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RESUMO

Situagdes estressantes provocam a ativagdo dos eixos hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) e
simpato-adrenal. A ativag@o destes sistemas leva a alteragcdes comportamentais e periféricas
que melhoram a habilidade do organismo para enfrentar a ameaga estressora e retornar a
homeostase, aumentando, desta forma, a sua chance de sobrevivéncia. Dentre as alteracoes
produzidas pela resposta ao estresse inclui-se a inibi¢cdo da fungdo reprodutiva, atribuida a
acdo central do hormonio liberador de corticotropina (CRH). Além da ativacdo dos eixos
HPA e simpato-adrenal, os estimulos estressantes aumentam o nivel de Angiotensina Il (Ang
I) central e periférico. Além das multiplas fungdes bem conhecidas na regulacdo do
equilibrio hidrico e da pressdo arterial, a Ang II exerce também um papel inibidor do
comportamento sexual e ¢ um importante estimulador do eixo HPA, por estimular a secrecdo
do CRH. Neste trabalho foi testada a hipotese de que a inibi¢do do comportamento sexual,
produzida pelo estresse, ocorre via estimulagdo do eixo HPA, pela Ang II, na porgdo
parvocelular do nticleo paraventricular hipotaldmico (PVN). Para tanto, o trabalho foi
dividido em dois experimentos. O primeiro estudou o “Efeito da administracdo sist€émica
cronica de Losartan sobre a inibi¢do do comportamento de fémeas, produzido pelo estresse
agudo de contengdo”, enquanto o segundo analisou o “Efeito da microinje¢do de Losartan, na
porcdo parvocelular do PVN, sobre a inibicdo do comportamento de fémeas produzido pelo
estresse agudo de conten¢do”. Foram utilizadas ratas Wistar adultas, com ciclos estrais
regulares, divididas em quatro grupos, em cada experimento. A administracdo de Losartan se
deu de forma sistémica (na agua de beber) ou local (microinjecdo na porgdo parvocelular do
PVN), conforme o experimento. O protocolo de estresse agudo utilizado foi o de contengdo, o
qual teve duracdo de 15 minutos. O registro do comportamento sexual, com a finalidade de
analisar a receptividade sexual da fémea, teve duracdo de 30 minutos. Imediatamente apos tal
registro, todos os animais foram decapitados para coleta de sangue e posterior dosagem
hormonal de corticosterona. Os resultados mostraram que o estresse agudo por contencdo, na
noite do proestro, provoca uma redugao significativa no quociente de lordose da fémea e que
esse efeito ¢ prevenido pela administracdo de Losartan, na 4gua de beber ou injetado
localmente no PVN. Estes resultados indicam uma participagdo da Ang Il na inibi¢do do
comportamento sexual produzida pelo estresse; esta agdo ocorre por meio dos receptores AT1,
na porcao parvocelular do PVN. Este contexto sugere a possibilidade de que a inibigdo do
comportamento sexual, provocada pelo estresse, ndo se dia por um efeito direto da Ang II
sobre areas moduladoras deste comportamento, € sim por meio do aumento da secre¢ao de
CRH, sabidamente um inibidor direto do comportamento sexual.



ABSTRACT

Stressful situations cause the activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) and
the sympathetic-adrenal axis. The activation of those systems leads to behavior and peripheral
alterations that improve the ability of the organism to face the stressful threat and return to
homeostasis, increasing, this way, the chances of survivor. Among the alterations produced by
the answer to the stress it is included the reproductive function, given to the central action of
the corticotropin-releasing hormone (CRH). Beyond the activation of the HPA axis and the
sympathetic-adrenal axis, the stressful stimulus increases the level of Angiotensin II (Ang II)
central and peripheral. Besides the multiple well-known functions in the regulation of the
water balance and blood pressure, the Ang II also performs an inhibitor role of the sexual
behavior and is an important stimulator from HPA axis, for stimulating the CRH secretion. In
this paper was tested the hypothesis that the inhibition of the sexual behavior, produced by the
stress, happens by way of stimulation of the HPA axis, by the Ang II, in the parvocellular
portion of the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN). For this, the paper has
been divided into two experiments. The first studied the “Effect of the chronic systemic
administration of Losartan about the inhibition on the behavior of females, produced by the
acute restraint stress”, while the second one analyzed the “Effect of microinjection of
Losartan in the parvocellular portion of the PVN, about the inhibition on the behavior of
females produced by the acute restraint stress.” Wistar adults females rats were used, with
regular estrous cycles, divided into four groups, in each experiment. Losartan was used in a
systematic way (in their drinking water) or local (microinjection in the parvocellular portion
of the PVN), according to the experiment. The protocol of acute stress used was restraint, in
which lasted for 15 minutes. The sexual behavior registry, aimed to analyze the sexual
acceptance of the female, lasted for 30 minutes. Right after the registry, all animals were
beheaded to blood collection and afterwards the measurements of hormonal corticosterone.
The outcome showed that the acute stress of restraint, in the night of the proestrus, causes a
relevant decrease in the lordosis quotient of the female and that this effect is prevented by
using Losartan, in the drinking water or injected in the PVN. These results imply a role of
Ang II in the inhibition of the sexual behavior produced by the stress; this action happens by
means of the AT1 receivers, in the parvocellular portion of the PVN. This context suggest the
possibility that the inhibition of the sexual behavior, caused by the stress, isn’t due to a direct
effect of Ang II about the modulating areas of this behavior, and yes by the increase of the
CRH secretion, well-known direct inhibitor of sexual behavior.



1. INTRODUCAO

1.1 Estresse

O estresse ¢ resultado de um acumulo de mudancas fisiologicas e psicologicas que
ocorrem em resposta a alteracdes ambientais e estimulagcdes nocivas aplicadas ao corpo de um
animal (SELYE, 1936). Em outras palavras, pode-se afirmar que o estresse compreende
qualquer fator que induza tensdo fisiologica ou psicoldgica ao individuo (HAUSSMANN et
al., 2007). Restricdo de espago, exposi¢do a baixas temperaturas e estimulagdes nocivas tém
sido indicadas como indutoras de uma variedade de doencas, incluindo ulcera gastrica,
hipertrofia adrenal e desordens funcionais no sistema nervoso auténomo (SNA) e no sistema
enddcrino (CHROUSOS & GOLD, 1992; TANAKA et al., 1998; KOOB, 1999). Estd bem
estabelecido que as desordens relacionadas ao estresse ocorrem devido a ativagdo dos eixos
hipotalamo-hipodfise-adrenal (HPA) e/ou simpato-adrenal (HORI et al., 2004). A ativagdo
destes sistemas leva a alteragcdes comportamentais e periféricas que melhoram a habilidade do
organismo para ajustar a homeostase e aumentar a sua chance de sobrevivéncia (CHROUSOS
& GOLD, 1992).

A ativacdo do eixo HPA envolve a liberacdo central do hormodnio liberador de
corticotropina (CRH), o qual provoca um aumento nas secrecoes do hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) e do cortisol (em humanos)/corticosterona (em roedores), bem
como a ativacdo do sistema nervoso simpatico, com aumento na liberacdo de glicose,
elevacdo dos batimentos cardiacos e da pressao sanguinea. Por sua vez, a ativagdo, pelo
estresse, do eixo simpato-adrenal, resulta na liberagcdo de noradrenalina e acentuado estado de

alerta e ansiedade (CHROUSOS & GOLD, 1992; CHROUSQOS et al., 2007).
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Pode-se, ainda, definir o estresse como sendo uma condigdo em que um animal é
incapaz de manter um estado fisiologico normal, devido a varios fatores que estdo afetando
seu bem-estar (FRANCIS-FLOYD, 1997). Nessa perspectiva, as situacdes estressantes
evocam respostas adaptativas nos organismos, numa tentativa de restabelecer a homeostasia.
A resposta adaptativa ao estresse parece depender do tipo (fisico ou emocional), da
intensidade e duragdo do estimulo (agudo ou cronico), bem como das caracteristicas e do
estado psicoldgico do organismo em questdo (DE WIED, 1977).

O organismo reage ao estresse ativando um complexo repertorio de respostas
adaptativas fisiologicas e comportamentais, através do sistema nervoso central (SNC) e do
sistema nervoso periférico (SNP); entretanto, se tais respostas forem inadequadas ou
excessivas e/ou prolongadas, podem afetar a personalidade e o comportamento, além de
causar muitas consequéncias adversas no crescimento, na circulacdo, na reprodugdo ¢ na
resposta imune (CHROUSOS, 2002).

Varias estruturas cerebrais estdo envolvidas na resposta ao estresse. O conjunto de
componentes mobilizados para a adaptagdo do organismo a situagdes estressantes ¢ designado
como sistema de estresse, o qual possui componentes do SNC e do SNP. O controle central
deste sistema estd localizado no hipotdlamo e no tronco cerebral e inclui os neurdnios
parvocelulares, do nucleo paraventricular hipotalamico (PVN), que secretam o hormonio
liberador de corticotropina e a vasopressina, ¢ o locus coeruleus. Por sua vez, os componentes
periféricos incluem o eixo hipdfise-adrenal, juntamente com o sistema eferente simpatico-
adrenomedular, além dos componentes do sistema parassimpatico (TSIGOS & CHROUSOS,
2002). Uma reacdo apropriada do sistema de estresse ¢ uma condicao prévia essencial para a
sensacdo de bem estar, performance de trabalho e interagdo social. Por outro lado, uma reagéo

inapropriada desse sistema pode comprometer o crescimento ¢ o desenvolvimento, além de
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causar distirbios endodcrinos, metabolicos, auto-imunes e psiquidtricos (CHARMANDARI,
2005).

