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RESUMO

A amigdala medial péstero-dorsal (AMePD) é um subnucleo da
amigdala medial (AMe) que participa do controle do comportamento reprodutivo em
mamiferos (HEEB e YAHR, 2000; SIMMONS e YAHR, 2003). O presente trabalho
teve como objetivo estudar o efeito da microinjecdo do acido gama-aminobutirico
(GABA), somatostatina e histamina na AMePD no comportamento sexual de ratos
machos. Foram utilizados 25 ratos Wistar, com cerca de 3 meses de idade, mantidos
em laboratério e em condigdes padrdo, com agua e comida ad libitum, temperatura
em torno de 22° C e ciclo claro/escuro de 12 h cada. Depois que os ratos passaram
por um registro da atividade copulatoria pré-microinjecdo, os animais foram
anestesiados e submetidos a cirurgia estereotaxica para a colocagao unilateral da
canula-guia no encéfalo do rato situada a 2 mm da AMePD direita. Cinco dias apés
as microinjegdes, os ratos foram microinjetados com solugéao fisiolégica (n = 6), de
GABA, na dose de 100 ug (n = 7), de somatostatina na dose de 1uM (n = 4) ou de
histamina na dose de 100 nM (n = 8). Apés 10 minutos de realizadas as
microinjecbes, fémeas receptivas eram colocadas com os machos, quando, entao,

eram analisadas a laténcia e a frequéncia dos seguintes comportamentos:
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investigagdo genital, monta sem movimentos pélvicos, monta com movimentos
pélvicos, intromissao, ejaculacdo e periodo refratario pos-ejaculacdo. A seguir os
animais eram perfundidos por via transcardiaca, seus encéfalos eram removidos e
seccionados em cortes coronais em vibratomo. Tais secgbes foram analisadas
histologicamente e somente os animais com a localizagdo exata das microinje¢des
na AMePD foram usados. A mediana e os intervalos interquartis da laténcia e
frequéncia dos comportamentos analisados para os grupos que receberam solugao
fisiologica, GABA, somatostatina e histamina foram comparadas pelo teste de Mann-
Whitney. Os dados dos comportamentos antes da cirurgia (controle pré-injegao) e
apos a microinjegdo na AMePD, em cada grupo experimental, foi submetida ao teste
nao-parameétrico de Wilcoxon. As comparagdes entre os 4 grupos experimentais em
periodo pré-microinjecdo e apos as microinje¢goes foram feitas pelo teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis. Os percentuais de modificagcdo de cada parametro
comportamental estudado como resultado das microinje¢ées na AMePD, calculados
como a relagao “valor obtido no teste pds-microinje¢do menos o valor obtido no teste
pré-microinjecao dividido pelo valor obtido no teste pré-microinjegdo multiplicado por
100" (pos-pré/pré x 100), foram transformados (como log10) e comparados entre os
4 grupos experimentais pelo teste da analise da variancia (ANOVA) de uma via
complementado pelo teste de Dunnett (0 grupo que recebeu salina serviu como
controle para as comparagdes post hoc dos efeitos das microinjegdes). Os valores
calculados para “indice copulatério”, “eficiéncia copulatéria” e “intervalo inter-
intromissdes” para os dados obtidos pds-microinje¢cdes na AMePD nos 4 grupos
experimentais foram submetidos ao teste da ANOVA de uma via e, quando

necessario, pelo teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia foi estabelecido
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em p< 0,05. Nos ratos que receberam a microinjegcdo de GABA ocorreram diferengas
significativas nos comportamentos de laténcia para investigar os genitais (p = 0,02),
na frequéncia de investigar os genitais (p = 0,01), na laténcia para montas com
movimentos pélvicos (p = 0,02) e na laténcia para intromissao (p = 0,04) sendo todos
com valores menores quando comparados com os valores pré-microinjecdo em cada
grupo respectivo. A variagdo percentual da laténcia para investigar os genitais
mostrou uma diferenga significativa entre os grupos para animais microinjetados com
GABA quando comparado com o grupo controle (valores menores; p = 0,02). Esses
resultados mostram uma acgdo de facilitacdo na fase pré-copulatéria do
comportamento sexual masculino promovida por neurénios gabaérgicos. Nos ratos
que receberam a microinjegdo de somatostatina ocorreram diferengas significativas
na variagdo percentual para os comportamentos de laténcia para montas com
movimentos pélvicos (p = 0,03) e na laténcia para intromissdes (p = 0,03) ambos
com valores menores e quando comparados com o grupo controle. Os animais que
receberam somatostatina na AMePD também demonstraram uma tendéncia em
diminuir a laténcia para montas com movimentos pélvicos (p = 0,06), para a laténcia
e frequéncia de para intromissdes (p = 0,06) quando comparados com os valores
pré-microinje¢cdo em cada grupo respectivo. Desse modo, a somatostatina parece
estimular o comportamento sexual de ratos machos e, da mesma forma que o
GABA, podem estar atuando na inibicdo de neurénios do AMePD que, por sua vez,
sejam eferéncias inibitorias para outras areas encefélicas envolvidas na atividade
copulatéria de machos. A microinjecdo de histamina gerou diferengas significativas
na frequéncia de montas sem movimentos pélvicos nos grupos pré-microinjecao (p =

0,01) e pos-microinjegcdo (p = 0,05) quando comparados entre os grupos
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experimentais. Na comparagdo com os valores pré-microinjecdo em cada grupo
respectivo, os animais microinjetados com histamina demonstraram diferenga
significativa da laténcia para a ejaculacdo. Além disso, tal neurotransmissor
relacionou-se com uma tendéncia a diminui¢cdo nos valores obtidos para frequéncia
de ocorréncia do comportamento de investigar os genitais (p = 0,06). Os presentes
dados sugerem que as trés substancias que potencialmente poderiam estar inibindo
a génese ou modulando para menos a emissdo do comportamento sexual de ratos
machos nédo geraram os efeitos esperados inicialmente indicando que o papel no
comportamento sexual feito pelo AMePD parece ser muito mais modulatério do que

crucial para a atividade copulatéria de machos.
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INTRODUGAO

Amigdala

A amigdala, ou complexo amigdal6ide, constitui-se de nucleos
subcorticais que se situam na porgao medial do lobo temporal, lateral ao hipotalamo,
ventral ao estriado e estendendo-se até a parte terminal do corno inferior do

ventriculo lateral no encéfalo de mamiferos (KNAPSKA, 2007).

Ao longo do tempo, diversas formas de divisdo para a amigdala foram
propostas, existindo até o momento consideravel debate sobre sua subdivisdo em
nucleos em varias espécies animais (SWANSON; PETROVICH, 1998; NEWMAN,
2002, PITKANEN et al., 2000; RASIA-FILHO et al., 2000, 2004a). Outro motivo de
discussao refere-se aos limites anatdbmicos extremos da amigdala, os quais
permanecem ainda controversos (SWANSON; PETROVICH, 1998; de OLMOS et al.,

1999; NEWMAN, 2002; de OLMOS et al., 2004). Prince e colaboradores (1987)
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propuseram um esquema unico de classificagdo dos nucleos amigdalianos de ratos,
gatos e macacos dividindo a amigdala desses animais em trés grandes por¢des: 1)
nucleo basolateral (ABL), do qual fariam parte os subnucleos lateral (ABLI), basal, e
basal acessoério e que estariam amplamente interconectados com o neocértex; 2)
por¢ao cortical medial (ACOM), que corresponderia aos subnucleos cortical, a
amigdala medial (AMe, tema desta dissertagao e para a qual dar-se-a maior atengao
a seqguir), o cortex periamigdaldide e o nucleo do trato olfatério lateral, relacionados
com o sistema olfativo principal e acessorio; e, por ultimo, 3) o nucleo central (ACe)
e area amigdaléide anterior (AA), que estariam envolvidos com atividades
“vegetativas” que, neste texto, serdo tratadas como simpaticas e parassimpaticas

(para comentario sobre o termo “vegetativo”, veja-se RASIA-FILHO, 2006).

Swanson e Petrovich (1998) sugeriram que a amigdala pudesse agrupar um
numero de nucleos que parece ser partes diferenciadas do cortex cerebral, do
claustro e do estriado, pertencendo a quatro sistemas funcionais: 1) do simpatico e
parassimpatico, composto pela ACe; 2) cortical fronto-temporal, composto pelos
nucleos ABL e ABL anterior (ABLa) e ABLI; 3) do bulbo olfatério acessério (AOB),
formado pela AMe e, 4) olfatério principal, relacionado com os demais nucleos. Em
outras palavras, estruturalmente, a amigdala poderia se consistir de uma divisdo
estriatal, constituida pela AA e pela AMe e a ACe, e de uma divisdo cortical que
corresponderia a ABLa e posterior (ABLp), aos nucleos basomedial anterior
(ABMa) e posterior (ABMp), cortical péstero-medial (ACOpm) e postero-lateral

(ACOpl), cortical anterior (ACOa), lateral (ACOI) e posterior (ACOp), area
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amigdaldide piriforme (AAP) e area piriforme de transicdo (SWANSON;

PETROVICH, 1998; PETROVICH et al., 2001).

Estudos recentes (McDONALD, 1998), sobre a classificagdo da amigdala em
ratos apresentam-na dividida em trés regides (Figura 1), de acordo com critérios
citoarquitetdnicos, quimioarquiteténicos e de suas conexdes, a saber: 1) amigdala
basolateral, que é constituida por uma extensdo ventromedial da camada mais
profunda do cortex cerebral (nucleos lateral, basal e basolateral); 2) amigdala
centromedial, que € uma extensdo ventromedial especializada do estriado (sendo
dividida em ACe e AMe , assim como da parte amigdaldide do nucleo intersticial da
estria terminal - BNST -) e, 3) amigdala com caracteristicas corticais, que €
subdividida em porgcbes relacionadas com as vias olfativa e vomeronasal
(McDONALD, 1998; SWANSON; PETROVICH, 1998; KNAPSKA et al, 2007). Além
disso, a amigdala também possui regides de transicdo, situadas entre a porgao
ventral do estriado e o hipocampo, nucleos intercalados e, nucleos ainda nao
classificados (ALHEID et al, 1995; de OLMOS et al., 2004). Ainda neste sentido, uma
classificagdo das mais utilizadas foi sugerida por de Olmos e colaboradores (como
revisado em de Olmos et al., 2004) que considera a AMe e a ACe como
pertencentes a “amigdala expandida”, pois ambos os nucleos parecem ter estruturas
homologas que avangam os limites anatdbmicos da amigdala. Qualquer que seja o
modelo atual de estudo da organizagao da amigdala, no entanto, sugere que ela ndo

€ nem uma unidade funcional nem estrutural, mas sim é definida como um conjunto
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heterogéneo de grupos celulares nos hemisférios cerebrais (PETROVICH e

SWANSON, 1998).

