age
than by early lactation (Takahashi and Lore, 1982). Among rodents, maternal aggression in

the postpartum period represents a species-typical adaptation, but when aggressiveness
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increases beyond this period, this can represent a model of excessive aggression, bearing
resemblance to a clinical pattern. Therefore, dams in the postpartum period can be used as a
model of naturally increased aggression associated with social instigation (Veiga et al.,
2010).

Social instigation is an experimental protocol used to heighten species-typical
aggressive behaviors (Veiga et al., 2010). This procedure is highly effective in increasing
aggressive behavior in animals by instigating the resident by its proximity to an opponent
(Potegal, 1991). Mice, rats and hamsters carry out attacks with a very low latency and at a
high frequency when provoked by an intruder in their home cage or in an unfamiliar place,
after having been previously provoked by an opponent (De Almeida and Miczek, 2002;
Fish et al., 1999; Potegal, 1991). Social instigation specifically increases the aggressive
behavior and does not activate locomotion, feeding or sexual behavior (Lagerspetz and
Huatojarvi, 1967; Potegal, 1991; Potegal and Tenbrink, 1984). A recent study conducted by
Veiga et al. (2010) has shown that lactating rats significantly increase their aggressiveness
when submitted to social instigation.

The lactation period facilitates bonding between the mother and its pups (Agrati et
al., 2008) and the ability mothers have to perceive and respond to threats are vital during
the postpartum period (Febo et al., 2009). Endocrine and behavioral responses of mothers
to a threatening stimulus change during lactation (Agrati et al., 2008). The stress-
responsive neuroendocrine system, known as hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis
helps maintain and adapt the body to any disturbance in homeostasis and is also essential to
support the body’s physiological functions (Kudielka and Kirschbaum, 2005). Under stress,
the paraventricular nucleus of the hypothalamus, more specifically the parvocellular

paraventricular nucleus (pPVN) secretes the corticotropin-releasing hormone (CRH) and
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also produces vasopressin (Brunton et al., 2008). CRH secretion leads to the release of the
anterior pituitary adrenocorticotropic hormone (ACTH) (Kudielka and Kirschbaum, 2005),
and this hormone, in turn, increases the synthesis and secretion of glucocorticoids from the
adrenal cortex (Kudielka and Kirschbaum, 2005).

Lactating rats show attenuated HPA axis response to a wide variety of emotional
stressors, such as elevated plus maze, noise stress, social stress, as well as physical stressors
(exposure to ether, foot shock, forced swimming, hypertonic saline injection and
liposaccharide injection (Lescoat and Maniey, 1976; Lightman and Young, 1987, 1989;
Lightman et al., 2001; Myers et al., 1975; Neumann et al., 1998, 2001; Stern and Levine,
1972; Stern et al., 1973; Smotherman et al., 1976; Thoman et al., 1970; Walker et al., 1992,
1995; Windle et al., 1997). In sheep, cortisol secretion in response to isolation, restraint
stress or exposure to dog barking, is also attenuated during lactation (Cook, 1997; Tilbrook
and Clarke, 2006). This decrease in stress response has been associated with the endocrine
profile of lactation, delivery and lactation, and especially to lactogenic hormones such as
oxytocin and prolactin in lactating rats (Lightman et al., 2001; Neumann et al., 2000;
Torner et al., 2002; Windle et al., 1997). Some studies have sought to elucidate the possible
causes of attenuated HPA axis response in lactating rats to some stressful situations (Da
Costa et al., 1996; Douglas et al., 1998; Johnstone et al., 2000; Neumann et al., 2001;
Toufexis and Walker, 1996). On the other hand, adult males have lower basal
corticosterone levels than do lactating dams (Koolhaas et al., 1997) and when submitted to
stressful situations as, for instance, to the resident-intruder test, social isolation and restraint
stress, male rats show an increase in corticosterone secretion (Gamallo et al., 1986; Haller
et al., 1995; Hucklebridge and Nowell, 1974; Koolhaas et al., 1997; Li et al., 2010; Miczek

et al., 1999; Veenema et al., 2007; Zayan, 1991; Wotjak et al., 1996).
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Several studies have been carried out to provide further understanding about
hormonal (Albert et al., 1992; Mayer and Rosenblatt, 1987; Mayer et al., 1990) and
neurobiological bases (Consiglio and Lucion, 1996; Factor et al., 1990; Ferreira et al.,
1987; Hansen, 1989; Kolunie and Stern, 1995; Lonstein et al., 1998) of the aggressive
behavior in lactating rats, but the neuroendocrine responses of lactating resident rats have
been underinvestigated (Neumann et al., 2001). The aim of the present study was to assess
neuroendocrine responses and the behavioral pattern of lactating rats submitted to an
emotional stressor, using the social instigation protocol. In particular, we assessed plasma
corticosterone levels as the main hormonal parameter of the HPA axis, and later, oxytocin,
prolactin and progesterone, which are released in response to several types of stressors.
Thereafter, the same parameters mentioned above were assessed in adult male rats

submitted to social instigation.

2. Materials and Methods
2.1 Animals

For the experiments, we used primiparous Wistar rats and adult male Wistar rats
aged around 90 days, from the Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS),
southern Brazil. The animals were kept under controlled temperature (21+1 °C) and light
(12-hour light-dark cycle, and lights off at 3 p.m.). Each female was individually housed in
transparent acrylic boxes measuring 46cmx31cmx17 cm, receiving food and water ad
libitum. The delivery date was controlled, and the day of birth of the pups was set as date 0
(PPD 0). On PPD 1, the pups were standardized to eight per litter, irrespective of sex. To
test the aggressive behavior of lactating rats, intruder males (Intr) were used, which

weighed approximately 50 g less than females. Stimulus males (Inst) were also used, which
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were protected by an acrylic tube, not having a direct contact with residents. Intr and Inst
rats were maintained in groups of five per box. Inst rats were never used as Intr. Adult male
rats were kept in individual acrylic boxes, of the same size described above, together with
an adult female for 14 days. To test the aggressive behavior of adult male rats, intruder
males were also used, which weighed around 30 g less than the resident and stimulus rats;
however, stimulus males were bigger than the resident ones. The experiments were
performed in compliance with the standards of the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and were approved by the Research Ethics Committee of this

institution.

2.1.1 Confrontation between resident and intruder rats

On PPD 3, female rats were selected for aggressive behavior and only those
which bit the intruder more than twice during 10 min of confrontation were used for the
experiment. The behavioral test was carried out in the resident female’s box in the presence
of pups at the beginning of the dark period. From PPD 3 to 12, a high level of aggressive
behavior was observed among females, but after this period, the aggressive behavior began
to attenuate (Erskine et al., 1978; Mos and Olivier, 1986). The males were not previously
selected for aggressive behavior as the aim of the study was to assess hormonal response

after social instigation and the aggressive confrontation.

2.1.2 Social instigation
2.1.2.1 Female rats
The social instigation procedure was performed on PPD 5 (Figure 1). Social

instigation consists in placing an acrylic tube with holes (28 cmin length, 10 cm in
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diameter) containing an opponent (stimulus) male for 5 min in the resident female’s box.
Residents typically threaten the protected stimulus male and attack the perforated
cylindrical tube. In general, rodents carry out attacks at a very low frequency and latency
when confronted with an intruder in their boxes after having been previously instigated by
an opponent (Potegal, 1991). The pups remained in the box with their mothers during social

instigation.

2.1.2.2 Male rats

After 14 days of adaptation in the animal facility, adult rats with approximately 74
days of age were submitted to social instigation. The female rats were kept in the residents’
box up to the beginning of social instigation. Social instigation was carried out following

the previously described protocols for female rats.

2.1.3 Maternal aggressive behavior

On PPD 5, 5 min after the end of social instigation, maternal aggressive behavior
against a male intruder was tested for 10 min. The behavioral repertoire previously defined
by De Almeida and Lucion (1997) included the frequency of aggressive behaviors: lateral
attack, aggressive attitude, biting and dominance, and duration of non-aggressive behaviors,
such as investigating the intruder, self-cleaning, raising the forepaws, interacting with the
pups and walking. Social instigation and maternal aggressive behavior were filmed and
later analyzed by an examiner using the Observer software (version 3.0, Noldus, the
Netherlands).

Total aggressive behavior was calculated by adding the frequency of aggressive

behaviors (lateral attack + biting the intruder’s body + aggressive attitude + aggressive
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cleaning) and the duration of aggressive behaviors (aggressive attitude), adapted from De
Almeida et al., 2008.

The lactating rats were split into the following experimental groups:

1) No social instigation and no aggressive behavior (NI + NA) — the acrylic tube
was placed empty (without the stimulus rat) in the resident’s box and the rats were not
submitted to maternal aggressive behavior;

2) Social instigation but no aggressive behavior (I + NA) — the acrylic tube was
placed in the resident’s box with the stimulus rat and the rats were not submitted to
maternal aggressive behavior;

3) No social instigation but aggressive behavior (NI + A) — the acrylic tube was
placed empty (without the stimulus rat) in the resident’s box and the rats were submitted to
maternal aggressive behavior;

4) Social instigation and aggressive behavior (I + A) - the acrylic tube was placed in
the resident’s box with the stimulus rat and the rats were submitted to maternal aggressive

behavior.

2.1.3 Male aggressive behavior

Five minutes after the end of social instigation, adult males were submitted to
aggressive behavior against an intruder male for 10 min. Given that males did not have a
baseline level of aggressiveness, it was not possible to assess their behavioral repertoire, as
they did not show an aggressive behavior against the intruder.

The rats were split into the following experimental groups:
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1) No social instigation and no aggressive behavior (NI + NA) — the acrylic tube
was placed empty (without the stimulus rat) in the resident’s box and the rats were not
submitted to aggressive behavior;

2) Social instigation but no aggressive behavior (I + NA) — the acrylic tube was
placed in the resident’s box with the stimulus rat and the rats were not submitted to
aggressive behavior;

3) No social instigation but aggressive behavior (NI + A) - the acrylic tube was
placed empty (without the stimulus rat) in the resident’s box and the rats were submitted to
aggressive behavior;

4) Social instigation and aggressive behavior (I + A) - the acrylic tube was placed in

the resident’s box with the stimulus rat and the rats were submitted to aggressive behavior.

2.1.4 Hormone doses

Ten minutes after the end of the aggressive behavior (or 25 min after social
instigation), on PPD 5, the lactating dams were decapitated and their blood was collected
and placed in previously heparinized tubes. The males were also decapitated after the same
period, at 74 days old. The samples were centrifuged at 4°C (15 min at 1,500 rpm) and the
plasma was separated and stored at -20° C. Corticosterone was previously extracted from
the plasma with ethanol and then resuspended in phosphate buffer for the
radioimmunoassay, which used a standard and specific antibody purchased from Sigma
(USA), and tritiated corticosterone purchased from Amershan (USA). Free and bound
fractions were separated using dextran-coated charcoal (0.5 / 0.05%). The oxytocin which
had been previously extracted from the plasma using acetone and ether was resuspended in

phosphate buffer for the radioimmunoassay. The oxytocin-specific antibody raised in
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rabbits and the iodinated hormone were kindly provided by Dr. Mariana Morris (Wright
State University, USA) and by Prof. Dr. José¢ Antunes Rodrigues (School of Medicine of
Ribeirdo Preto-USP, Brazil), respectively. The reference standard (OT-8152) was
purchased from Bachen- Peninsula Laboratories (California, USA). The plasma
concentrations of prolactin were determined by double-antibody radioimmunoassay using a
set of reagents obtained from the National Hormone and Peptide Program (Harbor-UCLA,
USA). Rat PRL-RP; was used as reference preparation. The hormone was iodinated and
purified at Dr. Celso Rodrigues Franci’s laboratory (School of Medicine of Ribeirdo Preto-
USP, Brazil). The anti-gamma globulin used for precipitation of the reaction in prolactin
and oxytocin assays was produced in sheep by Dr. Celso Rodrigues Franci (School of
Medicine of Ribeirdo Preto-USP, Brazil). The plasma concentrations of progesterone were
determined by radioimmunoassay using sets of commercially available reagents ((DSL-
Diagnostic System Laboratories, USA). The samples were dosed in the same assay as each
hormone and the intra-assay error was 4.5% for oxytocin, 3.5% for prolactin, 5% for
corticosterone, and 3.5% for progesterone. The minimum detection limits were respectively
0.4 ng/ml (oxytocin); 0.2ng/ml (prolactin); 2.0 ng/ml (corticosterone); and 0.3 ng/ml

(progesterone). The hormones were dosed at Dr. Celso R. Franci’s laboratory.