Os componentes centrais do sistema de estresse trabalham numa perspectiva de
facilitar as fun¢des neurais, acentuando o estado de alerta e de vigilia, a cogni¢do e a atengao.
Além disso, provocam aumento na analgesia e elevacdes na temperatura corporal, com
concomitante inibicdo das fungdes vegetativas, tais como apetite, alimentacdo e reproducao.
Alteragdes periféricas ocorrem principalmente para promover um redirecionamento de
energia corporal; deste modo, oxigénio e nutrientes sdo direcionados para o SNC e para locais
corporais ameagados. Aumentos no tonus cardiovascular, na pressdo sanguinea, na frequéncia
respiratoria e no metabolismo intermediario (gliconeogénese e lipdlise), juntos, promovem a
disponibilidade de substratos vitais (CHROUSOS et al., 2007).

Em situagdes nao-estressantes, o hormonio liberador de corticotropina e a
vasopressina sao secretados no sistema hipofisario portal de forma circadiana, pulsatil, com
uma frequéncia de, aproximadamente, dois a trés episodios secretorios por hora. Em
humanos, durante o estresse agudo a amplitude e a sincronizagdo das pulsacdes de CRH e
vasopressina, no sistema porta, notavelmente aumentam, resultando, portanto, em uma
ampliag@o dos episodios secretorios do ACTH e de cortisol (CHROUSOS, 1992). O ACTH
circulante ¢ um regulador chave da secre¢do de glicocorticdides, pelo cortex adrenal. Os
glicocorticdides sao os efetores finais do eixo HPA e participam do controle da homeostase
corporal e da resposta do organismo ao estresse. Eles exercem papel regulatério na atividade
basal do eixo HPA e no término da resposta ao estresse, pela agdo em centros extra-
hipotalamicos (tais como hipocampo e cortex pré-frontal), no hipotdlamo e na glandula
hipofise (DE KLOET, 1991; CHROUSOS et al., 2007). O feedback negativo dos

glicocorticdides, na resposta secretoria do ACTH, atua para limitar a duragdo da exposicao
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dos tecidos aos glicocorticoides, minimizando, assim, os efeitos catabolicos, anti-reprodutivos
e imunossupressores destes hormonios.

O locus coeruleus e outros grupos celulares noradrenérgicos da medula e da ponte
constituem o sistema locus coeruleus/noradrenalina (LC/NA). A noradrenalina cerebral
funciona como um sistema de alarme que diminui as fungdes neurovegetativas, tais como
alimentac@o e sono, e contribui para o aumento das respostas autonomicas e neuroendocrinas
ao estresse, incluindo a ativag@o do eixo HPA. Conexdes neurais reciprocas existem entre o
CRH e o sistema locus coeruleus/noradrenalina, com o CRH e a noradrenalina estimulando
um ao outro (CHROUSOS, 1998). Muitos neurotransmissores, incluindo a serotonina ¢ a
acetilcolina, excitam os neurénios CRH e LC/NA (WONG et al., 1994). Por sua vez, os
glicocorticdides, o acido gama-aminobutirico (GABA), o ACTH e muitos peptideos opidides
inibem ambos os neuronios CRH ¢ LC/NA (CALOGERO et al., 1988).

Diante das consequéncias adversas causadas pelas situagdes estressantes, para o foco

deste trabalho, a mais relevante ¢ a interrupcao da fisiologia e do comportamento reprodutivo.

1.2 Estresse e Comportamento Sexual

No comportamento sexual de roedores uma caracteristica relevante do comportamento
de receptividade sexual da fémea ¢ sua postura durante a copula, denominada reflexo de
lordose. Tal movimento se refere a flexao dorsal da coluna vertebral, em resposta a monta do
macho, tendo papel na intromissao peniana (PFAFF et al., 1994). O reflexo de lordose ¢ um
aspecto biologicamente importante do comportamento sexual da fémea, porque a elevacdo da
parte traseira do animal (iniciado quando o macho monta na fémea) expde o perineo e permite
que a fertilizagdo ocorra (PFAFF & SCHWARTZ-GIBLIN, 1988). Na auséncia deste reflexo,

a intromissdo e a ejaculacdo ndo sdo possiveis.
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O comportamento reprodutivo das ratas varia de acordo com a fase do ciclo estral em
que o animal se encontra. Na primeira fase do ciclo, denominada estro, com duragdo de
aproximadamente 36 horas, células epiteliais cornificadas estdo presentes no muco vaginal. O
estro vaginal ¢ seguido por um periodo no qual células cornificadas estio em niimero
reduzido e leucdcitos, bem como algumas células epiteliais nucleadas, aparecem. Este estagio
¢ denominado diestro vaginal e tem duracdo de aproximadamente 48 horas. O primeiro dia do
diestro ¢ referido como diestro I (ou metaestro) e o segundo dia ¢ frequentemente chamado de
diestro II. A proxima fase ¢ caracterizada pela presenga de muitas células epiteliais nucleadas,
bem como pela dramatica redu¢d@o no nimero de leucocitos. Este estagio final ¢ denominado
proestro vaginal, e dura aproximadamente 12 horas (NELSON, 1995).

O comportamento de lordose ¢ iniciado na presenga dos hormonios sexuais, estrogénio
e progesterona, ¢ ocorre em resposta a informagao sensorial tatil, normalmente fornecida pela
monta do macho (NELSON, 1995). O comportamento sexual de ratas ocorre
predominantemente na noite do proestro (estro comportamental), ja que nesse momento, a
fémea ja foi exposta a altos niveis de estrogénio e progesterona.

Além de depender da agdo dos hormonios esterdides gonadais, o reflexo de lordose ¢
resultado da ativagdo de uma circuitaria neural e, por este motivo, muitas estruturas estdo
envolvidas na execu¢do desse reflexo. Sendo assim, a medula espinhal € a estrutura que
recebe as informagdes somatossensoriais durante a copula. Além disso, ela modula as saidas
dos neurdnios motores que resultam no movimento de lordose. A integracdo da informacgao
sobre as corregdes momento-a-momento da postura do animal ¢ realizada no tronco cerebral
inferior. O mesencéfalo, por sua vez, recebe informagdes do hipotadlamo e de outros locais do
cérebro e traduz e integra estes sinais para mediar o disparo de neurénios reticuloespinhais, no
tronco cerebral inferior. O hipotdlamo ¢ a estrutura responsavel por adicionar o componente

endocrino a esse mecanismo comportamental, uma vez que os efeitos do estrogénio ¢ da
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progesterona nas propriedades eletrofisiologicas dos neurénios, a transcricdo de RNA ¢ a
sintese de novas estruturas e outras proteinas, sdo primariamente mediadas nessa estrutura
cerebral (PFAFF& SCHWARTZ-GIBLIN, 1988; NELSON, 1995).

Durante a copula, as informagdes sensoriais atingem o sistema nervoso da fémea via
receptores cutaneos localizados nos flancos, na anca e no perineo do animal. A informagao
destes receptores chega & medula espinhal e ¢ enviada para a formacao reticular medular. Esta
via para o tronco cerebral, onde os neurénios motores que controlam os musculos envolvidos
na lordose estdo localizados, é necessaria, mas ndo suficiente para que o reflexo ocorra. Cabe
enfatizar que a conexdo desta regido do tronco cerebral com fibras descendentes do
mesencéfalo ira permitir a execucdo da lordose, somente quando os hormonios esteroides
sexuais estiverem disponiveis para os neurdnios no mesencéfalo ou para as células do
hipotalamo ventromedial (NELSON, 1995).

A atividade reprodutiva ¢ uma das fungdes alterada e inativada durante a resposta
adaptativa ao estresse (JOHNSON et al., 1992). O estresse ambiental e/ou social exerce efeito
deletério na fungdo reprodutiva de vertebrados, atuando, inclusive, na inibi¢do do reflexo de
lordose. Em mamiferos, dentre os efeitos supressivos do estresse na fisiologia reprodutiva e
no comportamento da fémea, encontram-se desordem na ovulacdo e inibicdo do
comportamento receptivo sexual (WINGFIELD & SAPOLSKY, 2003). Por sua vez, em
machos, o estresse induz uma supressdo na secregao de testosterona, na espermatogénese € na
libido (JOHNSON et al., 1992).

Retana-Marquez e colaboradores (1996) demonstraram que o estresse cronico por
imobilizacdo, intermitentes choques elétricos nas patas, imersdo em agua fria ou cirurgia,
produzem um aumento nos niveis circulantes de ACTH, bem como um efeito inibitorio
generalizado na fungdo hipofise-gonadas, tanto em machos quanto em fémeas. Em machos, o

potencial copulatério total (frequéncia ejaculatoria) e o limiar ejaculatorio, foram
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significativamente modificados apds estresse por choques elétricos nas patas e imersdo em
agua fria. Além disso, o componente motivacional do comportamento sexual masculino
também foi afetado.