Segundo PRICE (2003), do ponto de vista funcional, todas as conexdes do

complexo amigdaldide podem ser divididas em trés sistemas: o primeiro sistema

dorsal

medial Qlateral

ventral

BOT

Figura 1. Desenho esquematico da parte ventral do encéfalo do rato, a partir de
seccao coronal. Divisbes e subdivisbes da amigdala de ratos. O complexo
amigdaloide podendo ser dividido em trés grupos: amigdala basolateral (verde);
amigdala centromedial (laranja), e amigdala cortical (marrom). Os nucleos
intercalados sdo indicados em preto (In). BOT, nucleo intersticial do trato olfatério;
CEc, nucleo central, subdivisdao capsular; CEl, nucleo central, subdivisdo lateral;

CEm, nucleo central, subdivisao medial; COa, nucleo cortical, subdivisdo anterior;
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Cop, nucleo cortical, subdivisdo posterior; Bi, nucleo basal, subdivisao intermediaria;
Bpc, nucleo basal, subdivisdo parvocelular; BMmc, nucleo basomedial, subdivisdo
magnocelular; BMpc, nucleo basomedial , subdivisdo parvocelular; Ld, nucleo lateral
, subdivisdo dorsal; Lvm, nucleo lateral, subdivisdo ventromedial; Lvl, nucleo lateral,
subdivisdo ventrolateral; Md, nucleo medial, subdivisdo dorsal; Mv, nucleo medial,

subdivisao ventral; Pir, cortex piriforme. Figura adapdata de KNAPSKA et al (2007).

fornece informacdes sensoriais para a amigdala sendo composto principalmente de
projegoes reciprocas e conexdes do nucleos amigdaldides com o cértex olfatorio e
vias viscerais ascendentes; o segundo sistema forma eferéncias dos nucleos
amigdaldides para o hipotalamo e estruturas do tronco encefalico, os quais modulam
fungdes viscerais relacionadas a estimulos emocionais significantes tanto de origem
propria do animal ou advindas do ambiente; e o terceiro sistema € composto pelas
conexdes dos nucleos amigdaldides com areas corticais cerebrais, taldmicas e com
0s nucleos da base. Desse modo, os diferentes nucleos da amigdala tornam-se
aptos a receber diferentes informacbées sensoriais, tanto interoceptivas quanto
exteroceptivas (estimulos olfativos, auditivos e visuais, por exemplo), que acabam
por modificar sua atividade e estimular diversas regides do sistema nervoso central
(SNC) em resposta ao estimulo inicial, adequando a relagdo do animal com seu
ambiente, modulando o comportamento social e/ou emocional e conjungando-o com
alteragcbes vegetativas e neuroendocrinas (KLING E BROTHERS, 1992; LEDOUX,
1982; QUIRK et al, 1995; DAVIS, 2000; RASIA-FILHO et al., 2000; KNAPSKA et al,
2007). Baseado em suas conexdes intrinsecas e extrinsecas, Gallagher e Chiba

(1996) sugeriram que a amigdala “ndo € somente importante para a regulagdo dos
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estados emocionais internos que motivam comportamentos, mas pode também ser
importante para a avaliacdo cognitiva do indice emocional de sinais perceptivos
complexos”. De fato, em ratos, esses nucleos desempenham uma variedade de
fungdes, incluindo a modulagdo de eventos emocionais (LeDoux, 1992), respostas a
estimulos gerados por medo e ansiedade (QUIRK et al, 1995; DAVIS, 2000;
CANTERAS et al., 1997; RASIA-FILHO, 2007) percepgdes de estimulos olfativos e
hormonais (EVERITT, 1995) modulagdao do comportamento reprodutivo (KLING e
BROTHERS, 1992; KONDO e ARAI, 1995; WOOD e NEWMAN, 1995; GUILLAMON
e SEGOVIA, 1997; RASIA-FILHO et al., 2004.), comportamento agressivo (RASIA-
FILHO, 2008) e participagdo na aquisicdo do aprendizado e da memoria
condicionada (IZQUIERDO e MEDINA, 1997; SWANSON e PRETOVICH, 1998;

PITKANEN, 2000).

Amigdala Medial

Em ratos, a AMe é uma estrutura heterogénea e € um dos nucleos
superficiais do complexo amigdaliano que, ao longo de sua extensao, esta em
contato direto com a regido lateral do TO e ventral a estria terminal (ST) em sua
parte mais posterior. A AMe encontra-se em posi¢cao medial e posterior ao nucleo do
trato olfatério e, como limite posterior, localiza-se aproximadamente onde surgem os
ventriculos cerebrais (de OLMOS et al., 2004). Dorsalmente a AMe é separada da

por¢cao medial da ACe por uma regidao pobre em células, a qual € substituida mais
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ventralmente e caudalmente pelo BNST (ALHEID et al., 1995). Caudalmente, o
grupo de nucleos intercalados (In) da amigdala separa a AMe da ABL. Também
caudalmente, e em posigdo dorsal, grupos de fibras que trafegam pela ST
apresentam-se interpostas entre a AMe e outros nucleos adjacentes da amigdala
(ALHEID et al., 1995; PETROVICH et al., 2000; PITKANEN, 2000; de OLMOS et al.,

2004).

Conforme Pitkanen (2000), a AMe poderia ser dividida em trés regides: 1)
rostral; 2) central (porgao dorsal e ventral) e, 3) caudal. Alheid et al. (1995), Canteras
et al. (1995) e de Olmos et al. (2004) dividem-na nos subnucleos antero-dorsal
(AMeAD), antero-ventral (AMeAV), postero-dorsal (AMePD) e postero-ventral
(AMePV; Figura 2). E, em funcdo de suas conexdes, ela pode ser organizada em
uma regiao rostral ou anterior, da qual fazem parte a AMeAD, AMeAV e AmePV, e
uma regido caudal ou posterior, constituida pela AMePD (CANTERAS et al, 1995,
veja-se comentario critico a esse respeito em Dall'Oglio et al., 2008a,b). Resultados
mais recentes e achados hodoldgicos funcionais ndo permitem considerar a AMeAD
e a AMePV como se fossem componentes de uma Unica regiéo “ventral” (Dall'Oglio

et al., 2008).

A AMePD, situada de forma adjacente ao TO e ventral a ST na parte do
telencéfalo ventral (Figura 3), em cortes histoldgicos coronais corados pela técnica

de Nissl aparece com a forma de um tridngulo alongado, com uma base ventral
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Figura 2: Representacdo esquematica de cortes coronais do encéfalo do rato onde
se pode observar os quatros subnucleos da amigdala medial, a saber: antero-dorsal
(AMeAD, em amarelo), antero-ventral (AMeAV, em verde), pdstero-dorsal (AMePD,
em azul) e pdstero-ventral (AMePV, em vermelho). Os valores em mm colocados no
lado direito das imagens referem-se as distancias posteriores ao bregma. As
coordenadas espaciais referem-se ao hemisfério que aparece no lado direito e sao
dorsal (D), ventral (V), medial (M) e lateral (L). Figuras adaptadas do atlas do
encéfalo do rato de PAXINOS e WATSON (1998), reproduzida com a autorizagao de
QUAGLIOTTO (2006).
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que se estende no tergo caudal da AMe (ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al.,
2004). A AMePD apresenta, como caracteristica citoarquitetdnica, uma regido de
células densas medialmente, as quais se estendem superficialmente e
profundamente, e que estdo separadas por uma regido intermediaria de células
esparsas e relativamente distantes de uma terceira coluna de células orientadas
paralelamente e mais lateralmente ja no bordo provavel deste subnucleo (ALHEID et
al.,, 1995; de OLMOS et al., 2004; Figura 3). A parte celular da AMePD tem no
contorno medial uma “camada molecular” constituida de poucas células e que se
estreita dorsalmente e rostralmente até desaparecer por completo na AMeAD (de
OLMOS et al., 2004). Esta “camada molecular” corresponde ao feixe de axdnios que
forma a via eferente do nucleo préprio da via olfatéria acessoéria (de OLMOS et al.,
2004) e que, de forma equivocada, foi incluida como constituinte da AMePD em

estudo recente (GUIRADO et al., 2008).

A maioria das aferéncias neuronais que chegam aos subnucleos da AMe sao
provenientes diretamente do AOB, que envolve estimulos de ferdbmonios que atuam
no 6rgdo vomeronasal (OTTERSEN et al., 1980; PITKANEN, 2000; WESTBERRY,
2003). Basicamente, demais aferéncias sao provenientes do cértex cerebral pré-
frontal, do BST e de varios nucleos do hipotalamo, algumas claramente reciprocas,
envolvidos com a modulagdo da atividade neuroendécrina e da emisséao de varios
comportamentos como o sexual, o defensivo e o alimentar (McDONALD, 1998;

PETROVICH et al., 2001; DONG et al., 2001; CHAI et al., 2005).
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Ha, também, aferéncias mais modestas de regides do telencéfalo basal, as

quais possuem conexdes recipocras com a AMe, e de nucleos do talamo, da regiao

dorsal da ponte relacionada com informagbes somaticas e viscerais, de grupos

celulares da rafe mesencefalica e do locus ceruleus (JONES et al., 1977, 1999;

AZMITIA et al.,,

1978; OTTERSEN et al,

1979,1980,

1981; GROOVE,

1988;

OHTAKE et al., 1989; HERBERT et al., 1990; McDONALD, 1998; PITKANEN, 2000;

KNAPSKA eta |., 2007; Figura 3).
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Figura 3: Conexdes externas da AMe. Figura modificada de KNAPSKA (2007).
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Grande parte dos axdénios de projegao deixa a AMe via ST ou pela “ansa
peduncularis” (via amigdalo-fugal) indo, a seguir, em dire¢ao a regides telencefalicas
ou diencefalicas. A AMeAD pode utilizar a “ansa peducularis”, enquanto a AMePV e
a AMePD valem-se da ST como via eferente proponderante (SWANSON et al.,
1979; de OLMOS et al., 2004; SIMERLY, 2004). Para suas fungdes, os subnucleos
da AMe se relacionam com outros nucleos intra-amigdalianos, como a AA, a ACe, o
ABL, os nucleos corticais, a AL, o nucleo posterior (zona de transicdo amigdala-
hipocampal), a AAP e o trato olfatério acessorio, e com uma grande quantidade de
estruturas encefalicas como o AOB, nucleo olfatério anterior, cortex pré-frontal,
cortex piriforme, nucleo endopiriforme, a faixa diagonal de Broca, o estriado e o
claustro, o nucleo accumbens, a area septal, area entorrinal € o subiculo, a
substancia inominata, o BST e seus componentes, varios nucleos hipotalamicos
(pré-optico, anterior, ventro-medial, dorso-medial, lateral, arqueado, periventricular,
posterior e pré-mamilar ventral), varios nucleos talamicos, a area tegmental ventral e
os nucleos da rafe (CANTERAS et al., 1995; McDONALD, 1998; PETROVICH et al.,

2001; DONG et al., 2001; CAVALCANTE et al., 2006, Figura 3).

Outros dados imunocitoquimicos, Wood e Newman (1995) propuseram que a
regido anterior da AMe estaria principalmente sendo influenciada por informagdes
olfativas e a regido posterior, pelos horménios gonadais. Essa divisdo anatomo-
funcional ndo é absolutamente restritiva, porque ha receptores para esteréides
sexuais e conexodes sinapticas reciprocas em todas as regides da AMe (LEHMAN et

al., 1982; OSTERLUND et al., 1998, NEWMAN, 2002; SIMERLY, 2004). N&o
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obstante, as regides anterior e posterior da AMe devem ser estudadas
separadamente a fim de que particularidades tanto morfolégicas quanto funcionais
dos subnucleos nessas duas porgcdes possam ser melhor detectados. Isto €, ao
contrario de identificar propriedades unicas para uma mesma estrutura heterogénea
como é a AMe, com esse maior detalhamento é possivel que diferengas sutis entre
seus subnucleos possam ser encontradas (LEHMAN et al., 1982; NEWMAN, 2002;
MAREN, 1996; OSTERLUND et al., 1998; RASIA-FILHO et al., 1999, 2002, 2004a;

SIMERLY, 2004; DALL’OGLIO et al., 2008a).

Os subnucleos da AMe podem modular respostas a estimulos estressantes
que sao seguidas por respostas neuroendocrinas de ativagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA), como revisado em Marcuzzo et al. (2007). A presenca de
catecolaminas liberadas pela adrenal na circulagdo sanglinea em uma situagéo de
estresse € percebida por terminagdes vagais que atingem o nucleo do trato solitario
(NTS) e, deste, chegam ao complexo amigdaliano (McGAUGH et al., 1996). Isto
modifica a acdo da AMe e da ABL na consolidagdo de memédrias condicionadas
conjugando, em paralelo, atividades inatas e aprendidas (ALLEN et al., 1974;
BENNETT et al., 1985; BEALIEU et al., 1987; AGLETON et al., 1989; McGAUGH,
1992). Isto foi notavelmente observado em situagbes emocionais como a exposi¢cao
do animal ao seu predador natural (HARVEY et al.,, 1984; KLING et al., 1992;
KNUEPFER et al., 1995; McGAUGH, 1992). Neste mesmo sentido, € interessante
que a lesdo da ACe, da AMe e do ACO em ratos aumentou a investigagao social em

seus proprios predadores (BLANCHARD et al., 1972) e gerou uma perda total da
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retencdo da informacdo necessaria para a adaptacdo comportamental relacionada
com a dominagao social (BOLHUIS et al., 1984). Outros estudos verificaram que
lesbes excitotoxicas na AMe de ratos suprimem respostas do eixo HPA quando os
animais sao expostos a um evento estressor (isolamento social do animal estudado),
bloqgueando também a liberacdo de ocitocina nos nucleos supra-6ptico e
paraventricular do hipotalamo (MIYATA, 1995; DAYAS et al., 1999). Os achados
deste ultimo estudo mostram, de forma muito importante, que a AMe é o primeiro
local dentro da amigdala responsavel pelo controle do HPA e pelas respostas
secretdrias ocitocinérgicas frente a um evento estressor emocional incondicionado

(DAYAS et al., 1999).