2.6 Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM. The results of hormone doses of the
four experimental groups (NI + NA, I + NA, NI + A and I + A) were assessed using one-
way ANOVA. When the difference was statistically significant, with a p<0.05, the
Newman-Keuls test was used as a post hoc analysis. The aggressive behaviors of female

rats in both groups submitted to the aggressive behavior test (NI + A and I + A) were
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analyzed by Student’s t test, followed by the Mann-Whitney test when the difference was
statistically significant, with a p<0.05. With respect to non-aggressive motor behaviors, the
results for all groups were compared with each other using ANOVA, with a Newman-Keuls

post hoc test when the difference was statistically significant.

3. Results
Lactating rats

As to hormone doses, lactating rats in the NI + A group showed lower plasma
corticosterone levels (F=3,41)=3,69; p<0.05; Figure 2) when compared to lactating rats in
the NI + NA group (control group). Socially instigated lactating rats submitted to
aggressive confrontation also reduced corticosterone levels (F=3,41)=3,69; p<0.05; Figure
2) when compared to lactating rats in the NI + NA group. Rats exposed only to aggressive
behavior (NI + A group) showed lower plasma oxytocin levels (F'=3,48)=3,22; p<0.05;
Figure 3) when compared to the control group. As to prolactin, female rats in the NI + A
group had a lower plasma prolactin level (F'=3,45)=3,94; p<0.05; Figure 4) while female
rats in the I + A group (F'=3,48)=3,94; p<0.05; Figure 4) also showed a lower level when
compared with the control group. On the other hand, aggressive confrontation alone (NI +
A group) reduced progesterone levels (F=3,57)=3,32; p<0.05; Figure 5) when compared
with the control group.

Overall aggressiveness was not statistically significant between the NI + A and the |
+ A groups (119=0,31; p=0.7; Figure 6). With respect to non-aggressive behaviors, the rats
submitted only to social instigation (I + NA group) reduced their total walking time
(F=3,41)=4,53; p<0.05; Table 1) when compared with the rats in the I + A group; this

same group (I + NA) also reduced total walking time (F=3,41)=4,53; p<0.05; Table 1)
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when compared with the NI + A group. Rats in the I + A group increased their total
walking time (F=3,41)=4,53; p<0.05; Table 1) when compared with the control group,
while female rats submitted only to aggressive behavior (NI + A group) also increased their
total walking time (F=3,41)=4,53; p<0.05; Table 1) when compared with the control
group. Rats in the NI + A group reduced the time of interaction with their pups
(F=3,41)=4,18; p<0.05; Table 1) when compared with the control group, whereas rats in
the I + A group also reduced the time of interaction with their pups (F=3,41)=4,18; p<0.05;
Table 1) when compared with the control group. Grooming lasted longer among rats of the
I+ NA group (F=3,41)=8,88; p<0.001; Table 1) when compared with those of the I + NA
group. The duration of grooming in rats of the I + NA group also increased (F=3,41)=8,88;
p<0.001; Table 1) when compared with the control group, and also in those rats of the NI +
A group (F=3,41)=8,88; p<0.001; Table 1) when compared with the group of rats
submitted only to aggressive behavior. Rearing did not yield statistically significant

differences when the groups were compared with each other (F=3,41)=0,32; p=0.8; Table

1).

Adult male rats

Male rats submitted only to confrontation with an intruder (NI + A group) increased
their corticosterone levels (F=3,33)=4,87; p<0.05; Figure 7) when compared with the
control group (NI + NA group). Social instigation alone (I + NA group) also increased
corticosterone levels (F=3,33)=4,87; p<0.05; Figure 7) when compared with the control
group. On the other hand, rats of the I + A group reduced their corticosterone levels
(F=3,33)=4,87; p<0.05; Figure 7) when compared with the NI + A group, while rats of the

I + A group also reduced their corticosterone levels (F=3,33)=4,87; p<0.05; Figure 7)
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when compared with the I + NA group. Plasma testosterone levels did not show statistically
significant differences when the groups were compared with each other (F=3,36)=1,91;

p=0.1; Figure 8).

4. Discussion

Experiments reveal that lactating rats submitted to social instigation or to aggressive
confrontation, in the presence of their pups, show lower plasma corticosterone levels and
that this response is also valid when oxytocin, prolactin and progesterone were dosed. The
present study is the first to assess the neuroendocrine response of lactating rats and of
socially instigated male rats. Previous studies demonstrated that lactating rats without pups
show an attenuated activity of the HPA axis in response to stress, and this attenuation is
evident as a not significant increase in corticosterone levels. Some evidence shows a
significant increase in plasma corticosterone in response to emotional and physical
stressors, however this increase is smaller as compared to virgin rats (Lescoat and Maniey,
1976; Lightman and Young, 1987, 1989; Lightman et al., 2001; Myers et al., 1975;
Neumann et al., 1998, 2001; Smotherman et al., 1976; Stern and Levine, 1972; Stern et al.,
1973; Thoman et al., 1970; Walker et al., 1992, 1995; Windle et al., 1997), but there are
few studies that use the maternal defense test or the resident-intruder test to assess the stress
responses of lactating rats (Deschamps et al., 2003; Neumann et al., 2001; Neumann,
2003). Our experiments show that social instigation followed by aggressive behavior can be
regarded as an acute emotional stressor, similarly to the maternal defense paradigm

(Neumann et al., 2001), being likely to lower plasma corticosterone levels.
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Our results indicate that socially instigated female rats with an aggressive behavior
reduced their corticosterone levels when compared with the NI + NA group (control
group). The presence of an intruder lowered corticosterone levels, as observed in the NI +
A group; however, social instigation alone could not alter corticosterone levels, with social
instigation tending to lower corticosterone levels, as shown by the I + NA group. Thus,
variations in corticosterone levels do not depend on the frequency of aggressive behavior
exhibited by lactating rats (Figure 6). The most important factor was the presence of the
intruder. We can infer that lactation interferes with the attenuation of the HPA axis, as
corticosterone secretion increases in virgin (non-lactating) rats after the resident-intruder
test (Deschamps et al., 2003). Basal corticosterone levels were high in lactating rats of the
control group when compared with virgin (non-lactating) rats, according to Fischer et al.
(1995) and to Lightman et al. (2001). In women, basal cortisol is also high among
breastfeeding mothers when compared to menstruating women in the eighth week after
childbirth (Kammerer et al., 2002). According to Stern and Voogt (1973), stress response of
the HPA axis during lactation overlaps an elevated baseline level of HPA axis activity.
Stress response in lactating rats, in which there is a reduction in plasma corticosterone
levels, could be due to a decrease in ACTH response to stressful situations as a result of
lower CRH production and its consequent lower release by pPVN (Brunton et al., 2008).
As to baseline levels in lactating rats, in which plasma corticosterone concentration is
elevated, another contributing factor to a higher baseline activity of the HPA axis is the
continuous presence of pups. This was demonstrated in experiments in which ACTH and
corticosterone levels began to decrease when pups were taken away from their mothers for
3.5 h (Fischer et al., 1995; Walker et al., 1992). Pup retrieval after separation from the

dams, which quickly started to take care of their offspring, stimulated maternal ACTH
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secretion (Walker et al., 1992). Therefore, it is evident that a higher baseline activity of the
HPA axis is given by suckling (Brunton et al., 2008) and that suckling is an important
neuroendocrine stimulus that also increases prolactin and oxytocin secretion, which is
essential for milk production (Deschamps et al., 2003; Walker et al., 1992).

As to aggressiveness, social instigation did not increase aggressive behavior of
lactating rats because of a large variability among individuals of the same group. Similar
effects were also found by Padovan and Guimaraes (2004) and a larger number of animals
may be necessary to assess aggressiveness in lactating rats, taking into consideration that
previous studies by Veiga et al. (2010), in which aggressive behavior was found to have
increased after social instigation, used a larger number of experimental animals.

In regard to the corticosterone levels obtained for male rats, our results indicate that
they increased in rats submitted only to social instigation (I + NA group) and also in the
group with aggressive behavior (NI + A group) when compared to the control group.
Therefore, the data obtained here are consistent with those described in the literature, where
a single episode of social stress, using the resident-intruder test, increased corticosterone
levels in male rats (Haller et al., 1995; Hucklebridge and Nowell, 1974; Miczek et al.,
1999; Koolhaas et al., 1997; Zayan, 1991; Wotjak et al., 1996). In male rodents, social
conflict events, such as social defense, have also been widely acknowledged as acute or
chronic emotional stressors (Haller et al., 1995; Neumann et al., 2001; Raab et al., 1986;
Wotjak et al., 1996).

With respect to plasma oxytocin, its levels decreased in female rats submitted only
to aggressive behavior (NI + A group) when compared with the control group. Carter and
Lightman (1987) perceived that lactating rats on PPD 6 tended to lower their oxytocin

levels after being submitted to acute immobilization stress. Other studies also described this
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reduction in the circulating levels of oxytocin in lactating rats submitted to a stressful
stimulus, compared with non-lactating rats (Higuchi et al., 1988; Lightman and Young,
1989; Neumann, 2003).

Prolactin is also activated in response to physical and emotional stressors (Neill,
1970; Seggie and Brown, 1975). Our results show that socially instigated female rats with
an aggressive behavior had lower prolactin levels, but it should be noted that this reduction
also occurs in the group of rats submitted only to aggressive behavior (NI + A group).
Previous studies also demonstrated low prolactin levels in lactating rats after exposure to
stress (Banky et al., 1994; Higuchi et al., 1989, 1992; Kehoe et al., 1992; Walker et al.,
1992) and also after the maternal defense test (Neumann et al., 2001). Thus, our results
concur with the data shown in the literature.

As far as plasma progesterone is concerned, rats submitted only to aggressive
behavior (NI + A group) revealed lower levels of this hormone when compared with the
control group. This reduction might contribute, in part, to the attenuation of the HPA axis
response (Lightman et al., 2001). Our results corroborate those presented in the literature,
as Lightman et al. (2001) showed that progesterone induces the hyporesponsiveness of the
HPA axis in lactating rats because, after an 11-day treatment with estradiol implants and
with daily injections of progesterone in virgin ovariectomized rats, the three-day
withdrawal of progesterone before the test significantly reduced the activation of the HPA
axis, comparatively with animals in which progesterone was given continuously.

