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RESUMO

O estudo do comportamento sexual em ratos machos envolve a analise da
motivagcdo e da performance sexuais. A distincdo esta entre procurar o contato
sexual e estar apto para realizar o ato copulatorio. Este comportamento € necessario
para a preservacao da espécie e nao para sobrevivéncia do individuo, uma vez que
abstinéncia sexual ndo tem, a curto prazo, consequéncias adversas para o
organismo. Sendo assim, difere consideravelmente de outros comportamentos
espontaneos como alimentacéo, hidratagcéo, termorregulagdo ou respiragéo. Estudos
mostram que o estresse com consequente ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HHA) e secrecdo de glicocorticbides pode alterar diversos parametros
hormonais e comportamentais. O objetivo deste estudo foi analisar a motivagao e
performance sexuais de ratos machos e suas possiveis alteracbes diante da
administracdo aguda e crénica de dexametasona (DEXA), um glicocorticéide
sintético. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, mantidos em grupos com até 4
animais por caixa, em ciclo claro-escuro de 12hs a 21+1°C. Para analises de
performance sexual, ratos machos adultos sexualmente experientes, tratados com
veiculo ou com DEXA, aguda e cronicamente, foram expostos a fémeas receptivas,
filmando-se por 40 minutos. Os resultados das analises comportamentais e de
imunoistoquimica para c-Fos mostraram que a administragdo aguda melhorou
parametros do comportamento sexual e reduziu a expressao de neurdnios marcados
com c-Fos no BST, no MnPOd, no MnPOv, PVN e SON. Por outro lado, a
administragcdo crbnica nao alterou nenhum dos parametros do comportamento e
aumentou o numero de células positivas para c-Fos no SON. Para avaliagcdo da
motivacdo sexual, ratos machos, sexualmente inexperientes, tratados com veiculo
ou DEXA, foram colocados em um aparato onde havia uma fémea receptiva
(incentivo sexual) e um macho sexualmente experiente (incentivo social), filmando-
se por 20 minutos, tratados com veiculo ou tratados com DEXA. Os resultados
mostraram que a administracdo aguda de dexametasona aumentou a motivagao
sexual, enquanto a administragao crénica nao modificou este comportamento. Em
conjunto, estes resultados sugerem que a administragdo aguda de dexametasona
aumentou a motivacado sexual em ratos machos sexualmente inexperientes através

de mecanismos envolvidos com a supressdao do eixo HHA. Além disso,



administracdo aguda de DEXA melhorou parametros da performance sexual as
custas de diminuicido da atividade neuronal em areas hipotalamicas relacionadas ao

controle neuroendocrino em ratos machos sexualmente experientes.

Palavras-chave: Comportamento Sexual, Glicocorticoides, Proteinas Proto-

Oncogénicas c-fos, Corticosterona.



ABSTRACT

The study of sexual behavior in male rats involves the analysis of motivation and
sexual performance. The distinction between them is seeking sexual contact and be
able to perform the copulatory act. This behavior is required for preservation of the
species and not to survival of the individual, as abstinence has not, the short-term
adverse effects for the organism. Thus, it differs considerably from other
spontaneous behaviors such as feeding, hydration, thermoregulation or respiration.
Studies show that stress and consequent activation of the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) and secretion of glucocorticoids can alter various hormonal and
behavioral parameters. The aim of this study was to analyze the motivation and
sexual performance of male rats and its possible changes in the face of acute and
chronic administration of dexamethasone (DEXA), a synthetic glucocorticoid. We
used Wistar rats, kept in groups with up to four animals per cage in light-dark cycle of
12h at 21 £ 1 ° C. For analyzes of sexual performance, sexually experienced adult
male rats treated with vehicle or DEXA, acute and chronic, were exposed to
receptive females, recording 40 minutes. The results of behavioral analysis and
immunohistochemistry for c-Fos showed that acute administration improved
parameters of sexual behavior and decreased the c-Fos neurons in BST, the MnPO d
in MnPOv, PVN and SON. Moreover, the chronic administration did not affect any of
the parameters of performance and increased the number of positive cells in the
SON c-Fos. For assessment of sexual motivation, male rats, sexually inexperienced,
treated with vehicle or DEXA, were placed in an apparatus where there was a
receptive female (sexual incentives) and a sexually experienced male (social
incentive), recording 20 minutes, treated treated with vehicle or DEXA. The results
showed that the acute administration of dexamethasone increased sexual motivation,
while the chronic administration did not modify this behavior. Together, these results
suggest that acute administration of dexamethasone increased sexual motivation in
male rats by inexperienced sexually mechanisms involved in suppression of the HPA
axis. Furthermore, acute administration of DEXA improved sexual performance
parameters by decreased neuronal activity in hypothalamic areas related to the

neuroendocrine control of sexually experienced male rats.



Keywords: Sexual Behavior, Glucocorticoids, Proto- Oncogene Proteins c-fos,

Corticosterone.
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1 INTRODUGAO

A dexametasona € um analogo sintético dos horménios esterdides produzidos
pela adrenal, com atividade glicocorticdide, enquadrada no grupo dos corticoides
(SCHIMMER; PARKER, 2006). Derivado da hidrocortizona, faz parte do grupos dos
chamados compostos esterdides metilados, com maior poténcia anti-inflamatéria e
menor retencao de sédio que seus antecessores (BOLAND, 1958; WALTON, 1959;
HART, 1960).

Foi sintetizada pelo laboratério norte-americano Merck, Sharp & Dohme,
chamada primeiramente pelo nome genérico de hexadecadrol, mais tarde batizada
como dexametasona e liberada para ensaios clinicos em 1958, langcada no mercado
sob 0 nome de Decadron®. Desde esta época até a atualidade, possui indicagdes
classicas, como o tratamento da artrite reumatéide, asma, pénfigo, colite ulcerativa,
dentre outras moléstias inflamatérias. Mesmo com potente capacidade de suprimir a
funcdo adrenocortical, ndo é primeira escolha para estados de deficiéncia da supra-
renal como a doenga de Addison e para reposigao exogena apos adrenalectomia,
sendo para estes casos indicados os farmacos dos quais se originou. Quanto aos
efeitos colaterais, estes sédo similares aos demais corticosteréides sendo marcante o
edema e ganho de peso, hiperglicemia, bem como os sintomas decorrentes da
supressédo adrenal (BOLAND, 1958; WALTON, 1959; HART, 1960; CATANZARO,;
GORZALKA, 1980).

A literatura sugere que os glicocorticéides desempenham importante papel na
funcdo cardiovascular normal (GRUNFLED, 1990; YANG; ZANG, 2004). Como
acdes periféricas dos glicorcorticoides, temos que eles aumentam as respostas
vasoconstritoras das catecolaminas, angiotensina |l, vasopressina e endotelina,
além de reduzir a sintese de importantes vasodilatadores em células endoteliais,
como o Oxido Nitrico (NO) e a prostaciclina (YANG; ZANG, 2004).

Foi demonstrado que os glicocorticoides alteram a atividade de neurénios em
areas cerebrais envolvidas com a modulagao da atividade simpatica, como o nucleo
paraventricular do hipotalamo (SAPHIER; FELDMAN, 1990).

Como esta claro, os glicocorticoides enddgenos e os sintéticos, como a

dexametasona, possuem acgdes sistémicas variaveis de acordo com a dose e tempo
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de tratamento, bem como diversos efeitos adversos. Por ser capaz de gerar efeitos
de substituicdo de substancias constitucionais, a dexametasona representa matriz
metodoldgica interessante para avaliar os efeitos sistémicos dos glicocorticoides.

Varias metodologias, principalmente as avaliagbes comportamentais em
animais de laboratoério sédo utilizadas para avaliacdo do efeitos de farmacos em fases
iniciais de ensaios clinicos, antes da liberacado para testes em seres humanos. Com
o desenvolvimento tecnoldgico e surgimento de novas metodologias, torna-se
convidativo avaliar drogas tradicionais no mercado, como a dexametasona
(RUGINSK et al., 2009; RUGINSK et al., 2010; VILELA; PAIVA, 2011). Dentre os
modelos experimentais, temos a possibilidade de avaliar varios aspectos
comportamentais esteriotipados para varios seguimentos de estudo, dentre eles o
comportamento materno, agressivo e sexual (CATANZARO; GORZALKA, 1980;
VILELA; PAIVA, 2001).

Cada modelo tem sua particularidade e mostra parcialmente aspectos
relevantes, portanto, sendo necessario uma diversificagdo na escolha da
metodologia, bem como associagao entre elas para que se possa avaliar os efeitos
dos farmacos de maneira global. Neste sentido temos o comportamento sexual
como um método promissor para esta finalidade, uma vez que se trata de um
modelo complexo capaz de avaliar diversos parametros regulatorios
simultaneamente. Ou seja, como o comportamento sexual dos ratos machos é
ativado por estimulos emitidos pela fémea é adaptado para estudos da relagao entre
a acao dos hormébnios esterdides no nivel celular e suas consequéncias
comportamentais; coordenacdo sensoriomotora; elaboracdo e interpretacdo da
informacao sensorial, etc. Por esse motivo, este modelo tem sido utilizado como

modelo para avaliagdo da agao de drogas (AGMO, 1997).

1.1 Comportamento Sexual

O comportamento sexual nos animais, incluindo a corte, é caracterizado por
uma enorme diversidade de eventos que visam garantir que o acasalamento ira

ocorrer com um parceiro ideal, no tempo e lugar apropriados, a fim de transmitir os
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caracteres hereditarios para as proximas geragdes. Este comportamento € uma
expressdo da fisiologia reprodutiva que se desenvolve a partir de complexas
interagbes neuroenddcrinas (MEISEL; SACHS, 1994; AGMO, 1997; HULL et al.,
2002; HULL et al., 2006).

No inicio do comportamento copulatério em mamiferos, a fémea receptiva
normalmente permanece imobilizada enquanto o macho se aproxima de sua regiao
traseira, abragca seus flancos com suas patas dianteiras, e inicia uma série de
movimentos superficiais da pélvis (thrusting) (FIGURA 1-A), caracterizando a
chamada monta. O pénis esta parcialmente ereto durante esses movimentos. A
fémea assume uma rigida postura de lordose, com suas costas planas ou cdncavas
e sua cauda desviada para um lado, expondo sua vagina. Em alguns casos, mesmo
a fémea receptiva pode rejeitar o macho, principalmente se suas abordagens nao
sdo adequadas. A postura de rejeigao pode incluir a fuga, caracterizada pela
manutencio de sua cauda e parte traseira abaixados, chutes na cara do macho com
as patas traseiras ou virar-se para ameacgar ou atacar o infausto macho (HULL et al.,
2006).

A intromissdo é o evento que define a copula (FIGURA. 1B). Montado sobre a
fémea, 0 macho ira realizar movimentos profundos de penetragdo vaginal, seguidos
da desmonta rapida, quando normalmente realiza a limpeza de sua genitalia. O
namero de intromissées que precedem a ejaculagdao é um importante fator de
promoc¢ao da fertilidade, uma vez que o aumento do numero de intromissdes que
precede a ejaculagdo pode aumentar a quantidade de esperma e facilitar o seu
transporte para a fémea (ADLER, 1986; HULL et al., 2006).

A maioria dos mamiferos machos somente ejacula apds a estimulagao de
varias intromissdes. A ejaculagdo é caracterizada por uma penetragdo profunda,
longa, seguida de uma desmonta lenta e relaxada (FIGURA. 1C). Contracdes
espasmodicas da musculatura esquelética pélvica acompanham a ejaculagéo. Nos
homens, tais contragdes musculares estdo associadas com o orgasmo, a correlagao

subjetiva do pico de excitagdo sexual (HULL et al., 2006).
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Figura 1 - Trés fotos da cépula de ratos.
a) Inicio da Monta;
b) Intromissao ejaculatdria;
c) Desmonta apds ejaculagéo .
Fonte: HULL et al.; 2006.

Apds a ejaculagdo, os machos costumam realizar novamente a limpeza
genital e entrar em um periodo de laténcia. Este intervalo pds-ejaculatorio pode ser
curto, como 30 segundos em algumas espécies, enquanto em outros podem durar
horas ou dias. Nos ratos, este intervalo pode variar de 5 a 10 minutos. Os primeiros
50% a 75% deste intervalo séo considerados o periodo refratario absoluto, quando o
macho ndo ira copular de novo, mesmo se estimulado (HULL et al., 2006).

A experiéncia sexual prévia aumenta a eficiéncia sexual. Machos experientes
copulam com menor laténcia para monta, intromisséo e ejaculagdo e com menos
montas e intromissdes precedendo a ejaculagdo (HULL et al.,, 2006). Ratos

sexualmente experientes que ejaculam apresentam marcagao positiva para c-Fos
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mais expessiva na area pre-optica medial (MPOA) e no nucleo accumbens (NAc)
quando comparado aos ratos inexperientes (LUMLEY; HULL, 1999; LOPEZ;
ETTENBERG, 2002). O comportamento sexual € mais intenso durante a fase de
escuro, apesar de ratos sexualmente experientes serem capazes de copular durante
a fase de claro, desde que o ambiente esteja pouco iluminado (AGMO, 1997).

Estudos sobre o comportamento sexual dos ratos machos distinguem a
motivacdo sexual (“libido”) da execugdo da coépula (“performance”, “poténcia”)
(AGMO, 1997). Esta distingcao é similar a distingdo classica entre comportamentos
apetitivos e consumatérios. Comportamentos apetitivos s&o as atividades que
trazem ao organismo o contato com certos estimulos, os quais poderiam trazer a
tona comportamentos consumatérios esteriotipados. Tais comportamentos sao
comportamentos que refletem um subjacente estado motivacional (HULL et al.,
2006).

O processo pelo qual um animal procura contato sexual com outro,
geralmente, € agrupado no termo motivagao sexual (AGMO, 1999). Como parte dos
eventos computados durante a analise da performance sexual, esta a laténcia para
primeira monta ou intromissdo, que sdo parametros de motivagdo sexual. Drogas ou
lesdes podem prejudicar o processo sensorial, a performance do padrdao motor, ou a
habilidade de alcancar uma erecéao, a alteragcao destes fatores pode atrasar o inicio
da cépula sem afetar a motivacdo sexual, que pode ser avaliada por métodos que
nao atingem diretamente o comportamento copulatério (HULL et al., 2006).