O estresse fisico ou emocional pode, portanto, afetar a fungdo reprodutiva. Estudos
tém demonstrado que a aplicag@o de diferentes paradigmas de estresse agudo (contencdo por
10 minutos, contencdo por 1 hora e éter por 1 minuto) em ratas, na manha do proestro, altera
0s mecanismos responsaveis pelo controle da ovulagdo, provocando uma redu¢do no niimero
de ovocitos. Além disso, 1 hora de contencdo na tarde do proestro provoca uma reducgao
significativa no quociente de lordose. Tais evidéncias indicam que o estresse agudo, no dia do
proesto, pode afetar o comportamento sexual e a ovulag@o de ratas (DONADIO et al., 2007).

Outro estudo indica que o estresse fisico cronico modifica o comportamento sexual de
ratas, através de um mecanismo que envolve mudancas complexas nos hormonios sexuais, em
fatores enddcrinos e nos neurotransmissores (YOON, 2005). Cabe salientar, entretanto, que o
efeito do estresse, no comportamento sexual, depende da natureza e, em algumas condigdes,
da duragdo do agente estressor (RETANA-MARQUEZ et al., 1996).

O sistema reprodutivo feminino, em humanos e roedores, ¢ regulado pelo eixo
hipotalamo-hipdfise-ovario (HPG). O principal regulador desse eixo ¢ o hormonio liberador
de gonadotropinas (GnRH), produzido pelos neuronios da area pré-optica medial (MPOA) e
do nucleo arqueado do hipotdlamo, e secretado dentro do sistema hipofisario portal. Na
hipéfise, o GnRH estimula a produ¢do do hormoénio luteinizante (LH), o qual ativa o ovario a
secretar estradiol e progesterona (RIVEST & RIVIER, 1995; FERIN, 1996). E importante
enfatizar que a secre¢do pulsatil e o pico de LH dependem da atividade dos neurénios GnRH

(KALRA & KALRA, 1983).
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1.3 Hormonio Liberador de Corticotropina e Comportamento Sexual

Sitios de ligacdo para o hormdnio liberador de corticotropina tém sido localizados em
muitas areas do cérebro, incluindo naquelas envolvidas no controle da secre¢do de GnRH e
gonadotropinas. O CRH tem sido proposto como regulador negativo da secrecdo de GnRH;
alguns estudos sugerem um efeito inibitdrio central do CRH no sistema reprodutivo, atuando,
possivelmente, sobre os neurénios GnRH (MACLUSKY et a/., 1988; JEONG et al., 1999). A
ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal induzida pelo estresse, reduziria a pulsatilidade
do GnRH, privando o foliculo ovariano de adequado suporte de gonadotropinas e resultando
em anovulagdo (MOREIRA et al., 2005). O CRH pode, também, aumentar a secrecdo de beta-
endorfina, a qual pode suprimir a liberagdo de GnRH e/ou de LH (OLSTER & FERIN, 1987).

Mitchell e colaboradores (2005) demonstraram que o CRH, atuando indiretamente
através de vias noradrenérgicas do locus coeruleus, exerce um papel central na supressdo do
eixo HPG, especialmente atuando no pulso gerador de GnRH, e provocando, portanto, uma
disfuncdo reprodutiva. A administragio de CRH, no locus coeruleus, resulta em uma
diminui¢do dose-dependente na frequéncia de pulsos de LH, em ratas ovariectomizadas
tratadas com estradiol. Uma vez que os neuronios que se originam no LC se projetam
diretamente para regides da area pré-optica, ricas em GnRH, e lesdes seletivas no LC resultam
em diminui¢cdo nos niveis de noradrenalina dentro da area pré-optica, os neurénios LC podem
diretamente alterar a atividade do sistema neural do GnRH. Isso sugere, portanto, que
aumentos na atividade noradrenérgica resultam na supressao do pulso gerador de GnRH.

A MPOA poderia ser um dos alvos através do qual o CRH atua para interferir na
atividade dos neurdnios responsaveis pela fungdo reprodutiva, uma vez que ha evidéncias
anatomicas do CRH atuando diretamente nos neurénios GnRH, na MPOA de ratos. Esses

resultados indicam que a influéncia do CRH na atividade neuronal do GnRH poderia ser via
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contatos sinapticos diretos entre terminais axonais de CRH e dendritos de neurdnios
secretores de GnRH, localizados na MPOA. Embora os neurdnios CRH paregam se projetar
para a MPOA e parecam inervar os neurdnios GnRH, a origem destas fibras permanece
incerta, e se essa area ¢ um local para o efeito inibitério do CRH na fung¢do reprodutiva
também permanece obscura. Nesse sentido, a exata via pela qual os neurénios CRH podem
interferir na atividade neuronal do GnRH, durante o estresse, permanece incompreensivel.
Esse neuropeptideo faz parte de uma longa lista de neuromoduladores que, juntos, interagem
com varias estruturas cerebrais, incluindo a MPOA e interferem na atividade dos neur6nios
GnRH, em animais estressados (RIVEST & RIVIER, 1995).

A administracdo de CRH resulta em uma imediata diminui¢do na pulsatilidade do
GnRH ¢ na liberagdo de LH, em macacas rhesus ovariectomizadas. Esses dados sdo
consistentes com a hipdtese de que a elevagdo nos niveis endégenos de CRH pode contribuir
com a diminuicdo da secre¢do de gonadotropinas e, desse modo, interromper a funcao
reprodutiva de primatas, sob condi¢cdes de estresse (OLSTER & FERIN, 1987). Os efeitos
inibitorios de um estimulo fisico estressante, tal como choque elétrico nas patas, na secrecdo
de GnRH e gonadotropinas, sdo prevenidos pelo co-tratamento com um antagonista de CRH
ou seu anticorpo (RIVIER et al., 1986).

Sendo assim, se rigoroso o suficiente, o estresse pode inibir completamente o sistema
reprodutivo feminino. De fato, os neurdénios CRH inibem direta ou indiretamente, através dos
neurénios produtores de proé-opiomelanocortina (POMC), o eixo gonadal (RIVEST &
RIVIER, 1995). Além disso, os glicocorticoides, secretados pelo cortex adrenal, atuam,
principalmente, na hipofise para suprimir o eixo HPG (SAKAKURA et al., 1975; RABIN et
al., 1990). A administragdo de glicocortidéides reduz significativamente o pico do hormdnio
luteinizante em resposta ao GnRH intravenoso, sugerindo um efeito inibitério dos

glicocorticdides nos gonadotrofos hipofisarios (SAKAKURA et al., 1975).
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Nessa perspectiva, o CRH, os peptideos derivados da pro-opiomelanocortina ¢ os
glicocorticoides adrenais desempenham importante funcdo na modulagdo dos efeitos do
estresse sobre a fungdo reprodutiva (RIVIER & RIVEST, 1991). A influéncia desses
hormdnios sobre o eixo HPG se d4 em trés niveis: no hipotidlamo, através da inibicdo da
secrecdo de GnRH; na glandula hipofise, por interferéncia do GnRH na liberagdo dos
horménios luteinizante e foliculo estimulante; e nas gonadas, por alteracdo do efeito
estimulatério das gonadotropinas na secre¢do dos esterdides gonadais. Dessa forma, o eixo
HPA, quando ativado pelo estresse, apresenta um efeito inibitdrio geral no sistema
reprodutivo feminino (CHEN et al., 1992).

Os glicocorticoides atuam em multiplos niveis, suprimindo a secre¢do de GnRH e das
gonadotropinas e inibindo a secre¢do de testosterona e estradiol, pelos testiculos e ovarios,
respectivamente. A capacidade destes hormonios de suprimir a fungdo reprodutiva em
diferentes niveis pode ter um papel no atraso da reprodug¢dao em periodos de estresse. Os
glicocorticdides claramente inibem o crescimento uterino, estimulado pelo estrogénio. A
administracdo de glicocorticoides também esta associada a diminuicdo na concentracdo de
receptores de estradiol. Dessa forma, um outro mecanismo pelo qual o eixo HPA pode
influenciar a fun¢do reprodutiva durante o estresse, ¢ através de um efeito direto dos
glicocorticdides nos tecidos alvo de esterdides sexuais (RABIN ef al., 1990).

Sendo assim, uma vez que os glicocorticoides ¢ o CRH afetam a pulsatilidade dos
neurénios GnRH, provavelmente na MPOA, pode-se inferir que essa agdo acaba por interferir
na secre¢ao dos hormonios esterdides gonadais, os quais sdo imprescindiveis para a execugao
do comportamento de lordose, pela fémea. Nesse sentido, pode-se compreender porque, em
situacdes de estresse, a fémea tem seu comportamento sexual inibido.

O CRH ¢ um neuropeptideo encontrado, predominantemente, em corpos celulares da

divisdo parvocelular do PVN, exercendo um papel critico nas respostas endocrinas e
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comportamentais ao estresse (DUNN & BERRIDGE, 1990; SCHAFER et al., 1997).
Algumas das fibras que se originam nesses corpos celulares se projetam para a eminéncia
mediana, enquanto outras percorrem o tronco cerebral, presumivelmente para inervar niicleos
envolvidos em mecanismos autondémicos e comportamentais responsaveis por mediar a
resposta ao estresse. Um nucleo do tronco cerebral que recebe tal inervacdo ¢ o locus
coeruleus (SWANSON et al., 1983), o qual é constituido por neurdnios adrenérgicos
(GRZANNA & MOLLIVER, 1980), os quais estdo envolvidos na ativacdo comportamental e
na mediacdo da resposta ao estresse. Dessa forma, os efeitos do CRH na atividade neuronal do
LC poderiam constituir um mecanismo para amplificar e coordenar muitos dos efeitos
exercidos pelo CRH (VALENTINO et al., 1983).