This reduction in the response of the HPA axis of lactating rats to environmental
stimuli, observed in our results, could be the result of low secretion of CRH (by pPVN)
and/or of vasopressin, given that studies indicate that CRH mRNA expression (Da Costa et

al., 2001; Lightman and Harbuz, 1993; Lightman and Young, 1989; Walker et al., 2001)
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decreases in PVN in response to stress, and so does c-fos (Da Costa et al., 1996;
Deschamps et al., 2003; Shanks et al., 1999; Woodside and Amir, 1997). The sensitivity of
the anterior pituitary to CRH and/or arginine vasopressin (AVP) might also be lower as
studies on lactating ewes show that plasma ACTH levels did not increase during restraint
stress (Tilbrook et al., 2006). It is also possible that the activity of PVN afferents is reduced
(Da Costa et al., 1996, 1997; Lightman and Young, 1989; Shanks et al., 1999; Stern and
Voogt, 1973) because brain regions in charge of processing information about stressors are
poorly activated (Herman et al., 2005). This is shown by experiments in which c-fos
mRNA expression was lower in the amygdala, ventral lateral septum and cingulate cortex
(Da Costa et al., 1996).

Under normal circumstances, noradrenergic brainstem afferents (Douglas, 2005;
Flugge et al., 2004; Herman and Cullinan, 1997; Herman et al., 2003; Plotsky et al., 1989;
Sawchenko et al., 2000; Sawchenko and Swanson, 1982; Stanford, 1995) stimulate the
HPA axis during stressful situations, increasing the synthesis and secretion of CRH and
AVP (for a review, see Douglas, 2005). Therefore, another mechanism that might
contribute to a lower response of the HPA axis of lactating rats to environmental stimuli is
the reduction in stimulatory noradrenergic afferents to the PVN, which alter the activity of
the HPA axis (Douglas, 2005; Lightman et al., 2001; Tu et al., 2005; Walker et al., 2004).

The suckling stimulus caused by pups, or due, in part at least, to their presence,
during breastfeeding, plays a key role in the maintenance of attenuated HPA axis response
in lactating rats (Walker et al., 1992), although precise mechanisms have not been well
established yet (Tilbrook et al., 2006). The effect of the presence of pups depends on the
relevance of the stressor: in early lactation; a stressor that threatens the pups (intruder male

or a predator scent) stimulates maternal HPA axis response only if the pups are present
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during the stress (Deschamps et al., 2003). The response to the stressor seems to be related
to fear behavior of dams with their pups, while the loss of this response in late lactation
could be related to the low CRH mRNA expression the amygdala (Deschamps et al., 2003).
In sheep, cortisol response to emotional stressors decreases during lactation in a more
remarkably fashion if the lamb is present and is lower if the lamb can suckle (Tilbrook and
Clarke, 2006; Tilbrook et al., 2006). Lactating women who have breastfed recently show
attenuation of the HPA axis response to an emotional stressor (Heirichs et al., 2001, 2002).

The attenuation of the HPA axis response of lactating rats to a stressor, observed in
this study, could be considered to be crucial to the dam’s welfare (Slattery and Neumann,
2008) so that it can ideally take care of its offspring. Studies have shown that reduced
hormone secretion in response to stress during lactation is important to prevent excess
circulating levels of glucocorticoids, which may affect the normal development of pups
(Altemus et al., 1995; McCormick et al., 1995; Vallee et al., 1997; Weinstock, 2001). In
human beings, for instance, mothers are more susceptible to the development of mood
disorders in the postpartum period (Llewellyn et al., 1997; Mastorakos and Ilias, 2000;
O’Hara and Swain, 1996; Pedersen, 1999) which can last up to one year and significantly
affect the newborn infant’s development and the family unit.

In summary, social instigation and aggressive confrontation cause a significant
reduction in hormone levels in lactating rats in the presence of their pups. On the other
hand, in adult male rats, there is an increase in corticosterone secretion, thus confirming

that lactation is a relevant factor in determining neuroendocrine responses to stress.
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Figure 1 — Resident (R) lactating rat and stimulus rat (SR) in the acrylic tube (T) during

social instigation, in the resident’s box, on postpartum day 5, in the presence of pups.
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Hormone Measurements in Lactating Female
Rats

Corticosterone
250  ——

2004

150+

ng/ml

1004

50-

1 No social instigation + no aggressive behavior (n=11)
[0 Social instigation + no aggressive behavior (n=14)
EEE No social instigation + aggressive behavior (n=9)
EEE Social instigation + aggressive behavior (n=11)

*, p<0.05 compared to NI + NA group

Figure 2 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma corticosterone

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.
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Oxytocin

801

[ No social instigation + no aggressive behavior (n=13)
Social instigation + no aggressive behavior (n=17)
EE No social instigation + aggressive behavior (n=11)
EEE Social instigation + aggressive behavior (n=11)

*, p<0.05 compared to NI + NA group

Figure 3 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma oxytocin

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.
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Prolactin

250+

2004

150+

ng/mi

1004

[ No social instigation + no aggressive behavior (n=12)
= Social instigation + no aggressive behavior (n=16)
EEE No social instigation + aggressive behavior (n=10)
EEE Social instigation + aggressive behavior (n=11)

*, p<0.05 compared to NI + NA group

Figure 4 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma prolactin

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.
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Progesterone

250+

2004

150+

ng/mi

1004

[ No social instigation + no aggressive behavior (n=16)
[ Social instigation + no aggressive behavior (n=17)
EEE No social instigation + aggressive behavior (n=14)
EEE Social instigation + aggressive behavior (n=14)

*: p<0.05 compared to NI + NA group

Figure 5 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma progesterone

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.
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Maternal Aggressive Behavior

Total Aggression
50+

40-

304

204

Frquency

104

C—1No social instigation + aggressive behavior (n=9)
Bl Social instigation + aggressive behavior (n=11)

Figure 6 — Effects of social instigation on the aggressive behavior of lactating rats on

postpartum day 5, in the presence of pups.
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Hormone Measurements in Male Rats

Corticosterone
250-

200+

150+ * *

ng/ml

1004

50+

3 No social instigation and no aggressive behavior (n=9)
3 Social instigation and no aggressive behavior (n=9)
B No social instigation and aggressive behavior (n=9)
I Social instigation and aggressive behavior (n=10)

*: p<0.05 compared to control group (NI + NA)
#: p<0.05 compared to | + NA and NI + A groups

Figure 7 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma corticosterone

levels in adult male rats.
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Testosterone

3 No social instigation and no aggressive behavior (n=10)
3 Social instigation and no aggressive behavior (n=10)
B No social instigation and aggressive behavior (n=10)
I Social instigation and aggressive behavior (n=10)

Figure 8 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma testosterone

levels in adult male rats.
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Table 1 — Duration (in seconds) of non-aggressive behaviors in lactating rats submitted or not to social

instigation

Behaviors Experimental groups

NI + NA I+NA NI+ A I+A

(n=11) (n=14) (n=9) (n=11)

Walking 106.8 +24.59 98.75 +£22.62% 178.6 +14.08" 182.3 +17.33"
Pup care 191.9 + 65.62 106.1 +46.68 2.31 £ 1.55° 3.03 £ 1.90°
Rearing 39.97 £ 16.20 40.32 £ 18.20 22.79 £5.55 29.23 +7.32
Grooming 49.58 + 15.56 139.6 + 19.90¢ 60.07 + 13.59 44.66 £7.70

Data expressed in mean + SEM

% p <0.05, compared to I + A and NI + A groups

: p<0.05, compared to NI + NA

: p <0.05, compared to NI + NA group

:p<0.01, compared to I + A, NI + NA and NI + A groups

=2

=
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Figure 1 — Resident (R) lactating rat and stimulus rat (SR) in the acrylic tube (T) during

social instigation, in the resident’s box, on postpartum day 5, in the presence of pups.

Figure 2 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma corticosterone

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.

Figure 3 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma oxytocin

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.

Figure 4 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma prolactin

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.

Figure 5 - Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma progesterone

levels in lactating rats, on postpartum day 5, in the presence of pups.

Figure 6 — Effects of social instigation on the aggressive behavior of lactating rats on

postpartum day 5, in the presence of pups.

Figure 7 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma corticosterone

levels in adult male rats.

Figure 8 — Effects of social instigation and of aggressive behavior on plasma testosterone

levels in adult male rats.
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CAPITULO III

PROVOCACAO SOCIAL, COMPORTAMENTO AGRESSIVO E
IMUNORREATIVIDADE A PROTEINA C-FOS EM RATAS
LACTANTES WISTAR




119

1. INTRODUCAO

1.1 Proteina Fos

Os neuronios ativados no Sistema Nervoso podem ser identificados pela expressao
de Fos que € o produto de uma proteina do protooncogene c-fos (Hanley, 1988; Herdegen
et al., 1991; Knyshevski et al., 2005). C-fos faz parte do fator de transcricdo AP-1 (Kovécs,
2008) e pertence a classe dos genes precoces imediatos (IEGs), juntamente com os genes c-
jun e c-myc (Kovdécs, 2008). Estes genes s@o transcritos poucos minutos apds uma célula
eucaridtica ter sido submetida a determinados estimulos (Morgan e Curran, 1991).

O conceito “acoplamento estimulacdo e transcricdo” (Morgan e Curran, 1991)
contem a sequéncia de eventos que ocorrem entre um estimulo externo a um neurdnio e a
expressao dos genes, abrangendo vérios passos. Um estimulo sindptico ou humoral resulta,
inicialmente, em elevacdo dos niveis intracelulares de cdlcio, adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) ou guanosina monofosfato ciclio (GMPc), que sdo segundos mensageiros.
Em seguida, proteinas quinases, citoplasmadticas, sdo ativadas e/ ou translocadas para o
nucleo. Estas enzimas irdo catalisar a fosforilacdo de fatores de transcri¢do constitutivos,
que, por sua vez, ligam-se a seqiiéncias consensuais de DNA de alta afinidade, na regido
promotora dos fatores de transcricdo que podem ser induzidos (ITFs), ativando a RNA
polimerase II, que por sua vez, levard a transcricdo de outras proteinas (Bading et al., 1993;
van Dam et al., 1993).

Diferentes estimulos podem induzir a expressao de c-fos, como: fatores
neurotréficos, neurotransmissores, despolarizacdo celular e também aumento do influxo de

1. 2 - L. . 2
célcio (Ca™) e elevacdo dos niveis intracelulares ou intranucleares de Ca”" (Greenberg e
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Ziff, 1984; Székely et al., 1987; Morgan e Curran, 1989; Doucet et al., 1990; Sheng et al.,
1990; Sheng e Greenberg, 1990; Ghosh et al., 1994; Gaiddon et al., 1996).

Na regido regulatéria do gene c-fos outros elementos também podem agir, como: o
elemento de resposta ao Ca”*/AMPc (CRE), elemento de resposta ao soro (SER) e o
elemento sis-induzivel (SIE), conferindo uma variedade de sinais sindpticos, comumente
mediados por vias de transducdo de sinais interdependentes, como as cascatas da proteina
quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC), proteina quinase dependente de célcio-
calmodulina (CaMK) e da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (Kovécs, 1998).

(Figura 1).
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Figura 1 - Esquema representando a regiao regulatéria do gene c-fos, indicando os

elementos principais: o elemento de resposta ao calcio e AMPc (Ca/CRE), o elemento

de resposta do soro (SER), o sitio de ligacao ativador de proteina (AP-1RE) e o

elemento sis-induzivel (SIE). O fator de resposta do soro, o fator complexo ternario ELK-
1 (TCF/ELK-1) e a proteina de ligacdo do elemento de resposta ao AMPc (CREB) sdo
alvos de diferentes sistemas de transdugdo, incluindo proteinas quinases A e C (PKA e
PKC), proteina quinase dependente de célcio-calmodulina (CaMK) e quinases ativadas por
mitégeno (MAPK). Outras abreviagdes: PDGF, fator de crescimento derivado de plaqueta

GF, fatores de crescimento; VSCC, canal de cdlcio dependente de voltagem (Reproduzido
de Kovacs, 1998).
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A ativacdo de c-fos via CRE (elemento responsivo ao AMPc), ocorre devido ao
aumento dos niveis de AMPc nos neurdnios (Sassone-Corsi et al., 1988; Sheng et al.,
1990). A fosforilagdo rdpida do CREB (proteina de ligagdo do elemento de resposta ao
AMPc) via proteina quinase A (Gonzalez e Montminy, 1989) ocasiona a ativagdo da
transcri¢do. A cascata da CaM quinase também fosforila o CREB e tranduz mudangas nos
niveis intracelulares de Ca** fazendo com que ocorra transcri¢do do IGE, através do mesmo
CRE (de Groot e Sassone-Corsi, 1993; Bito ef al., 1996). Fatores de crescimento também
induzem a expressao de c-fos através do elemento de resposta ao soro (SRE) (Treisman,
1992; Hill e Treisman, 1995).