A AMePD, além de ter conexado sinaptica com a AL, a ABL e a ACe,
estabelece conexdes sinapticas reciprocas com o cortex entorrinal, o qual envia
conexdes para os componentes do sistema olfatério, inclusive a ABL (CANTERAS et
al., 1995; SMITH et al., 1996; VINADER-CAEROLS et al., 1998; PETROVICH et al.,
2001). Isso poderia colocar a AMePD em condigao direta para modular o circuito que
emite projecdes entre o hipocampo, outros nucleos amigdalianos e a formacao de
memoria declarativa de longa-duracgéo, inclusive no que diz respeito a relagdes
sociais como ocorre para a reprodugao (CANTERAS et al., 1995; PETROVICH et al.,
2001). Ainda, a AMePD ¢ influenciada por informag¢des vomeronasais provenientes
do AOB que chega, primeiramente, na AMeAD (BRESSLER, 1996; GUILLAMON et
al., 1997; McDONALD, 1998; MEREDITH e WESTBELLY, 2004). A AMePD, por sua
vez, reconhece a relevancia social do estimulo olfativo e, vias nucleos intercalados

da amigdala, determinam se a AMePD sera estimulada ou ndo (MEREDITH;
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WESTBERRY, 2004). Essa aferéncia a AMePD envolve um componente direto
excitatorio e interneurdnios locais inibitorios (BIAN et al., 2008), que, a seguir, ativam
vias de projecao ao hipotalamo igualmente ou excitatérias ou inibitérias (CARRER et
al., 1978; POLSTON et al., 2004; BIAN et al., 2008). Como resultante, a AMePD,
processa informacgdes olfatérias oriundas do 6rgao vomeronasal e do bulbo olfatério,
e essas sao enviadas para areas motoras e neuroenddécrinas envolvendo diferentes
nucleos do hipotalamo e, a seguir, também para o tronco encefalico (LEHMAN et al.,
1982; CANTERAS et al., 1995; KONDO et al., 1995; DOMINGUEZ et al., 2001;

PETROVICH et al., 2001).

A AMe tem sido descrita como uma regido moduladora da memoria e do
aprendizado onde o componente emocional esteja envolvido ( ALLEN e ALLEN,
1974; AGGLETON E BLINT, 1989; SHINDOU et al, 1993; CANTERAS et al, 1995;
WATANABE et al, 1995; ROOZENDAAL e MCGAUGH, 1996; RASIA-FILHO et al,
2000). Isso foi observado em testes de esquiva inibitorio (ROOZENDAAL e
McGaugh, 1996), nas respostas neuroenddcrinas a um evento estressor (McGaugh,
1992; LU et al, 1995; DAYAS et al, 1999) e em uma série de testes de
comportamentos sociais, tais como o agressivo (SLODDART-APTER et al, 1980;
VOCHTELOO e KOOLHAAS, 1987; SIEGEL e BRUTS 1990; HINES et al, 1992;
DIELENBERG et al, 2001), defensivo (SHAIKH et al, 1993; BOLHUIS, 1984), sexual
(RASIA-FILHO et al, 1991; KONDO, 1992; WONG et al, 1993; MEISEL e SACHS,
1994; KONDO e ARAI, 1995; NEWMAN, 1999; DOMINGUEZ e HULL, 2001) e

maternal (NUMAN et al, 1993; MORGAN et al, 1999; SHEEHAN et al, 2000).
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O controle do comportamento reprodutivo também envolve a AMe e acredita-
se que isto ocorra possivelmente a partir de estimulos olfativos (KLING &
BROTHERS, 1992; KONDO e ARAI, 1995). Em ratos, aferéncias quimiossensoriais
do bulbo olfativo e do 6rgédo vomeronasal projetam-se para a AMe (LEHMAN e
WINANS, 1982; KONDO, 1992; WONG et al, 1993; KONDO e ARAI, 1995;
DOMINGUEZ e HULL, 2001). Esse ntcleo por sua vez, processa tais informacdes
olfativas e as envia, direta ou indiretamente BNST, para areas motoras e
neuroendoécrinas do tronco encefalico, a area pré-optica medial (MPOA) e outros
nuacleos hipotalamicos associados (Figura 4) (LEHMAN e WINANS, 1982;
CANTERAS et al, 1995; KONDO e ARAI, 1995; WOOD, 1997; DOMINGUEZ e
HULL, 2001; PETROVICH et al, 2001). Informac&o sensorial dos genitais também
estimulam a AMe via area tegmental central (ATC, também chamada de tegmento

dorsolateral; SIMERLY e SWANSON, 1986; BAUM e EVERITT, 1992).

Em ratos, a AMe facilita as respostas comportamentais aos estimulos sexuais
(HULL e DOMINGUEZ, 2002) . Sua atividade é mostrada em estudos que revelam
padrées da expressdo de c-fos apds estimulos sexuais (KNAPSKA et al, 2007).
Além disso, lesdes nos subnucleos da AMe afetam o comportamento sexual de
ratos, produzindo diminuigdo da freqiéncia de ejaculagbes, aumento do numero

de intromissbes precedendo a primeira ejaculagdo e aumento do
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Figura 4: Esquema proposto para descrever a circuitaria neural envolvida no
comportamento sexual de ratos. A estimulacdo olfativa é recebida pelo bulbo
olfatério (BO) que projeta axbnios para a amigdala medial (AMe). Esta reenvia a
informacao para o nucleo intersticial da estria terminal (BNST) e para a area pré-
optica medial (MPOA). Adicionalmente, a MPOA e a AMe recebem informacdes
somatosensoriais via area tegmental central (ATC). Por sua vez, a MPOA projeta
axbnios para a area tegmental ventral (ATV), tronco encefalico e indiretamente ao
nucleo accumbens (NAc; via ATV). Figura modificada de HULL e DOMINGUEZ
(2006).

intervalo entre as intromissdes, quando comparados com animais nao lesionados

(KONDO, 1992)

Estudos mais detalhados, contudo, sugerem que os subnucleos da AMe

apresentam diferentes papéis na regulagdo do comportamento sexual masculino
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(NEWMAN, 1999; DOMINGUEZ et al, 2001; DE CASTILHOS et al., 2006). Ratos
machos mostram ativacdo da AmePD, quando expostos a odores de uma fémea em
estro (HOSOKAWA e CHIBA, 2005; KNAPSKA et al, 2007). Além disso, expressao
da proteina Fos na AMePD foi demonstrada em ratos, hamsters e gerbilos quando
retornam a ambientes associados com atividade sexual prévia, demonstrando que a
AMePD parece estar presente nos aspectos inicias do comportamento sexual
(investigar genitais, por exemplo) e na formagcdo de memodria social para a
reproducédo (HEEB e YAHR, 1996, 2000; KOLLACK e NEWMAN, 1997). Outros
estudos também demonstram a participagcdo da AMePD de machos em atividades
como investigagdo genital para identificacdo de receptividade sexual feminina,
montas, intromissdes e, sobretudo, na ejaculagédo (COLLEN, 1996; HEEB e YAHR,
2000). Ratos com lesdo na AMePD apresentaram decréscimo na investigagao
genital, na frequéncia de montas e um aumento na laténcia para ejaculagéo e
intromissdes precedendo a primeira ejaculacao (NEWMAN, 1999; HEEB e YAHR,
2000; DOMINGUEZ et al, 2001), Coolen et al (1996) demonstraram que subregides
da AMePD estao envolvidas nos diferentes aspectos o comportamento copulatorio
masculino. Isto fica evidente quando ocorre a ativacdo de parte mais medial da
AMePD (préximo ao TO) relacionada com intromissdes sem ejaculagao e a ativagao
de parte mais lateral da AMePD gerada da ocorréncia de ejaculagdo (COOLEN et al,
1996; VEENING e COLLEN, 1998, 2005). A investigagcao genital também estimula a
parte medial da AMePD quando ratos e hamsters sao expostos a odores de fémeas
em estro (HEEB e YAHR, 2000). Esta ativacéao é prevenida quando ocorre a retirada
do 6rgao vomeronasal, demonstrando que a parte medial da AMePD pode envolver

um processamento de informacdes sensoriais complexos,de feroménios e de
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aferéncias sensoriais somaticas, provenientes da area genital (FERNANDEZ-
FEWELL, 1994). A parte caudal da AMePD também pode estar relacionada a
saciedade sexual (PARFITT e NEWMAN, 1998), sugerindo que esta subregiao da
AMePD pode estar envolvida na inibigdo do comportamento sexual (PFAUS, 1999).
Ocorre, no entanto, que este topico ainda esta sob investigagdo e carece de mais
dados experimentais quanto a base neurofisioldgica de sua ocorréncia. Em “parte, a
presente dissertagdo procurara abordar alguns desses aspectos e a modulagéo

neuroquimica inibitéria do comportamento sexual masculino pela AmePD.

Comportamento Sexual

A sequéncia de comportamentos sexuais em ratos machos ocorre,
preferentemente, durante o periodo escuro do dia (HARLAN et al, 1980) e inicia pela
atividade pré-copulatoria de investigar os genitais da fémea (RASIA-FILHO, 1994;
HULL e DOMINGUEZ, 2007). Machos virgens dispendem um tempo (laténcia) maior
para investigagdo olfativa da regido genital da rata, enquanto, com machos
sexualmente experientes, € frequente constatar que a laténcia para esse
comportamento € muito pequena, ou mesmo nao é realizado (SACHS e MEISEL,

1988).

Conforme descri¢cao prévia (RASIA-FILHO, 1994), a atividade copulatéria do

macho inicia-se quando este coloca suas patas dianteiras no dorso da fémea. A rata,
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por sua vez, responde com exacerbacgao da lordose lombar e deslocando sua cauda
para um dos lados, expondo seus genitais. Tal atividade do macho é denominada de
monta. A atividade de monta pode estar ou ndo associada a movimentos pélvicos. A
monta com movimentos pélvicos se caracteriza por movimentos rapidos (HULL e
DOMINGUEZ, 2007). Nessa situagao, se o pénis do rato consegue penetrar a vagina
da fémea, ele realiza movimentos profundos, que duram 200-300 ms, e que sao
seguidas de movimento de “desmonta” rapida e nitida (BEYER et al, 1981; HULL e
DOMINGUEZ, 2007). Tal comportamento passa a ser chamado de “intromissao”.
Como a visualizagao direta da penetracido peniana é dificil nas situagdes habituais
de observacdo dos animais, o termo intromissdo se refere aos padrbes motores
associados a provavel ocorréncia da penetracdo peniana (RASIA-FILHO, 1994;
RASIA-FILHO e LUCION, 1996). Normalmente, as montas e intromissdes iniciam-se
poucos segundos apos a colocagdo de uma fémea com um macho, e tal atividade
copulatéria ocorre em séries de contatos genitais que sao intercalados por periodos
de separagdo completa entre os parceiros. Nesse intervalo, os machos promovem
limpeza de seus genitais ou do restante do corpo e continuam com a exploragao do
ambiente onde se encontram. Apds varias intromissdes (em média de 7-10
intromissdes) ocorre uma ejaculagdo, que, sob o ponto de vista comportamental,
caracteriza-se por uma intromissao mais profunda e demorada (750-2000 ms) que &
acompanhada da abducéo das patas dianteiras do macho e de uma desmonta lenta
(BEYER et al, 1981; RASIA-FILHO, 1994; HULL e DOMINGUEZ, 2007). Segue-se
a isso um periodo onde o rato ndo apresenta atividade copulatéria por cerca de 4 a 8
minutos, chamado de periodo refratario pos-ejaculatério, que termina quando ocorre

nova monta ou intromissdao (RASIA-FILHO, 1994; RASIA-FILHO e LUCION, 1996).
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Durante os primeiros 50-75% do periodo refratario, o macho nao copulara
novamente e emitird vocalizagdes ultrassbnicas de 22 KHz (HULL e DOMINGUEZ,
2007). Apos 7-8 ejaculagdes, os ratos machos alcangam a saciedade e usualmente
nao copulam novamente por 1 a 3 dias (HULL e DOMINGUEZ, 2007). Um modelo
esquematico de registro do comportamento de atividade copulatéria de ratos machos

ao longo do tempo esta representado na Figura 5.
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Figura 5: Representacdo esquematica para exemplificar um registro
comportamental da atividade sexual de ratos machos ao longo de varios minutos
apos contato com uma fémea adulta receptiva. Figura modificada de LARSSON e
AHLENIUS (1997).