A motivagao sexual € ativada por estimulos externos e nao por eventos
endogenos. Esses estimulos iniciam alguns processos dentro do Sistema Nervoso
Central (SNC) que sao traduzidos comportamentos passiveis de serem observados,
como a atividade da musculatura esquelética. Estes comportamentos podem ou nao
estar associados com respostas no Sistema Nervoso Autbnomo (AGMO, 1999;
2007).

Os estimulos ambientais podem ser divididos em trés classes: os neutros, que
sdo a grande maioria e ndo produzem efeitos sobre o comportamento do organismo;
os de aproximacao, que sao incentivos positivos e incluem exemplos como a comida
e a interagdo coespecifica; e os estimulos negativos que produzem retirada, como
calor excessivo, cheiro de putrefacdo e estimulos dolorosos. Os estimulos sexuais

fazem parte da classe de estimulos ambientais de aproximacido, e diante de
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condigbes adequadas, as interagdes sexuais podem ser iniciadas (AGMO, 2007
apud BRINDA, 1974").

Além das respostas comportamentais de aproximagdo ou retirada, os
estimulos de incentivo podem ativar respostas viscerais mediadas pelo Sistema
Nervoso Autbnomo ou Enddécrino, como exemplo a resposta autbnomica de erec¢ao
diante de incentivos sexuais apropriados (AGMO, 1999; 2007). Assim, apesar dos
incentivos produzirem atividade organizada da musculatura esquelética, podem ou
nao produzir diversos tipos de respostas de ordem visceral (AGMO, 1999; 2007).

Uma caracteristica importante da analise da motivagdo sexual é que ndo ha
associagao obrigatéria entre um incentivo em particular e um padrdo motor para
aproximar-se do incentivo. O sujeito escolhe o padrdao motor mais provavel para
levar ao sucesso de acordo com a situagao especifica e sua experiéncia anterior
com situagdes semelhantes (AGMO, 2007).

E necessario ressaltar que o comportamento sexual € um comportamento
importante para preservacado da espécie, ndo sendo necessario para sobrevivéncia
do individuo, portanto, difere consideravelmente de outros comportamentos
espontaneos, como comer, beber, evitar a dor, respirar ou controlar a temperatura
corporal. Esta diferengca torna esse tipo de modelo experimental adequado e
vantajoso em relagdo aos outros comportamentos motivados, uma vez que a
motivacdo ndo é desencadeada pela privagdo das necessidades fisioldgicas e,
portanto, ndo geram desconforto ou danos conhecidos ao animal (AGMO, 1997;
2003). A motivagao para comer ou beber pode ser expressa como a quantidade de
privagdo (como exemplo, pelo numero de horas da ultima refeicdo ou bebida), ao
passo que isso nao é possivel em relacdo a motivagdo sexual uma vez que a
auséncia de atividade sexual ndo produz acumulagdo de qualquer necessidade
corporal como a privagao de alimentos ou agua faz (AGMO, 1999).

O acasalamento requer a participacdo ativa de dois individuos, entretanto
estudos deste comportamento tradicionalmente sao delineados pela perspectiva de
um dos sexos. Por isso, € importante estar consciente de que nem os estudos
centrados nos machos ou nas fémeas fornecem uma descricdo completa da

complexa interagéo reprodutiva (HULL et al., 2006).

1 BRINDA, D. A motivacional view of learning, performance, and behavior modification.
Psychol. Rev., v. 81, p. 199-213, 1974.
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1.2 Neuroquimica do Comportamento Sexual

Em estudos sobre o comportamento copulatério de ratos machos foram
observadas elevagcdo do numero de neurdnios marcados com proteina c-Fos em
areas encefélicas como a area pré-6tica medial (MPOA), 1amina da estria terminal
(BST), nucleo medial da amigdala (MEA) e campo tegumentar central (BIALY;
KACZMAREK, 1996).

Substancias quimicas olfativas de relevancia social coespecifica, chamadas
de feromdnios ativam o bulbo olfatério (OB) que possui aferéncias para o nucleo
medial da amigdala (MEA). Este nucleo faz parte do sistema vomero-nasal do qual
também fazem parte o 6rgdo vémero-nasal, o bulbo olfatério acessoério, a lamina da
estria terminal (BST) e alguns nucleos hipotalémicos, como o nucleo pré-optico
medial (MPO) e o nucleo ventro-medial do hipotalamo (VMH). Este sistema é
responsavel pela deteccdo, processamento e desencadeamento de respostas aos
feromoénios (HALPERN; MARTINEZ-MARCOQOS, 2003). Além do MEA, o nucleo pré-
mamilar ventral (PMV) também possui relagdes neuroquimicas com o0s nucleos
hipotalamicos relacionados com o sistema vémero-nasal (CANTERAS; SIMERLY;
SWANSON, 1992). A imunorreatividade a proteina c-Fos esta aumentada no PMV
de ratos machos apds exposicdo ao odor de fémeas adultas, ou seja, esses
neurdnios séo ativados por ferémonios das fémeas (CAVALCANTE; BITTENCOURT;
ELIAS, 2006).

Estudos revisados por Agmo (2003), concluiram que somente a MPOA é
essencial para o comportamento sexual do macho. Outras areas cerebrais, como o
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), modulam este comportamento, porém
sua ablagao nao é capaz de inibi-lo. Implantes de hormdnios gonadais na MPOA sao
capazes de ativar o comportamento sexual dos ratos machos, ao passo que lesdes
desse nucleo eliminam este comportamento e diminuem muito a busca por fémeas
receptivas, mostrando a sua importancia tanto na performance como na motivagao
sexual (AGMO, 1999; DOMINGUEZ et al., 2001; DOMINGUEZ; HULL, 2001, 2003;
AGMO, 2003). Além disso, Mas e colaboradores (1995) mostraram que durante a
fase de exaustao ou saciedade sexual, periodo no qual é permitido ao macho que foi

exposto a uma unica fémea receptiva acasalar ad libitum, este nao exibe tentativas
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de copula, observa-se aumento dos metabodlitos da dopamina no MPOA
(RODRIGUEZ-MANZO; FERNANDEZ-GUASTI, 1994; MAS et al., 1995).

O PVN representa um centro de integracdo entre as repostas centrais e
periféricas do Sistema Nervoso Autbnomo (ARGIOLAS; MELIS, 2005). Entre os
compostos originados no PVN esta a ocitocina (OT), um neuropeptideo sintetizado
também no nucleo supradptico do hipotdlamo (SON) e liberado pela hipdfise
posterior tanto na circulagdo sistémica, como dentro do SNC. O nivel sérico da
ocitocina aumenta apds copula em ratos inexperientes, mas ndo nos sexualmente
experientes, sendo neste primeiro caso correlacionado com a intensidade da cépula.
O efeito facilitatério da ocitocina endégena na copula é sustentado pelos efeitos
inibitérios do antagonista de ocitocina administrado intra-cérebro-ventricular (i.c.v.)
(ARGIOLAS, 1999; HULL et al., 2006). Este peptideo pode aumentar a secrecao de
hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) sob certas condigbes, como estresse
(GILLIES; LOWRY, 1979; MCCANN et al., 2000). E interessante ressaltar que
estudos em animais mostram que a secrecédo de ocitocina durante a cépula resulta
em reducao do comportamento ansioso mesmo apoés 40 minutos do acasalamento
(FERGUSON et al., 2001).

Hillegaart e colaboradores (1998), realizaram um estudo em que foi permitido
a ratos Wistar machos, tanto sexualmente inexperientes como experientes |,
interagirem com fémeas receptivas por 15 minutos. Imediatamente apds os testes,
os animais foram submetidos a decaptagdo para coleta de sangue. Os autores
demonstraram que durante este desafio emocional e em situacdes que demandam
acgao, criadas pelo encontro com uma fémea sexulamente receptiva, € observado um
aumento na concentragao plasmatica de ocitocina no rato sexulamente inexperiente,
0 que confirma o seu papel como “hormdnio de afiliagao”. Além disso, foi observado
aumento nos niveis séricos de glicose e prolactina nos ratos machos,
independentemente da experiéncia sexual, o que poderia estar relacionado ao
estresse. (HILLEGAART et al., 1998). Sabe-se que a prolactina se eleva em
condicdes de estresse e parece ter fungcdo imunomoduladora que funciona como um
fator de protecdo ao individuo contra as consequéncias nocivas do estresse frente
ao aumento de imunossupressores, como os glicocorticéides (GALA, 1990).

Como citado anteriormente, o odor de machos e fémeas, através dos

ferombnios € capaz de estimular a expressao de proteina c-Fos em populacdes
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neuronais delimitadas, como no MEA e no PMV. Em ratos machos sexualmente
inexperientes foi observado maior imunorreatividade a c-Fos na subdivisao
posterodorsal do nucleo medial da amigdala (MEApd) e no PMV apés a exposigao
ao odor feminino (DONATO et al., 2009).

Estudos classicos, como o de Purvis e Haynes (1978), mostram que o odor da
urina de fémeas é capaz promover a elevacdo de testosterona em machos,
independente da experiéncia sexual (PURVIS; HAYNES, 1978).

Em relacido ao controle hormonal do comportamento sexual, estudos mostram
claramente que horménios esterdides, andrégenos e estrogenos modificam a
excitabilidade neuronal no SNC. Esses hormbnios sdo necessarios nao so para a
motivagao sexual, mas também para a exibi¢do normal da performance. Entretanto,
ainda nao foi descrito o exato mecanismo como esses hormdnios ativam este
comportamento. O papel dos hormdnios nao-esterdides na modulagcdo do
comportamento sexual € parcialmente conhecido, bem como as consequéncias das
manipulagdes dos sistemas de neurotransmissores (AGMO, 1997; 1999).

Estudos recentes, como o de Alvarenga, Andersen e Tufik (2010), confirmam
a participacédo da testosterona no comportamento sexual de ratos machos e ainda
associam a progesterona como um fator limitante para a performance sexual, uma
vez que o nivel sérico deste hormdnio encontra-se relativamente baixo em animais
com pouca atividade sexual quando comparado aos mais experientes
(ALVARENGA; ANDERSEN; TUFIK et al., 2010).

1.3 Glicocorticoides

Os glicocorticoides cortisol (humanos e primatas) e corticosterona (roedores),
sao sintetizados a partir do colesterol na zona fasciculada no coértex das adrenais
(JACOBSON, 2005). A produgdo dos glicocorticoides circulantes € controlada pelo
eixo hopotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), que é ativado por estresse fisico ou
psicolégico, bem como por citocinas inflamatérias, interleucinas e fatores de
crescimento, resultantes do processo inflamatério (MARQUES-DEAK; MARQUES-
DEAK; CIZZA; STERNBERG, 2005). Os neurbnios parvocelulares do PVN
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representam o ramo neuroendocrino do eixo HHA, representando a via final pela
qual o cérebro recruta os corticotrofos da hipdfise anterior para producéao e liberacao
do ACTH, que por sua vez estimula a sintese e liberacdo dos esterdides adrenais
(NESTLER, et al., 2002; VIAU, 2002). O CRH (hormdnio liberador de corticotrofina)
como principal regulador fisiologico do ACTH, e o nivel sérico deste é considerado
como o principal regulador da secrecdo de glicocorticoide pelo cortex da adrenal
(DeBOLD, et al., 1984; RIVIER; PLOTSKY, 1986; HINSON, 1990). Além disso,
outros hormdnios, fatores ou citocinas, assim como o Sistema Nervoso Autbnomo
através da sua inervagao do cértex da adrenal podem contribuir com a secrecéo de
glicocorticéides (HINSON, 1990).

A atividade do eixo HHA é controlada por diversos circuitos cerebrais,
incluindo o hipocampo, o qual exerce uma influencia inibitéria sobre os neurdnios
contendo CRH e a amigdala, responsavel por uma influéncia direta excitatoria
(NESTLER, et al., 2002).

Por retroalimentagcdo negativa, os glicocorticoides exercem controle inibitorio
sobre a atividade circadiana e ativagao do eixo HHA (DALLMAN et al., 1987).

A figura abaixo representa de forma esquematica uma resumo dos principais

aspectos do funcionamento geral do eixo HHA (FIGURA 2)
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Figura 2 - Desenho esquematico representando a regulagdo do

eixo HHA.
Neurdnios parvocelulares do PVN contendo CRH
integram as informacgdes relevantes ao estresse. A figura
mostra a chegada de aferéncias ao PVN, tanto
excitatorias, originadas da amigdala, quanto inibitorias, a
partir do hipocampo. O CRH é liberado no sistema portal
hipofisario e age sobre corticotrofos da adeno-hipofise
para liberar ACTH. Este horménio atinge o cértex supra-
renal através da corrente sanguinea, onde estimula a
libertagdo de glicocorticéides. Além de suas varias
fungdes, os glicocorticoides (incluindo formas sintéticas,
como a dexametasona) suprimem a sintese e liberagédo
de CRF e ACTH. Desta maneira, os glicocorticoides inibir
a sua propria sintese.

Fonte: NESTLER et al.; 2002.

Sawchenko demostrou em 1987 que apds a adrenalectomia, ha um reforgco na
imunorreatividade de células ao CRH e a vasopressina, o que em estudos recentes
confirmou-se pela colocalizagdo destes horménios em uma populacdo substancial
de neurdnios secretores parvocelulares. Esse aumento nao foi restrito ao PVN, mas
abrangeu outras areas cerebrais, como cortex cerebral, amigdala e nucleo
intersticial da estria terminal. A hipofisectomia produziu um padrao de coloragao no
PVN, comparavel a adrenalectomia, confirmando o papel dos esterdides adrenais

como reguladores primarios destes peptideos neste sistema (SAWCHENKO, 1987;
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ANTONI, 1993).

Os corticosterdides sdo secretados em pulsos de hora em hora que tém
amplitude mais expressiva durante o periodo de atividade do animal, resultando em
um padrao circadiano global de secre¢cao (YOUNG; ABELSON; LIGHTMAN, 2004).

Além de exercer profundos efeitos sobre o metabolismo, os glicocorticoides
afetam o comportamento através de sua acdo direta em varias areas cerebrais
(NESTLER et al., 2002). Eles atingem o cérebro e tdo logo se ligam a dois tipos de
receptores: receptor mineralocorticéide ou tipo |, que apresenta a mesma afinidade
pelo glico e mineralocorticoide; e receptor glicocorticoide ou tipo Il, o qual apresenta
baixa afinidade mineralocorticéide (REUL; De KLOET, 1985; De KLOET, OITZL;
JOELS, 1993).

De maneira geral os glicocorticoides agem sobre seus receptores localizados
no hipotalamo, mais especificamente no PVN e na adeno-hipdfise suprimindo a
liberacdo de vasopressina e CRH, através de mecanismos ainda nao totalmente
elucidados (MCCANN et al., 2000; YOUNG; ABELSON; LIGHTMAN, 2004).