O gene c-fos possui 2 canais detectores de cdlcio: o canal de célcio dependente de
voltagem (VSCC), ou do Tipo-L, que induz a fosforilagdo do CREB via CAM quinase e
causa a expressdo de c-fos via CRE, enquanto os sinais pelo canal ligante de Ca®* (receptor
NMDA) resulta na ativacdo da transducdo da MAPK e alvos SER (Bading et al., 1993;
Ghosh et al., 1994).

CRE e SER respondem de maneira diferente ao cdlcio: aumentos na concentracao
nuclear de cdlcio controlam a expressdo de c-fos via CRE, enquanto uma elevacio
citoplasmatica nos niveis de Ca®* controla a expressao de c-fos via SER, e ndo requer um
aumento no Ca* nuclear (Hardingham et al., 1997; Santella e Carafoli, 1997).

Em mamiferos, a transcricdo do c-fos € um processo rapido e transitério, apds a
estimulacdo (Morgan e Curran, 1989; Fonta et al., 1995; Harris, 1998). O RNA mensageiro
(RNAm) se acumula no citoplasma por 1 a 2 horas e a proteina Fos € traduzida. Apds, a
proteina Fos € deslocada para o ntcleo celular, através da formacdo de um heterodimero
com a proteina c-Jun, que é necessdrio para a ligacdo ao sitio regulador AP-1, do DNA,

onde age regulando a expressdo de genes-alvo (Morgan e Curran, 1989; Morgan e Curran,
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1991; Narranjo et al., 1991 a, b; Harris, 1998). Por possuir também uma vida relativamente
curta, a proteina Fos apresenta caracteristicas de um sistema de sinalizacdo (Morgan e
Curran, 1989).

Sob condi¢des basais, a detec¢do do RNAm para c-fos e os niveis de proteinas sdo
muito baixos (Hughes ef al., 1992). Em regides importantes do encéfalo, o pico de inducdo
do RNAm para c-fos ocorre entre 30 e 60 minutos apds um estimulo agudo e o nivel
maximo da proteina Fos ocorre entre 1 e 3 horas (Kovacs, 1998, 2008). Em seguida, vai
gradualmente desaparecendo do ntcleo da célula apdés 4 a 6 horas do estimulo inicial
(Sonnenberg et al., 1989, Chan et al., 1993; Imaki et al., 1993; Ding et al., 1994; Ikeda et
al., 1994; Cullinan et al., 1995; Kovacs e Sawchenko, 1996; Kovacs, 1998).

C-fos tornou-se um dos marcadores anatomicos de ativagdo neuronal mais
amplamente utilizados no SNC, devido a uma série de fatores, como: /) sob condi¢des
basais, ser expresso em baixos niveis no encéfalo intacto; 2) induzir uma resposta
estereotipada frente a importantes sinais extracelulares (fons, neurotransmissores e fatores
de crescimento); 3) sua resposta ser transitoria e 4) a deteccao de c-fos (tanto da proteina
quanto do RNAm) ser simples (Kovdcs, 2008). Dessa forma, a andlise da expressdo da
proteina Fos pela técnica da imunoistoquimica tem sido uma ferramenta importante para o
mapeamento da ativacdo celular (Ricci et al., 2007; Knyshevski et al., 2005). Experimentos
utilizando uma diversidade de estimulos fisioldgicos e comportamentais t€m demonstrado a
ativacdo de Fos em roedores, como: estresse por imobilizacdo, transec¢do do nervo cidtico,
defesa social, isquemia focal e agressividade ofensiva (Ceccatelli et al., 1989; Senba et al.,

1993; Chi et al., 1993; Matsuda et al., 1996; Uemura et al., 1991; Delville et al., 2000).
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1.2 C-fos e Comportamento Agressivo

Andlise da expressdo dos genes de ativagdo imediata, como c-Fos, tem sido
utilizada para ajudar a compreender as bases neurais do comportamento maternal (Gammie
e Nelson, 2001).

Areas encefilicas que sdo importantes para o controle da agressdo, como septo
lateral, nicleo da estria terminal, nicleos hipotalamicos anterior e lateral, bem como os
nucleos medial, corticomedial e central da amigdala, apresentam aumento significativo de
neurdnios contendo Fos apds interacdo agressiva em ratos, camundongos e hamsters
machos (Kollack-Walker e Newman, 1995; Matsuda et al., 1996; Potegal et al., 1996 a e b;
Bamshad et al., 1997; Kollack-Walker et al., 1997; Martinez et al., 1998; Chung et al.,
1999, 2000; Delville et al., 2000; Gammie e Nelson, 2001; Gordon et al., 2002; Halasz et
al., 2002; Van der Vegt et al., 2003 b; Haas et al., 2010, dissertacdo de mestrado).

Alguns estudos t€m mostrado que, apds agressdo maternal, ocorre aumento na
expressao de c-Fos na amigdala medial, nicleo da estria terminal, nicleo paraventricular do
hipotdlamo e substincia cinzenta periaquedutal (Gammie e Nelson, 2001; Stern e Gallo,
1998). Camundongos machos parentais (que cuidam dos filhotes), apresentam aumento na
expressdo de c-Fos na drea pré-optica medial, hipotdlamo ventromedial e amigdala medial
(Trainor et al., 2008) e estas mesmas regides também expressam Fos no contexto de
agressao maternal (Gammie, 2005). Fos tem sido expressa somente por curtos periodos (15
a 90 minutos) apds exposi¢do a um estimulo (Gammie e Nelson, 2001; Morgan et al., 1987;
Morgan e Curran, 1991; Knyshevski et al., 2005). Todavia, alguns estudos mostraram que a

expressdo de Fos pode ser persistente; representando ativacdo celular em resposta a
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estimulos fisiologicos cronicos (Fenelon et al., 1993; Myiata et al., 1994) e
comportamentais (Fenelon et al., 1993; Matsuda et al., 1996).

Halé4sz e colaboradores (2006) demonstraram que hd um aumento na expressio de
Fos no cortex pré-frontal, especificamente na regido VO, dentre outras regides, apds ratos
machos terem sido submetidos tanto a encontros psicossosiais quanto agressivos,
evidenciando um possivel envolvimento do cértex pré-frontal no controle da agressividade.
Outro trabalho demonstrou que esta ativacdo foi especialmente maior em camundongos
machos previamente selecionados com altos indices de agressividade (Haller et al. 2006).

Em relacdo a rafe, ocorre um aumento na expressdo de Fos no ntcleo dorsal e
mediano, apds contato psicossocial, encontro agressivo (Haller et al., 2005) e estresse
repetido (Chung et al., 1999) em ratos machos.

Gammie e Nelson (2001) demonstraram que vdrias dreas encefélicas sdo ativadas
pela proteina Fos em camundongos fémeas lactantes e um trabalho mais recente examinou
a ativagdo de c-fos no SNC de camundongos lactantes expostas ao estresse por contencao
agudo e cronico (Gammie e Stevenson, 2006). Em contrapartida, hd poucos dados na
literatura evidenciando quais as possiveis regides encefélicas que expressam a proteina fos

em ratas lactantes submetidas a situagdes estressantes (Monasterio et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A maioria dos estudos sobre comportamento agressivo tem focado nos mecanismos
fisiologicos, nas vias neurais e hormonios periféricos que controlam a expressio da
agressividade em roedores machos, mas ainda sd3o pouco conhecidos os mecanismos
neurais acerca do comportamento agressivo maternal. A utilizacio de marcadores de
ativacdo neuronal, através da técnica de imunoistoquimica para a proteina Fos, tem se
mostrado uma boa ferramenta para andlise de uma subregido de células ativas durante a
execucdo de determinado comportamento. Devido ao fato de que ainda ndo hd trabalhos
demonstrando as regides encefdlicas que expressam aumento na imunorreatividade a c-Fos
em lactantes submetidas a protocolos experimentais de agressividade escalada, como a
provocagdo social, o objetivo deste estudo foi avaliar a ativacdo da regiao VO PFC e DRN

através da expressdo de c-Fos, em ratas lactantes submetidas a provocacgdo social e/ ou

comportamento agressivo.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar se a provocagdo social altera a express@o de c-Fos em ratas lactantes
submetidas a provocagdo social no VO PFC;

e Verificar se a provocacdo social altera a expressdao de c-Fos em ratas lactantes no

DRN;
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Verificar se o comportamento agressivo altera a expressdo de c-Fos em ratas
lactantes submetidas a provocagdo social no VO PFC;

Verificar se o comportamento agressivo altera a expressdo de c-Fos em ratas
lactantes submetidas a provocacio social no DRN;

Verificar se a provocagdo social € o comportamento agressivo alteram a expressao

de c-Fos em ratas lactantes submetidas a provocagao social no VO PFC e no DRN.
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ARTIGO 3

EXPRESSAO DE C-FOS NO CORTEX PRE-FRONTAL E NUCLEO DORSAL DA
RAFE MESENCEFALICA EM RATAS LACTANTES SUMETIDAS A PROVOCACAO
SOCIAL

Artigo a ser submetido para publicacio na revista Brain Research
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Abstract

Fémeas sdo frequentemente menos agressivas que os machos, todavia, durante a lactacdo
elas apresentam altos niveis de comportamentos agonisticos, contra um intruso na drea do
ninho, sendo que este comportamento ¢ denominado agressdo maternal. Em ratos, o
comportamento agressivo maternal ocorre com mais frequéncia do 3° ao 12° dia pds-parto e
durante este periodo as fémeas apresentam cuidado intenso direcionado aos seus filhotes. A
provocacdo social € um protocolo experimental utilizado para elevar os niveis de
agressividade tipicos da espécie. Neste estudo, nds utilizamos a provocacdo social para
analisar a expressdo de um marcador de atividade neuronal — c-Fos. Ratas lactantes no
quinto dia pds-parto, na presenca dos seus filhotes, foram divididas em quatro grupos
experimentais: ndo provocadas e sem comportamento agressivo (1); provocadas e sem
comportamento agressivo (2); ndo provocadas e com comportamento agressivo (3) e
provocadas e com comportamento agressivo (4). Apds 60 minutos do término do teste de
agressividade, foi realizada a técnica da imunoistoquimica para c-Fos e duas regides
encefélicas foram avaliadas: a regido ventro-orbital do coértex pré-frontal (VO PFC) e o
nucleo dorsal da rafe (DRN). Nossos resultados mostraram que ratas provocadas e com

comportamento agressivo aumentam a expressdao de Fos no VO PFC quando comparadas
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com o grupo controle (ndo provocadas e sem agressivo), mas no DRN ndo houve alteracao
na imunorreatividade de Fos. Dessa forma, estes resultados complementam resultados
prévios com microinje¢do de agonistas 5-HT g nesta mesma regido, comprovando que o

VO PFC ¢ uma regiao importante na modulagdo do comportamento agressivo maternal.