A fémea, por sua vez, é capaz de interferir na atividade copulatéria do macho
(MADLAFOUSEK et al, 1976; MCCLINTOCK e ADLER, 1978). As ratas demonstram
sua receptividade por sequéncias comportamentais que incluem investigacédo dos
genitais do macho, pequenas corridas e pulos dentro da caixa, vocalizagdes,
exposicao de partes do corpo ao macho e contatos fisicos efémeros. Para o estudo

da atividade sexual do macho € necessario, portanto, que a fémea esteja
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sexualmente receptiva, ou seja, que aceite o macho para atividade reprodutiva

(EDWARDS, 1970; RASIA-FILHO, 1994).

Tanto a investigagdo genital como a laténcia para que ocorra a primeira
monta s&o parametros para avaliacdo da atividade pré-copulatoéria e isso da idéia da
“‘motivacdo” do macho para o comportamento sexual (BAUM, 1992; RASIA- FILHO,
1994). A medida da atividade copulatéria envolve a laténcia para a primeira
intromissao e ejaculagao, as freqiéncias de montas com e sem movimentos pélvicos
e de intromissdes durante um determinado tempo, além do periodo de inatividade
sexual apos a ejaculagdo (SACHS e MEISEL, 1988; RASIA-FILHO, 1994). Dessa
maneira, alguns conceitos s&do importantes para que se possa entender
adequadamente o comportamento sexual de ratos machos. Por exemplo, em
animais intactos, denomina-se “facilitagdo” do comportamento sexual quando: a)
ocorre diminuicdo do numero de montas, do numero de intromissdes ou do intervalo
de tempo entre as intromissdes que precedem a ejaculagéo; b) quando ha redugéo
na laténcia para ejaculagdo ou maior frequéncia de ejaculagbes em determinado

periodo de tempo; e ¢) quando se reduz a duragao do periodo pds-ejaculatorio.

Para avaliar adequadamente o comportamento sexual, deve-se estabelecer a
relagdo entre o tempo de registro do comportamento e as atividades que devem ser
observadas. Dois tipos de registro podem ser feitos: os que limitam a duragdo da
sessao de observacao pela ocorréncia de uma sequéncia comportamental e os que
limitam a observagé&o por um tempo pré-determinado. Na primeira abordagem, os

animais podem demorar muito tempo para realizar determinado comportamento e,
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com isso, o experimento corre o risco de se tornar bastante cansativo e pouco
produtivo. Pelo ultimo método, dados incompletos e conclusdes inadequadas podem
ser obtidos se o tempo de aquisicdo for insuficiente. Como habitualmente, ratos
ejaculam cerca de 10 a 20 minutos apds o contato inicial com a fémea e o periodo
de inatividade sexual pos-ejaculatoria € (na maioria dos ratos) de no maximo 8
minutos, registros de 30 minutos sdo geralmente adequados ( RASIA-FILHO, 1994;

RASIA-FILHO e LUCION, 1996).

O ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO (GABA)

O neurotransmissor classico acido gama-aminobutirico (GABA; Figura 6) atua
como maior transmissor inibitorio no SNC de mamiferos adultos (OLSEN e BETZ,
2006). A molécula de glicose € o principal percussor do GABA. O primeiro passo
para a formacdao do GABA € a transaminagdo do a-cetoglutarato, formado pelo
metabolismo da glicose no ciclo de Krebs, pela a-oxoglutarato transaminase (GABA-
T), isto fara glutamato. A acido glutdmico descarboxilase (GAD) atua sobre o
glutamato, catalizando a descarboxilizagdo do mesmo, para formar o GABA. As
formas GADgs e GADg7 servem como marcadores para células que produzem GABA
no SNC (OLSEN, 2006). O GABA ¢é metabolizado pela GABA-T formando succinato
semialdeido. Para manter a sintese de GABA, a transaminac&o ocorre quando esta
presente o a-cetoglutarato, que pode usar o grupo amino removido do proprio
GABA. A liberacdo de GABA dentro da fenda sinaptica € estimulada por

despolarizagdo do elemento pré-sinaptico. A difusdo de GABA na fenda possui o
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objetivo de atingir receptores especificos, sendo a sua ag¢ado encerrada por
recaptacao pelos axénios terminais pré-sinapticos e células glias (OLSEN E BETZ,
2006). No entanto, Existem trés tipos de receptores para GABA, chamados de 1)
GABA. 2) GABAg e 3) GABA: (ENZ, 2001; OLSEN E BETZ, 2006) Eles se

diferenciam pelas suas propriedades farmacologicas, eletrofisiologicas e

bioquimicas.
Ciclo de Krebs
] . (GABA-T)
v-Aminobutirato a-cetoglutarato
CO, (GAD)
Succinato - semialdeido Glutamato .
succinato
t Semialdeido deidrogenase T
NAD NADH*

Figura 6: Reacgdes responsaveis pela a sintese, conservagdo e metabolismo do
GABA. Modificado de OLSEN (2006).

Receptores GABA estdo diretamente ligados a um canal seletivo para ions
ClI. O GABAA media a conducido deste ion através da membrana, promovendo
hiperpolarizacdo da membrana celular. O receptor GABAg age sobre os canais da
membrana indiretamente via proteina G. A sua acao esta na abertura especifica de

canais de K’ para reducdo da voltagem neuronal e sdo encontrados também em
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terminais pré-sinapticos, onde devem modular a transmisséo sinaptica. (OLSEN e
BETZ, 2006). Receptores GABAc foram encontrados na medula espinhal dorsal
(JOHNSTON et al.,1975; DREW et al.,, 1984; NISTRI e SIVILOTTI, 1985, 1989;
DREW e JOHNSTON, 1992; STRATA e CHERUBINI, 1994), na retina de mamiferos
(POLENZANI et al., 1991, WOODWARD et al., 1992, 1993; ENZ, 2001) e no
complexo amigdaldide (ANDREW et al.; 2001). Do mesmo modo que os receptores
GABA,, os receptores GABA¢ s&o ionotropicos e promovem a condutancia dos ions

CI" (ENZ, 2001)

O papel dos tipos de receptores do GABA no controle do comportamento
sexual foram analisados em estudos farmacoldgicos prévios. Por exemplo, a
administragao intraperitoneal de 6,7-tetrahidroisonazolo [5,4c]-piridin-3-ol (THIP), um
agonista dos receptores GABA,, inibe o comportamento sexual de ratos, embora,
este efeito inibitério ndo foi bloqueado pela administracdo simultanea de bicuculina,
antagonista dos mesmos tipos de receptores (AGMO e PAREDES, 1985). Além
disso, a estimulacao especifica de receptores GABA, inibiu 0 comportamento sexual
somente com doses que também reduziram muito o comportamento exploratorio
(PAREDES et al, 1998). Estes dados sugerem a hipdtese que o receptor GABAA
poderia n&do estar envolvido diretamente no comportamento sexual masculino
(AGMO e PAREDES, 1985; PAREDES et al, 1998). Por outro lado, a estimulagao de
receptores GABAg por baclofen, agonista dos receptores GABAg, em altas doses
reduz a ocorréncia do comportamento sexual masculino (AGMO e PAREDES, 1985).
Tais dados indicam que receptores GABAg poderiam ser os principais responsaveis

por acdes inibitorias nesse comportamento (AGMO e GIORDINO, 1985). Paredes e
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Agmo (1989) demonstraram que a administragdo de baclofen inibiu o
comportamento sexual sem modificar interagbes sociais ou comportamento
exploratorio. Baclofen também foi capaz de inibir o reflexo peniano durante a copula
(LEIPHEIMER E SACHS, 1988; BITRAN et al, 1989). Mas, o uso de CGP35348, um
antagonista dos receptores GABAg, bloqueou os efeitos do baclofen sobre o
comportamento sexual e se mostrou sem efeito sobre o0 mesmo comportamento
quando administrado sozinho (PAREDES e AGMO e, 1995). Estes resultados
tornam incerto o controle fisiolégico do receptor GABAg sobre o comportamento
sexual, parecendo que a acgao inibitéria de baclofen sobre este comportamento em
ratos machos se da quando em nivel farmacolégico, mas néo fisioldgico, pois do
contrario, a desativagdo dos receptores GABAg pelo seu antagonista poderia

estimular o comportamento sexual, 0 que n&o ocorreu.

Alternativamente, a observacao de que concentragdes de GABA no liquido
céfalorraquidiano de ratos aumentou apds ejaculagdo sugere que o GABA esta
relacionado a inibicdo do comportamento pods-ejaculatéorio (QURESHI e
SODERSTEN, 1986). Antagonistas dos receptores do GABA, quando injetadas na
MPOA, estimularam a atividade sexual masculina em ratos, reforgcando a idéia que o
sistema gabaérgico pode exercer uma funcgéo inibitéria sobre tal comportamento
(FERNADEZ-GUASTI et al, 1985). Microinjegdes de muscimol, agonista total dos
receptores GABAA, na MPOA gerou uma forte inibicgdo dos comportamentos de
monta e intromissdo e na laténcia para a ejaculagdo quando comparado com ratos

injetados com solugao fisiolégica (FERNANDEZ-GUASTI, et al., 1986; SIMMONS e
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YAHR, 2003). Injec¢des de bicuculina na MPOA foram capazes de diminuir a laténcia

para a ejaculacao e a frequéncia de intromissdes (FERNADEZ-GUASTI et al, 1985).

Nitecka (1987) demonstrou que células e fibras nervosas localizadas em
todos nucleos amigdaldides apresentam imunoreatividade a GAD. O complexo
amigdaloide é rico em neurdnios imunorreativos ao GABA e de seus receptores
(OTTERSEN et al., 1986; NITECKA e BEM-ARI, 1987; McDONALD e PEARSON,
1989; PARE e SMITH, 1993). Estudos revelaram a existéncia de dimorfismo sexual
no numero desses neurdnios, fémeas possuindo maior numero de células
imunoreativas ao GABA nos nucleos medial, cortical, central e basolateral do que
machos (STEFANOVA, 1998). Evidéncias anatdbmicas em conjunto com dados
eletrofisiolégicos sugerem que projegdes extrinsecas de nucleos central e medial
sao predominantemente gabaérgicos (SWANSON e PETROVICH, 1998; POLSTON
et al.,, 2004). Ja esta relatado na literatura que a microinjecdo de 8-OH-DPAT,
agonista dos receptores 5-HTa da serotonina diretamente na AMePD direita é capaz
de modificar a atividade copulatéria de ratos (de CASTILHOS, et al, 2006), mas néo
ha nenhum dado na literatura do efeito da microinjecdo de GABA na AMePD e sua
repercussao na atividade copulatéria de machos, sendo esse portanto, um dos

objetivos desta dissertacéo.
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A SOMATOSTATINA

Somatostatina (Figura 7) € um polipeptideo ciclico proveniente como um pré-
propeptideo do qual derivam duas isoformas biologicamente ativas, um
tetradecapeptideo (SOM-14) e sua forma N-terminal extendida (SOM-28) tendo suas
acdes mediadas por receptores com alta afinidade acoplados a proteina G
(SRIKANT & PATEL, 1981; SELMER et al, 2000; OLIAS et al, 2004; MEIS et al,

2005). Em mamiferos, seis distintos subtipos de receptores para somatostatina,
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Figura 7: Estrutura molecular dos agonistas naturais de somatostatina SOM - 14 e
SOM-28. Figura modificada de WECKBECKER (2003).

denominados ssty, sstoa, sstog, ssts, ssts e ssts, tém sido identificados por tecnologias
de DNA recombinante (BRUNO et al, 1992; MEYERHOF et al, 1992; O’'CARROL et
al, 1992; YAMADA et al, 1992). A sequéncia da sinalizagao intercelular via ativagao

da proteina G acoplada nos receptores da somatostatina €& complexa
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(WECKBECKER et al., 2003) e envolve basicamente trés enzimas chaves: adenil-
ciclase, fosfotirosine fosfatase (PTPase) e proteinoquinase ativada por mitégenos
(MAPK) (WECKBECKER et al., 2003). Essas enzimas sdo moduladas por mudangas
nos niveis intracelulares dos ions célcio e potassio (WECKBECKER et al., 2003).
Dentre eles, ssty, ssty, sst; e ssts sdo altamente expressos na amigdala de ratos
(KONG et al, 1994; BREDER et al, 1992; PEREZ et al, 1994; SENARIS et al, 1994;
RAULF et al, 1994; STROH et al, 1999). Mais precisamente, na AMe, encontram-se

moderados niveis de sstoa (DOURNAUD et al, 1998).