Demonstrou-se que a ativacdo do eixo HHA e a consequente secrecido de
glicocorticéide (corticosterona) pode reduzir a secrecdo de prolactina, ocitocina e
vasopressina estimulada pela expansao de volume isoténica e hipertdbnica em ratos
(DURLO et al., 2004, RUGINSK et al., 2007; LAUAND et al., 2007). Além disso, os
glicocorticéides diminuem a expressao hipotaldamica de c-Fos em resposta a essa
expansado de volume, bem como pela estimulagcdo osmotica, colinérgica e
angiotensinérgica centrais em ratos machos (RUGINSK et al., 2007; LAUAND et al.,
2007). Isto indica que o estresse, e a consequente ativagdo do eixo HHA, pode
interferir com a secrecao de outros horménios neuro-hipofisarios.

Os neurdnios parvocelulares mediais produtores de CRH também expressam
vasopressina (AVP), que é um secretagogo fraco, mas potencializa os efeitos do
CRH sobre a secregdo do ACTH em condigdes normais (ANTONI, 1993). Sob
condigdes de estresse cronico ou através da remogao da retroalimentagao negativa
dos glicocorticéides apos adrenalectomia verifica-se um aumento da sintese de AVP
por estes neurbnios parvocelulares. Consequentemente, ocorre a potencializacao
dos efeitos sobre a secrecdo do ACTH, o que pode caracterizar o AVP como
mediador da secrecgao sustentada deste hormdnio em situagdes de estresse agudo e
cronico (VIAU, 2002).
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A acdo dos (glicocorticoides nos neurbnios magnocelulares parece ser
predominantemente inibitéria. Pesquisadores propuseram que os glicocorticoides
agem através de proteina transmembrana ligada a proteina G, que estimulam a
secrecdo de endocanabindides no hipotalamo (DI et al., 2003; DI et al., 2005;
EVANSON et al., 2010).

A dexametasona, como um glicocorticoide, através de feedback negativo é
capaz de diminuir os niveis circulantes do ACTH (CATANZARO,; GORZALKA, 1980;
FOOTE, 1999). Além disso, é especialmente potente ao diminuir a imunorreatividade
ao CRH e a vasopressina nas células do PVN apds adrenalectomia (SAWCHENKO,
1987).

Dados recentemente publicados de nosso laboratério mostram que a
dexametasona reduz o comportamento materno, bem como o comportamento
agressivo da mée, interrompe o aleitamento induzido pela ocitocina e prolactina e
reduz a ejecao de leite em ratas lactantes (VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2011).

1.4 “Cross-talk” Funcional entre os Eixos Hipotalamo-Hipdéfise-Adrenal (HHA) e

Hipotalamo-Hipofise-Gbénadas (HHG)

A interrelagao entre os eixos HHA e HHG é, em grande parte, devido aos
efeitos interativos entre os esterdides sexuais e os glicocorticéides. Geralmente, os
estudos sobre as interacdes entre os produtos finais desses eixos sdo focados na
perspectiva dos mecanismos de como o estresse € capaz de comprometer o
comportamento reprodutivo (VIAU, 2002).

Essa interrelagdo entre estes eixos nao ocorre de forma unidirecional e as
variacées na intensidade da atividade HHA estresse-dependente em machos e
fémeas sao justificaveis como uma fungdo dos esterdides sexuais, como exemplo, a
natureza inibitéria com que a testosterona regula a fungdo do eixo HHA relacionada
ao estresse. Entretanto, como esses horménios sexuais atuam no sistema nervoso
central para regular o eixo HHA continua ndo desvendado (KERR; KERR, 2001;

VIAU, 2002). Como parte do controle da homeostase, varios mecanismos incluindo
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mudangas comportamentais, endocrinas e viscerais sao ativadas durante condi¢des
de estresse (AGUILERA, 1994).

Os hormdnios relacionados ao estresse podem afetar a fungdo sexual nos
trés niveis do eixo HHG: no hipotalamo, ao inibir a secrecdo de horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH); na hipofise, com a consequente interferéncia na
liberagdo de LH, que é dependente do GnRH; e por fim, nas gbnadas ao alterar o
efeito estimulatério das gonadotrofinas sobre a liberagdo de esterdides sexuais
(RIVIER; RIVEST, 1991; TILBROOK; TURNER; CLARKE, 2000). E interessante
ressaltar que estudos mostram que os componentes do eixo gonadal que sofrem
influencia do estresse e dos glicocorticoides, exercem efeitos reciprocos sobre o
eixo HHA, como o aumento sérico de glicocorticdides apds administragado central de
horménio liberador de horménio luteinizante (LHRH) em ovelhas (PORTER,
LINCOLN; NAYLOR, 1990; VIAU, 2002).

As interacdes reciprocas sdo mais aparentes entre os produtos esterdides
finais dos dois eixos. Em situagdes de estresse e de altas doses de glicocorticoides,
tanto em humanos, ratos, como em outros mamiferos, geralmente podem ser
observadas falhas sobre todo eixo HHG, incluindo o comportamento reprodutivo,
expressdo de LHRH, secrecao plasmatica de hormédnio luteinizante (LH) e sintese
seguida de liberagdo dos esterdides sexuais (RIVIER; RIVEST, 1991; TILBROOK;
TURNER; CLARKE, 2000; VIAU, 2002). De maneira reciproca, os produtos finais do
eixo HHG (estrogénios e androgénios), os quais formam a base para as diferengas
sexuais e individuais no funcionamento do eixo HHA, atuam em varios niveis desse
eixo, incluindo a sintese de corticéides adrenais, secrecao de ACTH e
glicocorticéides induzida por estresse e sintese de AVP e CRH no PVN (GOMEZ;
HOUSHYAR; DALLMAN, 2002; VIAU, 2002).

1.5 Estresse, Glicocorticoides e Comportamento Sexual

O estresse pode ser definido como qualquer estimulo que cause algum
disturbio na homeostase do organismo. Desta forma, o estresse pode ser fisico,

como excesso de calor ou frio, trauma, cirurgia ou infecgdes; ou ainda pode ser de
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origem emocional, psicologico. Ele & capaz de afetar qualquer sistema do corpo,
mas o0s principais mediadores da resposta ao estresse sdao o Sistema Nervoso
Simpatico e o eixo HHA, com o consequente aumento do nivel sérico de
glicocorticéides (MCCANN et al., 2000). Desta forma, o aumento dos glicocorticoides
€ um dos principais parametros alterados durante o estresse em ratos (DALLMAN et
al., 1992).

Os glicocorticéides s&o capazes de promover a sobrevivéncia do individuo
sob condicdes estressantes através da modulacdo de fungdes essenciais como o
metabolismo, imunidade e funcdo cardiovascular. Simultaneamente esses
hormdnios suprimem as fungdes ditas ndo essenciais, como os comportamentos
sexual e parental, assim como a fisiologia reprodutiva (WINGFIELD; SAPOLSKY,
2003). Diante disso, diversos autores sugerem que o eixo HHA é hipoativado em
resposta ao estresse durante periodos de alto investimento na reproducdo para
proteger o individuo contra falhas nos esforgos reprodutivos induzidos pelo estresse
(WINGFIELD; SAPOLSKY, 2003; BOKONY; LENDVAI; LIKER, 2009).

Marquez e colaboradores (1996) concluiram com seus experimentos que
diferentes estressores podem modificar o comportamento sexual de ratos machos, e
estas mudancgas sao diferentemente afetadas pela natureza e duracdo do estressor
(MARQUEZ; SALAZAR; VELAZQUEZ-MOCTEZUMA, 1996).

Renata-Marques, Bonilla-Jaime e Velazquez-Montezuma (1998) visando
correlacionar a elevagao dos niveis de corticoesterdides com os efeitos
comportamentais do estresse, submeteram ratos machos a doses agudas e crénicas
de corticosterona, na expectativa de reproduzir os efeitos do estresse no
comportamento sexual destes animais. Observaram que o aumento do nivel sérico
de corticosterona ndo alterou a dosagem de testosterona e que nenhum parédmetro
do comportamento sexual foi alterado, mostrando que os efeitos do estresse sobre o
comportamento sexual ndo poderiam ser explicados somente pelo aumento de
glicocorticoides (RENATA-MARQUEZ; BONILLA-JAIME; VELAZQUEZ-
MONTEZUMA, 1998).

Em contrapartida, Maeda e Tsukamura (2006) propuseram que o0s
glicocorticoides enddgenos liberados em condigbes de estresse teriam um efeito
protetor sobre a secre¢cao de gonadotrofinas. Este efeito difere da administragao

exdgena, em que se observa em estudos realizados em fémeas, a diminuicdo da
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secrecdo de LH apds tratamento crénico ou agudo com corticosteroides.
Descreveram que o estresse induz a supressao de liberacdo de GnRH mediada por
prostaglandinas no cérebro e sugerem que os glicocorticéides liberados pelo cortex
da adrenal, seriam capazes de manter a atividade do eixo HHG durante o estresse,
pois bloqueariam a COX-2 cerebral (cicloxigenase 2) e portanto, promoveriam a
inibicdo da sintese de prostaglandinas no SNC (MAEDA; TSUKAMURA, 2006).
Porém, como dito anteriormente, este estudo foi realizado em fémeas.

Outro estudo, também realizado em fémeas, analisou os efeitos da
dexametasona, corticosterona e ACTH no comportamento sexual de ratas
ovariectomizadas comparados a fémeas que além dos ovarios retirados eram
submetidas a adrenalectomia. Os pesquisadores concluiram, entre outras coisas,
que a elevagao do ACTH enddgeno é capaz de facilitar a lordose nas fémeas
intactas e que a administracédo crénica de dexametasona, bloqueia esta elevacgao e,
portanto, suprime fortemente a lordose, sendo estes efeitos mais pronunciados nas
fémeas ovariectomizadas. Os autores sugerem que o papel desempenhado pelo
ACTH, ocorre via efeitos dos corticoides da adrenal (CATANZARO; GORZALKA,
1980). Entretanto, ndo ha na literatura trabalho semelhante realizado em ratos
machos. E além disso, este trabalho avaliou somente a administragao crénica da
dexametasona e as outras drogas.

Esta claro que existem evidéncias na literatura de que os glicocorticéides
participam da modulagdo do comportamento sexual. Porém, ndo ha artigos que
abrangem em um mesmo estudo, o efeito da administragdo das drogas, a analise
comportamental e o mapeamento das areas cerebrais ativadas. Estes estudos
também ndo deixam claro quais fatores predominam na modulagdo neuroenddcrina
do estresse, bem como se as alteragdes hormonais do estresse, por si sO, séo
capazes de alterar um comportamento esteriotipado. Além disso, o comportamento
sexual € um método de estudo em que o animal fica proximo de suas condi¢des
naturais, o que torna essa metodologia atraente para o estudo dos eventos neuro-

endocrinos, bem como a agao de drogas. Daqui partiram os objetivos deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

Os nossos objetivos subdividem-se em geral e especificos.

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da administracdo de dexametasona em aspectos do
comportamento sexual de ratos machos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a motivacao e desempenho sexuais;

- Comparar os resultados da administracdo aguda e crénica da dexametasona
sobre o comportamento sexual dos ratos machos;

- Mapear as areas cerebrais ativadas por esse comportamento através da
expresséo da proteina c-Fos e comparar o numero de células imunorreativas

a proteina c-Fos em animais que receberam a dexametasona e animais
controle.
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3 MATERIAIS E METODOS

A seguir sera detalhada a metodologia e os materiais utilizados neste

trabalho.

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos, fémeas, pesando entre 220-300g e
machos, pesando entre 350-450g, a partir de 8 semanas de vida. provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas- UNIFAL- MG. Os animais foram
alojados em caixas de polipropileno, adequadas a sua manutengdao, em numero
maximo de cinco por caixa, tratados com ragdo comercial e agua “ad libitum”. Estas
caixas foram mantidas em uma sala com temperatura controlada (22t 2°C) e ciclo
claro/escuro de 12 horas, com luzes acesas as 7:00am. Cada animal foi utilizado em
apenas um experimento. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica

em Experimentagcado Animal da UNIFAL sobre registro n°® 306/2010.

3.2 Ovariectomia

As ratas destinadas a servirem como iscas sexuais foram submetidas a
ovariectomia. Sucintamente, foram anestesiadas com 1ml/ 100g (250mg/kg) de uma
solugdo de TBE, administrado via i.p.. O animal foi posicionado na mesa cirurgica
em decubito horizontal ventral. Apés a constatacdo da anestesia, realizou-se a
tricotomia e assepsia da pele (com alcool e iodopovidona topicos). Em seguida, foi
feita uma incisdo em flanco direito para exposi¢céao do ovario; foi realizada ligadura no
ligamento meso-ovariano com fio de algodao preto e retirada a gbnada com auxilio
de uma tesoura. Na sequéncia suturou-se o peritbnio, tecido subcutaneo e pele com

pontos continuos. O mesmo procedimento foi repetido para retirada do ovario
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esquerdo. As ratas ovariectomizadas receberam 1ml (50mg/animal) de antibidtico
profilatico, via intramuscular; 0,03 ml (0,3mg/animal) de cetoprofeno, via subcutanea
e utilizadas somente 21 dias apds o procedimento, no minimo, sendo este o tempo
necessario para a eliminagdo dos hormoénios circulantes AGMO (1997). No periodo
pos-operatorio imediato, as ratas foram colocadas em caixas individuais e matidas
sob a luz, para aquece-las até a recuperagao anestésica, quando foram colocadas
em grupo de quatro animais por caixa (no maximo) e levadas para o biotério do
laboratério. No periodo de 4 a 5 dias apds a cirurgia foi oferecido paracetamol, 5
gotas em 200ml (0,3mg/ml), através do bebedouro, ou repetida a dose de

cetoprofeno no primeiro dia pos operatério para analgesia das fémeas.

3.3 Drogas utilizadas

Antimicrobiano (Baytril® injetavel 5%- Bayer): usado como profilaxia nas
fémeas submetidas a ovariectomia.

B-Estradiol 3-Benzoato (Sigma): usado para tratamento das fémeas
receptivas, conforme descrito abaixo.

Cetoprofeno (Ketoflex® 1%- Biofarm Ltda- Jaboticabal- SP): usado como
antiinflamatorio e analgésico nas fémeas submetidas a ovariectomia.