Palavras chave: provocacdo social, agressio maternal, c-Fos, cortex pré-frontal, nicleo

dorsal da rafe.

1. Introducao

O repertério comportamental das fémeas durante a maternidade muda
drasticamente, quando comparado com outros periodos do ciclo reprodutivo (Ferreira et al.,
2002). A maternidade implica em mudancas na percepcao das maes em relagdo aos filhotes
(Kinsley e Bridges, 1990; Rosenblatt, 1975), que ndo assegura apenas um vinculo de
ligacdo das mdes com a ninhada, mas também causa mudangas importantes na resposta das
maes em relacdo a estimulos do meio (Agrati et al., 2008). Fémeas sdo frequentemente
menos agressivas que os machos, todavia, durante a lactacdo elas apresentam altos niveis
de comportamentos agonisticos, contra um intruso na area do ninho (Bridges, 1996;
Erskine et al., 1980; Giovenardi et al., 2000; Olivier e Yuong, 2002; Lonstein e Gammie,
2002). Em ratos, o comportamento agressivo maternal ocorre com mais freqiiéncia do 3° ao
12° dia pds-parto e durante este periodo as fémeas apresentam cuidado intenso direcionado

aos seus filhotes (Consiglio e Bridges, 2009; Erskine et al., 1978).
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A provocacio social é um dos protocolos experimentais utilizados para aumentar o
comportamento agressivo, pois niveis excessivos de comportamento agressivo podem ser
induzidos em animais de laboratério. Camundongos, ratos € hamsters iniciam ataques com
uma laténcia muito baixa e com frequéncia elevada, quando testados com um intruso na sua
caixa-residéncia ou em um local ndo familiar, apds terem sido provocados previamente por
um oponente (De Almeida e Miczek, 2002; Fish et al., 1999; Potegal, 1991). Nosso grupo
de pesquisas mostrou recentemente, que ratas lactantes aumentam de forma significativa os
niveis de agressividade, quando submetidas a provocacdo social (Veiga et al., 2010).

Andlise da expressdo dos genes de ativacdo imediata, como c-Fos, tem sido
utilizada para ajudar a compreender as bases neurais do comportamento maternal (Gammie
e Nelson, 2001). Em camundongos, confrontos agressivos induzem ativacdo de c-Fos no
cortex pré-frontal (PFC) (Halész et al., 2006; Haller et al., 2006). A regido ventro-orbital do
PFC (VO PFC) tem sido identificada como uma drea importante para o controle inibitério
de circuitos subcorticais que medeiam o comportamento agressivo e impulsivo (Blair,
2001, 2004; Cardinal et al., 2004; Kheramin et al., 2005; Séguin, 2004; Veiga et al., 2007).
Outra regido que tem sido implicada na modula¢do da agressdo maternal é o nucleo dorsal
da rafe (DRN), pois trabalhos do nosso grupo de pesquisas demonstraram recentemente que
a microinjecdo de um agonista dos receptores 5-HT;s 8-OH-DPAT, aumentou o
comportamento agressivo maternal (Veiga et al., 2010).

Levando-se em consideracdo que a maioria dos estudos sobre agressividade tem
focado nos mecanismos fisiol6gicos (Davis e Marler, 2004), mas ainda sdo pouco
conhecidos 0s mecanismos neurais acerca do comportamento agressivo maternal (Consiglio
et al., 2005, De Almeida e Lucion, 1997; Factor et al., 1993; Ferreira et al., 1987; Hansen e

Ferreria, 1986, Giovenardi et al., 1998; Insel, 1986; Lonstein e Gammie, 2002; Nelson e
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Trainor, 2007, Russel e Leng, 1998, Svare, 1990), o objetivo deste estudo foi avaliar a
ativagdo da regido VO PFC e DRN através da expressdo de c-Fos, em ratas lactantes

submetidas a provocagdo social e/ ou comportamento agressivo.

2. Materiais e Métodos
2.1 Animais

Para a realizacdo destes experimentos, foram utilizadas ratas lactantes Wistar
primiparas provenientes da Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, com
aproximadamente 90 dias de idade. Cada fémea foi colocada e mantida individualmente em
caixas de acrilico transparentes (46cmx31cmx17 cm), com acesso livre a 4gua e comida. A
data do parto foi controlada, sendo que o dia do nascimento dos filhotes foi estabelecida
como data O (PPD 0). No PPD 1, os filhotes foram padronizados em 8 por ninhada,
independente do sexo dos animais. Os animais foram mantidos sob condi¢des de
temperatura controlada (21+1°C) e luz (ciclo claro e escuro de 12:12 horas, com a luz
apagando as 18 h). Para testar o comportamento agressivo das fémeas lactantes, foram
usados machos intrusos (Intr) com aproximadamente 150 g. Também foram utilizados
machos instigadores (Inst), os quais foram protegidos por um tubo de acrilico e nao tiveram
um confronto direto com as residentes. Intr e Inst foram mantidos em grupos de 5 animais
por caixa. Os Inst nunca foram usados como Intr. Os experimentos foram realizados de
acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram

aprovados pelo Comité de Etica da Instituicdo.

2.1.1 Confronto residente intruso
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No PPD 3, as fémeas foram selecionadas para o comportamento agressivo
(conforme Veiga et al., 2010). O teste comportamental foi realizado na caixa da fémea

residente, na presenca dos filhotes, no inicio do periodo escuro.

2.1.2 Provocagao social

A provocagdo social foi realizada no PPD 5 (Figura 1). A provocagdo social
consiste na colocag@o de um tubo de acrilico que possui orificios (28 cm de comprimento,
10 cm de diametro) contendo um macho oponente (instigador), por 5 min na caixa da fémea
residente. As residentes tipicamente ameacam o instigador que estd protegido e atacam o
tubo cilindrico perfurado. Os filhotes permaneceram na caixa com suas maes durante a

provocagdo social.

2.1.3 Comportamento agressivo maternal

S min apds o término da provocagdo social (ainda no PPD 5) , foi realizado o
comportamento agressivo maternal, contra um macho intruso, por 10 min. O repertério
comportamental analisado posteriormente, foi descrito previamente por De Almeida e
Lucion (1997). A provocagao social e o comportamento agressivo maternal foram filmados
e posteriormente analisados por experimentador usando o software The Observer (version
3.0, Noldus, The Netherlands).

Os comportamentos agressivos foram analisados através das frequéncias de ataque
lateral, mordidas no corpo do intruso e postura agressiva.

As ratas lactantes foram divididas nos seguintes grupos experimentais:
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1) Nao-provocadas e sem comportamento agressivo (NP + SA) — o tubo de acrilico
foi colocado na caixa residente vazio (sem o instigador) e as ratas ndo foram submetidas ao
comportamento agressivo maternal;

2) Provocadas e sem comportamento agressivo (P + SA) — o tubo de acrilico foi
colocado na caixa residente com o instigador e as ratas ndo foram submetidas ao
comportamento agressivo maternal;

3) Nao-Provocadas e com comportamento agressivo (NP + CA) - o tubo de acrilico
foi colocado na caixa residente vazio (sem o instigador) e as ratas foram submetidas ao
comportamento agressivo maternal;

4) Provocadas e com comportamento agressivo (P + CA) - o tubo de acrilico foi
colocado na caixa residente com o instigador e as ratas foram submetidas ao

comportamento agressivo maternal.

2.2 Imunoistoquimica para expressdo da imunorreatividade a proteina Fos

No PPD 5, 80 minutos apds o inicio da provocacdo social, as ratas dos 4 grupos
experimentais foram estudadas para a deteccao da proteina Fos no VO PFC e no DRN. O
grupo controle (ndo provocadas e sem comportamento agressivo) ndo teve nenhuma
intervencdo até o inicio desta etapa experimental. Simultaneamente, as ratas foram
profundamente anestesiadas com tiopental sédico (50 mg/kg, ip), para que a perfusdo
transcardiaca fosse realizada (injetado 150 ml de solucdo salina, seguido de
paraformaldeido a 4% diluido em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,4; 150 ml). Em
seguida, os encéfalos foram removidos e permaneceram em solugcdo fixadora
(paraformaldeido 4%) por 8 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, os encéfalos

foram crioprotegidos, em solucdo de sacarose a 30% a 4°C. A seguir, os encéfalos foram
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seccionados em cortes coronais de 50 ulm de espessura no criostato, sendo coletados
freefloating. Os cortes foram mantidos imersos em solucdo anticongelamente (contendo
PBS, dgua destilada, sacarose, propilenoglicol, Vetec, Brasil) e armazenados em freezer a -
70 °C até o dia da imunoistoquimica para Fos. Todos os encéfalos foram processados juntos
para a detec¢do da proteina Fos utilizando o método avidina-biotina-peroxidase, conforme
Cezario et al. (2008). Os cortes dos encéfalos foram lavados por 3 vezes, durante 10
minutos cada, em tampao PBS e incubados em solu¢do de tampao com Triton X-100
(Sigma Chemicals Company, EUA), soro normal de cabra e anticorpo anti-Fos feito em
coelho (Ab-5; Calbiochem, USA) em uma diluicdo de 1:20.000 durante 48h a 4°C e sob
agitacdo continua. Apds esse periodo, os cortes foram incubados durante 90 minutos a
temperatura ambiente em uma soluc@o de 1:250 de anticorpo biotinilado IgG de cabra anti-
coelho (Vector Laboratories, USA) e depois foram misturados numa solu¢do contendo
complexo de avidina-biotina peroxidase na dilui¢do de 1:250 (ABC Elite Kit; Vector
Laboratories, EUA) durante o mesmo periodo de tempo. A visualizagdo do complexo da
peroxidase foi observada durante exposi¢do de 10 minutos em uma solucido de cromégeno
contendo 0,02% 3,3-diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemicals Company, EUA) com
0,3% de sulfato de niquel em 0,05 M de tampao Tris (pH 7,6), seguida pela incubacdo
durante 5 minutos de uma solu¢do 0,01% de glicose oxidase (Glicose Oxidase Tipo VII de
Aspergillus Niger, Sigma Chemicals Company, EUA) e 10% de p-D-glicose (Sigma
Chemicals Company, Saint Louis, EUA) para produzir um produto azul escuro. Para o
controle negativo da atividade enzimdtica, alguns cortes foram randomicamente
processados omitindo-se o anticorpo primario. Em seguida, todos os cortes foram lavados

com tampao, coletados em laminas previamente gelatinizadas, desidratados em etanol,
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clarificados com xilol e montados com laminulas utilizando DPX

(distyrene/plasticizer/xylene).