A partir destas constatagdes, num ponto de vista funcional, a supressdo da reprodugéo
durante o estresse pode ser vista como uma adaptacdo. Isso porque a peculiaridade da resposta
ao estresse ¢ a mobilizacdo de consideraveis quantidades de energia para, imediatamente,
abastecer a fisiologia muscular e cardiovascular, estruturas mais requisitadas nesse periodo de
perturbacdo da homeostase corporal (WINGFILED & SAPOLSKY, 2003). Frente a isso, o
estresse toma uma conotagdo mais favoravel, indicando todas as forgas ou estimulos no meio
ambiente, interno ou externo, que podem induzir a mudangas e adaptagdes no organismo para
ajuda-lo a melhor se adaptar ao seu ambiente, em vez de uma conotacao negativa, em que ele
¢ entendido como algo hostil e adverso a satide do animal e para o interesse econdmico dos

seres humanos (STOTT, 1981).

1.4 Angiotensina II

O octapeptideo Angiotensina II (Ang II) foi inicialmente descrito como um hormdnio

de origem periférica (BRAUN-MENENDEZ et al., 1940), o principio ativo final do classico
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sistema renina-angiotensina (PAGE, 1987). A molécula precursora, o angiotensinogénio,
origina-se no figado e ¢ clivada pelo rim, através da renina, a um inativo decapeptideo, a
Angiotensina [. Esta ¢ convertida a Ang II pela enzima conversora de angiotensina (ECA),
predominantemente localizada no pulmao (VALLOTON, 1987). A Ang II circulante produz
vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona, retencdo de sodio e agua, além de ter um papel
chave na regulacdo da pressdo sanguinea e na homeostase (PAGE, 1987).

A Ang II ¢ um importante hormonio relacionado ao estresse, tendo a sua concentragao
aumentada no plasma e no SNC, em resposta a estimulagdo estressante (YANG et al., 1996).
O estresse agudo aumenta o conteido de Ang II em muitas regides do cérebro (incluindo o
hipotalamo), além de aumentar a expressao do receptor AT1 na porg¢ao parvocelular do ntcleo
paraventricular, no o6rgdo subfornicial, na eminéncia mediana e na hipofise anterior
(SAAVEDRA et al., 2005).

Além disso, um estudo concluiu que a administragdo de Ang II, na amigdala medial
(MeA), provoca um efeito inibitério no comportamento sexual de ratos machos, mediado por
seus receptores AT1 e AT2. Essa inibicdo foi impedida pela co-injegdo de antagonista de
ATI, Losartan, ou de antagonista de AT2, CGP 42112 (BREIGEIRON et al., 2002). De
forma semelhante, a administracdo de Ang Il na amigdala medial de ratas, causa uma reducao
significativa no quociente de lordose, sugerindo uma participacdo desse peptideo na
modulagdo do comportamento sexual de fémeas (CECCONELLO et al., 2010).

Além de estar relacionada ao estresse, a Ang Il exerce importante papel no controle da
pressdo sanguinea e das concentragcdes de sodio e 4gua no organismo, bem como na estrutura
e na fungdo cardiovascular. Para produzir seus efeitos fisioldgicos, atua em receptores
especificos nas membranas celulares. Em humanos, ha dois receptores para a Angiotensina II,
0 ATl e o AT2 (JOHNSTON, 1998), inicialmente caracterizados farmacologicamente com

base em suas afinidades para diferentes peptideos e nao-peptideos ligantes (TIMMERMANS
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et al., 1993; DE GASPARO et al., 2000). Tais receptores contém sete dominios hidrofébicos
transmembrana e pertencem a superfamilia dos receptores ligados a proteina G. As sequéncias
de aminoacidos deduzidas mostram que esses receptores sdo estruturalmente diferentes, com
homologia de aproximadamente 33%, mas com efeitos fisiologicos frequentemente opostos
(FOGO, 2004).

O ATI ¢ responsavel pela maioria dos efeitos da Ang II sobre os 6rgaos-alvo, atuando
na manutencdo da pressdo arterial (através da regulacdo da contracdo da musculatura lisa),
bem como na homeostase hidroeletrolitica relacionada a secrecdo de aldosterona ¢
consequente retencdo de sddio e agua (INAGAMI et al., 1999). Além disso, a ativagdo do
receptor AT1 promove esteroidogénese adrenal, ativacdo neuronal, transporte de ions e
proliferagdo/crescimento celular. Algumas das agdes induzidas pelo AT1 sdo reguladas pelo
AT2, o qual antagoniza o efeito proliferativo em varios 6rgdos, como o endotélio, miocérdio e
ovarios (DE GASPARO et al., 2000).

Ambos os tipos de receptores, ATl e AT2, sdo encontrados no cérebro de muitas
espécies de mamiferos (TSUTSUMI & SAAVEDRA, 1991), incluindo humanos (BARNES
et al., 1993). Enquanto o AT1 predomina em animais adultos, o AT2 ¢ altamente expresso
nos cérebros em desenvolvimento. Os receptores AT1 foram identificados em dareas
relacionadas ao controle neuroenddcrino e a regulacdo autondmica da funcao cardiovascular e
do sistema limbico. Por outro lado, os receptores AT2 sdo expressos em areas relacionadas ao
controle e aprendizagem da atividade motora, em areas envolvidas no controle da funcao
visual, em areas sensoriais € em duas areas do sistema limbico (no nucleo septal medial e no
nucleo amigdaléide medial). Além disso, os receptores AT2 poderiam exercer um papel na
funcdo visual, motora, sensorial e limbica, especialmente durante o desenvolvimento, uma vez
que tais receptores estdo pouco presentes ou, até mesmo ausentes, em ratos adultos

(TSUTSUMI & SAAVEDRA, 1991). Dessa forma, o papel da Ang II ¢ multiplo e complexo,
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ndo se limitando ao papel regulatorio no controle dos sistemas autondmicos € hormonais. Esse
peptideo também tem participacdo no desenvolvimento cerebral, nos processos sensoriais, na
cognicao e na regulagdo do fluxo cerebrovascular (SAAVEDRA, 1992).

Os receptores AT1 estdo concentrados na porgdo parvocelular do PVN, no sitio da
formagao do CRH e na eminéncia média, de onde o CRH ¢ liberado para a circulacdo portal,
para estimular a secrecdo de ACTH. Existem muitos receptores AT1 no 6rgdo subfornicial,
enviando projecdes para o PVN e em centros superiores, tais como a amigdala, uma area que
controla a resposta emocional ao estresse. Receptores AT1 sdo também altamente expressos
nas glandulas hipdfise e adrenal. Deste modo, esses receptores estdo concentrados por todo o
eixo HPA e em centros superiores que controlam a resposta do eixo HPA ao estresse
(SAAVEDRA et al., 2005).

A participagdo do sistema angiotensinérgico nas respostas estressantes ¢ visivel
quando se administra uma injecdo prévia de Losartan (antagonista do receptor AT1 de Ang
1), o qual atua prevenindo o efeito do hormonio (DONADIO et al., 2007). Os antagonistas de
receptores de Ang II constituem uma nova classe de drogas anti-hipertensivas, que agem
através do bloqueio do receptor AT1 de Ang II (JOHNSTON, 1998).

Como ja discutido, a exposicdo cronica a agentes estressores ativa o eixo
hipotaldmico-hipofisario-adrenal ao mesmo tempo em que reduz a atividade do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (RETANA-MARQUEZ et al., 2003). A ativagdo do eixo
HPA, provocada pela Ang Il durante a resposta ao estresse (CECCONELLO, 2009), estimula
a secrecdo do CRH, pelos neurdénios do ntcleo paraventricular hipotalamico (SWANSON &
SAWCEHNKO, 1983). O CRH ativa o lobo anterior da glandula hipofise, ocasionando a
liberagdo de ACTH, o qual ativa o cortex adrenal (VALE et al., 1981). Resultados obtidos
com roedores indicam que estressores fisicos ou emocionais atuam sobre o hipotalamo,

alterando a secrecdo de fatores liberadores ou inibidores de hormonios hipofisarios. Nessas
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situacdes, a liberacdo de CRH promove aumento da produ¢do de ACTH, o qual, por sua vez,
estimula a liberag@o de cortisol, além da ativag@o do sistema nervoso simpatico, com aumento
da liberacdo de glicose, do nivel cardiaco e da pressdo sanguinea (FERIN, 1999). Dessa
forma, a ativac@o do eixo HPA ¢ caracterizada pelo aumento da expressdo de CRH, no PVN,
e pelo consequente aumento de ACTH e de glicocorticoides adrenais no plasma (LIVEZEY et
al., 1985, KOOB, 1999).