Dexametasona fosfato dissédico (Decadron®- Aché).

Halotano (Tanohalo®- Cristalia- Itapira- SP): usado para eutanasia de animais
que foram submetidos a algum dos protocolos experimentais e que nao foram
selecionados para coleta de sangue ou encéfalo, bem como animais que nao
apresentaram ejaculagcdo ou apresentaram-se fora de condigbes para o0s
experimentos, como exemplo, muito acima do peso.

lodopovidona (Riodeine®- Rioquimica- Ribeirdo Preto-SP): usado para a
antissepsia da pele das fémeas submetidas a ovariectomia.

Oleo de Canola (Purilev®- Cargil Agricola S.A.Marinque-SP): usado como
veiculo do estrogeno e da progesterona administrados como tratamento para as
fémeas ovariectomizadas, conforme descrito abaixo.

Paracetamol 200mg/ml (Medicamento genérico- Neo Quimica- Anapolis-GO):
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utilizado como analgésico no pos-operatorio das fémeas ovariectomizadas.

Progesterona (Sigma): usado para tratamento das fémeas receptivas,
conforme descrito abaixo.

Soro Fisiologico 0,9% (Isofarma): usado como veiculo para a administracéo
da dexametasona.

Tribromoetanol (TBE- Sigma): usado como anestésico para as fémeas
submetidas a ovariectomia e para os machos submetidos a perfusao intracardiaca.

A ampola de Dexametasona foi diluida em SF0,9% (veiculo), obtendo-se a
concentragdo de 1mg/ml. Os ratos machos deste grupo receberam 1ml/kg desta
preparagao, por via intraperitoneal (i.p.) 2 horas antes da observagao (administragao
aguda) ou por quatro dias consecutivos (administragao crénica). Os animais controle
receberam o mesmo volume (1ml/kg) de veiculo, por via i.p. 2 horas antes da
observacgédo (administragdo aguda) ou por quatro dias consecutivos (administragao
cronica).

O Tribromoetanol foi utilizado por via intraperitoneal (i.p.) para anestesiar as
fémeas submetidas a ovariectomia bilateral, na dose de 250mg/kg do animal. O
antimicrobiano profilatico foi administrado ao final do procedimento, bem como o
Cetoprofeno 1% (antiinflamatério), na dose de 0,03ml/rato. No periodo pés—
operatorio utizou-se paracetamol, 5 gotas em 200ml de agua, oferecidas as fémeas
pelo bebedouro, por 4 a 5 dias, sendo trocada diariamente.

O 17-B-estradiol e a progesterona foram diluidos em dleo de canola, na
concentragao 50 ug/ml e 2 mg/ml, respectivamente, e administrados, por via SC, nas
fémeas ovariectomizadas destinadas a avaliagdo do comportamento sexual, em
volume de 0,1ml/kg. O estradiol foi administrado 54 horas antes do inicio da sesséo

experimental enquanto a progesterona foi administrada 6 horas antes.

3.4 Procedimentos Experimentais

Os animais submetidos a todos os procedimentos experimentais
permaneceram em biotério com ciclo claro/escuro de 12 horas, com luzes acesas as

7:00am. Os testes experimentais foram realizados entre as 20:00 e 0:00h, ou seja,
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durante a fase escura do ciclo, em uma sala de observacdo iluminada por uma
lampada de cor vermelha de 20 Watts, 2 horas apds a administragdo da droga ou do

veiculo.

3.4.1 Avaliagao da Atividade Geral

Servindo como base para controle dos possiveis efeitos da dexametasona
sobre a atividade geral dos animais, foram realizados testes de campo aberto para

avaliagcao da atividade motora.

3.4.1.2 Campo aberto

O teste de campo aberto (“open field”) permite a quantificagdo da atividade
motora espontadnea. Além disso, a avaliagdo do efeito anti-tigmotatico mostra a
diminuic&o da preferéncia tipica (VALLE, 1970).

Cada animal foi colocado individualmente em uma arena circular de acrilico
de 60 cm de didametro, com parede transparente de 50 cm de altura e com o piso
dividido em 12 areas, das quais, as 8 areas junto as paredes da arena foram
consideradas periferia e as 4 demais, as centrais. Cada rato foi colocado no centro
da arena e filmado por 5 minutos para posterior analise. Sua atividade motora foi
avaliada quando o animal atravessava uma linha e colocava as 4 patas dentro de
uma mesma area. Foram registrados o numero total de linhas centrais, linhas
periféricas e o total de linhas cruzadas, bem como o efeito anti-tigmotatico (razdo
entre o numero de linhas centrais sobre o numero total de linhas cruzadas). Foi
avaliado também a frequéncia de levantar (rearing).

Os animais do grupo controle foram intercalados aos animais experimentais
para cada observacdo. Apos cada teste e antes de colocar um novo animal, o campo
aberto foi limpo com alcool 10% a fim de homogeneizar a situagdo experimental,

eliminando possiveis odores deixados pelo animal anterior na arena.
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3.4.2 Avaliagao da Motivagao Sexual

Para avaliagdo da motivacido sexual dos ratos machos foram utilizadas
fémeas ovariectomizadas com cio induzido por horménios (iscas), conforme descrito
anteriormente no item 3.2.

Como descrito por Rodrigues-Alves (2007) com base em protocolo
experimental de Agmo (2003), foi confeccionada a arena de observagao de madeira,
com aberturas destinadas aos compartimentos dos animais iscas (ou incentivos).
Estes compartimentos, diametralmente opostos, foram adaptados com o uso de
gaiolas metabdlicas que permitiram apenas contato visual e olfativo entre os animais
iscas e teste (AGMO, 2003; RODRIGUES-ALVES, 2007). O piso da arena foi
encapado com plastico branco fosco, com exceg¢ao das paredes que mantiveram a
cor de madeira natural (cor bege) e da grade de metal da gaiola metabdlica (cor
cinza). No piso em frente a cada compartimento foram delimitada, com linhas pretas,

as zonas de incentivo (ZI) com 30 x 20 cm, conforme esquema abaixo (FIGURA 3):

A
v

20em | i Tmcentive
! zome :

Incentive
zone :

50 cm

" » 15 cm

Figura 3 - Modelo do aparato utilizado para analise da motivagao sexual.
As gaiolas matebdlicas, contendo os animais iscas eram encaixadas
nas laterais do aparato permitindo que esses animais ficassem no
mesmo nivel do macho teste.

Fonte: AGMO; 2003.
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Uma semana antes do teste, para familiarizar os ratos sexualmente
inexperientes com a arena de observacao, eles foram colocados individualmente,
sem a presencga das iscas, para explorar a area, por cinco minutos em trés dias
consecutivos (AGMO, 2003).

Para o teste da motivagcao sexual foram colocadas na arena, as iscas: uma
fémea receptiva (incentivo sexual) e um macho sexualmente experiente (incentivo
social). Eles foram colocados nos compartimentos contiguos a arena 20 min antes
do inicio das observacdes dos animais testes. Cada rato a ser testado foi colocado
individualmente no cento da arena e filmado em video por 20 minutos, para
posteriormente serem avaliados os seguintes parametros: tempo em segundos de
permanéncia nas zonas de incentivo da fémea (ZIF), e do macho (ZIM); frequéncia
de visitas a cada ZI (numero de vezes que o0 animal entra com as quatro patas na
ZIF ou ZIM).

A partir dos dados registrados, foram calculados as médias de duragédo de
visitas as ZIF ou a ZIM e o escore de preferéncia, ou seja, a razdo entre o tempo de
permanéncia na ZIF e o tempo de permanéncia nas duas Zl, conforme descrito
abaixo (FIGURA 4).

Escore de Preferéncia = tempo de permanéncia na ZIF
tempo de permanéncia na ZIF + tempo de permanéncia na ZIM

Figura 4 - Férmula para calculo do Escore de Preferéncia.
Fonte: AGMO; 2003.

3.4.3 Avaliagao da Performance Sexual

O comportamento sexual foi avaliado com base em protocolo experimental
descrito por AGMO (1997). Para tanto, foi utilizado um aquario de vidro medindo 30
x 30 x 30 cm, com tampa mdvel e piso coberto com uma camada de + 3,0 cm de

maravalha de madeira (caixa de observagao).
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As fémeas utilizadas para avaliagdo do comportamento sexual foram
induzidas a receptividade sexual (iscas), através da ovariectomia e posterior injegao
de hormoénios. A receptividade sexual das ratas foi induzida pela administracdo de
50ug/kg de 17-B-estradiol e 2 mg/kg de progesterona, 54 e 6 horas,
respectivamente, antes do inicio da observagao do comportamento sexual. Cerca de
20 minutos antes dessa observacao, a receptividade das fémeas era testada
colocando-se a fémea com um macho ativo na caixa de observagdo, sendo
permitidas a realizagdo de algumas montas e observado a presenga de postura de
lordose nas ratas, o que indica receptividade sexual efetiva. Caso a fémea nao
apresentasse este padrdo de comportamento, era prontamente substituida. As
fémeas iscas foram utilizadas apds intervalo minimo de 2 semanas.

Para avaliacdo do comportamento sexual, os animais foram transportados
para sala de observacdo pelo menos 10 minutos antes do experimento, para
ambientacdo. O macho era colocado na caixa de observacdo e mantido sozinho por
5 minutos. O experimento iniciou-se apds esse periodo através da introducdo da
fémea receptiva e inicio da filmagem com duragdo de 40 minutos contados a partir
da primeira monta. Os seguintes parametros foram analisados:

a) LPM (laténcia para a primeira monta): tempo transcorrido até a primeira monta do
macho sobre a fémea a partir da introdugdo da fémea na caixa de observagao.
Foram consideradas a monta com ou sem intromissao vaginal,

b) LPI (laténcia para primeira intromissédo): tempo decorrido até a primeira monta
com intromissao vaginal computado a partir da introdugao da fémea na caixa de
observacdo. A intromissao foi considerada quando, montado sobre a fémea, o
macho realizou movimentos profundos de penetracdo vaginal (thrusting),
seguidos da desmonta rapida, quando normalmente realizava a limpeza de sua
genitalia. Este nao realiza monta em seguida;

c) MI (numero de montas incompletas): montas sem intromissdo vaginal, até a
primeira ejaculagao;

d) NI (numero de intromissdes): montas com intromissdo vaginal até a primeira
ejaculagao, incluindo a intromissao ejaculatoria;

e) LPE (laténcia para a primeira ejaculagédo): tempo decorrido até a primeira
ejaculacdo computado desde a introdugdo da fémea na caixa de observagao

menos a LPI, ou seja, € o intervalo entre a primeira intromissdo e a primeira
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ejaculacao. A ejaculagao é considerada como uma monta com duragao superior a
dois segundos, lordose da fémea, levantar e balougar do tronco pelo macho,
seguida do periodo refratario, ou seja, auséncia de interesse sexual do macho
nos minutos seguintes (periodo refratario- duragdo normal entre 4 a 8 min);

f) LPMP (laténcia para primeira monta pds- ejaculagao): tempo computado entre a
primeira ejaculacao até a primeira monta pés-ejaculatoria;

g) LPIP (laténcia para primeira intromissdo pos-ejaculacéo): representa o periodo
refratario ou laténcia pds-ejaculatoria, que é o tempo decorrido desde a primeira
ejaculacao até a primeira intromissao pos-ejaculatéria;

h) MIP (numero de montas incompletas pds-ejaculagéo): idéntico a Ml desde a
primeira ejaculacéo até o final do tempo de observagao;

i) NIP (numero de intromissdes poés-ejaculagao): idéntico a NI desde a primeira
ejaculacao até o final do tempo de observacgdo, incluindo as intromissdes
ejaculatédrias.

j) NE (numero total de ejaculagdes): numero de ejaculagdes realizadas pelo animal
no tempo total de observacéo.

As laténcias foram registradas com auxilio de crondmetros manuais e
expressas em segundos. Somente para o calculo do indice de atividade sexual (IAS)
foram utilizados os tempos expressos em minutos.

Foram calculados, através destes parametros, somente para os animais que
ejacularam pelo menos uma vez durante o periodo de observacdo (40 min) os
seguintes indices:

a) TM (numero total de montas até a primeira ejaculagéao): Ml somado a NI;

b) TMT (numero total de montas no tempo total de observagéo): a soma das montas
incompletas e das intromissdes em todo o tempo de observagao;

c) Frequéncia de montas por minuto: a razdo entre a TM e o tempo transcorrido
entre a primeira monta e a primeira ejaculagao;

d) Frequéncia de intromissdes por minuto: a razdo entre NI e LPE;

e) Intervalo inter-intromissdes: € a laténcia para a primeira ejaculagao (LE) dividida
pelo numero de intromissdes até a primeira ejaculagao (NI);

f) Eficiéncia copulatéria (EC em %): o numero de intromissées dividido pelo numero

total de montas até a primeira ejaculagao vezes 100, isto é:
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EC= (NI/TM) x 100

Figura 5 - Férmula para calculo da Eficiéncia Copulatéria.
Fonte: AGMO; 1997.

g) indice de atividade sexual (IAS): este, conforme proposto por AGMO et al (1987),

calculou-se, para todos os animais do experimento, da seguinte forma:

IAS={[Log (1/LPM) x t] + [Log(1/LPI) x ] + [Log (1/LE) x t] + \TM + e}

Figura 6 - Férmula para célculo do indice de Atividade Sexual (IAS)
a) LPM = Laténcia para primeira monta
b) LPI = Laténcia para primeira intromissao
c) LPE = Laténcia para primeira ejaculagao
d) VTM40 = Raiz quadrada do numero total de montas incompletas e
intromissdes no tempo total de observagao (40 min)
e) t = tempo total de observagéo
f) e = “0” se o animal nado ejacular e “4” se o animal ejacular
Fonte: AGMO et al.; 1987.

3.4.4 Avaliagoes neuroquimicas (c-Fos)

Conforme estudos citados anteriomente, como exemplo, Bialy e Kaczmarek
(1996), as areas encefalicas relacionadas ao comportamento sexual ja foram
descritas através da expressao da proteina c-Fos. Sabe-se que a administracéo
cronica de dexametasona, através de sua agdo glicocorticoide, pode atenuar
determinados comportamentos e consequentemente diminuir o numero de células
imunorreativas a c-Fos em determinados nucleos (CATANZO; GORZALKA, 1980).
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Para avaliar o efeito da dexametasona e do comportamento sexual sobre a
imunorreatividade a c-Fos em areas encefdlicas classicamente relacionadas ao
comportamento sexual, alguns animais utilizados nos testes de performance sexual
foram submetidos a perfusdo cerebral e posterior imunoistoquimica para a proteina

c-Fos.