2.2 Quantificagdo de células Fos-positivas

A regiao VO PFC e o DRN foram identificados de acordo com o atlas do encéfalo
de ratos (Paxinos e Watson, 1998). Para a quantificacio das células marcadas
imunoistoquimicamente para proteina Fos, foi utilizado um microscépio (Zeiss Axioscop?2)
com uma lente de 20 X e uma camara de video (CCD video camera module) acoplada a um
computador (Apple Macintosh 8600-300) e um sistema para andlise de imagem (NIH
Image 1.62f). A contagem dos neurdnios de cada regido foi realizada utilizando-se ambos
os hemisférios, direito e esquerdo (conforme Davis e Marler, 2004; Madruga et al., 2006) e
com o auxilio de uma drea teste (13887 um?) de acordo com a publicagio de trabalhos
prévios para a expressdao de c-Fos em roedores (Davis e Marler, 2004; Gammie e Nelson,
2001). Foram contados os neur6nios que encontravam-se dentro desta drea teste e aqueles
que posicionavam-se sobre duas linhas previamente definidas como linhas permitidas. Os
neurdnios que incidiam sobre as duas outras linhas (linhas proibidas) ndo foram contados
(Camozzato et al., 2009; Wilkelmann-Duarte et al., 2007). Os cortes de cada regido foram
realizados ao longo de toda a sua extensao, com um intervalo de 200 um. Para o VO PFC,
os cortes estavam entre 3,70 a 5,20 mm anterior ao bregma e para o DRN, os cortes
estavam entre 8,0 e 7,04 mm posterior ao bregma (Paxinos ¢ Watson, 1998). Em relagdo ao
DRN, a quantificacdo celular indicava a soma da regidao proximal e distal (tomando-se com
referéncia o aqueduto). Os dados representam a média do nimero de neuronios de cada
regido dentro da drea teste. Toda a quantificacdo das células marcadas foi realizada por dois

experimentadores, alheios ao estudo.
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2.3 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média = EPM. Os resultados da
imunorreatividade a proteina Fos das regides analisadas (VO PFC e DRN) dos 4 grupos
experimentais (NP + SA, P + SA, NP + CA e P + CA) foram analisados usando ANOVA
de uma via. Quando houve uma diferenca estatisticamente significativa, com um p<0,05,
Newman Keuls foi utilizado como um post hoc. Os comportamentos agressivos das fémeas
dos dois grupos submetidos ao teste de agressividade (NP + CA e P + CA) foram
analisados usando o Teste t de Student, seguido de Mann Whitney, quando houve uma

diferenca estatisticamente significativa, com um p<0,05.

3. Resultados

Em relacdo a expressdo da proteina Fos no VO PFC, a andlise microscopica
mostrou que ratas lactantes provocadas e submetidas ao comportamento agressivo
apresentaram um aumento estatisticamente significativo no nimero de células Fos positivas
(F(3,17)=3.30; p<0.05; Figuras 2 e 3), quando comparadas com o grupo controle (nio
provocadas e sem comportamento agressivo).

Quanto a expressao da proteina Fos no DRN, ndo houve diferengas estatisticamente
significativas, no nimero de células Fos positivas, quando os grupos foram analisados entre
si (F(3,16)=0.64; p=0.5; Figuras 4 e 5).

Ratas lactantes provocadas socialmente e submetidas ao comportamento agressivo

apresentam um aumento estatisticamente significativo na freqiiéncia de ataques laterais
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(to=2.43; p<0.04; Figura 6) quando comparadas com o grupo nido provocadas e com

comportamento agressivo.

4. Discussao

Os experimentos demonstram que ratas lactantes, no quinto dia pds-parto,
submetidas a provocagdo social e comportamento agressivo, contra um macho intruso, na
presenca dos filhotes, aumentam a expressdo da imunorreatividade a proteina Fos (Fos-Ir)
especificamente na regido VO do PFC. Por outro lado, ndo houve alteracido na expressio de
Fos no DRN das lactantes, apds exposi¢do a provocacdo social ou teste de agressividade.
Andlises de aumento na expressdo de fatores de transcri¢do, como c-Fos, em associacdo
com um comportamento especifico (por exemplo, agressdo maternal) apontam evidéncias
indiretas importantes de atividade neural de uma subregido de células durante a execucdo
de determinado comportamento (Gammie e Nelson, 2001).

Ainda ndo hd trabalhos demonstrando as regides encefdlicas que expressam
aumento na Fos-Ir em lactantes submetidas a protocolos experimentais de agressividade
escalada, como a provocacdo social. Alguns estudos tém mostrado que, apds agressao
maternal, ocorre aumento na expressdo de c-Fos na amigdala medial, nicleo da estria
terminal, niicleo paraventricular do hipotdlamo e substancia cinzenta periaquedutal (Stern e
Gallo, 1998; Gammie e Nelson, 2001). Camundongos machos parentais (que cuidam dos
filhotes), apresentam aumento na expressao de c-Fos na drea pré-optica medial, hipotdlamo
ventromedial e amigdala medial (Trainor et al., 2008) e estas mesmas regides também

expressam Fos no contexto de agressao maternal (Gammie, 2005). Fos tem sido expressa
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somente por curtos periodos (15 a 90 minutos) apds exposi¢cdo a um estimulo (Morgan et
al., 1987; Morgan e Curran, 1991; Gammie e Nelson, 2001; Knyshevski et al., 2005).
Todavia, alguns estudos mostraram que a expressdo de Fos pode ser persistente;
representando ativacao celular em resposta a estimulos fisiologicos cronicos (Fenelon et al.,
1993; Myiata et al., 1994) e comportamentais (Fenelon et al., 1993; Matsuda et al., 1996).

Experimentos realizados com ratos machos mostraram que em relacdo as regides
VO e LO do cértex pré-frontal, ocorre um aumento na ativagdo neuronal apds encontro
agressivo (Hélasz et al., 2006) e esta ativacdo foi especialmente maior em camundongos
machos previamente selecionados com altos indices de agressividade (Haller et al. 2006).
Dessa forma, os resultados de aumento na expressio de Fos na regiio VO PFC,
demonstrados nos nossos experimentos, sao semelhantes aos dados encontrados na
literatura.

As manifestacdes anormais de comportamento agressivo estdo relacionadas ou sdo
causadas, por prejuizos na atividade do cértex pré-frontal (Damasio et al., 1994; Volkow et
al., 1995; Golden et al., 1996; Critchley et al., 2000; Davidson et al., 2000; Hawkins et al.,
2000; Bassarath, 2001; Best et al., 2002; Veit et al., 2002; Blair, 2004; Halasz et al., 2006).
Contrastando com estes resultados, foi encontrado em nossos experimentos que a
provocacdo social seguida de comportamento agressivo aumentou a ativacdo neuronal na
regido VO do PFC, sendo que outros trabalhos também tém mostrado resultados
semelhantes (Hdlasz et al., 2006; Haller et al. 2006). Hélasz et al. (2006) afirmam que esta
discrepancia, em relacdo a deficiéncia do PFC em seres humanos que apresentam
comportamento violento e déficits ndo encontrados em roedores, pode ser explicada devido
as diferencas existentes entre o funcionamento agudo e cronico do PFC. Por exemplo,

poderia ser hipotetizado que ativacdes agudas (como no nosso trabalho) e deficiente
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funcionamento cronico (pessoas violentas) afetam o comportamento agressivo por
mecanismos independentes. Deficiéncia no PFC tem mostrado uma alteracdo no
julgamento moral em seres humanos e acredita-se que distirbios comportamentais ocorram
através desta via (Price et al., 1990; Nichelli et al., 1995; Greene et al., 2004; Luo et al.,
2006). Assim, déficits do pré-frontal conduzem a violéncia via deficiéncia no julgamento
moral (Hélasz et al., 2006). Em contraste, a ativacdo aguda do PFC pode contribuir para a
expressdo do comportamento agressivo. Esta questdo € suportada pelos resultados
encontrados neste trabalho e por outros estudos também em roedores (Hélasz et al., 2006).

Podemos inferir que as células fos-positivas no DRN sejam neurdnios
serotoninérgicos, pois de acordo com trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisas, foi
demonstrado que a microinjecao do agonista dos receptores 5-HT ;4 8-OH-DPAT no DRN
aumentou o comportamento agressivo de lactantes (Veiga et al., 2010) e que possivelmente
esteja ocorrendo uma reducdo de serotonina nesta drea. Uma andlise mais detalhada
utilizando imunoistoquimica para c-fos com co-localizagdo para o0s neurdnios
serotoninérgicos poderia dar mais suporte aos resultados obtidos neste trabalho.

Em resumo, os resultados deste trabalho demonstram que ratas lactantes provocadas
socialmente e submetidas ao comportamento agressivo, no PPD 5, na presenca dos filhotes,
aumentam a Fos-Ir no VO PFC, mas que no DRN ndo ocorre alteracdo na expressdo da
proteina Fos. Experimentos futuros com imunoistoquimica para proteina Fos em ratas
lactantes provocadas socialmente e submetidas ao comportamento agressivo sao
imprescindiveis para andlise de outras regides encefdlicas que estejam envolvidas com a
modulacdo ou expressdo da agressividade maternal, para um estudo mais detalhado da

circuitaria envolvida neste comportamento.
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Figura 1 — Fémea lactante residente investigando o provocador que estd protegido no tubo
de acrilico durante a provocacdo social, na caixa da residente, no quinto dia pds-parto, na
presenca dos filhotes (a frente do tubo) (A). Comportamento de investigar o intruso durante
o teste de agressividade na caixa da fémea residente por 10 minutos (B). Comportamento

de dominar o intruso (C).
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Figura 2 — Média (+ EPM) do ntiimero de células imunorreativas a proteina Fos na
regido ventro-orbital (VO) do cortex pré-frontal, de ratas residentes lactantes
submetidas a provocacgdo social e comportamento agressivo, no quinto dia pos-
parto, na presenca dos filhotes. *: p<0,05 quando comparado com o grupo controle

(ndo provocadas e sem comportamento agressivo).
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Figura 3 — Cortes coronais do encéfalo de ratas mostrando a regidao VO PFC onde células
imunorreativas a proteina Fos foram quantificadas nos grupos experimentais controle
(A)(ndo provocadas e sem comportamento agressivo), provocadas e sem comportamento
agressivo (B), ndo provocadas e com comportamento agressivo (C) e provocadas e com
comportamento agressivo (D). Aumento significativo no nimero de células positivas para
Fos no VO PFC concomitante com expressdao de comportamento agressivo maternal podem

ser visualizadas em D.
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Figura 4 — Média (+ EPM) do nimero de células imunorreativas a proteina Fos no
nicleo dorsal da rafe (DRN), por¢des proximal e distal ao aqueduto, de ratas
residentes lactantes submetidas a provocagdo social e comportamento agressivo, no

quinto dia pos-parto, na presenca dos filhotes.
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Figura 5 — Cortes coronais do encéfalo de ratas mostrando o DRN (parte proximal, em

relacdo ao Aqueduto - Aq) onde células imunorreativas a proteina Fos foram quantificadas
nos grupos experimentais controle (A) (ndo provocadas e sem comportamento agressivo),
provocadas e sem comportamento agressivo (B), ndo provocadas e com comportamento

agressivo (C) e provocadas e com comportamento agressivo (D).
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Figura 6 - Efeito da provocagdo social sobre o comportamento agressivo de ataques

laterais de ratas lactantes, no quinto dia pds-parto.
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Esta tese teve como objetivo principal estudar o comportamento agressivo maternal
de ratas lactantes, submetidas a provocagdo social. Inicialmente, foi analisado o efeito da
microinje¢do de agonistas dos receptores 5-HT g e 5-HT|4 no cortex pré-frontal e no
nucleo dorsal da rafe, sobre o comportamento agressivo. Posteriormente, foi avaliado o
efeito da provocacdo social sobre a atividade do eixo HPA, através de dosagens plasmaticas
dos hormodnios corticosterona, ocitocina, prolactina e progesterona. Por fim, com o intuito
de comprovarmos que as regides encefdlicas inicialmente mencionadas (VO PFC e DRN)
estavam modulando o comportamento agressivo, a técnica de imunoistoquimica para c-Fos
foi realizada.

Uma série de protocolos experimentais ja foi desenvolvida para aumentar os indices
de agressividade em roedores (veja De Almeida et al., 2005 a, para revisdao). A provocagao
ou instigacdo social é um protocolo experimental utilizado para aumentar o comportamento
agressivo tipico da espécie. Devido ao fato de que a provocagdo social aumenta
especificamente o comportamento agressivo sem alterar outros padrdes comportamentais,
como a locomo¢do, o padrio alimentar ou comportamento sexual (Lagerspetz e Huatojarvi,
1967; Potegal e Tenbrink, 1984; Potegal, 1991), este protocolo torna-se uma ferramenta
experimental adequada para o estudo do comportamento agressivo.