O CRH humano ¢ sintetizado na forma de um precursor de 91 aminoécidos,
denominado pré-pro-CRH, o qual, posteriormente, ¢ processado a um peptideo de 41
aminodcidos. A atividade biologica do CRH estd contida na regido amino-terminal. A
estrutura do CRH ¢ preservada entre as diferentes espécies, sendo o CRH humano idéntico ao
do rato e diferente do CRH ovino em apenas sete aminodcidos. A transcri¢do do gene do CRH
aumenta de forma significativa durante periodos de estresse (AYALA, 2002).

Estudos com macacos Rhesus ilustram essas afirmacdes. Macacos criados, na auséncia
das maes, respondem ao estresse do isolamento social com uma ativagdo mais vigorosa do
eixo HPA e com elevagdes do CRH no liquor cefalorraquidiano, quando comparados aqueles
criados em condigdes normais. De forma semelhante, a privagdo materna, no rato, aumenta os
niveis de ACTH, na adenohipoéfise, e de CRH, no hipotalamo (AYALA, 2002).

Varias alteracdes comportamentais sao percebidas em ratos que receberam
administracdo intracerebroventricular de CRH. Estes comportamentos, que incluem aumento
na atividade locomotora e agressividade no ambiente familiar, diminui¢do na alimentacao ¢ na
atividade sexual, sao todos similares aqueles que ocorrem em ratos estressados (CHROUSOS,
1992). Dessa forma, o CRH coordena as respostas comportamentais, autondmicas ¢
hormonais ao estresse. A ativagdo do eixo HPA, com estimulacdo do CRH e da vasopressina

(liberados dos neurdnios hipotalamicos parvocelulares), e a consequente secre¢do de ACTH,
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pela hipofise anterior, e glicocorticoides, pelo cortex adrenal, sdo as maiores respostas
endocrinas ao estresse (AGUILERA et al., 2007).

Nesse sentido, o excesso da producdo de CRH pode acarretar em desordens
comportamentais, psiquiatricas, metabolicas, imunes e reprodutivas (AGUILERA et al.,
2006). O aumento nos niveis plasmaticos de corticosterdides, resultado da resposta ao
estresse, tem sido associado a falha na funcdo reprodutiva em muitas espécies de vertebrados,
tanto em fémeas como em machos. O desempenho sexual de ratos ¢ facilmente afetado por
diferentes estressores, tanto aqueles aplicados de forma crénica como os de forma aguda
(RETANA-MARQUEZ et al., 1998).

No entanto, o CRH ndo atua apenas no eixo HPA. Ele é, também, um importante
neurotransmissor ¢ mediador da resposta neuroenddcrina, cardiovascular, autondémica e
imunolégica, desempenhando assim um papel fundamental na resposta adaptativa e
comportamental que ocorre durante periodos de estresse. Cerca de 90% do CRH circulante
estd ligado a uma proteina de alta afinidade, denominada proteina carreadora do CRH (CRH
binding protein ou CRH-BP). A CRH-BP esta presente, também, na placenta, no SNC e no
figado, e parece ser uma das principais reguladoras da atividade bioldgica do CRH. Esse
hormoénio exerce sua agdo no momento em que se liga ao seu receptor de membrana celular
acoplado a proteina G, aumentando, assim, os niveis intracelulares de AMP ciclico e o influxo
de calcio. Esse processo ativa a fosforilacao da proteina kinase A intracelular de complexos
protéicos, cujo resultado final ¢ o aumento da transcricdo do gene da pro-opiomelanocortina,

o precursor imediato do ACTH e da beta-endorfina (AYALA, 2002).
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1.5 Nicleo Paraventricular Hipotalamico

O nucleo paraventricular hipotalamico ¢ um pequeno nucleo adjacente ao terceiro
ventriculo (BADOER, 1996) e constitui-se num importante centro de integracdo
neuroenddcrina. Ele pode ser dividido em oito subnticleos, trés magnocelulares e cinco
parvocelulares, os quais ocupam distintas partes do PVN (SWANSON & SAECHENKO,
1980). A subdivisdo magnocelular é constituida por neurdnios grandes, secretores de
vasopressina ¢ de ocitocina que se projetam para a hipofise posterior, onde estes hormdnios
sdo liberados diretamente na circulagdo, com a finalidade de atuar na regulagdo hormonal da
reabsorcdo renal de agua, na tonicidade muscular da vasculatura lisa e na ejecdo de leite apos
o parto (BADOER, 1996).

A por¢do parvocelular estd relacionada, principalmente, com as vias neurais
envolvidas no controle da atividade simpatica. E constituida de neurdnios pequenos, que se
projetam para a eminéncia média onde liberam fatores que influenciam a liberagdo de
hormoénios da hipofise anterior, os quais, por suas vezes, projetam-se para dentro do SNC.
Sendo assim, o PVN parvocelular esta relacionado a liberagdo de hormonios hipotaldmicos
reguladores. Outros neurdnios parvocelulares se projetam para numerosas regides do SNC,
como o tronco cerebral e a medula espinhal, incluindo diversas estruturas envolvidas no
controle cardiovascular e no equilibrio hidroeletrolitico (SWANSON & SAECHENKO, 1980;
KISS, 1988; BADOER, 1996).

O PVN envia projecoes para a medula ventrolateral rostral, bem como para a coluna
de células intermédio lateral da medula espinhal, com o intuito de influenciar o fluxo
simpatico (CAVERSON et al., 1984). Dessa forma, esse nticleo controla a atividade nervosa
simpatica e a pressdo sanguinea. Uma ativagdo dos neurdnios do PVN, com estimulacdo

elétrica e microinjecdo de agonista do receptor de glutamato ou antagonista do receptor
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GABA, induz um profundo aumento na atividade nervosa simpatica ¢ na pressdo sanguinea,
em ratos anestesiados e ratos conscientes (KANNAN ez al., 1989). Inversamente, a inibi¢do
do PVN (com GABA ou agonista do receptor GABA) suprime descargas basais nervosas

simpaticas e diminui a pressdo sanguinea basal (ALLEN, 2002).
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2. HIPOTESE

Considerando que estimulos estressantes aumentam a concentragdo de Angiotensina II
central, bem como inibem o comportamento sexual, pretende-se testar a hipdtese de que essa
inibi¢do ocorre pela acdo da Ang II, na porcdo parvocelular do nucleo paraventricular

hipotaldmico, ativando o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.
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3. OBJETIVOS

Avaliar a participacdo da Angiotensina II, por meio da administragdo sist€émica cronica
de Losartan, sobre a inibicdo do comportamento sexual de fémeas, produzida pelo estresse

agudo de contencao.

Avaliar a participagdo da Angiotensina II, por meio da microinje¢do de Losartan na
porcdo parvocelular do nucleo paraventricular hipotaldmico, sobre a inibicdo do

comportamento sexual de fémeas, produzida pelo estresse agudo de contengao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos (n=76), da variedade Wistar, provenientes do biotério
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura média de 21° C,
ciclo “claro-escuro” de 12h e agua e ragdo comercial ad libitum. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o National Institute of Health (NIH) Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, e com aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS

(projeto numero 2007902).

4.2 Desenho Experimental

A fim de testar a hipotese ja mencionada, o presente trabalho foi dividido em dois

experimentos.

4.2.1 Experimento I: Efeito da administracdo sistémica cronica de Losartan sobre a inibi¢do

do comportamento de fémeas, produzida pelo estresse agudo de contengdo

Os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo I (n=9): controle (animais sem administracdo prévia de Losartan e nao
submetidos ao estresse)

Grupo II (n=9): los+s/est (animais com administragdo prévia de Losartan, ndo

submetidos ao estresse)
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Grupo III (n=9): est (animais sem administragdo prévia de Losartan, submetidos ao
estresse)

Grupo IV (n=10): lostest (animais com administragdo prévia de Losartan e
submetidos ao estresse)

Na figura 1, pode-se visualizar o desenho experimental em detalhe.

No minimo, trés
ciclos estrais

regulares 1 hora 15 minutos 30 minutos
I I I I I |
Acompanhamento do Ambientagdo na Estresse Registro do Decapitacao e
ciclo estral. sala de por comportamento coleta de
Administragdo de comportamento contengao sexual plasma
Losartan (ou veiculo) sexual (ou ndo)

na agua de beber

Figura 1: Desenho experimental do experimento 1.

4.2.2 Experimento II: Efeito da microinje¢do de Losartan, na por¢do parvocelular do PVN,

sobre a inibi¢do do comportamento de fémeas produzida pelo estresse agudo de contengdo

Os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo I (n=10): controle (animais submetidos a microinje¢do de solucdo salina, na
porcao parvocelular do PVN e ndo submetidos ao estresse)

Grupo II (n=9): los+s/est (animais submetidos a microinje¢ao de Losartan (DUP 753,
Du Pont, Welmington, DE, U.S.A), na por¢do parvocelular do PVN e n3o submetidos ao
estresse)

Grupo III (n=10): sal+est (animais submetidos a microinje¢do salina, na porgdo

parvocelular do PVN e ao estresse)
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Grupo IV (n=10): los+est (animais submetidos a microinje¢do de Losartan, na por¢do

parvocelular do PVN e ao estresse)

Nas figuras 2 e 3, € possivel visualizar o desenho experimental em detalhe.

No minimo, trés
ciclos estrais

Pelo menos um
ciclo estral

regulares regular
I I I
Acompanhamento do Cirurgia Acompanhamento
ciclo estral Estereotaxica do ciclo estral

Figura 2: Desenho experimental do experimento II.