A Somatostatina €, particularmente, abundante na amigdala, habénula, septo,
tubérculo olfatério e no hipocampo; com niveis intermediarios no cortex cerebral,
estriado e substancia nigra (SCHINDLER et al,1996); e baixos, no cerebelo e no
bulbo olfatério (EPELBAUM, 1986). Na amigdala de ratos, altos niveis de
somatostatina foram detectados por estudos radioimunolégicos (BENOIT et al,
1982). Em ratos, muitos neurdnios nao-piramidais da amigdala apresentam
imunorreatividade para somatostatina (McDONALD & PEARSON, 1989), assim
como, varios interneurdnios locais (ROBERTS et al, 1982). De fato, somatostatina
esta distribuida por todo o complexo amigdaliano com alguns nucleos apresentando
altas concentragbes de somatostatina (LEROUX et al, 1993). Além disso, a
amigdala é ricamente inervada por numerosos terminais nervosos aferentes
imunorreativos a somatostatina (ROBERTS et al, 1982) tendo um efeito inibitorio
sobre a secrecdo do hormébnio do crescimento a partir da hipdfise anterior
(BRAZEAU et al, 1973; BERTHERAT et al, 1995). A partir de diversos estudos

histoquimicos demonstram-se a presenga de somatostatina em diversos neurbnios
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do SNC, sugerindo uma fungdo neurotransmissora e/ou neuromodulatéria desse
peptideo (SCHINDLER et al, 1996; MARCOS et al, 1998) com funcgdes
neuroendoécrinas e comportamentais (TANNENBAUM, 1985; EPELBAUM et al,
1994). Entre suas ag¢des neurofisioldgicas estao incluidas a modulagéo de canais de
K" (SCHARFMAN & SCHWARTZKROIN, 1988; SCHWEITZER et al, 1993) e de
Ca"™ em neurdnios do SNC (SAH, 1990; WANG et al, 1990; ISHIBASHI & AKAIKE,
1995) e do periférico (IKEDA & SCHOFIEL, 1989; BEECH et al, 1992; GOLARD &
SIEGELBAUM, 1993; SHAPIRO & HILLE, 1993, MERINEY et al, 1994). A liberacédo
de somatostatina de neurdnios e células secretoras depende usualmente de
despolarizagdo da membrana ou do aumento da concentracdo citosélica de Ca™”,
sendo desencadeada por diversos secretagogos, incluindo-se diversos ions,
hormdnios e fatores de crescimento e (PATEL, 1999). A liberacdo de somatostatina
€ afetada por uma variedade de transmissores quimicos incluindo dopamina,
acetilcolina, GABA (CHIHARA et al, 1979), serotonina ou também do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) (KAKIGI & MAEDA, 1992) enquanto ela &
capaz de modificar a liberagao de diversos neurotransmissores em diferentes areas
do SNC (SCHINDLER, 1999), como por exemplo, inibindo a saida de noradrenalina
a fenda sinaptica em nucleos do hipotalamo de ratos (GOTHERT, 1980).A acédo da
somatostatina €, no entanto, complexa, pois ela também promove a liberagdo de
dopamina do estriado (CHESSELET & REISINE, 1983; HATHWAY et al, 1998),
noradrenalina no cértex cerebral e de serotonina em porgdes corticais cerebrais,
hipocampais e hipotalamicas de ratos (TANAKA & TSUJIMOTO, 1981). A
somatostatina nos diversos nucleos amigdaléides pode funcionar como um

neurotransmissor inibitério, j& que sua microinjegdo diretamente na amigdala
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preveniu a propagacgao de convulsdes temporais (HIGUCHI et al, 1986). Foi também
demonstrado que a somatostatina &, frequentemente, co-liberada juntamente com o
GABA em neurdnios hipocampais ou terminais axonais da amigdala basolateral ou
central de ratos (VEZZANI & HOYER, 1999; McDONALD & MASCAGNI, 2002;
SAHA et al, 2002). Estudos mostram que a grande maioria dos neurdnios
somatostatinégicos na BLA exibe imurreatividade ao GABA (66-82% dependendo do
subnucleo; MCDONALD e MASCAGNI, 2002) Nos neurbnios da AMe a
somatostatina exerce acéao inibitéria, atuando diretamente sobre seus receptores ou
indiretamente envolvendo sinapses gabaérgicas via receptores GABAa (LU et al,
1995). A relacado da somatostatina na modulagdo do comportamento sexual de ratos
€ desconhecida até o presente momento, sendo esse € o0 segundo objetivo

especifico desta dissertacéo.

A HISTAMINA

A histamina é liberada de neurénios localizados exclusivamente no nucleo
tuberomamilar do hipotalamo e emitem proje¢cdes para praticamente todas as
regidoes do encéfalo e parte da medula espinhal (PANULA et al., 1984; WATANABE
et al.,, 1984; BROWN et al., 2000). Duas vias ascendentes e uma via descendente
foram identificadas a partir deste nucleo hipotalamico (PANULA et al., 1989). as vias

ascendentes ventrais permanecem sobre a superficie do cérebro, fornecendo
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inervacao para hipotalamo, banda diagonal de broca, area septal e bulbo olfatorio,
enquanto a via dorsal deixa, segue o lado lateral do terceiro ventriculo para inervar o
talamo, o hipocampo, a amigdala e estruturas rostrais do cérebro (BROWN etal.,

2000; HOUGH e LEURS, 2006)

Como revisado por Hough e Leurs (2006) a histamina é sintetizada a partir da
descarboxilagdo do aminoacido L-histidina pela enzima histidina descarboxilase.
Isoladamente n&o existe nenhum mecanismo de captagdo para a histamina, sendo
sua acao interrompida por metilagdo enzimatica. Quando o sistema de recapatagao
para a histamina encontra-se na menor agdo, €& necessaria a atividade
complementar da enzima histamina N-metiltransferase para catabolizagdo em em
telemetil-histamina. A telemetil-histamina €& degradada pelo acido telemetil-
limidazoleacético pela acdo da combinagcdo da monoamina-oxidase e do aldeido

desidrogenase.
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Figura 8: Representagdo esquematica da sintese da histamina (lado esquerdo da
figura) e de sua degradacdo (lado direito da figura) no sistema nervoso de
mamiferos. As substancias precursora e final estdo no topo da figura e as enzimas
necessarias para as etapas bioquimicas na sua parte inferior. Adaptada de BROWN
et al. (2000).

A histamina possui 4 tipos de receptores, nomeados de H-Hs (ALVAREZ e
RUARTE, 2002; BACCIOTTINI et al., 2002; CANGIOLI et al., 2002). a sintese e a
liberagcdo da histamina estdo sob do controle da atividade do neurénio pré-sinaptico,
quer seja pela frequéncia de potenciais de agdo, quer seja pela atividade do
autoreceptor inibitério Hs, localizados no soma e terminais dos axénios de neurbnios
histaminérgicos (ARRANG et al., 1983; ITOH et al., 1991; PRAST et al., 1994b).
Outros mecanismos estao igualmente descritos, como é o caso da liberagdo da HA
em regides alvo ser afetada pela acao inibitéria muscarinica M{ (GULAT MARNAY et
al., 1989b; ARRANG et al., 1991; PRAST et al., 1994b), por aj-adrenoreceptores
(GULAT MARNAY et al., 1989a; ARRANG et al., 1991; PRAST et al., 1991), pelos
receptores 5HT1a (OISHI et al., 1992), pelos receptores opidides K € u ou pelos
receptores para galanina (ARRANG et al., 1991), assim como pelo controle
excitatorio executado pelos receptores y-opioides (ITOH et al., 1988a). Ativado por
si mesma, a histamina parece atuar inibindo correntes de influxo de Ca*" e reduzindo
a frequéncia e a amplitude de potenciais de agcdo em suas células/territérios alvos
(TAKESHITA et al., 1998) Esta, no entanto, esta agdo na depedéncia do tipo de
receptor, densidade e afinidade em cada regido a ser inervada pelos terminais

histaminérgicos (HOUGH e LEURS, 2006). A alta densidade de receptores H; esta
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presente em nucleos do hipotalamo, AMe e areas do hipocampo, nucleo
accumbens, camada molecular do cortex cerebelar, area prostrema e nucleo do trato
solitario no bulbo (BROWN et al., 2000; TAKESHITA; SAKATA; MUNAKATA;
TISHIBASHI; AKAIKE et al., 1988; SCHWARTZ; et al, 1991; FOLKOW, B
HALLBACK-NORDLANDER, M.; MARTNER, J.; NORDBORG, C., 1982). Ativagdo
dos receptores Hi promove despolarizagdo e aumento da frequéncia de potenciais
de acdo em neurdnios-alvo no talamo ou no cortex cerebral (HASS, 1992; BROWN,
et al., 2000). Hiperpolarizagédo ou depressao na frequéncia de potenciais de agao
mediados por receptores Hi no hipocampo ja foram descritos (HAAS, 1981; HAAS et
al., 1991), no entanto, possivelmente por um mecanismo de agédo envolvendo a
ativagdo de condutancia do K* (WEIGER et al., 1997). Altas densidades do receptor
de tipo H; sdo encontradas nos nucleos da base, no hipocampo e na formagao
parahipocampal e na amigdala (TRAIFFORT et al., 1992; VIZUETE et al., 1997;
BROWN et al., 2000). Uma hipotética acdo desses receptores na amigdala seria a
de aumentar a liberagéo local de glutamato (HUANE et al., 1996). Os receptores Hj
sdo autoreceptores inibitorios sobre o neurénio pré-sinaptico e regula a liberagao da
histamina, uma acéo possivelmente mediada por uma reducgao do influxo de calcio
através dos canais de calcio tipo N, nas terminagdées nervosas (BROWN et al.,
2000). Altas densidades de receptores Hiz sdo encontradas no nucleo accumbens,
estriado, tubérculo olfatério, substancia nigra, ACe. ABL e AL e moderadamente na
AMe (RYU et al., 1995; HONRUBIA et al., 2000; KARISTEDT et al., 2001; BROWN
et al., 2000). O perfil farmacolégico do receptor Hs € muito similar com o receptor Hs
(ODA et al., 2000; LIU et al., 2001), embora ndo tenha sido encontrado na amigdala

(HOUGH e LEURS, 2006).

52



Dentre outras acdes, a histamina esta envolvida no comportamento
alimentar, na termorregulagéo, na atividade locomotora e no mecanismo de sono e
vigilia (BROWN, 2000; HOUGH e LEURS, 2006), ou estimula a liberagao de pré-
opiomelanocortina (POMC), peptideo precursor dos horménios adrenocorticotréfico
(ACTH), B-endorfina, B-lipotropina e a-melanocortina (a-MSH), assim como na
liberagdo de vasopressina, ocitocina e prolactina (BUGAJSKI and GADEK, 1983;
BUGAJSKI and JANUSZ, 1983; KNIGGE et al.,1986, 1987, 1988c; KJAER et al.,
1992a; KAMEI et al.,1993b; TSUJIMOTO et al., 1993a,b; KJAER et al., 1994b,c;
KNIGGE et al., 1995). Ao contrario, a histamina possui uma agao inibitéria sobre a
liberagdo de tireotrofina e do hormdnio do crescimento (NETTI et al., 1982,
TUOMINEN et al., 1983, 1985; NETTI et al., 1993; GRILLI et al,1996). Assim, a
histamina, dependendo da concentragcao no sitio pds-sinaptico e no tipo de receptor
que ira atuar, tanto pode aumentar como diminuir a transmissao sinaptica excitatéria

sobre a amigdala via receptores Hj pré-sinapticos (JIANG et al., 2005).

Infelizmente, a relacdo da histamina com o comportamento sexual de ratos
ainda € pouco conhecida. Par et al (2003) demonstrou que o acasalamento entre
camundongos nocaute para L- histidine decarboxilase ndo gerou gestacdo das
fémeas em trinta dias, mas quando os machos nocaute eram substituidos por
camundongos normais, a gestacao ocorria normalmente. Este dado demonstra que
a histamina é essencial para a reprodugdo, possuindo um papel importante no
comportamento sexual de machos ou na sua fertilidade (PAR et al, 2003). Além

disso, a administragcao intracerebroventricular de um inibidor da sintese de histamina
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e de farmacos anti-histaminicos, antagonistas dos receptores H;, reduziram a
receptividade sexual em ratas (DONOSO e BROITMAN, 1979). Ratos expostos a
difenidramina, farmaco anti-histaminico capaz de bloquear receptores do tipo Hj,
durante o periodo pré-natal, apresentaram alteracées no comportamento sexual de
fémeas e machos na fase adulta. Ou seja, as fémeas apresentaram um aumento no
quociente de lordose, enquanto os machos diminuiram o numero de ejaculagdes até
30 minutos apds a primeira intromissao, aumentando a laténcia para a ejaculagao e
0 numero de montas feitas pelo macho na fémea (CHIAVEGATTO et al., 1989). Néao
esta descrito o que ocorre quando a histamina é microinjetada na AmePD sobre o
comportamento sexual de ratos machos. Como o GABA, a somatostatina e a
histamina podem exercer ag¢des inibitorias, as primeiras hipéteses de trabalho desta
dissertacdo foram neste sentido. Como sera descrito nos resultados e na discussao.
Esforcos adicionais foram necessarios para conciliar os dados obtidos com tais

hipoteses.