No capitulo 1, os experimentos mostraram que a ativacdo dos receptores 5-HTp
com a microinje¢do de CP-93,129, no VO PFC, diminuiu significativamente o
comportamento agressivo das fémeas no periodo pds-parto. O agonista dos receptores 5-
HT,5 CP-93,129 reduziu o comportamento agressivo maternal na maior dose (1,0 pug) e até
mesmo na menor (0,1 pg) houve uma tendéncia em reduzir o comportamento agressivo
maternal. Os comportamentos ndo-agressivos como locomogao e investigacdo social nao

foram alterados, demonstrando a especificidade comportamental dos receptores 5-HTg na
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modulacdo do comportamento agressivo maternal. Suporte adicional para a especificidade
dos receptores 5-HT;g na modulacio do comportamento agressivo maternal foi dado
através dos resultados obtidos nesta tese com a microinje¢do do antagonista dos receptores
5-HT;5 SB-224,289, que reverteu os efeitos anti-agressivos do CP-93,129. CP-93,129 e SB-
224,289 sao compostos com alta afinidade pelos receptorres 5-HT s (pKi= 8.1 e pK; = 8.2,
respectivamente), quando comparados com outros subtipos de receptores da familia 5-HT;
(Roberts et al., 2001; Centenaro et al., 2008). Trabalhos t€ém mostrado que a administracio
sist€émica ou local (De Boer e Koolhaas, 2005; Bannai et al., 2007; Veiga et al., 2007,
Centenaro et al., 2008) de CP-93,129 tem apresentado potentes efeitos anti-agressivos, sem
modificar outros tipos de comportamentos nao-agressivos.

Por outro lado, a estimulacdo dos autorreceptores 5-HT;4 no DRN através da
microinje¢do do agonista 8-OH-DPAT aumentou significativamente o comportamento
agressivo das fémeas no periodo pés-parto. Este € o primeiro estudo que demonstrou
aumento do comportamento agressivo em fémeas no periodo pds-parto com a microinje¢ao
de 8-OH-DPAT no DRN apés provocacdo social. O 8-OH-DPAT aumentou elementos
importantes do comportamento agressivo possivelmente, devido a um mecanismo de
controle nos neurdnios serotoninérgicos do DRN; causando uma auto-inibi¢ao via a¢do sob
os autorreceptores 5S-HT 4 (Sprouse e Aghajanian, 1987). A ativacio dos receptores 5-HTa
deve ter conduzido a uma abertura dos canais de potdssio causando uma hiperpolarizagao
(Sprouse e Aghajanian, 1987) e inibi¢do do impulso nas células serotoninérgicas (Sprouse e
Aghajanian, 1986, 1987; VanderMaelen et al., 1986; Sinton e Fallon, 1988) e a liberacdo de
serotonina em dreas terminais (Sharp et al., 1989; Adell et al., 1993; Bosker et al., 1994;
Kreiss e Lucki, 1994; Casanovas et al., 1997), incluindo o cértex pré-frontal. Assim, com a

técnica da microinjecdo, utilizada nos experimentos € provavel que o 8-OH-DPAT tenha
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induzido uma diminuicdo no fluxo de serotonina ao cortex pré-frontal, com uma
diminuicdo do comportamento agressivo pela atuacdo em receptores pré-sindpticos
primariamente.

Os dados da literatura tentam estabelecer os papéis dos receptores 5-HT 5 e 5-HTp
na modulacdo do comportamento agressivo, mas estes estudos continuam gerando
resultados conflitantes e muitos debates (Sijbesma et al., 1991; Mos et al., 1993; Sanchez e
Hyttel, 1994; De Almeida e Lucion, 1997; Millan et al., 1997).

Alguns trabalhos, que vao ao encontro com os resultados obtidos nesta tese,
apontam para os efeitos anti-agressivos dos receptores 5-HT 4 via ativagdo dos receptores
serotoninérgicos pos-sindpticos (Sijbesma et al., 1991; Mos et al., 1992, 1993; Olivier e
van Oorschot, 2005). Microinjecdes de CP-93,129 ou CP-94,253 no DRN exercem efeitos
anti-agressivos, que resultam da acdo em multiplos lugares, como nos autorreceptores
somatodendriticos, autorreceptores terminais pré-sindpticos e heterorreceptores pos-
sindpticos (Bannai et al., 2007; Faccidomo et al., submitted). Estudos com agonistas
completos ou parciais dos receptores 5-HT;p como CP-94,253, eltoprazine, TFMPP,
zolmitriptan e anpirtolina tém apresentado efeitos anti-agressivos, independente dos niveis
basais de comportamento agressivo (Olivier e Mos, 1986; Mos et al., 1992; De Almeida e
Miczek, 2002; Miczek et al., 2002), que podem ser mediados pelos autorreceptores
somatodendriticos (Bannai et al., 2007, Faccidomo et al., submitted) ou heterorreceptores
p6s-sindpticos (De Almeida et al., 2001).

Em contrapartida, outros estudos indicam um possivel papel dos autorreceptores 5-
HT;s nos efeitos anti-agressivos, como o BMY-7378 (White et al.,1991), NAN-190
(Sanchez et al., 1996) e, particularmente, o S-15535 (Millan et al., 1997; De Boer e

Koolhaas, 2005). Trabalhos tém mostrado que o comportamento agressivo maternal em
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ratas foi diminuido ap6s administracdo sistémica de agonistas dos receptores 5-HT ;4 como
ipsapirone, 8-OH-DPAT e buspirona, e pelo agonista dos receptores 5-HT,a,c DOI (Olivier
et al., 1985, 1986, 1995; Ferreira et al., 2000; Lonstein e Gammie, 2002), fluprazine e
fluvoxamine (Olivier ef al., 1995; Lonstein e Gammie, 2002).

Assim, o capitulo 1 mostrou que o CP-93,129, quando microinjetado na regido VO
PFC das fémeas provocadas socialmente, no periodo pds-parto, atuando ou nos
autorreceptores pré-sindpticos ou nos heterorreceptores pds-sindpticos 5-HTp, reduzem o
comportamento agressivo maternal. Em contrapartida, a ativacdo dos autorreceptores
somatodendriticos 5-HT através da microinjecdo de 8-OH-DPAT no DRN, aumentou o
comportamento agressivo maternal das fémeas lactantes.

No capitulo 2, os experimentos demonstraram, de maneira surpreendente, que ratas
lactantes, submetidas a provocagdo social ou ao confronto agressivo, na presenca dos seus
filhotes, apresentam uma reducdo nos niveis plasmdticos de corticosterona, ocitocina,
prolactina e progesterona.

Neumann et al. (2001) mostraram que, apds o teste defensivo maternal houve um
aumento, porém ndo significativo, nos niveis de corticosterona, nas ratas lactantes, mas a
metodologia empregada por estes pesquisadores diferiu do nosso trabalho, pois foi utilizada
uma lactante como intrusa. Quando uma intrusa virgem foi testada, a resposta de secre¢do
de corticosterona foi menor. Assim, nossos resultados poderiam ser explicados, em parte,
devido a metodologia, como por exemplo, a utilizacdo de um intruso macho.

Deschamps et al. (2003) encontraram um aumento significativo nos niveis de
corticosterona, apds o teste residente/intruso, quando as fémeas lactantes foram testadas
com os filhotes na caixa residente. Nos nossos experimentos os filhotes também estavam

presentes durante o teste de agressdo maternal, mas pode ser inferido que as diferengas nas
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linhagens dos animais possam interferir com a resposta de secrecdo de corticosterona, pois
foram utilizadas ratas Wistar nos nossos experimentos, € Deschamps et al. (2003) usaram
ratas Sprague-Dawley.

Foi constatado, que as variacdes nos niveis plasmadticos de corticosterona,
demonstrados nesta tese, ndo dependem da frequéncia e duracdo de agressividade
apresentada pelas lactantes. O fator mais relevante foi a presenca do intruso. Podemos
inferir que a lactacdo esteja interferindo com esta reducdo do eixo HPA, pois em ratas
virgens (ndo-lactantes), a secrecdo de corticosterona aumenta apds o teste do residente/
intruso (Deschamps et al., 2003). De acordo com os trabalhos de Fischer e colaboradores
(1995), bem como os trabalhos de Lightman e colaboradores (2001), nossos resultados vao
ao encontro com os dados da literatura, pois os niveis basais de corticosterona foram
elevados nas ratas lactantes do grupo controle. A resposta ao estresse, em lactantes, onde
ocorre uma diminui¢do dos niveis plasmadticos de corticosterona, poderia estar ocorrendo
devido a uma diminuicdo na resposta de ACTH frente a situagdes de estresse, como
resultado da produ¢do diminuida de CRH e sua consequente liberacdo diminuida pelos
neurdnios pPVN (Brunton et al., 2008). Em relacdo aos niveis basais, em ratas lactantes,
onde a concentracdo plasmética de corticosterona estd aumentada, outro fator que contribui
para a atividade basal aumentada do eixo HPA € a presenca continua dos filhotes. Isto foi
demonstrado em experimentos nos quais os niveis de ACTH e corticosterona comecaram a
diminuir quando os filhotes foram afastados por um periodo de 3,5 h das maes (Walker et
al., 1992; Fischer et al., 1995). Assim, torna-se evidente que a atividade basal aumentada
do eixo HPA ¢ dado pela suc¢ao (Brunton et al., 2008).

A provocacdo social ndo aumentou o comportamento agressivo das ratas lactantes,

possivelmente devido ao fato de haver uma grande variabilidade nos niveis de
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agressividade das fémeas lactantes pertencentes ao mesmo grupo experimental. Efeitos
similares também foram encontrados por Padovan e Guimaraes (2004) e possivelmente um
nimero maior de animais seja necessdrio para o estudo da agressividade em ratas lactantes.

As dosagens plasmaticas realizadas nos machos foram executadas com o objetivo de
comprovar que o estresse causado pela provocagdo social e ou comportamento agressivo €
capaz de alterar a secrecdo de corticosterona, causando uma resposta contrdria aquela
observada nas lactantes. Nossos resultados demonstraram que realmente, nos machos
adultos, ocorre um aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona nos animais
submetidos somente a provocagdo social e também no grupo que teve comportamento
agressivo quando comparados com o grupo controle. Assim, os dados deste estudo
corroboram com os resultados da literatura, onde um udnico episédio de estresse social,
utilizando o paradigma residente/intruso, aumentou os niveis de corticosterona nos machos
(Hucklebridge e Nowell, 1974; Zayan, 1991; Haller et al., 1995; Wotjak et al., 1996;
Koolhaas et al., 1997; Miczek et al., 1999).