3.4.4.1 Perfusao para Imunoistoquimica

Apds 90 minutos da introducdo do macho na caixa de observacao, estes
animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/Kg) e perfundidos através
de uma puncgéo intracardiaca com salina (250 mL) contendo 5000U/I de heparina,
seguido pela perfusao com fixador paraformaldeido 4% em tampé&o fosfato (PBS 0,1
M; 500 mL)

Apods sua remocgao, os encéfalos foram mergulhados em fixador durante 4
horas e em seguida colocados em solu¢cdo de sacarose a 30% em PBS (0,1 M) a
4°C, sendo armazenados até a véspera dos procedimentos de imunoistoquimica,
quando os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 um de espessura
utilizando um micrétomo de congelamento e coletados em PBS (0,01 M).

No dia seguinte a coleta dos cortes, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endogena (solugdo de H202 ,1%) por 30 minutos e os cortes foram lavados com
PBS (0,01 M) 3 vezes por 5 minutos. Posteriormente, foi feito o bloqueio das
ligagdes inespecificas com albumina bovina 5% em 0,1 M de PBS durante uma hora.

Os cortes foram processados para imunorreatividade para c-Fos ficando
incubados durante a noite com o anticorpo primario anti-fos de coelho (Ab-5,
Oncogene Science, Manhasset, NY, USA) diluido 1:10.000 em PBS (0,1 M)
contendo 2% de normal goat serum e 0.3% Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). Ap6s lavagem, os cortes foram incubados com segundo anticorpo
biotinilado (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA, diluido 1:200 em 1.5%
de normal goat serum - PBS) seguido pelo complexo avidina-biotina-peroxidase
(Vector Elite, 1:200 em PBS) ambos por 1 hora a temperatura ambiente. Para

coloracéo foi empregado diaminobenzidina (DAB, Sigma -Aldrich Co., St. Louis, MO,
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USA) intensificado com cloreto de cobalto 1% e sulfato de niquel 1%. O produto da
reagao conferiu uma coloragéo violeta escuro preto ao nucleo (FLEMING; WALSH,
1994).

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

As areas hipotalamicas em estudo foram: cértex piriforme (Pir: 0.48 mm
anterior ao bregma), estria da lamina terminal (BST: -0.72 mm posterior ao bregma),
nucleo pré-optico mediano dorsal (MnPOd: -0.26 mm posterior ao bregma) e ventral
(MnPOv: -0.26 mm posterior ao bregma), area pré-optica medial (MPOA; -0.30mm
posterior ao bregma), nucleo paraventricular (PVN: -0.96 mm posterior ao bregma) e
nucleo supraodptico (SON: -1.08 mm posterior ao bregma), identificadas e
delimitadas de acordo com o atlas Paxinos e Watson (1997). As células
imunorreativas para c-Fos foram contadas no cortex pririforme; BST, MnPOd e
MnPOv; MPOA; PVN e SON

As células imunorreativas para c-Fos foram contadas com auxilio de um
microscopio Nikon modelo H55L. As imagens foram capturadas e o numero de

cortes representativos para cada grupo experimental foi de 4.

3.4.5 Dosagem de corticosterona

Os animais submetidos aos testes de motivagcdo sexual sofreram
eutanasia por decaptacao para coleta de sangue. O procedimento de decaptagao foi
realizado por experimentador experiente, que nao teve contato com os animais
antes ou durante os testes observacionais.

Cerca de 4ml sangue foram coletados de cada animal em tubos contendo
heparina. O plasma foi separado por centrifugagdo (3000 rpm, 4°C, 15 min) e as
aliquotas foram mantidas a -20°C até o momento das dosagens hormonais.

As dosagens de corticosterona foram feitas por técnica de
radioimunoensaio em colaboragdo no Laboratério de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP).
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3.4.6 Analise estatistica

Para a analise dos resultados, os dados foram computados utilizando o
software estatistico GraphPad versao 3.0 e expressos como meédia + erro padrao da
média (EPM). Para comparacgado de duas médias foi aplicado o teste “t” de Student.

Os resultados com p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A seguir seguem o detalhamento dos protocolos experimentais.

4.1 Experimento 1 Efeitos da administracdo aguda de dexametasona no campo

aberto

Ratos machos sexualmente inexperientes foram divididos em dois grupos:
um controle com 7 animais e um experimental com 6 animais. No dia do
experimento, por volta das 18 horas, 2 horas antes do inicio do teste, os animais
receberam dexametasona na dose de 1mg/kg de peso do animal (diluicdo da droga
em SF0,9%: 1mg/ml) e os animais controle receberam o veiculo, ou seja, SF0,9% no
mesmo volume do grupo experimental (1ml/kg de peso do animal), via
intraperitoneal (i.p.). No minimo 10 minutos antes do inicio das filmagens os animais
foram alocados na sala de experimento e mantidos em suas respectivas caixas
moradia.

Para analise da atividade motora, cada animal foi colocado individualmente no
centro do aparato e filmado por 5 minutos para posterior analise, conforme descrito
no item 3.4.1.2. Os animais do grupo controle foram intercalados aos animais
experimentais para cada observacao, lembrando que apds cada teste e antes de
colocar um novo animal na arena, o campo aberto foi limpo com alcool 10% a fim de
homogeneizar a situagao experimental, eliminando possiveis odores deixados pelo
animal anterior na arena.

Apos os testes, os animais foram recolocados em suas caixas moradia € no

dia seguinte, foram submetidos a eutanasia com Halotano.
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4.2 Experimento 2 Efeitos da administragcao crénica de dexametasona no campo

aberto

Ratos machos sexualmente inexperientes foram divididos em dois grupos:
um controle com 10 animais e um experiemental com 10 animais. Quatro dias antes
do experimento, por volta das 18 horas, os animais receberam dexametasona na
dose de 1mg/kg de peso do animal (diluicdo da droga em SF0,9%: 1mg/ml) e os
animais controle receberam o veiculo, ou seja, SF0,9% no mesmo volume do grupo
experimental (1ml/ kg de peso do animal), via i.p.. Esse procedimento foi repetido no
mesmo horario, por mais trés dias consecutivos, sendo o dia do experiento o quarto
dia de administracdo da droga. No minimo 10 minutos antes do inicio das filmagens
os animais foram alocados na sala de experimento e mantidos em suas respectivas
caixas moradia.

Para analise da atividade motora, cada animal foi colocado individualmente no
centro do aparato e filmado por 5 minutos para posterior analise, conforme descrito
no item 3.4.1.2. Os animais do grupo controle foram intercalados aos animais
experimentais para cada observacao, lembrando que apds cada teste e antes de
colocar um novo animal na arena, o campo aberto foi limpo com alcool 10% a fim de
homogeneizar a situagdo experimental, eliminando possiveis odores deixados pelo
animal anterior na arena.

ApOs os testes, os animais foram recolocados em suas caixas moradia e no

dia seguinte, foram submetidos a eutanasia com Halotano.

4.3 Experimento 3 Efeitos da administragdo aguda dexametasona na motivagao

sexual de ratos machos

Os ratos foram divididos em dois grupos: um controle com 9 animais e um
experimental com 11 animais. Os ratos de ambos os grupos eram sexualmente

inexperientes, nunca tiveram contato com fémeas (ratos ingénuos) e foram
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habituados a estrutura da arena sem as iscas por 5 minutos, durante 3 dias
consecutivos, conforme descrito no item 3.4.2. Apés uma semana, 0os animais do
grupo experimental receberam dexametasona na dose de 1mg/kg de peso do animal
(diluicdo da droga em SF0,9%: 1mg/ml) e os animais controle receberam o veiculo,
ou seja, SF0,9% no mesmo volume do grupo experimental (1ml/ kg de peso do
animal), via intraperitoneal (IP), por volta das 18hs, cerca de duas horas antes do
inicio da observacgao.

Para a analise da motivagao sexual, os animais foram alocados na sala
de experimentagdo no minimo 30 minutos antes do inicio das filmagens, mantidos
em suas respectivas caixas moradia. As gaiolas metabdlicas, contendo os animais
iscas, isto €, uma fémea receptiva e um macho experiente, foram colocadas em
frente as suas respectivas zonas de incentivo, no minimo 20 minutos antes do inicio
das filmagens. Cada animal teste foi colocado individualmente no centro da arena e
filmados por 20 minutos para posterior analise do tempo de permanéncia nas zonas
de incentivo da fémea (ZIF), e do macho (ZIM); frequéncia de visitas a cada ZI
(numero de vezes que o animal entra com as quatro patas na ZIF ou ZIM). A partir
desses dados foram calculados as médias de duragao de visitas as ZIFoua ZIM e 0
escore de preferéncia, ou seja, a razdo entre o tempo de permanéncia na ZIF e o
tempo de permanéncia nas duas ZI, conforme descrito no item 3.4.2.

Logo apds os teste, os animais submetidos a analise de motivagéao sexual
sofreram eutanasia por decaptagcdo para coleta de sangue, realizada por
experimentador experiente, que nio teve contato com os animais antes ou durante

os testes observacionais.

4.4 Experimento 4 Efeitos da administragao crénica de dexametasona na

motivagao sexual de ratos machos

Os ratos foram divididos em dois grupos: um controle com 7 animais € um
experimental com 8 animais. Como no experimento anterior, os ratos de ambos os

grupos eram ingénuos e foram habituados a estrutura da arena sem as iscas por 5
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minutos, durante 3 dias consecutivos, conforme descrito no item 3.4.2. Apos trés
dias, os animais do grupo experimental receberam dexametasona na dose de 1mg/
kg de peso do animal (diluicdo da droga em SF0,9%: 1mg/ml) e os animais controle
receberam o veiculo, ou seja, SF0,9% no mesmo volume do grupo experimental
(1ml/ kg de peso do animal), via i.p., por volta das 18hs. O mesmo precedimento foi
repetido no mesmo horario, por mais trés dias consecutivos, sendo o dia do
experiento o quarto dia de administragdo da droga e o sétimo apos a habituacédo dos
animais na arena.

Para a analise da motivagdo sexual, foram realizados os mesmos

procedimentos descritos no protocolo 4.3

4.5 Experimento 5 Efeito da administragdo aguda e crénica de dexametasona na

concentracéo plasmatica de corticosterona

Os animais submetidos ao protocolo 4.3 e 4.4 sofreram eutanasia por
decaptacédo para coleta de sangue, realizada por experimentador experiente, que
nao teve contato com os animais antes ou durante os testes observacionais. As
coletas foram realizadas entre as 19:00 e 21:00.

Cerca de 4ml sangue foram coletados de cada animal em tubos contendo
heparina. O plasma foi separado por centrifugacado (3000 rpm, 4C, 15 min) e as
aliquotas foram mantidas a -20C até o momento das dosagens hormonais, conforme
descrito no item 3.4.5.

As dosagens de corticosterona foram feitas por técnica de
radioimunoensaio em colaboragdo no Laboratorio de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP).

4.6 Experimento 6 Efeitos da administracdo aguda de dexametasona na

performance sexual de ratos machos
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Ratos sexualmente experientes, ou seja, que tiveram contato com fémeas
e engravidaram pelo menos duas fémeas em 1 semana foram divididos em dois
grupos: um controle com 14 animais e um experimental com 17 animais. No dia do
experimento, por volta das 18 horas, 2 horas antes do inicio do teste, os animais
receberam dexametasona na dose de 1mg/kg de peso do animal (diluicdo da droga
em SF0,9%: 1mg/ml) e os animais controle receberam o veiculo, ou seja, SF0,9% no
mesmo volume do grupo experimental (1ml/ kg de peso do animal), via
intraperitoneal (IP).

Para avaliagdo do comportamento sexual, os animais foram transportados
para sala de observacdo pelo menos 10 minutos antes do experimento, para
ambientacdo. O macho era colocado na caixa de observagédo e mantido sozinho por
5 minutos. O experimento iniciou-se apds esse periodo através da introdugao da
fémea receptiva e inicio da filmagem com duragdo de 40 minutos contados a partir

da primeira monta, procedimentos realizados conforme descrito no item 3.4.3.

4.7 Experimento 7 Efeitos da administragcédo crénica dexametasona na

performance sexual de ratos machos

Ratos sexualmente experientes foram divididos em dois grupos: um
controle com 11 animais e um experimental com 10 animais. Quatro dias antes do
experimento, por volta das 18 horas, os animais receberam dexametasona na dose
de 1mg/kg de peso do animal (diluigdo da droga em SF0,9%: 1mg/ml) e os animais
controle receberam o veiculo, ou seja, SF0,9% no mesmo volume do grupo
experimental (1ml/kg de peso do animal), via i.p.. Esse procedimento foi repetido no
mesmo horario, por mais trés dias consecutivos, sendo o dia do experiento o quarto
dia de administracao da droga.

Para avaliagdo do comportamento sexual foram realizados os mesmos

procedimentos descritos no protocolo 4.6.
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4.8 Experimento 8 Efeitos da administracdo aguda dexametasona e do

comportamento sexual sobre a expressao de c-fos

Entre os animais submetidos aos testes descritos no protocolo 4.6, foram
selecionados aleatoriamente 4 animais. Ap6s 90 minutos da introdugdo do macho na
caixa de observacao, estes animais foram anestesiados e perfundidos através de
uma pun¢ao intracardiaca com salina, seguido pela perfusdo com fixador
paraformaldeido 4% em tampéao fosfato. Apds sua remogéo, os encéfalos foram
mergulhados em fixador durante 4 horas e em seguida colocados em solucdo de
sacarose a 30%, sendo armazenados até a véspera dos procedimentos de
imunoistoquimica, quando os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 um de
espessura utilizando um micrétomo de congelamento e coletados em PBS, conforme
descrito no item 3.4.4.1.

No dia seguinte a coleta dos cortes, foi iniciado o procedimento de
imunoistoquimica, conforme descrigdo anterior (item 3.4.4.1), para posterior analise
das areas cerebrais: cortex piriforme; BST; MnPOd e MnPOv; MPOA; PVN e SON.