OBJETIVOS

Geral: Busca-se avancar nos conhecimentos a respeito da participacdo de uma area
especifica do SNC, a AMePD, de ratos machos e a contribuicdo de diferentes

transmissores quimicos na modulagdo do comportamento sexual.
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Especifico: Verificar o efeito das microinje¢cdes de GABA, somatostatina e histamina
na AmePD para avaliar os diferentes parametros do comportamento sexual de ratos

machos adultos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 25 ratos Wistar machos com cerca de 3 meses de idade,
pesando entre 290 g e 350 g , provenientes do biotério da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). Os animais foram mantidos em
grupos, com 3-4 ratos por caixa, em ambiente com temperatura de cerca de 22° C e
ciclo claro/escuro de 12 horas cada (as luzes permaneciam acesas das 5 h as 17 h).
Agua e comida foram oferecidas & vontade. Antes de iniciar os experimentos,
permitia-se o acasalamento dos machos com fémeas adultas durante trés semanas
para aquisicao de experiéncia sexual. Fora deste periodo, os machos permaneciam

sem a presenca de fémeas em suas respectivas caixas de criagao.

Foram utilizados 15 ratas Wistar fémeas, pesando entre 250 g e 300 g. As

fémeas Wistar utilizadas para o registro do comportamento sexual tinham cerca de 3
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meses de idade no inicio do experimento e eram mantidas sob as mesmas
condicdes de criagdo que os machos. As ratas eram inicialmente ovariectomizadas
e, eram induzidas a receptividade sexual por injecdo subcutanea sequencial de
cipionato de estradiol (Ginestrol, Koning), na dose de 10 pg, e de acetato de
midroxiprogesterona/ciopnato de estradiol (Cyclofemina, Millet Roux), na dose de
500 ng (48h e 6h antes do teste com os machos, respectivamente). Previamente a
observacgao e registro comportamental, as fémeas eram testadas com machos com
alta atividade sexual, utilizando-se no experimento somente aquelas em que o

comportamento de “lordose” era bastante nitido e frequente.

Ambiente Experimental

Somente para o registro do comportamento sexual, os ratos foram colocados
em caixas de observagao com 50 x 50 x 35 cm de tamanho. Tais caixas tinham suas
paredes transparentes de modo a permitir a total visualizagcdo dos animais. Os
registros da atividade sexual eram realizados nas caixas de observagao durante as
primeiras horas do periodo escuro, de acordo com Rasia-Filho (1994). Ou seja, os
ratos eram trazidos do biotério e permaneciam durante uma hora no local de
experimentagao onde seriam realizados os registros para sua adaptagéo. Apods este
periodo, eram iniciados os registros do comportamento sexual, o que ocorria a partir
das 18 h e 30 min. Todos os experimentos eram filmados para posterior verificagao

dos resultados. Durante toda duragao do experimento o ambiente era iluminado com
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luz vermelha e mantinha-se siléncio para evitar que fatores ambientais interferissem

nos resultados obtidos.

Registro Comportamental

Inicialmente, cada macho ficava sozinho na caixa de observagao por 10 min

como periodo de exploragdo e adaptagdo ao novo ambiente. A seguir, a fémea

receptiva era colocada na caixa e entdo iniciava-se o registro do comportamento

sexual.

Os parametros comportamentais masculinos estudados foram os seguintes:

a)

Laténcia e frequéncia de cheirar genital: o macho se aproximava e fazia

exploragao olfativa da regiao genital da fémea;

Laténcia e frequéncia de montas (com e sem movimentos pélvicos): o macho
colocava suas patas dianteiras no dorso da fémea e podia ou ndo realizar

movimentos pélvicos ritmados;

Laténcia e freqléncia de intromissdes: quando, além da monta, o macho
realizava movimentos pélvicos e introduzia o pénis na vagina da fémea,
encerrando esse comportamento com movimento vigoroso de “desmonta” da

fémea;
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d) Laténcia de ejaculagao: tempo decorrido desde a primeira intromissdo até a

ocorréncia da ejaculagao;

e) Duracdo do periodo refratario: quando os animais, apdés a ejaculagao,
permaneciam sexualmente inativos até que ocorresse uma nova monta com ou

sem movimentos pélvicos ou intromissao (RASIA-FILHO, 1994)

Desses parametros, obtiveram-se os seguintes indices: a) variagao percentual
(p6s — pré/pré x 100); b) indice “copulatério” (montas + intromissées/tempo de
duracéo do teste — periodo refratario); c) “eficiéncia copulatéria” (intromissées/tempo
de duragao do teste — periodo refratario); e d) intervalo interintromissées (laténcia
para ejaculagdo/ numero de intromissdes) (DE CASTILHOS et al., 2006; HEEB e

YAHR, 2000).

Baseado no fato citado anteriormente de que ratos ejaculam cerca de 10 a 20
minutos apos o contato inicial com a fémea e o periodo refratario € de no maximo 8
minutos, registros de 30 minutos sdo geralmente adequados (RASIA-FILHO, 1994;
RASIA-FILHO e LUCION, 1996). Desse modo, os critérios para o término da sessao
de registro, de acordo com Ahlenius e Larsson (1984) e Rasia-Filho e Lucion (1996)
foram: a) registros com 30 min de duragdo, apds a introdugéo da fémea, caso os
machos exibissem intromissdo, mas nao alcangassem a ejaculagao ou, b) quando

acabava o periodo refratario pos-ejaculagdo (com uma nova intromissao ou monta)
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se a ejaculacao tivesse ocorrido antes de 30 min de registro. Se ndo houvesse

nenhuma intromissdo em 15 minutos o teste também era encerrado.

Registros do comportamento sexual de cada rato foram feitos em periodo
controle antes de qualquer procedimento cirdrgico, valendo-se esses valores para
parte da analise estatistica dos efeitos das substancias microinjetadas na AMePD.
ApOs esses registros os animais ficavam em suas caixas de criagao pelo periodo de

1-2 dias até serem submetidos a cirurgia estereotaxica, como sera descrito a seguir.

Cirurgia Estereotaxica e Tratamento Farmacolégico

Para esta cirurgia, os animais foram anestesiados com xilazina (80 mg/kg) e
ketamina (10 mg/kg) ambos injetados por via intraperitoneal. Apds, os animais foram
colocados em aparelho estereotaxico (Kopf Instruments, EUA). As coordenadas para
colocagdo unilateral da canula-guia no lado direito do encéfalo do rato foram as
seguintes: 3,2 mm posterior do bregma; 3,6 mm lateral a sutura sagital; e 5,7 mm
abaixo da dura-mater. O lado direito foi escolhido baseado nos dados prévios de
estudos realizados em nosso laboratorio sobre o controle da pressédo arterial em
ratos (QUAGLIOTTO, 2006; NECKEL, 2007) e, mais especificamente para o
comportamento sexual, com base em De Castilhos et al. (2006) que demonstraram
que a AMePD direita € capaz de modular a ocorréncia do comportamento de
ejaculacdo pela agdo direta de agonista 8-OH-DPAT dos receptores 5-HT1a da

serotonina. Embora, Cooke (2003) tenha demonstrado que a AMePD possui
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lateralidade, ou seja, que ha diferengas em relagdo a volume e tamanho neuronal
entre os lado direito e esquerdo, nenhum estudo mostrou, até o momento, que ha
diferencas funcionais entre os dois lados. As canulas mediam 14 mm de
comprimento e 0,7 mm de espessura. A canula ficava localizada 2 milimetros acima
da AMePD para que nao ocorresse lesdo da mesma. Depois de 4-5 dias de
recuperagao poés-operatoria, os machos eram novamente testados com as fémeas
para estudo de seu comportamento sexual. Neste momento, os animais receberam
pela canula-guia microinje¢des de solugao fisiolégica (0,3 ul; n = 6), ou de GABA
(Sigma Chemicols Co. EUA), na dose de 100 ng (diluido em solugéo fisiolégica e em
mesmo volume de 0,3 ul; n = 7), ou de somatostatina (Sigma-Aldrich, EUA) na dose
de 1 uM (diluido em solugao fisiolégica e em mesmo volume de 0,3 ul; n = 4) ou de
histamina (Sigma Chemical Co. EUA) na dose de 100 nM (diluido em solugdo
fisiologica e em mesmo volume de 0,3 ul; n = 8). Tal doses utilizadas foram as
mesmas descritas como capazes de gerar resultados em estudos prévios e sao
valores proximos das doses fisiologicas encontradas em estudos com microdialise
em nucleos amigdaldides de ratos adultos ou em areas encefalicas proximas a eles
(ITOH et al., 1991; MAJCHRZAK et al.,1992; CHIKAI et al, 1993; LU et al, 1995;
MOCHIZUKI et al., 1990; MOMIYAMA e ZABORSZKY, 2005; JIANG et al., 2005). As
microinjecbes foram realizadas com uma agulha, conectada a uma seringa de
Hamilton de 5 ul, por um tubo fino de polipropileno. O deslocamento de uma
pequena bolha no interior do tubo serviu de indicativo da microinjecdo. Além disso,
era testada a passagem e saida de liquido pela microagulha antes e apdés o0 mesmo

procedimento no encéfalo do rato. Apds a injecéo, esperava-se 1 min com a agulha
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no local-alvo e somente entdo o animal era colocado dentro da caixa de observacéo.
Apos 9 minutos da microinjegao iniciava-se o registro do comportamento sexual em

periodo teste.

Analise Histolégica

Apos os experimentos, os ratos foram anestesiados com uma dose excessiva
de tiopental (50 mg/kg) sodico via intraperitonial. Os ratos foram perfundidos via
transcardiaca com solucéo fisioldgica a 0,9% e a seguir formol a 10% (300 ml ao
total). Os encéfalos foram entdo removidos e permaneceram em solu¢gédo com 10%
de formol para conservagédo até serem seccionados em vibratomo (Tpi Vibratome
1000, Dinamarca), em cortes coronais com 60 um de espessura, colocados em
laminas gelatinizadas e submetidas a técnica de coloragdo da hematoxilina-eosina.
Resumidamente, para tanto, os cortes foram colocados em agua destilada e, a
seguir, em hematoxilina de Mayer durante 8 min. Apds isso, lavavam-se os cortes
em agua corrente, deixando-os em agua destilada por 20 min e, entdo, os cortes
eram, um a um, mergulhados em eosina, alcool 96° GL e 100° GL, carboxilol e xilol.
A seguir, colocava-se balsamo do Canada (Soldam, Porto Alegre) sobre os cortes e
cobria-os com laminula. Os cortes eram deixados a temperatura ambiente para que
pudessem secar e serem posteriormente estudados a microscopia de luz para

localizagao do trajeto da canula e de microagulha de inje¢do no encéfalo do animal.

61



Os cortes foram analisados histologicamente e comparados com atlas do encéfalo
do rato (PAXINOS e WATSON, 1998). Somente os animais com as canulas
implantadas adequadamente de modo que a inje¢gdo de solugao fisioldégica ou de
alguma das substancias testadas (GABA, somatostatina ou histamina) atingiu a
AMePD foram considerados “no alvo”. Em torno de 40% dos ratos microinjetados
eram “ratos-alvos”. Microinjegdes que atingiram a vizinhanga da AMePD (incluindo a
zona de transicdo amigdalo-hipocampal, a amigdala basolateral, a regido
ventromedial estriatal ou a parte mais medial do trato 6ptico) compuseram grupo
heterogéneo para servir como controle “ndo-alvo” das microinjecdes. No presente
trabalho, as distancias de espalhamento por difusdo das substancias microinjetadas
nao foram diretamente avaliadas. Mas, além do grupo “nado-alvo”, estudo prévio
empregando a mesma metodologia ndo encontrou efeito sobre o comportamento

sexual em regides adjacentes a AMePD (de CASTILHOS, et al., 2006).
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Figura 9. Fotomicrografia de corte coronal da parte médio-ventral do encéfalo de
rato para identificacdo do trajeto da cénula implantada (*). Em pontilhado, o trajeto
provavel, muito mais discreto, da agulha de microinjecdo até a parte superior da
amigdala medial podstero-dorsal direita proximo ao trato optico (Opt). Técnica
histologica de hematoxilina-eosina. Reproduzida com a autorizagédo de
QUAGLIOTTO (2006).