Na noite do proestro:

1 hora 15 minutos 15 minutos 30 minutos
I I I I I
Ambientagdo na sala Microinje¢ao Estresse Registro do Decapitacao,
de comportamento de Losartan por comportamento coleta de
sexual ou salina no contengdo sexual plasma e
PVN (ou ndo) cérebro

Figura 3: Continuagido do desenho experimental do experimento II.

4.3 Verificacao do Ciclo Estral

Uma vez que o comportamento sexual de ratas acontece, preferencialmente, durante a

fase do ciclo estral denominada proestro, foi necessario realizar o acompanhamento do ciclo

destas fémeas. A analise se deu através da técnica de esfregaco vaginal, a qual foi realizada,
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diariamente, as 11 horas. Foram utilizadas nos experimentos somente as fémeas que

apresentaram, no minimo, tré€s ciclos estrais regulares.

4.4 Selecao dos machos utilizados

Para testar o desempenho sexual dos machos foi feito um registro, com duracao de dez
minutos, do comportamento sexual do macho perante uma fémea adulta, a qual foi
ovariectomizada e recebeu reposi¢do hormonal (48 horas antes: benzoato de estradiol - benzo-
ginoestril ap® 5mg-SARSA na dose de 20 pg/rata e 6 horas antes: inje¢des de progesterona-
Sigma na dose de 2,5 mg/rata + benzoato de estradiol, na dose de 20 ug/rata). Somente os
machos que obtiveram mais de seis montas, em dez minutos, foram considerados sexualmente
ativos (GOMES, 2001) e separados para serem incluidos no experimento de avaliagdo da
receptividade sexual da fémea, na noite do proestro. Foram selecionados dez machos
sexualmente ativos, com idade entre 90 e 180 dias. Para testar o desempenho sexual dos
machos, foram utilizadas quatro fémeas castradas, com reposi¢cdo hormonal. Tanto os machos
quanto as fémeas castradas nao entraram no pedido de animais feito ao Biotério do ICBS, pois
foram utilizados animais de descartes, provenientes de grupos controles de outros

experimentos realizados no laboratdrio.

4.5 Anestesia

Para os procedimentos cirargicos foi utilizado o pré-anestésico Xilazina (Ronpum 100
mg/ml — Profarb, MG), que atua como relaxante muscular e analgésico central. Além disso,
foi utilizado Cloridrato de Cetamina (Ketalar 50 mg/ml — Parke-Davis, SP), o qual atua como

anestésico dissociativo. Ambos os anestésicos foram aplicados, via intraperitoneal, na dose de
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100mg/kg/rato. Apds a cirurgia, os animais foram mantidos em local aquecido, para adequada

recuperacdo da anestesia.

4.6 Cirurgia Estereotaxica

Foram submetidas a cirurgia estereotaxica somente as fémeas adultas que
apresentaram, no minimo, trés ciclos estrais regulares. Apds a cirurgia, as fémeas retornaram
ao acompanhamento do ciclo estral ¢ somente aquelas que tiveram, no minimo, um ciclo
estral regular, foram incluidas no experimento na fase do proestro.

As ratas foram anestesiadas para implantagdo unilateral de cénulas na regido
parvocelular do PVN. O animal foi fixado no aparelho estereotaxico (David Kopf
Instruments, Tujunga, CA, U.S.A.) através de pinos colocados no conduto auditivo externo e
com os dentes incisivos presos (figura 4). Depois disso, o rato foi submetido a uma incisdo
longitudinal na pele, na linha média da regido superior do cranio, expondo o peridsteo (figura
5). Nesse local, foi realizada a técnica de trepanacdo, a qual consistiu em utilizar uma broca,
com largura adequada para a passagem da canula de maneira obliqua ao cérebro. Para
localizagdo precisa, foi utilizado o atlas de cérebro de ratos (PAXINOS & WATSON, 1986),
de onde foram retiradas as medidas para o acesso cirurgico e feitas as devidas adaptacdes para
correta localizagdao do nucleo desejado.

As coordenadas utilizadas foram: antero-posterior = - 2, Imm; latero-lateral = - 1,5mm;
dorso-ventral = - 4,9mm.

A linha média do bregma foi considerada como ponto zero. A medida da coordenada
vertical foi considerada a partir das membranas meningeas. A canula, colocada obliquamente,

com um angulo de 10° ficou 2 mm acima do PVN, e o acesso ao interior do nucleo foi
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realizado com o auxilio de uma agulha injetora. Depois de introduzida a canula, ela foi fixada

com polimero sintético.

Figura 4: Posicionamento da fémea no aparelho estereotaxico.

Figura 5: Exposic¢do do cranio.
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4.7 Microinjecao de Losartan e Salina

Na noite do proestro, quinze minutos antes do inicio do estresse, foi injetado,
unilateralmente, via canula, 20pmol/0,3uL de Losartan (antagonista AT;) ou 0,3 puL de salina
(0,9%), conforme o grupo experimental, na regido parvocelular do PVN. As injecdes foram
realizadas com auxilio de uma seringa de Hamilton, na dose de 1pul. Em sua extremidade foi
acoplado um tubo de polietileno de 30 cm e uma agulha de anestesia odontologica
descartavel, de 12 mm de comprimento (2 mm mais longa que as canulas-guia). O volume
injetado foi administrado durante um minuto. A agulha injetora foi retirada lentamente apds

30 segundos do término da administragcdo da dose.

4.8 Administracio cronica de Losartan na agua de beber

A administragdo oral de Losartan foi feita através de uma solugdo de Losartan
10mg/kg/220ml de agua de beber por dia, trocada a cada 24 horas. Os animais foram pesados
a cada 48 horas para correcdo das doses do antagonista. A solugdo foi administrada durante o

periodo de 7 a 10 dias.

4.9 Estresse por Contencio

O estresse por contengdo consistiu em manter os animais individualmente, em um
cilindro de plastico (4,7 cm de didmetro, 9 cm de largura ¢ 11 cm de comprimento)
transparente e ventilado (figura 6). O tempo de duracdo do estresse foi de 15 minutos, sempre
no periodo escuro (a partir das 18:30h). Imediatamente apds esse periodo de estresse, foi

realizado o registro do comportamento sexual dos animais.
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Figura 6: Estresse por conteng@o, com durag@o de 15 minutos, na noite do proestro.

4.10 Comportamento Sexual

Para o registro do comportamento sexual, os animais foram colocados em caixas de
observagao, com dimensdes de 70 x 70 x 35 cm e com paredes laterais e traseira de aco e
parede frontal de vidro, o que permite ampla visualizagdo dos animais. O chao das caixas foi
coberto com maravalha.

No inicio do periodo escuro (as 17:30h), na noite do proestro, os animais foram
levados para a sala de filmagem, onde permaneceram por uma hora, para a adaptagdo ao novo
ambiente. Os animais dos grupos estressados do experimento I permaneceram, por 15
minutos, no contensor, enquanto aqueles dos grupos sem-estresse permaneceram em suas
caixas. Passado esse tempo, foi iniciado o registro comportamental.

Em relagdo ao experimento II, passada uma hora de ambientagdo, todos os animais

sofreram uma microinjecdo prévia, de salina ou Losartan, na por¢do parvocelular do PVN.



37

Passados 15 minutos, os animais dos grupos estressados foram colocados no contensor, onde
permaneceram por 15 minutos. Os demais animais permaneceram em suas caixas. Passado
esse tempo, a fémea foi colocada junto ao macho sexualmente ativo, iniciando-se,
imediatamente, a sessdo de registro do comportamento sexual, a qual consistiu em filmar os
animais, durante 30 minutos. Posteriormente, o filme foi visualizado e analisado através do
programa de andlise comportamental 7he Observer (Noldus Information Tecnology).

Seguem abaixo, os parametros comportamentais analisados:

# Frequéncia do comportamento de lordose: toda vez que a fémea elevou a parte
traseira do dorso na presenga da monta pelo macho;

# Frequéncia de monta: toda vez que o macho usou as patas dianteiras para agarrar a
fémea pelos flancos, independente de lordose da fémea;

# Quociente de lordose: nimero de lordose dividido pelo nimero de montas;

# Duragao de locomogao da fémea: tempo de deslocamento da fémea, durante os 30

minutos do registro de comportamento sexual.

4.11 Histologia

Imediatamente apds o término do registro comportamental, os animais foram
decapitados (trata-se de um dos métodos mais adequados quanto a eficacia e rapidez do
procedimento, pois minimiza, ao maximo possivel, o sofrimento dos animais). O cérebro dos
animais que sofreram a cirurgia estereotdxica foi coletado e, posteriormente, fixado em
solucdo de formalina 4% (Sigma, St Louis, MO, U.S.A.). Os cortes histolégicos, com
espessura de 100 pm, foram feitos com o auxilio de um vibratomo (Leica, Germany) e

analisados em microscopio Optico, para verificagdo da posi¢do da canula e do local da
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microinjecdo. Somente os animais que tiveram a localizagdo correta da injecdo (porgdo

parvocelular do nucleo paraventricular hipotalamico) foram incluidos na analise.

4.12 Dosagem Hormonal

Logo apds a decapitacdo, o sangue de cada animal, coletado do tronco cerebral e
colocado em tubos heparinizados, foi centrifugado, durante 20 minutos, a uma velocidade de
3000 rpm. Em seguida o plasma foi coletado e armazenado em freezer -70°, para posterior

dosagem de corticosterona, por radioimunoensaio.