4.9 Experimento 9 Efeitos da administragcao crénica dexametasona e do

comportamento sexual sobre a expressao de c-fos

Entre os animais submetidos aos testes descritos no protocolo 4.7, foram
selecionados aleatoriamente 4 animais Apos 90 minutos da introdugdo do macho na
caixa de observacao, estes animais foram anestesiados e perfundidos através de
uma pungao intracardiaca com salina, seguido pela perfusdo com fixador
paraformaldeido 4% em tampéao fosfato. Apds sua remogéo, os encéfalos foram
mergulhados em fixador durante 4 horas e em seguida colocados em solu¢do de
sacarose a 30%, sendo armazenados até a véspera dos procedimentos de
imunoistoquimica, quando os encéfalos foram seccionados em cortes de 30 um de
espessura utilizando um micrétomo de congelamento e coletados em PBS, conforme

descrito no item 3.4.4.1.
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No dia seguinte a coleta dos cortes, foi iniciado o procedimento de
imunoistoquimica, conforme descrigdo anterior (item 3.4.4.1), para posterior analise
das areas cerebrais:. cértex piriforme; BST, MnPOd e MnPOv; MPOA; PVN e SON.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da administracdo aguda de dexametasona no campo aberto

A fig. 7 mostra os efeitos da administragdo aguda de dexametasona sobre
a atividade geral de ratos sexualmente inexperientes observados no campo aberto.

Observamos que ndo houve diferencga significativa no numero de entradas
no centro (FIGURA 7A), entradas na periferia (FIGURA 7B), numero total de
entradas (FIGURA 7C), numero total de rearing (FIGURA 7D) e na raz&o entre as
entradas no centro sobre o total de entradas (FIGURA 7E), entre os animais que

receberam dexametasona quando comparados aos animais controle.
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Figura 7 - Graficos ilustrando os par@metros de campo aberto analisados.
Efeito da administragdo aguda da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 6) ou Salina (1
ml/kg; n= 7) sobre o ndimero de entradas no centro (A), nimero de entradas na
periferia (B), numero total de entradas (C), numero total de rearing (D) e razao de
entradas no centro sobre o total de entradas (E) em ratos sexualmente inexperientes
no campo aberto. Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes; teste
“t” de Student em relagao ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.
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5.2 Efeitos da administragao crénica de dexametasona no campo aberto

Os efeitos da administracdo crénica de dexametasona no compo aberto
sdo mostrados na fig. 8. Foi observado que nao houve diferenga no numero de
entradas no centro (FIGURA 8A), entradas na periferia (FIGURA 8B), numero total
de entradas (FIGURA 8C), numero total de rearing (FIGURA 8D) e na razao entre as
entradas no centro sobre o total de entradas (FIGURA 8E), entre os animais que

receberam dexametasona quando comparados aos animais controle.
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Figura 8 - Graficos ilustrando os parametros de campo aberto analisados.
Efeito da administragédo crénica de dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 10) ou Salina
(1 ml/kg; n= 10) sobre o nimero de entradas no centro (A), nimero de entradas na
periferia (B), numero total de entradas (C), numero total de rearing (D) e razdo de
entradas no centro sobre o total de entradas (E) em ratos sexualmente inexperientes
no campo aberto. Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros padroes; teste
“t” de Student em relagéo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.
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5.3 Efeitos da administragdo aguda dexametasona na motivagao sexual de ratos

machos

A anadlise da motivacdo sexual mostrou que o tratamento agudo com
dexametasona aumentou a preferéncia pelo incentivo sexual, uma vez que
observamos nos animais experimentais aumento no tempo de permanéncia na ZIF
(p<0,05; FIGURA 9A); diminuicdo no tempo de permanéncia na ZIM (p<0,05;
FIGURA 9B); diminuicdo no numero de visitas a ZIM (p<0,01; FIGURA 9F) e
aumento no escore de preferéncia (p<0,05; FIGURA 9G) quando comparados aos
animais controle. Notamos também que o tratamento n&o alterou significativamente
a média de duragao as visitas tanto na ZIF ( FIGURA 9C) quanto na ZIM (FIGURA
9D) e no numero de visitas a ZIF (FIGURA 9E).
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Figura 9 - Graficos ilustrando os pardmetros de motivagcao sexual analisados.
Efeito da administragdo aguda da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 11) ou Salina (1
ml/kg; n= 9) sobre paradmetros da motivagdo sexual: tempo de permanéncia na ZIF
(A); tempo de permanéncia na ZIM (B); média de duragédo das visitas a ZIM (C);
média de duragio das visitas a ZIM (D); numero de visitas a ZIF (E); numero de
visitas a ZIM (F) e escore de preferéncia (G) Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrdes; *p<0,05; **p<0,01; teste “t” de Student em relagdo ao
grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.

5.4 Efeitos da administracado crénica dexametasona na motivacao sexual de ratos

machos

A analise dos resultados da motivagcao sexual mostrou que o tratamento
cronico nao alterou de maneira significativa nenhum dos parametros analisados em
relacdo ao grupo controle. O tratamento n&o alterou o tempo de permanéncia na ZIF
(FIGURA 10A); o tempo de permanéncia na ZIM (FIGURA 10B); a média de duragao
das visitas tanto a ZIF (FIGURA 10C), quanto a ZIM (FIGURA 10D); o numero de
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visitas a ZIF (FIGURA 10E) e a ZIM (FIGURA 10F) e o escore de preferéncia
(FIGURA 10G).
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Figura 10 - Graficos ilustrando os pardmetros de motivagcao sexual analisados.
Efeito da administragao cronica da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 8) ou Salina (1
ml/kg; n= 7) sobre pardmetros da motivagdo sexual: tempo de permanéncia na ZIF
(A); tempo de permanéncia na ZIM (B); média de duragédo das visitas a ZIM (C);
média de duragio das visitas a ZIM (D); numero de visitas a ZIF (E); numero de
visitas a ZIM (F) e escore de preferéncia (G) Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padrdes; teste “t” de Student em relacdo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.

5.5 Efeito da administragdo aguda de dexametasona na concentragao plasmatica

de corticosterona

Os animais submetidos ao experimento descrito protocolo 4.3, que

avaliou a administracdo aguda da dexametasona sobre a motivacdo sexual,
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sofreram eutanasia por decaptagcdo para coleta de sangue, realizada por
experimentador experiente, que nio teve contato com os animais antes ou durante
os testes observacionais.

O resultado da dosagem hormonal esta representado na fig. 11, onde
observamos que a diminuigdo significativa e acentuada dos niveis plasmaticos de
corticosterona nos animais que receberam dexametasona (FIGURA 11, p<0,0001)

em relagdo aos animais que receberam veiculo.
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Figura 11 - Graficos ilustrando os niveis de
corticosterona nos animais submetidos ao
protocolo 4.3
Efeito da administragdo aguda da
dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n=
11) ou salina (1 ml/kg; n= 9) sobre os
niveis plasmaticos de corticosterona
de ratos machos sexualmente
inesperientes submetidos a avaliagao
da motivagao sexual. Séao
apresentadas as médias e os
respectivos erros padrdes;
****n<0.0001; teste “t” de Student em
relagdo ao grupo controle (Salina).
Fonte: Do autor.

5.6 Efeito da administragao crénica de dexametasona na concentragao plasmatica

de corticosterona
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O resultado, representado na fig. 12 mostra niveis praticamente
indetectaveis de corticosterona plasmatica nos animais que receberam
dexametasona cronicamente (FIGURA 12; p<0,0001) em comparagdo aos que

receberam salina.
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Figura 12 - Graficos ilustrando os niveis de

corticosterona nos animais submetidos ao protocolo

4.4
Efeito da administracdo crbénica da
dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 8) ou
salina (1 ml/kg; n= 7) sobre os niveis
plasmaticos de corticosterona de ratos
machos sexualmente inesperientes
submetidos a avaliagdo da motivagao
sexual. Sdo apresentadas as médias e os
respectivos erros padroes; ****p<0.0001;
teste “t” de Student em relacdo ao grupo
controle (Salina).

Fonte: Do autor.

5.7 Efeitos da administracdo aguda de dexametasona na performance sexual de

ratos machos

A fig. 13 abrange os parametros pré-ejaculatérios e mostra que a
administracdo aguda de dexametasona diminuiu significamente a laténcia para
primeira ejaculagdo (LPE) nos animais tratados (FIGURA 13E; p<0,01) em relagao

aos animais controle. Os demais parametros nao foram alterados pelo tratamento,
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ou seja, a droga nao alterou a laténcia para primeira monta (LPM; FIGURA 13A); a
laténcia para a primeira intromissao (LPI; FIGURA 13B); numero de montas
incompletas (MIl, FIGURA 13C) e numero de intromissdes (NI, FIGURA 13D).
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Figura 13 - Graficos ilustrando os parametros de performance sexual analisados.
Efeito da administracdo aguda da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 17) ou Salina (1
ml/kg; n= 14) sobre parametros pré-ejaculatérios da performance sexual: LPM (A);
LPI (B); MI (C); NI (D); LPE (E). Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros
padrdes; **p<0,01 teste “t” de Student em relagdo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.

Em relagdo aos parametros pds-ejaculatorios, observamos que a
administracdo de dexametasona aumentou significamente o numero de montas
incompletas pos-ejaculacao (MIP; FIGURA 14C; p<0,001) e aumentou o niumero de
ejaculacdes (NE; FIGURA 14E; p<0,05). Por outro lado, ndo observamos diferenca
em relacado a laténcia para primeira monta pos- ejaculacdo (LPMP; FIGURA 14A);
laténcia para primeira intromissao pos- ejaculagéo (LPIP; FIGURA 14B) e numero de
intromissdes pos- ejaculacao (NIP; FIGURA 14D), quando comparado aos animais

que receberam salina.
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Figura 14 - Graficos ilustrando os parametros de performance sexual analisados.
Efeito da administracado aguda da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n=17) ou Salina (1
ml/kg; n= 14) sobre par&metros pés-ejaculatorios da performance sexual: LPMP (A);
LPIP (B); MIP (C); NIP (D); NE (E). Sdo apresentadas as médias e os respectivos
erros padrdes; *p<0,05; ***p<0,001; teste “t” de Student em relagao ao grupo controle
(Salina).

Fonte: Do autor.

Através dos parametros analisados, foram calculados, somente para os
animais que ejacularam pelo menos uma vez durante o periodo de observagéo (40
min) os seguintes indices: numero total de montas até a primeira ejaculacédo (TM;
FIGURA 15A); numero total de montas no tempo total de observagao (TMT; Figura
15B); frequéncia de montas por minuto (FIGURA 15C); frequéncia de intromissdes
por minuto (FIGURA 15D); intervalo inter-intromissdes (FIGURA 15E); eficiéncia
copulatéria (FIGURA 15F) e indice de atividade sexual (IAS; FIGURA 15G).

Observamos que o tratamento agudo com dexametasona aumentou o numero
total de montas (FIGURA 15B; p<0,05); aumentou a frequéncia de montas por
minuto (FIGURA 15C; p<0,001) e a frequéncia de intromissées por minuto (FIGURA
15D; p<0,001), quando comparado a administragdo de salina. Enquanto isso, os
resultados mostram que a administragdo aguda de dexametasona diminuiu ao

intervalo inter-intromissdes (FIGURA 15; p<0,05). Nao observamos diferenga
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significativa nos outros parametros.
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Figura 15 - Graficos ilustrando os parédmetros de performance sexual analisados.
Efeito da administragao aguda da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 17) ou Salina (1
ml/kg; n= 14) sobre parametros calculados da performance sexual: TM (A); TMT (B);
Frequéncia de montas/minuto (C); Frequéncia de intromissdes/minuto (D); Intervalo
Inter- intromissdes (E); Eficacia Copulatéria (F) e IAS (G). Sao apresentadas as
médias e os respectivos erros padrdes; *p<0,05; ***p<0,001; teste “t” de Student em
relagéo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.

5.8 Efeitos da administracao crénica dexametasona na performance sexual de

ratos machos

A fig. 16 representa os parametros pré-ejaculatérios e mostra que a
administracdo aguda de dexametasona nao alterou de maneira significativa a
laténcia para primeira monta (LPM; FIGURA 16A); a laténcia para a primeira
intromiss&o (LPI; FIGURA 16B); numero de montas incompletas (MIl, FIGURA 16C) e
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nuamero de intromissdes (NI, FIGURA 16D); a laténcia para primeira ejaculagao

(LPE) nos animais tratados (FIGURA 16E) em relagdo aos animais controle.
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Figura 16 - Graficos ilustrando os parametros de performance sexual analisados.
Efeito da administragdo crénica da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 10) ou Salina
(1 ml/kg; n= 11) sobre parametros pré-ejaculatérios da performance sexual: LPM (A);
LPI (B); MI (C); NI (D); LPE (E). Sao apresentadas as médias e os respectivos erros
padrdes. Teste “t” de Student em relacdo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.

Em relacdo aos parametros pos-ejaculatorios, ilustrados na fig. 17,
observamos que a administragcdo crdonica de dexametasona nao alterou
significamente a laténcia para primeira monta pés- ejaculagao (LPMP; FIGURA 17A);
laténcia para primeira intromissédo pés- ejaculagao (LPIP; FIGURA 17B); numero de
montas incompletas pos- ejaculagao (NIP; FIGURA 17C); numero de intromissdes
pos- ejaculacédo (NIP; FIGURA 17D) e numero de ejaculagbes (NE; FIGURA 17E),

quando comparado aos animais que receberam salina.
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Figura 17 - Graficos ilustrando os parametros de performance sexual analisados.
Efeito da administragdo crénica da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 10) ou Salina
(1 ml/kg; n= 11) sobre parametros pds-ejaculatérios da performance sexual: LPMP
(A); LPIP (B); MIP (C); NIP (D); NE (E). Sao apresentadas as médias e os respectivos
erros padrdes; Teste “t” de Student em relagdo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.

Através dos parametros analisados, foram calculados, somente para os
animais que ejacularam pelo menos uma vez durante o periodo de observacao (40
min) os seguintes indices: numero total de montas até a primeira ejaculagédo (TM;
FIGURA 18A); numero total de montas no tempo total de observagao (TMT; FIGURA
18B); frequéncia de montas por minuto (FIGURA 18C); frequéncia de intromissdes
por minuto (FIGURA 18D); intervalo inter-intromissdes (FIGURA 18E); eficiéncia
copulatéria (Figura 18F) e indice de atividade sexual (IAS; FIGURA 18G).

Observamos que o tratamento crénico ndo alterou de maneira significativa

nenhum dos parametros calculados.