Analise Estatistica

Os diferentes parametros do comportamento sexual de ratos machos
foram analisados pelo teste n&o-paramétrico de Wilcoxon, comparando-se o0s
valores obtidos em periodo pré-microinjegdo, como controle dentro de cada grupo
experimental, e pdés-microinje¢cdo na AMePD separadamente para cada um dos 4
grupos estudados (i.e, os quais receberam microinjecdo de salina, GABA,
somatostatina ou histamina nas doses descritas). As comparagdes entre 0os 4 grupos
experimentais em periodo pré-microinjecao e apos as microinjecdes foram feitas
pelo teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis. Os percentuais de modificacdo de
cada parametro comportamental estudado como resultado das microinje¢cdes na
MePD, calculados como a relagdo “valor obtido pds-microinjecao - valor obtido pré-
microinjec&o/valor obtido pré-microinjecéo x 100", foram transformados (como log10)
e comparados entre os 4 grupos experimentais pelo teste da analise da variancia
(ANOVA) de uma via complementado pelo teste de Dunnett (0 grupo que recebeu
salina serviu como controle para as comparagbes post hoc dos efeitos das

microinjecdes). Aqui, sera empregado o termo “variagdo percentual’” para esses
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dados de forma mais livre, apesar de representarem valores transformados. Por fim,
os valores calculados para “indice copulatério”, “eficiéncia copulatéria” e “intervalo
inter-intromissdes” para os dados obtidos pos-microinjegdes na AMePD nos 4
grupos experimentais foram submetidos ao teste da ANOVA de uma via e, se

necessario, pelo teste post hoc de Tukey. Em todos os casos, o nivel de significancia

estatistica estabelecido a priori foi de p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados cuja distribuicdo nao apresentaram uma normalidade nos
dados e que foram analisados por testes ndo paramétricos serdo apresentados
como mediana e intervalos interquartis. Os demais dados, como média + desvio
padrao. Os graficos correspondentes aos comportamentos descritos a seguir serao

apresentados apos este texto e nas Figuras 9 a 31.

Investigar genitais: quanto ao comportamento de investigar os genitais da
fémea, houve diferencga significativa na laténcia de sua ocorréncia no grupo que
recebeu GABA na AMePD (menor apdés a microinje¢do; p = 0,02) quando
comparados com os valores pré-microinjegdo em cada grupo respectivo (Figura 10).
Para o mesmo comportamento ndo houve diferenga significativa nos grupos
microinjetados com solugdo fisioldégica (p = 0,17), somatostatina (p = 0,28) ou

histamina (p = 0,46). As comparagdes entre 0s grupos experimentais nao
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apresentaram diferenca significativa nem no periodo pré-microinjecao (p = 0,14) nem
no periodo pos-microinjecdo (p = 0,56; Figura 10). Quanto a frequéncia do
comportamento de investigar os genitais da fémea, ocorreu uma tendéncia a
significancia no grupo que recebeu histamina (valores menores; p = 0,06) e um
menor numero de vezes de ocorréncia dessa atividade nos ratos que receberam
GABA na AMePD (p = 0,01) quando comparados com 0s valores pré-microinjegcao
em cada grupo respectivo (Figura 11). Nao houve diferenca significativa na sua
ocorréncia nos grupos microinjetados com solugédo fisiologica (p = 0,27) e
somatostatina (p = 0,28), As comparag¢des entre 0s grupos experimentais nao
evidenciaram diferencga significativa nem no periodo pré-microinjecéo (p = 0,26) nem
no periodo pos-microinjecao (p = 0,60; Figura 11). A variagéo percentual da laténcia
para investigar os genitais das fémeas mostrou uma diferenga significativa entre os
grupos estudados [F(3,24) = 3,65; p = 0,02] e o teste post hoc mostrou que os
resultados obtidos nos ratos microinjetados com GABA na AMePD apresentaram
menores valores do que o grupo microinjetado com salina na AMePD (p = 0,02),
enquanto os demais grupos nao foram diferentes do grupo controle (p > 0,4; Figura
12). Nao houve diferencga significativa quanto a variagao percentual na frequéncia de
ocorréncia do comportamento de investigagdo dos genitais da fémea entre os 4

grupos experimentais microinjetados na AMePD [F(3,24) = 1,77; p = 0,18; Figura 13].

Monta sem movimentos pélvicos: quanto ao comportamento de monta sem
movimentos pélvicos, ndo houve diferenga significativa na laténcia de sua ocorréncia
nos grupos microinjetados com solugéo fisioldgica (p = 0,67), GABA (p = 0,23),

somatostatina (p = 0,18) ou histamina (p = 0,22) quando comparados com os valores
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pré-microinjecdo em cada grupo, respectivamente (Figura 14). As comparagdes
entre os grupos experimentais apresentaram diferenga significativa no periodo pré-
microinjecdo (menor no grupo que compds subsequentemente o grupo microinjetado
com histamina na AMePD; p < 0,01), mas n&o no periodo pds-microinjecao (p =
0,10; Figura 14). Quanto a freqiéncia desse mesmo comportamento, ndo houve
diferenca significativa na sua ocorréncia nos grupos microinjetados com solugao
fisiolégica (p = 0,34), GABA (p = 0,68), somatostatina (p = 0,15) ou histamina (p =
0,10) quando comparados com os valores pré-microinjegdo em cada grupo
respectivo (Figura 15). As comparagbes entre o0s grupos experimentais
evidenciaram diferenca significativa no periodo pré-microinje¢édo (p < 0,01) e no
periodo pos-microinjecao (p = 0,05), com os valores nitidamente menores no grupo
que recebeu histamina (Figura 15). A variagcdo percentual da laténcia para
ocorréncia de monta sem movimentos pélvicos ndo apresentou diferenga
significativa entre os grupos estudados [F(3,24) = 2,20; p = 0,11; Figura 16].
Igualmente, ndo houve diferenga significativa quanto a variagdo percentual na
frequéncia de ocorréncia desse comportamento entre os 4 grupos experimentais

microinjetados na AMePD [F(3,24) = 0,93; p = 0,44; Figura 17].

Monta com movimentos pélvicos: quanto ao comportamento de monta com
movimentos pélvicos, houve diferenga significativa na laténcia de sua ocorréncia nos
grupos microinjetados com solugao fisioldgica (valores maiores apds microinjegao; p
= 0,02) e GABA (valores menores pos-microinjecao; p = 0,02), tendéncia a
significancia estatistica no grupo microinjetado com somatostatina (valores menores;

p = 0,06), mas ndo no que recebeu histamina na AMePD (p = 0,17) quando
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comparados com o0s valores pré-microinjecdo em cada grupo, respectivamente
(Figura 18). As comparagdes entre os grupos experimentais, no entanto, nao
apresentaram diferencga significativa nem no periodo pré-microinjegao (p = 0,21) nem
no periodo pds-microinjecédo (p = 0,30; Figura 18). Quanto a frequéncia desse
mesmo comportamento, ndo houve diferenga significativa na sua ocorréncia nos
grupos microinjetados com solugao fisiolégica (p = 0,33), GABA (p = 0,60),
somatostatina (p = 0,46) ou histamina (p = 0,75) quando comparados com os valores
pré-microinjegcdo em cada grupo respectivo (Figura 19). As comparagdes entre os
grupos experimentais nao evidenciaram diferenga significativa no periodo pré-
microinjecéo (p = 0,24) nem no periodo pdés-microinjecao (p = 0,62; Figura 19). A
variagao percentual da laténcia para ocorréncia de monta com movimentos pélvicos
apresentou diferenca significativa entre os grupos estudados [F(3,24) = 3,80; p =
0,02] e o teste post hoc mostrou que os resultados obtidos nos ratos microinjetados
com GABA (p = 0,01) ou somatostatina (p = 0,03) na AMePD apresentaram menores
valores do que o grupo microinjetado com solugéo fisiolégica na AMePD, enquanto o
grupo microinjetado com histamina nao foi diferente do grupo controle (p > 0,12;
Figura 20). Nao houve diferenca significativa quanto a variagdo percentual na
frequéncia de ocorréncia desse comportamento entre os 4 grupos experimentais

microinjetados na AMePD [F(3,24) = 1,35; p = 0,28; Figura 21].

Intromissao: quanto ao comportamento de intromissdo, houve uma
tendéncia a significancia estatistica na laténcia de sua ocorréncia no grupo
microinjetado com somatostatina (valores menores; p = 0,06) e valores diferentes

nos animais que receberam GABA (menores apos a microinjecao; p = 0,04) quando
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comparados com os valores pré-microinjecdo em cada grupo respectivo, mas nao
houve diferenga significativa para o mesmo comportamento nos grupos
microinjetados com solugao fisioldgica (p = 0,46) ou histamina (p = 0,86; Figura 22),
As comparagbes entre os grupos experimentais nao apresentou diferenga
significativa nem no periodo pré-microinjegdo (p = 0,36) nem no periodo poés-
microinjecdo (p = 0,61; Figura 22). Quanto a frequéncia desse mesmo
comportamento, houve e uma tendéncia a significAncia no grupo que recebeu
somatostatina (valores menores; p = 0,06), mas nao houve diferenga significativa
nos grupos microinjetados com solugao fisioldgica (p = 0,91), GABA (p = 0,45) ou
histamina (p = 0,20) quando comparados com os valores pré-microinjecao em cada
grupo respectivo (Figura 23). As comparagdes entre os grupos experimentais nao
evidenciaram diferenga significativa no periodo pré-microinjecéo (p = 0,19) ou no
periodo pos-microinjecao (p = 0,24; Figura 23). A variagdo percentual da laténcia
para ocorréncia de intromissao apresentou diferenga significativa entre os grupos
estudados [F(3,24) = 2,90; p = 0,05] e o teste post hoc mostrou que os resultados
obtidos nos ratos microinjetados com somatostatina na AMePD sao menores (p =
0,03) do que os do grupo microinjetado com solugao fisioldgica, enquanto o grupo
microinjetado com GABA apresentou uma tendéncia a significancia estatistica
(valores menores; p = 0,07; Figura 24). Nao houve diferenga significativa quanto a
variacdo percentual na frequéncia de ocorréncia desse comportamento entre os 4

grupos experimentais microinjetados na AMePD [F(3,24) = 1,78; p = 0,18; Figura 25].

Ejaculacdao: quanto a ejaculagdo, houve diferenga significativa para a

ocorréncia de sua laténcia no grupo que recebeu histamina na AMePD (menores
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valores pos-microinje¢cdo; p = 0,01) quando comparados com os valores pré-
microinjecdo em cada grupo respectivo (Figura 26), mas nao houve diferenga
significativa na sua ocorréncia nos grupos microinjetados com solugao fisiolégica (p
= 0,75), GABA (p = 0,23) ou somatostatina (p = 0,14). N&o obstante, as
comparagbes entre 0s grupos experimentais nao apresentaram diferencas
significativas nem no periodo pré-microinjecédo (p = 0,19) nem no periodo pos-
microinjecao (p = 0,24; Figura 26). A variagao percentual da laténcia para ocorréncia
de ejaculagdo nao apresentou diferenga significativa entre os grupos estudados

[F(3,24) = 0,81; p = 0,50; Figura 27).

Periodo refratario: quanto ao tempo de duracao do periodo refratario apos a
ejaculacdo, ndo houve diferenga significativa na laténcia de sua ocorréncia nos
grupos microinjetados com salina (p = 0,75), GABA (p = 0,17), somatostatina (p =
0,71) ou histamina (p = 0,72) quando comparados com os valores pré-microinjecao
em cada grupo respectivo (Figura 28). As comparagdes entre o0s grupos
experimentais igualmente ndo apresentaram diferengas significativas nem no
periodo pré-microinjecdo (p = 0,63) nem no periodo pds-microinje¢do (p = 0,44;
Figura 28). A variagcdo percentual desse comportamento ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos estudados [F(3,24) = 0,86; p = 0,47; Figura 29).

Por fim, ndo houve significancia estatistica nos resultados obtidos pos-

microinjecdo na AMePD de solugao fisiologica, GABA, somatostatina ou histamina

para o “indice copulatério” [F(3,24) = 1,03; p = 0,39], para a “eficiéncia copulatéria”
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[F(3,24) = 0,60; p = 0,61] ou para o “intervalo inter-intromissées” [F(3,24) = 1,19; p =

0,33; Figuras 30-32].