4.13 Manuseio de Reagentes e Destino dos Residuos da Pesquisa

Todos os reagentes foram manipulados pelo pesquisador com uso de luvas, mascara e

avental. As carcacas dos animais foram encaminhadas ao Biotério Central, para seguir

protocolo de descarte.

4.14 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos por média (= EPM). Os dados foram analisados através

do teste de ANOVA de uma via, seguido de teste Bonferroni, quando indicado. O nivel de

significancia assumido foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento I: Efeito da administragdo sistémica crénica de Losartan sobre a inibi¢do

do comportamento de fémeas, produzida pelo estresse agudo de contengdo

O estresse agudo por contengdo, com duracdo de 15 minutos, na noite do proestro,
inibiu significativamente o comportamento sexual de ratas (P<0,05). Conforme mostra a
figura 7, é possivel notar que, o grupo submetido ao estresse agudo por contencdo, teve uma
reducdo significativa no quociente de lordose, quando comparado aos demais grupos.
Entretanto, tal reducdo foi prevenida pela administracdo de Losartan, na dgua de beber, uma
vez que o grupo losartantestresse ndo mostrou diferenga significativa quando comparado ao
grupo controle (P>0,05). Por sua vez, os animais que ndo sofreram estresse, mas que
receberam a administragdo sistémica de Losartan, ndo mostraram diferenca significa no

quociente de lordose, quando comparados ao grupo controle (P>0,05).
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Figura 7: Efeito da administracdo sistémica de Losartan (100mg/kg/220ml agua/dia) ou veiculo, associada ou
ndo ao estresse de contengdo por 15 minutos, sobre o comportamento sexual de ratas. controle (sem estresse);
los+s/est (losartan/sem estresse); est (estresse); los+est (losartan/estresse). Os valores foram expressos como
média (+ EPM). Os dados foram analisados através do teste de ANOVA de uma via, seguido de teste

Bonferroni, quando indicado. * indica p < 0,05, quando comparado aos demais grupos.
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Por sua vez, conforme mostra a figura 8, pode-se notar que a duracdo da locomogao
da fémea nfo teve diferencga significativa entre os grupos submetidos ao estresse e aqueles

que nao sofreram estresse agudo por contengdo (P>0,05).
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Figura 8: Duracgio da locomocao de ratas apds administragdo sistémica de Losartan (100mg/kg/220ml agua/dia)
ou veiculo, associada ou ndo ao estresse de contengdo por 15 minutos, durante o comportamento sexual.
controle (sem estresse); los+s/est (losartan/sem estresse); est (estresse); los+est (losartan/estresse). Os dados

foram analisados através do teste de ANOVA de uma via, seguido de teste Bonferroni, quando indicado.

A analise da concentragdo plasmatica de corticosterona, 30 minutos apds o estresse
agudo por contencdo, ndo demonstrou diferenca significativa (P>0,05) entre os animais

estressados e aqueles que ndo foram submetidos ao protocolo de estresse (figura 9).
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Figura 9: Efeito do estresse agudo por conten¢do de 15 minutos, na noite do proestro, sobre a concentragdo
plasmatica de corticosterona, em ratas, 30 minutos apds o término do estresse. controle (sem estresse); los+s/est
(losartan/sem estresse); saltest (estresse); los+est (losartan/estresse). Os valores foram expressos como média
(= EPM). Os dados foram analisados através do teste de ANOVA de uma via, seguido de teste Bonferroni,

quando indicado.

5.2 Experimento II: Efeito da microinje¢do de Losartan, na por¢do parvocelular do PVN,

sobre a inibi¢do do comportamento de fémeas produzida pelo estresse agudo de contengdo

De forma semelhante ao experimento I, o estresse agudo por contengdo, com duragdo
de 15 minutos, na noite do proestro, inibiu 0 comportamento sexual de ratas. A figura 10
mostra que o grupo salina+estresse teve uma redug@o significativa no quociente de lordose,
quando comparado aos demais grupos (P<0,05). Entretanto, tal reducdo foi prevenida pela
microinjecdo de Losartan, na porcdo parvocelular do PVN, uma vez que o grupo
losartan+estresse nao mostrou diferenca significativa, quando comparado ao grupo
salinatsem estresse (P>0,05). Por sua vez, os animais que ndo sofreram estresse, mas que
receberam uma microinjecdo de Losartan, no PVN, ndo mostraram diferenca significa no

quociente de lordose, quando comparados ao grupo controle (P>0,05).
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Figura 10: Efeito da microinje¢do de Losartan ou salina, na por¢ao parvocelular do PVN, associada ou ndo ao
estresse de contengdo por 15 minutos, sobre o comportamento sexual de ratas. controle (salina/sem estresse);
los+s/est (losartan/sem estresse); saltest (salina/estresse); los+est (losartan/estresse). Os valores foram
expressos como média (= EPM). Os dados foram analisados através do teste de ANOVA de uma via, seguido de

teste Bonferroni, quando indicado. * indica p < 0,05, quando comparado aos demais grupos.

Em relacdo a duracdo da locomog@o da fémea, a figura 11 mostra que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos submetidos ao estresse e aqueles que ndo sofreram

estresse agudo por contengdo (P>0,05).
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Figura 11: Duracdo da locomog@o de ratas apds microinjecdo de Losartan ou salina, associada ou ndo ao
estresse de contengdo por 15 minutos, durante o comportamento sexual. controle (salina/sem estresse);
los+s/est (losartan/sem estresse); saltest (salina/estresse); los+est (losartan/estresse). Os valores foram
expressos como média (= EPM). Os dados foram analisados através do teste de ANOVA de uma via, seguido de

teste Bonferroni, quando indicado.

De forma semelhante ao experimento I, a concentracdo plasmatica de corticosterona,
30 minutos apds o término do estresse, ndo apresentou diferenca significativa (P>0,05) entre

os quatro grupos (figura 12).
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Figura 12: Efeito do estresse agudo por contengdo de 15 minutos, na noite do proestro, sobre a concentragdo
plasmatica de corticosterona, em ratas, 30 minutos apds o término do estresse. controle (salina/sem estresse);
los+s/est (losartan/sem estresse); saltest (salina/estresse); los+est (losartan/estresse). Os valores foram
expressos como média (= EPM). Os dados foram analisados através do teste de ANOVA de uma via, seguido de

teste Bonferroni, quando indicado.
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6. DISCUSSAO

Considerando que estimulos estressantes aumentam o nivel de Angiotensina II central,
bem como inibem o comportamento sexual, neste trabalho foi testada a hipotese de que essa
inibi¢do ocorre via estimulagdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, pela Ang II, na porcao
parvocelular do ntcleo paraventricular hipotalamico.

De fato, os resultados mostraram que a aplicacdo de estresse agudo por contengao,
durante 15 minutos, na noite do proestro, reduz o quociente de lordose, e, portanto, o
comportamento sexual de ratas. Os resultados mostraram também, que o Losartan
(antagonista do receptor AT1 de Ang II) administrado na dgua de beber, bem como injetado
na por¢ao parvocelular do PVN, previne esse efeito do estresse.

Sabe-se que a amigdala medial ¢ uma importante estrutura reguladora do
comportamento sexual de ratos machos e fémeas, estando envolvida nas respostas ao estresse
(CECCONELLO, 2010). A neurotransmissido noradrenérgica estd elevada na MeA em
situacdes de estresse por imobilizagdo aguda e a noradrenalina liberada nessa regido, durante
o estresse, facilita a ativacdo do eixo HPA. Sendo assim, a noradrenalina pode estimular o
eixo HPA agindo diretamente no PVN, mas também atuando em regides extra-hipotalamicas.
Um exemplo disso ¢ que a NA, agindo na MeA, aumenta a atividade do eixo HPA, durante a
resposta ao estresse agudo por contencdo (MA & MORILAK, 2005).

Corroborando o fato de que situacdes estressantes aumentam a concentracdo de Ang II
periférica e central (YANG et al., 1996) e que a MeA apresenta os dois tipos de receptores
para a Ang II, AT1 e AT2, além de produzir esse neuropeptideo (OLMOS et al., 2004), pode-
se inferir que o estresse provoca aumento de Ang II, inclusive na MeA. Uma vez que existem
projecoes eferentes da MeA ao PVN, supde-se que a Ang II, na MeA, possa estimular este

nucleo, ja que a Ang Il modula a ativacdo do eixo HPA, alterando a sintese e a secregdo de
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CRH, pelo PVN (SWANSON & SAWCEHNKO, 1983; RETANA-MARQUEZ et al., 2003;
ARMANDO et al., 2007). Nesse sentido, ha liberagao de CRH, o qual, indiretamente, através
de vias noradrenérgicas do locus coeruleus, exerce um papel central na supressdo do eixo
HPG, especialmente atuando no pulso gerador de GnRH, o regulador neural central da
secrecdo de LH e FSH, provocando, portanto, uma disfun¢do reprodutiva (MITCHELL et al.,
2005). Essa ideia ¢ aceita ja que outro experimento mostra que fatores inibitdrios, incluindo o
CRH, poderiam interferir nos mecanismos envolvidos na ativacdo dos motoneurénios GnRH,
na area preoptica medial, durante o ciclo ovulatorio (RIVEST & RIVIER, 1995).