73

7.5

5.0

25

Niamero total de montas
@
a
Frequéncia de montas por minuto

Salina Dexa Salina Dexa Salina Dexa

Ndmero total de montas pré- ejaculagao

0.50

0.25

Eficéncia copulatéria (%)
8

Frequéncia de intromissdes por minuto
Intervab inter-intromissdes (min)

Salina Dexa Salina Dexa Salina Dexa

T L

Indice de Atividade Sexual
~N

Salina Dexa

Figura 18 - Graficos ilustrando os parédmetros de performance sexual analisados.
Efeito da administragéo cronica da dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; n= 10) ou Salina
(1 ml/kg; n= 11) sobre parametros calculados da performance sexual: TM (A); TMT
(B); Frequéncia de montas/minuto (C); Frequéncia de intromiss6es/minuto (D);
Intervalo Inter- intromissées (E); Eficacia Copulatéria (F) e IAS (G). Sao apresentadas
as médias e os respectivos erros padrdes. Teste “t” de Student em relagdo ao grupo
controle (Salina).

Fonte: Do autor.

5.9 Efeitos da administragdo aguda de dexametasona e do comportamento sexual

sobre a expressao de c-Fos

Na fig. 19 podemos observar que a administracdo aguda da
dexametasona diminuiu o0 numero de células imunorreativas a c-Fos (c-Fos-
IR) no BST (FIGURA 19F; p<0,01), no MnPOd (FIGURA 19I; p<0,01) e no
MnPOv (FIGURA 19L; p<0,01) quando comparado aos animais que receram
salina. O tratamento agudo com dexametasona nao alterou o numero de

célular positivas para c-Fos no cértex piriforme (FIGURA 19C).
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Figura 19 - Distribuicdo de imunorreatividade ao c-Fos (c-Fos-IR) em areas encefalicas de

ratos machos expostos a fémeas receptivas e que apresentaram ejaculagéo.
Fotomicrografias em campo claro representativas de cortes de encéfalos mostrando o
Cortex Piriforme (A-B), BST (D-E), MnPOd (G-H) e MnPOv (J-K) em ratos machos
tratados de forma aguda com salina (1 ml/kg; A, D, G e J) ou dexametasona (DEXA; 1
mg/kg; B, E, H e K). Abreviagdes: ca: comissura anterior; VL: ventriculo lateral e 3v:
terceiro ventriculo. Barras: A: 50 ym; D, G e J: 100 pm. Ao lado estéo os graficos (C,
F, | e L) do numero de células imunorreativas para c-Fos para cada quadro de
fotomicrografias. Valores expressos como média + EPM. **p<0,01. teste “t” de
Student em relagéo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do autor.



Na fig. 20 podemos observar que o tratamento agudo com
dexametasona diminuiu o numero de neurénios marcados com c-Fos em no
PVN (Figura 20F; p<0,05) e no SON (FIGURA 20I; p<0,05). Por outro lado, o
tratamento ndo alterou a relagdo na MPOA (FIGURA 20C).
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Figura 20 - Distribuicdo de imunorreatividade ao c-Fos (c-Fos-IR) em é&reas encefalicas de

ratos machos expostos a fémeas receptivas e que apresentaram ejaculagao.
Fotomicrografias em campo claro representativas de cortes de encéfalos
mostrando a MPOA (A-B), PVN (D-E) e SON (G-H) em ratos machos tratados de
forma aguda com salina (1 ml/kg; A, D e G ) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; B,
E e H). Abreviagbes: 3v: terceiro ventriculo e qo: quiasma o6ptico. Barras: A e D:
100 um; G: 400 um. Ao lado estédo os graficos (C, F e | ) do numero de células
imunorreativas para c-Fos para cada quadro de fotomicrografias. Valores
expressos como média + EPM. *p<0,05. teste “t” de Student em relagédo ao grupo
controle (Salina).

Fonte: Do autor.
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5.10 Efeitos da administragcao crénica de dexametasona e do comportamento

sexual sobre a expresséao de c-Fos

Na fig. 21 observamos que o tratamento crénico com dexametasona nao
alterou a expressao de células imunorreativas a c-Fos no cértex piriforme (FIGURA
21C), no BST (FIGURA 21F), no MnPOd (FIGURA 211) e no MnPOv (FIGURA 21L).
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Figura 21 - Distribuicdo de imunorreatividade ao c-Fos (c-Fos-IR) em areas encefalicas de

ratos machos expostos a fémeas receptivas e que apresentaram ejaculagéo.
Fotomicrografias em campo claro representativas de cortes de encéfalos
mostrando o Coértex Piriforme (A-B), BST (D-E), MnPOd (G-H) e MnPQOv (J-K) em
ratos machos tratados de forma crbénica com salina (1 mil/kg; A, D, G e J) ou
dexametasona (DEXA; 1 mg/kg; B, E, H e K). Abreviagdes: ca: comissura anterior;
VL: ventriculo lateral e 3v: terceiro ventriculo. Barras: A: 50 um; D, G e J: 100 um.
Ao lado estao os graficos (C, F, | e L) do numero de células imunorreativas para c-
Fos para cada quadro de fotomicrografias. Valores expressos como média + EPM.
teste “t” de Student em relagédo ao grupo controle (Salina).
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Na fig. 22 observamos que a administracdo crbnica de dexametasona

aumentou o numero de células imunorreativas a c-Fos no SON ( FIGURA 22I;
p<0,05) quando comparados aos animais que receberam salina. Entretanto, ndo
observamos diferengca no MPOA (FIGURA 22C) e no PVN (FIGURA 22F).
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Figura 22 - Distribuicdo de imunorreatividade ao c-Fos (c-Fos-IR) em é&reas encefalicas de

ratos machos expostos a fémeas receptivas e que apresentaram ejaculagao.
Fotomicrografias em campo claro representativas de cortes de encéfalos
mostrando a MPOA (A-B), PVN (D-E) e SON (G-H) em ratos machos tratados de
forma crénica com salina (1 ml/kg; A, D e G ) ou dexametasona (DEXA; 1 mg/kg;
B, E e H). Abreviagdes: 3v: terceiro ventriculo e qo: quiasma 6ptico. Barras: A e D:
100 um; G: 400 um. Ao lado estédo os graficos (C, F e | ) do numero de células
imunorreativas para c-Fos para cada quadro de fotomicrografias. Valores
expressos como média + EPM. *p<0,05. teste “t” de Student em relagédo ao grupo
controle (Salina).

Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

As avaliagdes comportamentais sdo uteis e efetivas para a analise dos

possiveis efeitos das drogas em geral no Sistema Nervoso Central, o que
corriqueiramente sdo chamados de efeitos centrais das drogas. Neste trabalho,
diferentes modelos comportamentais foram utilizados para avaliar os efeitos centrais
da dexametasona, um potente glicocorticéide exdgeno, principalmente sobre o

comportamento sexual dos ratos machos.

Utilizou-se a dose de 1mg/kg via intra-peritoneal (i.p.) com o intuito de
promover a maior penetragcdo da droga no SNC. Esta dose foi efetiva tanto para
promover alteragdes comportamentais como para modificar a expressao de
imunorreatividade a c-Fos em ratas lactantes em projeto desenvolvido em nosso
laboratério (VILELA, 2011). Para analisar os possiveis efeitos da administragao
cronica de dexametasona optamos por repetir a dose de 1mg/kg durante 4 dias

consecutivos no mesmo horario de administragao.

Todos os protocolos experimentais foram realizados na fase de escuro do
ciclo claro/ escuro a fim de promover condigcbes semelhantes para os testes, diminuir
possiveis diferencas relacionadas ao ritmo circadiano e promover o periodo ideal
para observacao eficiente do comportamento sexual, uma vez que é durante a fase
de escuro (AGMO, 1997).

Para promover um controle sobre os possiveis efeitos motores e ansioliticos
da droga, a atividade geral foi avaliada através do campo aberto “open field”. Este
teste, vastamente utilizado como metodologia nos estudos comportamentais,
permite a quantificacdo da atividade motora espontdnea e da exploracdo do
ambiente. Além disso, a avaliacdo do efeito anti-tigmotatico mostra a diminui¢cao da
preferéncia tipica, relacionado a ansiedade (VALLE, 1970; PRUT, BELZUNG, 2003;
VILELA et al., 2009).

A metodologia de campo aberto contribuiu para a analise dos possiveis
efeitos da administracdo aguda e crénica de dexametasona sobre a locomogao dos
animais. Observamos que para as duas formas de administragdo nao houve

alteracao significativa de nenhum dos parametros analisados, ou seja, no numero de
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entradas no centro, entradas na periferia, numero total de entradas, numero total de
rearings € na razao entre as entradas no centro sobre o total de entradas (efeito anti-
tigmotatico) entre os animais que receberam dexametasona quando comparados
aos animais controle, que receberam veiculo. Isso mostra que a dexametasona nao
alterou o padrao motor dos animais e que os grupos se comportaram de mareira
homogénea no que tange ao controle periférico da musculatura esquelética,
coordenacgao sensoriomotora e elaboragao e interpretagdo da informacao sensorial,
bem como em relagédo a aspectos relacionados a ansiedade e medo (VALLE, 1970;
PRUT; BELZUNG, 2003; VILELA et al., 2009).

Como descrito anteriormente, para melhor avaliar os eventos observados na
analise do comportamento sexual, faz-se necessario distinguir a motivacéo sexual
da execucgao da copula, ou performance, assim como fazem os estudos classicos da
area (AGMO, 1997).

Muitas vezes, os parametros de motivacido sexual podem estar misturados
aos de performance, como exemplo, a laténcia para primeira monta ou primeira
intromissdo. Sendo assim, a metodologia escolhida para avaliagdo da motivagao
sexual contou com um método especifico, no qual estudos prévios mostraram sua
eficacia e reprodutibilidade. Agmo (2003), testando profundamente este método,
estabeleceu que os animais sexualmente inexperientes, quando expostos a fémea
receptiva (incentivo sexual) e ao macho experiente (incentivo social), permaneciam
mais tempo proximo as fémeas. Quando as op¢des eram fémeas receptivas e nao
receptivas, as primeiras seriam novamente as preferidas. Se fossem expostos a
machos experientes e fémeas nao receptivas, nenhuma preferéncia era observada
(AGMO, 2003).

Assim, para avaliagcao do efeitos da dexametasona sobre a motivagao sexual
de ratos machos, os Experimentos 3 e 4 foram destinados a analise dos efeitos
agudos e crbénicos, respectivamente, sobre ratos machos sexualmente
inexperientes. E importante ressaltar que os dados obtidos mostram que a média de
permanéncia dos animais do grupo controle agudo na Zl (zona de incentivo) da
fémea receptiva foi 1,89 vezes a mais do que na ZI do macho experiente; e que os
animais do grupo controle crénico, permaneceram, em média, 1,86 vezes mais na ZI

da fémea em relagao a ZI do macho. Portanto, de acordo com a literatura e com os
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resultados de Agmo (2003) descritos acima, os resultados obtidos com o grupo
controle validam o método empregado em nosso laboratério para a avaliagdo da
motivagdo sexual de ratos machos sexualmente inexperientes tratados com

dexametasona tanto aguda como cronicamente.

Em relagdo a administracdo aguda do farmaco, os parametros modificados
pela administragcdo do glicocorticoide exdgeno relacionam-se a preférencia pela
fémea e evidenciam aumento significativo da motivagdo sexual. Assim, os resultados
sugerem que a administragdo aguda de dexametasona aumentaram a motivagao
sexual de ratos machos inexperientes, uma vez que o macho que recebeu o farmaco
permaneceu mais tempo na ZIF, e portanto, teve maior escore de preferéncia pela
fémea em comparagao aos controles. Aliado a isto, os animais DEXA permaneceram

menor tempo na ZIM, onde observou-se também frequéncia de visitas menor.

Em contrapartida, a administracdo crénica de dexametasona nao alterou
significativamente nenhum dos paréametros analisados, mostrando que nado ha
influéncia sobre a motivagado sexual. Vale ressaltar que os resultados analisados se
mostram concordantes com estudos classicos, no qual se observa preferéncia pela

fémea.

Com o intuito de avaliar os niveis plasmaticos de corticosterona apods a

administragao aguda e crénica de dexametasona, foi realizado o Experimento 5.

A dosagem hormonal dos animais que receberam dose aguda de
dexametasona e foram submetidos ao Experimento 3 mostra uma diminuigcédo
significativa e acentuada dos niveis plasmaticos de corticosterona em relagdo aos
animais que receberam veiculo. Esta diminui¢ao foi mais acentuada nos animais que
receberam a droga no esquema crénico e foram submetidos ao Experimento 4 . Em
conjunto, os resultados mostram que a dose de dexametasona administrada foi
capaz de bloquear o Eixo HHA e suprimir a secre¢ao endégena de CRH, ACTH e

consequentemente de corticosterona.

No Experimento 6, dentre os varios parametros de performance sexual
avaliados, podemos afirmar que a administragdo aguda de dexametasona melhorou

parametros da performance sexual em relagao aos animais tratados com veiculo.

Temos como parametros capazes de refletir além da performance sexual,
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também a motivacédo sexual, o intervalo pos- ejaculatério (periodo refratario) e total
de montas (AGMO, 1997), sendo que este ultimo estda aumentando nos animais que

receberam dexametasona.

A LPMP e LPIP, representantes do periodo refratario, observados neste
estudo, estdo dentro dos limites descritos, ou seja, entre 5 e 10 minutos (HULL et al.,
2006). Estudos mostram que estes animais, sexualmente satisfeitos, sdo capazes de
andar e de explorar o ambiente da mesma maneira que animais nao sexualmente
satisfeitos e, o mais interessante, € que sdo capazes de reiniciar prontamente a
cOpula quando expostos a uma nova fémea receptiva, caracterizando o chamado
“‘Efeito Coolidge” (RODRIGUEZ-MANZO, 1999). Este efeito ndao foi avaliado no
presente estudo, uma vez que os ratos machos foram expostos durante toda a

observacao a mesma fémea receptiva.

Em relagdo ao Experimento 7, podemos observar que a administragao
crbnica de dexametasona ndo foi capaz de induzir diferencas comportamentais

significativas em relagdo ao grupo controle.

A literatura mostra que a experiéncia sexual promove uma melhora
quantitativa na performance sexual, principalmente sobre os parametros de
motivagao sexual considerados mais sensiveis ao aprendizado, que sao a laténcia
para primeira monta e para a primeira intromissdo (CRUZ-CASALLAS; NASELLO;
FELICIO; 2000). Nao observamos diferenca significativa entre animais tratados com
dexametasona, tanto aguda como cronicamente, e animais controle. Isso pode ser
atribuido ao fato de todos os grupos utilizados para anélise da performance sexual
serem compostos por animais sexualmente experientes. Com treinamento dos ratos
machos e consequente aquisicido de experiéncia sexual, otimizou-se a performance,
0 que permitiu uso racional dos animais, uma vez que a frequéncia de copulas
efetivas foi maior. Além disso, atingiu-se um padrdo de semelhanga dos grupos

comprovados pela analise estatistica em relagao ao treinamento.