De maneira geral, esta reducdo da resposta do eixo HPA de ratas lactantes a
estimulos do ambiente, demonstrada nesta série de experimentos, poderia ser devido a
alguns fatores. Primeiro, poderia ser resultado de uma secrecdo diminuida de CRH (pelos
neurdnios do pPVN) e/ ou vasopressina, pois trabalhos mostram que hd uma diminuicao
nos niveis de RNAm para CRH, em resposta ao estresse (Lightman e Young, 1989;
Lightman e Harbuz, 1993; Da Costa et al., 2001; Walker et al., 2001) e de c-fos (Da Costa
et al., 1996; Woodside e Amir, 1997; Shanks et al., 1999; Deschamps et al., 2003) em
neurdnios no PVN. Segundo, poderia estar ocorrendo uma reducdo na sensibilidade da
hipdfise anterior ao CRH/ e ou AVP, pois trabalhos com ovelhas lactantes mostram que a

concentracdo plasmdtica de ACTH ndo foi aumentada durante estresse por conten¢do
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(Tilbrook et al., 2006). Terceiro, € possivel que esteja ocorrendo uma redugdo na atividade
das vias aferentes ao PVN (Stern e Voogt, 1973; Lightman e Young, 1989; Da Costa et al.,
1996, 1997; Shanks et al., 1999), pois regides encefdlicas responsdveis pelo processamento
de informacdes referentes a estressores, sdo menos ativadas (Herman et al., 2005). Outro
mecanismo que poderia estar contribuindo para a reducao da resposta do eixo HPA de ratas
lactantes a estimulos do ambiente, seria uma reducdo nas aferéncias estimulatérias
noradrenérgicas ao PVN que alteram a atividade do eixo HPA (Lightman et al., 2001;
Walker et al., 2004; Douglas, 2005; Tu et al., 2005). Em condi¢des normais, as aferéncias
noradrenérgicas do tronco encefdlico (Sawchenko e Swanson, 1982; Plotsky et al., 1989;
Stanford, 1995; Herman e Cullinan, 1997; Sawchenko et al., 2000; Herman et al., 2003;
Flugge et al., 2004; Douglas, 2005) estimulam o eixo HPA durante situacdes de estresse,
aumentando a sintese e a secre¢do de CRH e AVP (ver Douglas, 20035, para revisao).

Outro fator que deve ser levado em consideragdo € o estimulo da succdo, pela
amamentacdo, causado pelos filhotes, ou, pelo menos em parte, pela presenca dos filhotes.
Este, apresenta um papel essencial na manutengdo da redugdo da resposta do eixo HPA de
ratas lactantes (Walker et al., 1992), embora os mecanismos precisos ndo estejam ainda
bem estabelecidos (Tilbrook et al., 2006). O efeito da presenga dos filhotes depende da
relevancia do estressor: no inicio da lactagdo, um estressor que ameace os filhotes (macho
intruso ou odor do predador), estimula a resposta maternal do eixo HPA, somente se os
filhotes estdo presentes, durante o estresse (Deschamps et al., 2003). A resposta ao
estressor parecer estar relacionada com o comportamento de medo ou para proporcionar
seguranca das mdes para com sua ninhada, e a perda desta resposta no final da lactacio
pode estar relacionada com a expressdo reduzida de RNAm para CRH na amigdala

(Deschamps et al., 2003). (Figura 1)
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8 Resposta ao esiresse em lactantes
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Figura 1 — Esquema representativo resumindo as respostas ao estresse em lactantes.

(Adaptado de Brunton et al., 2008).



163

Os resultados obtidos no capitulo 2 desta tese, na qual foi observada uma reducao
da resposta do eixo HPA de ratas lactantes frente um estimulo estressor, podem ser
interpretados como uma resposta de vital importancia para o bem-estar da mae (Slattery e
Neumann, 2008); para que ela possa exercer uma resposta ideal de cuidado para com a sua
prole. Trabalhos t€ém demonstrado que a secrecdo reduzida dos hormonios frente ao
estresse, durante a lactagdo, é importante para prevenir niveis circulantes excessivos de
glicocorticoides, que podem afetar o desenvolvimento normal dos filhotes (Altemus et al.,
1995; McCormick et al., 1995; Vallee et al., 1997; Weinstock, 2001). Nos seres humanos,
por exemplo, o periodo pds-parto € aquele no qual aumenta a vulnerabilidade da mae a
desenvolver transtornos de humor (O’Hara e Swain, 1996; Llewellyn et al., 1997; Pedersen,
1999; Mastorakos e Ilias, 2000) que podem durar até um ano e afetar significativamente o
desenvolvimento do recém-nascido e a unidade familiar.

Em resumo, o capitulo 2 mostrou que a provocacdo social € o comportamento
agressivo causam uma significante reducdo nos niveis hormonais nas ratas lactantes, na
presenca dos seus filhotes. Mas, por outro lado, nos machos adultos, houve um aumento na
secrecdo de corticosterona. Assim, estes resultados confirmam que a lactacdo é um fator
relevante na determinacdo das respostas neuroenddcrinas ao estresse.

O capitulo 3 teve como objetivo principal avaliar a ativacido da regido VO PFC e
DRN através da expressao de c-Fos, nos mesmos quatro grupos experimentais mencionados
no capitulo 2. De maneira inicialmente esperada, os experimentos demonstraram que ratas
lactantes, no quinto dia pds-parto, submetidas a provocagdo social e comportamento
agressivo, contra um macho intruso, na presenca dos filhotes, aumentam a expressao da
imunorreatividade a proteina Fos (Fos-Ir) especificamente na regidao VO do PFC. Este € o

primeiro trabalho que avalia a ativacdo neuronal no coértex pré-frontal, especificamente na
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regido ventro-orbital de ratas lactantes, pois ainda ndo hd trabalhos demonstrando as
regides encefélicas que expressam aumento na Fos-Ir em lactantes submetidas a protocolos
experimentais de agressividade escalada, como a provocacdo social. Alguns estudos tém
mostrado que, apds agressdo maternal, ocorre aumento na expressiao de c-Fos na amigdala
medial, nicleo da estria terminal, nicleo paraventricular do hipotdlamo e substancia
cinzenta periaquedutal (Stern e Gallo, 1998; Gammie e Nelson, 2001). Camundongos
machos parentais (que cuidam dos filhotes), apresentam aumento na expressao de c-Fos na
drea pré-optica medial, hipotdlamo ventromedial e amigdala medial (Trainor et al., 2008) e
estas mesmas regides também expressam Fos no contexto de agressao maternal (Gammie,
2005).

Experimentos realizados com ratos machos mostraram que em relacdo as regides
VO e LO do cortex pré-frontal, ocorre um aumento na ativacdo neuronal apds encontro
agressivo e esta ativagdo foi especialmente maior em camundongos machos previamente
selecionados com altos indices de agressividade (Haller et al., 2006). Assim, estes trabalhos
ddo indicios de que nossos resultados vao ao encontro com os dados da literatura, pois
nossos resultados também demonstraram aumento da ativacao neuronal na regido VO.

Por outro lado, ndo houve alteragdo na expressao de c-Fos no DRN das lactantes,
ap0s exposicdo a provocacgdo social ou teste de agressividade. Podemos inferir que as
células fos-positivas no DRN sejam neurdnios serotoninérgicos, pois de acordo com
trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisas, foi demonstrado que a microinjecdo do
agonista dos receptores 5-HT;p» 8-OH-DPAT no DRN aumentou o comportamento
agressivo de lactantes (Veiga et al., 2010) e que possivelmente esteja ocorrendo uma

reducdo de serotonina nesta drea.
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Alguns trabalhos mostram que a rafe estd envolvida com a modulacdo do
comportamento agressivo. Por exemplo, Haller et al. (2005), mostraram que contatos
psicossociais e confrontos agressivos induzem a um amplo aumento na ativagdo de c-Fos
na rafe, mas em ratos machos Wistar e que parte dos neurOnios ativados sao
serotoninérgicos. Estes encontros psicossociais sdo semelhantes a provocagdo social, onde
o rato € confrontado com outro macho, sendo que este ultimo estd protegido do oponente
por uma caixa transparente perfurada, onde € capaz de ver, ouvir e cheirar o outro macho.

Dessa forma, os resultados do capitulo 3 complementam resultados prévios
(capitulo 1) com microinje¢des de agonista 5-HT;p na regido VO PFC e agonista 5-HT s
no DRN, comprovando que estas regides sdo importantes na modulagdo do comportamento

agressivo maternal.
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CONCLUSOES




167

Através dos experimentos desenvolvidos, é possivel concluir nesta tese que:

e A provocagdo social € um protocolo experimental que aumenta o comportamento
agressivo de ratas Wistar no periodo pods-parto, podendo ser utilizada como uma

ferramenta para testar o efeito de fairmacos que modulam a agressividade;

e (s autorreceptores somatodendriticos 5-HT;s, quando estimulados pela
microinjecdo de 8-OH-DPAT no nicleo dorsal da rafe aumentam o comportamento
agressivo das fémeas no periodo pods-parto devido a uma ativagdo inibitéria dos

receptores 5-HT 4;

e A ativacdo dos receptores 5-HT;g na regido ventro-orbital do cértex pré-frontal,
através da microinjecdo de CP-93,129 diminui os elementos ofensivos do
comportamento agressivo das fémeas no periodo pds-parto e a participacdo seletiva
destes receptores foi verificada pela reversdo dos efeitos anti-agressivos com a
utilizacdo do agonista SB-224,289;

e E possivel que os efeitos anti-agressivos do CP-93,129 ocorram devido 2
estimulacdo dos receptores pds-sindpticos, mas estudos adicionais com microinje¢ao
deste agonista no DRN e outras regides encefdlicas sainda sdo necessarios para elucidar

os mecanismos de acdo desses receptores e sua localizacdo precisa;
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® A provocagdo social e o confronto agressivo causam uma reducdo significativa na
secrecdo dos hormonios relacionados ao estresse, em ratas lactantes, na presenca dos
seus filhotes e esta resposta estd relacionada com o periodo da lactacdo, pois nos

machos adultos houve uma resposta inversa na secre¢ao de corticosterona;

e Ratas lactantes provocadas socialmente e submetidas a0 comportamento agressivo,
no quinto dia pds-parto, na presenca dos filhotes, aumentam a imunorreatividade a
proteina Fos na regido ventro-orbital do cértex pré-frontal e no niicleo dorsal da rafe
ndo ocorre alteragdo na expressao da proteina Fos, mas uma anélise mais detalhada das
subregides do DRN € necessdria. Assim, nossos resultados demonstram que
especificamente a regido VO PFC ¢é importante na modulagdo da agressividade

maternal.
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PERSPECTIVAS
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Avaliar o papel dos receptores 5-HTi;a e 5-HTp através da microinjecdo de
agonistas serotoninérgicos no nucleo dorsal da rafe e na regido ventro-orbital do
cortex pré-frontal, respectivamente, sobre o comportamento agressivo de ratos
machos, para verificar se os efeitos encontrados nas fémeas sdo especificos do

género;

Investigar se os resultados mostrados nesta tese, em relacdo ao funcionamento dos
receptores 5-HT;4 e 5-HT s no nicleo dorsal da rafe e na regido ventro-orbital do
cortex pré-frontal, respectivamente, se estendem a outras espécies, como por

exemplo, camundongos provocados socialmente;

Avaliar se a provocagdo social é capaz de causar mudangas gendmicas, por
exemplo, alterar a expressdo dos receptores 5-HT;a e 5-HT;g, tanto em machos

quanto em fémeas;

Estudar outras regides encefdlicas, como a area infra-limbica do cértex pré-frontal,
area septal medial, amigdala medial e PAG, através de microinjecOes, para ampliar

o estudo do comportamento agressivo maternal;

Investigar se outros protocolos experimentais de agressividade escalada, como
dlcool ou frustracdo nio recompensada, também sdo capazes de aumentar o

comportamento agressivo maternal;
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Investigar o efeito da provocagdo social e do comportamento agressivo em ratas
lactantes, sobre os niveis hormonais (corticosterona, ocitocina, progesterona e

prolactina) em tempos diferentes de coleta do sangue;

Analisar se ocorre alteragdo na expressdao de c-Fos, em ratas lactantes provocadas
socialmente e ou submetidas ao comportamento agressivo, em outras regides
especificas do cortex pré-frontal, como pré-limbica, infra-limbica, cortex cingulado
anterior e cortex orbital medial e impreterivelmente, analisar especificamente a

regido lateral do nicleo dorsal da rafe.
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