Além de atuar nos neurdénios GnRH, o CRH também ativa o lobo anterior da glandula
hipofise, provocando a liberacdo de ACTH, o qual ativa o cortex adrenal a secretar os
glicocorticoides, produtos finais do eixo HPA (VALE et al., 1981). Os glicocorticoides
atuam, também, de forma a suprimir o eixo HPG. Um estudo mostra que a administracao de
glicocorticoides reduz significativamente o pico do hormoénio luteinizante em resposta ao
GnRH intravenoso, sugerindo um efeito inibitério dos glicocorticéides nos gonadotrofos
hipofisarios (SAKAKURA et al., 1975; RABIN et al., 1990). Dessa forma, juntos, CRH ¢
glicocorticoides, perturbam o eixo HPG atuando no hipotdlamo (inibindo a secrecdo de
GnRH); na glandula hipofise (por interferéncia do GnRH na liberagdo dos hormdnios
luteinizante e foliculo estimulante); e nas gonadas (por alteracdo do efeito estimulatorio das
gonadotropinas na secre¢do dos esterdides gonadais) (CHEN et al., 1992). No presente
estudo, entretanto, este efeito direto do glicocorticdide pode ser descartado, pois a
concentragdo plasmatica de corticosterona ainda nao esta alterada, quando o comportamento
sexual ja estd comprometido.

Esta via da Ang II estimulando o PVN parece ter sentido na ativagdo do eixo HPA, ja
que os presentes resultados mostraram que o bloqueio do receptor AT1 de Ang II, através da

microinjecdo de Losartan na por¢ao parvocelular do PVN, previamente ao estresse, previne a
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redugdo do reflexo de lordose, provocada por situagdes estressantes. Nessa situagdo, com tais
receptores bloqueados, ndo ha acdo da Ang II potencializando a ativacdo do eixo HPA, e,
portanto, ndo ha liberacdo de CRH e glicocorticoides. Isso porque, em situacdes fisiologicas,
ndo ha o efeito da Ang II na inibicdo do comportamento sexual; este efeito ocorre apenas
quando houver aumento na secre¢ao deste hormdnio.

Situacdes estressantes causam a ativagdo do eixo simpato-adrenal, provocando,
portanto, aumento na secrecdo de noradrenalina. Esse hormoénio atua, nessas situacgoes,
diminuindo as fungdes neurovegetativas e contribuindo para o aumento das respostas
autondmicas e neuroenddcrinas ao estresse, incluindo a ativagdo do eixo HPA (CHROUSOS,
1998). Nesse sentido, o eixo HPA pode ser ativado tanto pela agcdo da Ang II, bem como pela
acdo da noradrenalina.

Considerando que existem evidéncias anatomicas do CRH atuando diretamente nos
neurénios GnRH, na MPOA de ratos, esta area poderia ser um dos alvos através do qual o
CRH atua para interferir com a atividade dos neurénios responsaveis pela fun¢ao reprodutiva.
O CRH poderia atuar via contatos sindpticos diretos entre terminais axonais de CRH e
dendritos de neurénios secretores de GnRH, localizados na MPOA (RIVEST & RIVIER,
1995).

A partir de todas estas constatacdes, pode-se sugerir que, no presente estudo, o estresse
agudo por contencdo, aplicado durante 15 minutos, na noite do proestro, provocou aumento
na concentracdo de Ang Il em varias regioes periféricas e cerebrais. No cérebro, a MeA,
estimulada pela Ang II, estimulou o PVN, o qual, por sua vez, ativando o eixo HPA,
provocou aumento na secre¢do de CRH. O CRH, por meio de vias noradrenérgicas do locus
coeruleus e/ou por um efeito direto sobre neurdnios GnRH, exerceu efeito inibitdrio sobre a
secrecao de GnRH, na drea pré-optica medial, causando a inibicdo do comportamento sexual.

Com a secre¢do de GnRH inibida, pode ter havido também perturbacdo na secre¢do dos
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hormdnios estrogénio e progesterona, os quais sdo indispensaveis para que a circuitaria neural
do reflexo de lordose ocorra.

Os animais que receberam uma microinje¢cdo prévia de Losartan na porgdo
parvocelular do PVN ou até mesmo aqueles submetidos a ingestdo sistémica cronica de
Losartan na agua de beber, previamente ao estresse, ndo apresentaram disfuncdo sexual, ou
seja, o quociente de lordose foi igual aquele apresentado pelas fémeas controles (sem o
farmaco e sem o estresse). Nessa perspectiva, pode-se inferir que o Losartan, bloqueando os
receptores AT1, de Ang II, no PVN, impediu o efeito da Ang II. Com esse horménio sendo
secretado em suas taxas normais, ndo houve ativagdo do eixo HPA, e, portanto, ndo houve
aumento na secre¢do de CRH e de glicocorticoides. Nesse sentido, tais animais tiveram o seu
desempenho sexual inalterado, da mesma forma que os animais controles.

De forma semelhante ao estudo de Cecconello e colaboradores (2010), a inibigdo do
comportamento sexual, causada pelo estresse agudo de contencdo, com duracdo de 15
minutos, ndo foi devida a uma inibi¢do motora geral, uma vez que a locomog¢ao do animal ndo
foi afetada por este paradigma de estresse. Além disso, a administracdo de Losartan, na
auséncia de estresse, ndo provocou reducdo do quociente de lordose, mostrando que esta
droga nao apresenta atividade intrinseca.

Se situagdes estressantes provocam a ativacao do eixo HPA, supde-se a concentragao
plasmatica de glicocorticdides esteja elevada. Entretanto, nos presentes resultados, é possivel
perceber que este aumento ndo ocorreu, ja que ndo houve diferenca significativa nas
concentragdes deste hormdnio nos animais submetidos ao estresse e naqueles que ndo
sofreram o estresse agudo por contengdo. Uma possivel explicagao para isto se deve ao fato
de que a coleta de sangue dos animais ocorreu 30 minutos apés o término do estresse.
Conforme Cecconello (2009), que realizou um protocolo semelhante a este (em que foi usado

o mesmo paradigma de estresse e pelo mesmo periodo de tempo), houve diferenca
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significativa entre os grupos apenas quando a coleta sanguinea aconteceu 75 minutos apos o
término do estresse. Sendo assim, nessa situacdo, pode-se sugerir que a redugdo do
comportamento sexual ndo foi provocada por uma agdo direta dos glicocorticoides, uma vez
que a concentracdo plasmatica de corticosterona ndo se elevou nos animais submetidos ao
estresse. Essa diminui¢do ocorreu, provavelmente, por acdo do CRH nos neurénios GnRH,
um importante estimulador do comportamento sexual em ratas.

Cabe salientar que as concentracdes plasmaticas basais de corticosterona sofrem
alteracdes ao longo do dia, apresentando, em ratos, um aumento significativo um pouco antes
do inicio do periodo escuro. Este aumento se mostra mais pronunciado nas fémeas em
proestro quando comparadas com fémeas em outras fases do ciclo estral ou com machos
(ATKINSON & WADDELL, 1997). Dessa forma, como os niveis plasmaticos de
corticosterona ja estavam mais elevados no periodo da coleta de sangue, isso pode ser uma
possivel explicacdo para o fato de ndo ter dado diferenca significativa entre os grupos, em
relacdo a concentra¢do desse hormonio.

Analisando resultados da literatura, pode-se notar que a alteragdo na concentragdo
plasmatica de corticosterona varia de acordo com o paradigma de estresse utilizado ¢ com o
tempo no qual o animal permaneceu com o agente estressor. Dessa forma, Vahl e
colaboradores (2005) mostraram que apds o estresse agudo por conten¢do, durante 30
minutos, a concentracdo plasmatica de corticosterona atingiu o pico em 30 minutos,
considerando o inicio do estresse, ou seja, tal pico se deu exatamente apos a aplicacdo do
estresse. O retorno aos niveis basais se deu 120 minutos apos o inicio do estresse.

Por sua vez, Caldeira & Franci (2000) realizaram um estudo no qual ratos machos
foram submetidos a lesdes no PVN e trés semanas apo6s as lesdes, 0os mesmos animais foram
submetidos a uma situagdo de estresse, por exposicdo ao éter, durante um minuto. A

concentracdo plasmatica de corticosterona, nesses animais, come¢ou a aumentar de forma
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significativa cinco minutos apds o término do estresse e permaneceu elevada até 60 minutos
apés a exposicdo ao éter. Esta diferenca pode ser atribuida ao paradigma de estresse

empregado por estes autores.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que a inibi¢cdo do comportamento sexual, produzida pelo
estresse, ocorre devido a uma ag@o hipotalamica da Ang II, sendo que esta acdo ocorre por
meio dos receptores AT1, na por¢ao parvocelular do PVN. Com isso, pode-se sugerir que essa
inibi¢do se d4 de maneira indireta, mediada pelos neuronios parvocelulares do PVN,
provavelmente por estimular a secrecdo de CRH, sabidamente um inibidor direto do
comportamento sexual. Entretanto, ndo se descarta a possibilidade de um efeito direto da Ang
II sobre areas moduladoras do comportamento sexual (principalmente neurdnios GnRH da

area pré-optica medial).
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