A avaliagao de imunorreatividade neuronal a proteina c-Fos (c-Fos-IR) nos
animais submetidos ao protocolo de performance sexual permite-nos observar que a
administragcdo aguda da dexametasona diminuiu o numero de células imunorreativas
a c-Fos no BST (FIGURA 19), no MnPOd (FIGURA 19) e no MnPOv (FIGURA 19)

quando comparado aos animais que receberam salina. Além disso, o tratamento
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agudo com dexametasona diminuiu a expressao de c-Fos em neurbénios do PVN
(FIGURA 20) e no SON (FIGURA 20). Por outro lado, o tratamento nao alterou a
relacdo na MPOA (FIGURA 20C).

As areas cerebrais responsaveis pelo controle do comportamento sexual sao
alvo de grande interesse ha muito tempo, porém mesmo com o uso de variadas
técnicas neuroquimicas, ainda ha muitas especulagdes sobre este controle. Estudos
que avaliam a expressdo de proteina c-Fos induzidas pelo acasalamento e
satisfagcao sexual em areas encefalicas de ratos machos, mostram imunorreatividade
aumentada no BST, MPOA, NAc e no cértex piriforme, sendo as trés primeiras
consideradas essenciais para este comportamento (BAUM; EVERITT, 1992; GRECO
et al., 1996; ROBERTSON et al.,, 1991; RODRIGUEZ-MANZO, 1999; PHILLIPS-
FARFAN; FERNANDEZ-GUASTI, 2007). Nos animais que receberam tratamento
cronico, observamos alteragdo significativa somente no SON (FIGURA 19), onde
houve um aumento de células positivas para c-Fos quando comparado aos animais
do grupo controle. O presente trabalho mostra coeréncia em relagéo a positividade
para proteina c-Fos no encéfalos dos animais avaliados, uma vez que todos os
grupos de animais apresentaram marcagdao nas mesmas areas encefalicas, mesmo
que com intensidades diferentes. Isso fala a favor de que os efeitos observados da
droga séao relacionados a frequéncia das células imunorreativas a c-Fos e que sua
administracao nao foi capaz de inibir totalmente a expressao de c-Fos em nenhuma

das areas analisadas.

E interessante ressaltar que uma vez que a saciedade sexual é um resultado
de ejaculagdes repetidas, o circuito neural para a saciedade sexual pode ser
semelhante ao que regula o comportamento sexual (PHILLIPS-FARFAN;
FERNANDEZ-GUASTI, 2007). A ejaculacdo presente nos animais do presente
estudo corrobora para os achados que indicam satisfacdo sexual, porém este
parametro ndo foi analisado isoladamente. Esse fato fala a favor da sele¢ao de ratos
ja experientes como forma de padronizar os sujeitos e diminuir a expressao de c-Fos
em areas inespecificas do encéfalo, otimizando a andlise dos resultados. E
importante ressaltar este fato, uma vez que varios estudos de performance sao
realizados em animais sexualmente inexperientes (“naives”). Por outro lado, o
nuamero de ejaculagbes é um fator capaz de influenciar a frequéncia de células
imunorreativas a c-Fos (BAUM; EVERITT, 1992; PHILLIPS-FARFAN; FERNANDEZ-
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GUASTI, 2007) associada a administracdo da droga, porém esta medida né&o foi
analisada no presente estudo devido ao numero de sujeitos insuficientes para este

tipo de abordagem.

Phillips-Farfan e Fernandez-Guasti (2007) embasados em seus resultados
associados a dados publicados por Petrulis e Eichenbaum (2003), sugerem que o
cortex piriforme junto ao coértex entorrinal possuem papel regulatorio sobre a
saciedade sexual e sobre o Efeito Coolidge. Especulam que a expressédo de c-Fos
nestas regides poderiam iniciar uma cascata que codifica a “memoaria sensorial” da
parceira sexual durante o acasalamento (PETRULIS; EICHENBAUM, 2003). De
acordo com essa idéia, a expressao de c-Fos aumentaria durante fases iniciais do
acasalamento, quando esta memdria estaria se consolidando, e diminuiria com a
satisfagao sexual, voltando a aumentar na reativagao do comportamento em machos
sob efeito Coolidge. E interessante ressaltar que odores sexualmente condicionados
podem ativar a expressao de proteina c-Fos no cortex piriforme, conferindo a esta
area mais uma evidéncia de que é relacionada a experiéncia sexual e que o
aprendizado pode modular a meméria olfativa (KIPPIN et al., 2003; PHILLIPS-
FARFAN; FERNANDEZ-GUASTI, 2007). Nossos achados s&@o condizentes com
estes estudos, uma vez que os animais sexualmente experientes ndo apresentaram

diferenca na frequéncia de células positivas para c-Fos no cortex piriforme.

Diante da expresao de proteina c-Fos em areas responsaveis pela produgao
de Ocitocina, como o PVN e o SON é importante ressaltar o papel deste horménio
no macho e especular sobre seus efeitos regulatérios sobre o comportamento sexual
em condi¢cdes de estresse (BURBACH; YOUNG; RUSSEL, 2006). Nos ratos, a
ocitocina € um horménio de estresse, uma vez que sua expressao esta aumentada
em situagdes diversas, como inflamagao, estresse emocional e sob o estimulo do
eixo HHA (NAITO; FUKATA; SHINDO, 1991; ONAKA, 1995; MIYATA; ITOH ; LIN,
1995; HASHIGUCHI et al., 1997; BURBACH; YOUNG; RUSSEL, 2006). Lembrando
que o aumento de ocitocina pelo estresse durante a gravidez é capaz de antecipar o
trabalho de parto. No entanto, a literatura atual é coerente, e os estudos em ratos
demonstraram que ha mecanismos poderosos capazes de inibir o esse estresse
oxitocina-dependente na gravidez. Se estes mecanismos estdo sobrecarregados,
entdo o parto poderia ser desencadeado, dada a sensibilidade miometrial a oxitocina
(BURBACH; YOUNG; RUSSEL, 2006). No puerpério, as fémeas lactantes podem
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expressar duas motivagbes opostas simultaneamente, ou seja, o comportamento
agressivo e o sexual. Em estudos com animais, motivagdes apetitivas e aversivas
sdo muitas vezes vistas como opostas, ou simplesmente: positiva ou negativa
(LANG; BRADLEY; CURTHBERT, 1990). No entanto, os resultados de Agrati e
colaboradores (2011) revelam que a fémea pode perceber o macho como atraente e
aversivo ao mesmo tempo, exibindo opostas respostas motivacionais (AGRATI et al.,
2011).

Nos machos, a fungdo da ocitocina ndo tem sido extensivamente estudada
como nas fémeas. No entanto, sabe-se que nos machos, a este neuropeptideo
liberado perifericamente afeta a genitdlia e a liberagdo de sémem, o que é
comprovado por estudos que mostram a presenca de receptores de ocitocina nos
testiculos, onde desempenha papel na regulacdo da contratilidade dos tubulos
seminiferos e modula a esteroidogénese (FRAYNE; NICHOLSON, 1998).
Centralmente, a ocitocina modula a expressdo do comportamento sexual, bem como
as aferéncias simpatica e parassimpatica para 6érgéos reprodutivos (BURBACH,;
YOUNG; RUSSEL, 2006). Estudos comprovam o importante papel da ocitocina
sobre o comportamento sexual de ratos machos, sendo o PVN a area do cérebro
mais sensivel para a indugcdo de erecao peniana por este neuropeptideo
(ARGIOLAS; MELIS, 2005; BURBACH; YOUNG; RUSSEL, 2006). No presente
estudo, temos o aumento dos niveis de glicocorticéides através da administragao
exdgena e consequente inibicdo do HHA por feed back negativo associados a
expressao de proteina c-Fos em areas responsaveis pela producio de ocitocina e a
presenca de ejaculagdes, possibilitando assim especulagbes sobre a agdo deste
neuropeptideo na modulacido do comportamento sexual de ratos machos. Porém
seria necessario associar técnicas de dupla-marcagao para c-Fos e ocitocina, bem

como dosagem sérica deste peptideo para completar o raciocinio.

Além da fungdo da ocitocina como peptideo neuromodulador de varios
comportamentos, temos que ela potencializa o efeito do CRH, que além de atuar na
integragdo do processo adaptativo ao estresse, € mediador das repostas
autondmica, comportamental e imune. Sawchenko demostrou em 1987 que apods a
adrenalectomia, ha um reforgco na imunorreatividade de células ao CRH e a
vasopressina, o que em estudos recentes confirmou-se pela colocalizagao destes

horménios em uma populagédo substancial de neurdnios secretores parvocelulares.
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Esse aumento nao foi restrito ao PVN, mas abrangeu outras areas cerebrais, como
cértex cerebral, amigdala e nucleo intersticial da estria terminal. A hipofisectomia
produziu um padrdao de coloracdo no PVN, comparavel a adrenalectomia,
confirmando o papel dos esterdides adrenais como reguladores primarios destes
peptideos neste sistema (SAWCHENKO, 1987; ANTONI, 1993).

Gorsalka, Morrish e Hill (2008) mostram que antagonistas do CB1, um
receptor canabindide, facilitam processos ejaculatorios (GORSALKA; MORRISH;
HILL, 2008). Uma possivel explicagdo para este achado seria que a predominante
acgao inibitoria dos glicocorticdides nos neurbnios magnocelulares é fundamentada
através da liberacdo de endocanabindides no hipotalamo estimulada pela acéo
destes glicocorticoides sobre receptores transmembrana acoplados a proteina G (DI
et al., 2003; DI et al., 2005). Uma vez liberados, os endocanabindides teriam fungao
de mensageiros retrégrados que além de inibir a liberacdo de glutamato, também
estimulariam a liberagdo de GABA (acido y-aminobutirico) resultado do aumento do
oxido nitrico (NO), promovendo assim a diminuicdo da atividade de neurdnios
hipotalamicos parvocelulares e magnocelulares resultando na secregao diminuida de
OT e AVP (RUGINSK et al., 2009; RUGINSK et al., 2010). Além disso, estudos
mostraram que o NO é capaz de inibir a secrecdo de OT induzida por estimulo
angiotensinérgico, além de diminuir a atividade de neurbnios magnocelulares do
NPV e NSO (VENTURA et al., 2008; REIS et al., 2007). Para comprovar esta teoria
seriam necessarios novos experimentos com a utilizagdo de antagonistas e
agonistas dos endocanabindides, bem como antagonistas dos glicocorticoides ou
outros estimuladores da liberagdo de OT. Porém, conscientes dos efeitos da
ocitocina sobre a motivacdo sexual e embasados na literatura que evidencia a sua
diminuicdo diante do aumento dos glicocorticéides, podemos especular que através
desse mecanismo, a administracdo crbonica de dexametasona nao promoveu

aumento ou melhora da motivagao e performance sexuais.

Aqui é importante ressaltar que por ser medida indireta da atividade neuronal,
a imunoistoquimica para c-Fos € capaz de mostrar expressdo desencadeada por
varios estimulos, como odores, barulhos, luminosidade. Sendo assim, é
imprescindivel que os animais dos diferentes grupos animais sejam submetidos as
mesmas condicdoes de manipulacdo, a fim de diminuir a influéncia externa nos

resultados. Em contrapartida, a expressdao de proteina c-Fos reflete atividade



89

genbmica e ndo necessariamente despolarizacdo neural (HOFFMAN; MURPHY,
2000).

Conscientes de que a quantidade total de proteina c-Fos presentes no tecido
nao tem correlagdo direta com a variabilidade da intensidade de marcacao,
assumimos uma desvantagem inerente ao método de imunoistoquimica, porém
tranquilos com o fato de que este trabalho cumpriu seu objetivo de mapear as areas
cerebrais ativadas por esse comportamento e comparar o numero de células
imunorreativas a esta proteina, capacidade efetiva e contemplada pelo método.
Ressaltando que para analise de quantificacdo da intensidade de marcacéao, seria
necessario lancar mao de técnicas sofisticadas, como hibridizac&o in situ ou mesmo
Western blot, porém esta ultima n&do permite a presenvacgao da estrutura anatémica
(SITA; BITTENCOURT, 2007).

Nossos achados referentes a diminuicao de expressao de proteina c-Fos nos
animais que receberam dexametasona condizem com a literatura. Temos que a
dexametasona foi capaz de reduzir a expressdao de c-Fos em neurbnios
magnocelulares do PVN e SON em ratos machos submetidos a expansao de volume
sanguineo e estimulagc&do colinérgica central, além disso, promoveu supressao na
secrecao de ocitocina (RUGINSK et al., 2007; LAUAND et al., 2007). Da mesma
maneira, em projeto desenvolvido em nosso laboratorio, foi observado que o
tratamento agudo com a dexametasona reduziu o numero de células positivas para
c-Fos na BST, no MnPOd e MnPOyv e, diminuiu o0 numero de células positivas para c-
Fos nos neurdnios ocitocinérgicos do PVN e SON em ratas lactantes, quando
comparadas ao grupo controle (VILELA, 2011). Assim, podemos inferir que a
dexametasona pode promover uma modulacao inibitéria nestas areas. Os achados
comportamentais de otimizagdo da performance sexual apos administracdo aguda
de dexametasona aliados a diminuicdo de expressao de proteina c-Fos em areas
sabidamente relacionadas ao comportamento sexual, como BST, MnPO d e SON,
trazem a tona a hipotese de que essas areas podem modular negativamente o
comportamento sexual e que quando inibidas pela dexametasona, facilitam este

comportamento.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, concluimos que a administragdo aguda de dexametasona
aumentou a motivagao sexual em ratos machos sexualmente inexperientes. Além
disso, a dexametasona aguda melhorou paréametros da performance sexual as
custas de diminuicdo da atividade neuronal em areas hipotaléamicas relacionadas ao
controle neuroneddcrino em ratos machos sexualmente experientes. Assim, nossos
resultados sugerem que a administragdo aguda de dexametasona promove
upregulation sobre mecanismos relacionados ao comportamento sexual através da
supressao do eixo HHA, que pode estar relacionado a inibicdo de areas contra-

regulatorias deste comportamento.

Os resultados mostram também que a administracdo crbnica de
dexametasona, apesar de promover discretas alteracdbes neuroquimicas, nido foi

capaz de alterar o comportamento sexual dos ratos machos.
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