Além disso, ndao foram observadas mudancas comportamentais relevantes
naqueles animais que compuseram o grupo “n&o-alvo” e que foram microinjetados
com solucdo fisiologica, GABA, somatostatina ou histamina (dados né&o

apresentados).
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Figura 10: Laténcia do comportamento de investigar os genitais feito por
machos onde os dados estdo representados por mediana e intervalos
interquatil para o periodo pré- microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo
(POS) de solugcao fisiolégica (controle; 0,3 pl; n = 6), GABA (100 ug/0,3 pl; n =
7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 ul; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3
Mi; n = 8) na AMePD de ratos. * p < 0,05 quando comparado ao grupo pré-

microinjecdo dentro do mesmo grupo experimental.
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Freqliéncia de investigar os genitais
20+
T 1 CONTROLE
1 GABA
B SOM
I HIST

*

PRE POS

frequéncia
—
<

HH

Figura 11: Frequéncia do comportamento de investigar os genitais feito por machos
onde os dados estdo representados por mediana e intervalos interquatil para o
periodo pré- microinjecdo (PRE) e apos a microinjecdo (POS) de solucao fisioldgica
(controle; 0,3 pl; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3
MI; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. * p < 0,05

quando comparado ao grupo pré-microinje¢cao dentro do mesmo grupo experimental.
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Figura 12: Variacdo percentual da laténcia do comportamento de investigar os

genitais feito por machos onde os dados estdo representados por média + desvio

padrao (dados submetidos a transformacgéao logaritmica para valores positivos) para

o periodo pré- microinjegdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de solugédo
fisiologica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM;
1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8) na AMePD de ratos. * p

< 0,05 quando comparado com o grupo controle.
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Figura 13: Variagdo percentual da frequéncia do comportamento de investigar os

genitais feito por machos onde os dados estdo representados por média £ desvio

padrao (dados submetidos a transformacgéao logaritmica para valores positivos) para

o periodo pré- microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de solugéo
fisiologica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM;
1 yM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8) na AMePD de ratos.

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os dados dos grupos

experimentais.
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Figura 14: Laténcia do comportamento de montas sem movimento pélvicos feito por
machos onde os dados estdo representados por mediana e intervalos interquatil
para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de solugéo
fisiologica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM;
1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. * p

< 0,05 quando comparado entre os grupos experimentais.
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Figura 15: Freqiéncia do comportamento de montas sem movimentos pélvicos feito
por machos onde os dados estao representados por mediana e intervalos interquatil
para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de solugéo
fisiologica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM;
1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8) na AMePD de ratos. * p
< 0,05 quando comparado entre os grupos experimentais. # p < 0,01 quando

comparado entre os grupos experimentais
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Figura 16: Variagdo percentual da laténcia do comportamento de montas sem
movimentos pélvicos feito por machos onde os dados estdo representados por
média + desvio padrdo (dados submetidos a transformacao logaritmica para valores
positivos) para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de
solugéo fisiologica (controle; 0,3 pl; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7),
somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 ul; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8)
na AMePD de ratos. Nao houve diferengca estatisticamente significante entre os

dados dos grupos experimentais
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Figura 17: Variagdo percentual da frequéncia do comportamento de montas sem
movimentos pélvicos feito por machos onde os dados estdo representados por
média + desvio padrao (dados submetidos a transformacgao logaritmica para valores
positivos) para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de
solugéo fisioloégica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7),
somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8)
na AMePD de ratos. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os

dados dos grupos experimentais
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Figura 18: Laténcia do comportamento de montas com movimentos pélvicos feito
por machos onde os dados estao representados por mediana e intervalos interquatil
para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de solucdo
fisiolégica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM;
1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8) na AMePD de ratos. * p
< 0,05 quando comparado ao grupo pré-microinjecdo dentro do mesmo grupo

experimental.
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Figura 19: Frequéncia do comportamento de montas com movimentos pélvicos feito
por machos onde os dados estao representados por mediana e intervalos interquatil
para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de solugéo
fisiologica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM;
1 yM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8) na AMePD de ratos.
Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os dados dos grupos

experimentais
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Figura 20: Variagcdo percentual da laténcia do comportamento de montas com
movimentos pélvicos feito por machos onde os dados esta representados por média
t+ desvio padrdo (dados submetidos a transformacéo logaritmica para valores
positivos) para o periodo pré- microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de
solugao fisiologica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n = 7),
somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8)

na AMePD de ratos. * p < 0,05 quando comparado entre os grupos experimental.
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Figura 21: Variagdo percentual da frequéncia do comportamento de montas com

movimentos pélvicos feito por machos onde os dados estdo representados por

média + desvio padrdo (dados submetidos a transformacéao logaritmica para valores

positivos) para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecdo (POS) de

solugéo fisiologica (controle; 0,3 pl; n = 6), GABA (100 pg/0,3 pl; n

7),

somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8)

na AMePD de ratos. Nao houve diferengca estatisticamente significante entre os

dados dos grupos experimentais.
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Figura 22: Laténcia do comportamento de intromissdo feito por machos onde os
dados estdo representados por mediana e intervalos interquatil para o periodo pré-
microinjecdo (PRE) e apos a microinjecdo (POS) de solucao fisiolégica (controle; 0,3
pli; n = 6), GABA (100 ug/0,3 ul; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 ul; n = 4) ou
histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. * p < 0,05 quando

comparado ao grupo pré-microinjecao dentro do mesmo grupo experimental.
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Figura 23: Frequéncia do comportamento de intromissdes feito por machos onde os
dados estao representados por mediana e intervalos interquatil para o periodo pré-
microinjecdo (PRE) e apos a microinjecdo (POS) de solugao fisiolégica (controle; 0,3
pl; n = 6), GABA (100 ug/0,3 ul; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 ul; n = 4) ou
histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre os dados dos grupos experimentais.
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Figura 24: Variagdo percentual da laténcia do comportamento de intromissdes feito

por machos onde os dados estdo representados por média + desvio padrao (dados

submetidos a transformacgao logaritmica para valores positivos) para a variagao

percentual para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apés a microinjecdo (POS) de

solugdo fisiolégica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 ul; n

7),

somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8)

na AMePD de ratos. * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Figura 25. Variagdo percentual da frequéncia do comportamento de intromissées
feito por machos onde os dados estdo representados por média + desvio padréao
(dados submetidos a transformacao logaritmica para valores positivos) para o
periodo pré-microinjecdo (PRE) e apods a microinjegéo (POS) de solugo fisiolégica
(controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 ug/0,3 ul; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3
MI; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. N&o houve

diferencga estatisticamente significante entre os dados dos grupos experimentais.
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Figura 26. Laténcia do comportamento de ejaculagdo feito por machos onde os
dados estao representados por mediana e intervalos interquatil para o periodo pré-
microinjecdo (PRE) e apos a microinjecdo (POS) de solugéo fisiolégica (controle; 0,3
pli; n = 6), GABA (100 ug/0,3 ul; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 ul; n = 4) ou
histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. * p < 0,05 quando

comparado ao grupo pré-microinjecao dentro do mesmo grupo experimental.
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Figura 27: Variacdo percentual da laténcia do comportamento de ejaculacao feito
por machos onde os dados estdo representados por média + desvio padrao (dados
submetidos a transformacéao logaritmica para valores positivos) para o periodo pré-
microinjecdo (PRE) e ap6s a microinjecdo (POS) de solugéo fisioldgica (controle; 0,3
pl; n = 6), GABA (100 ug/0,3 ul; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou
histamina (HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre os dados dos grupos experimentais.
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Figura 28: Duragdo do periodo refratario de machos onde os dados estao
representados por mediana e intervalos interquatil para o periodo pré- microinjecao
(PRE) e ap6s a microinjecdo (POS) de solugéo fisiolégica (controle; 0,3 pl; n = 6),
GABA (100 ug/0,3 ul; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina
(HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre os dados dos grupos experimentais.
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Figura 29: Variagao percentual da duragéao do periodo refratario de machos onde os
dados estdo representados por média + desvio padrédo (dados submetidos a
transformacéao logaritmica para valores positivos) para o periodo pré- microinjecéo
(PRE) e ap6s a microinjecdo (POS) de solugéo fisiolégica (controle; 0,3 pl; n = 6),
GABA (100 pg/0,3 ul; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 ul; n = 4) ou histamina
(HIST; 100 nM/0,3 pl; n = 8) na AMePD de ratos. Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre os dados dos grupos experimentais.
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Figura 30: indices copulatérios de machos onde os dados estdo representados por
média + desvio padr&o para o periodo pré-microinje¢do (PRE) e apds a microinjecéo
(POS) de solucao fisioldgica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 ul; n = 7),
somatostatina (SOM; 1 yM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8)
na AMePD de ratos. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os

dados dos grupos experimentais.
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Figura 31: Eficiéncia copulatéria de machos onde os dados estao representados por
média + desvio padr&o para o periodo pré-microinjecdo (PRE) e apds a microinjecéo
(POS) de solucao fisioldgica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA (100 pg/0,3 ul; n = 7),
somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST; 100 nM/0,3 ul; n = 8)
na AMePD de ratos. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os

dados dos grupos experimentais.
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interintromissbes de machos onde os dados estdo

representados por média + desvio padrdo para o em periodo pré-microinjecdo (PRE)

e ap6s a microinjecdo (POS) de solugéo fisioldgica (controle; 0,3 ul; n = 6), GABA
(100 pg/0,3 pl; n = 7), somatostatina (SOM; 1 uM/0,3 pl; n = 4) ou histamina (HIST,;
100 nM/0,3 ul; n = 8) na AMePD de ratos. Nao houve diferenga estatisticamente

significante entre os dados dos grupos experimentais.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a microinjecdo de solugao
fisiologica ndo gerou efeitos estatisticamente significativos sobre os diferentes
parametros do comportamento sexual de ratos machos, servindo, com isso, como
controle para os efeitos dos transmissores quimicos estudados, tais como: GABA,
somatostatina e histamina. A Unica exce¢ao a esse comentario refere-se ao aumento
na laténcia do comportamento de monta com movimentos pélvicos onde valores
mais elevados foram obtidos apds a microinjecdo solugao fisiolégica na AMePD,
para o que nao ha uma explicagao inequivoca e parece ser um achado fortuito. Isso
parece ser realmente o caso, porque esses valores de aumento da laténcia nao
foram estatisticamente diferentes dos obtidos nos demais grupos experimentais pés-
microinjecdo, o que poderia ter ocorrido, ja que nos demais 3 grupos experimentais
os dados obtidos sdo menores que no grupo que recebeu solugdo fisioldgica.
Ademais, a frequéncia de montas com movimentos pélvicos e os indices
copulatérios estudados aqui tampouco evidenciaram diferengas entre os demais
grupos, onde esses dados de monta com movimentos pélvicos poderiam afetar as

comparacoes.

O grupo que recebeu microinjecdo de GABA, quando comparado com os

valores pré-microinjegcdo, como controle “interno” dos resultados para cada rato em
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cada grupo experimental, tal neurotransmissor foi capaz de diminuir a laténcia e a
frequéncia do comportamento de investigar os genitais da fémea além de ter gerado
uma reducgao nos valores percentuais calculados pela relagdo do desempenho preé-
microinjecdo versus poés-microinjecdo, bem como reduziu a laténcia para a

ocorréncia de montas com movimentos pélvicos e para a primeira intromissao.

Os primeiros dados relacionados com o comportamento de investigacdo dos
genitais da fémea podem indicar que o GABA foi capaz de reduzir a atividade pré-
copulatéria de machos quando atua na AMePD. Os dados de laténcia para a
primeira monta com movimento pélvico podem sinalizar uma facilitacdo do
comportamento copulatério, o que também pode estar relacionado com o fato do
rato dispender menos tempo com atividades pré-copulatérias e mais cedo iniciar a
relacdo sexual com a fémea. Porém, quando comparados os valores desses
parametros comportamentais sexuais entre os 4 grupos aqui estudados, quase
nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada. Somente os valores
percentuais de laténcia para o comportamento de monta com movimento pélvico
mostrou-se diferente do grupo controle no periodo teste pds-microinjecdo. Isso
sugere que, se fossem tomadas somente as comparagdes intra-grupo, e ao contrario
do que se havia postulado inicialmente, o GABA pode aumentar alguns parametros
do comportamento sexual masculino; todavia, como os valores nao apresentaram
valores estatisticamente diferentes entre os grupos experimentais e, onde se
encontra outro tipo de controle para esse experimento, esse efeito parece ser mais
restrito a modulacéo da laténcia para monta com movimento pélvico. Essa atividade

sexual de machos carece, entdo, de um melhor entendimento no contexto da
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atividade sexual do animal. Ela poderia ser entendida tanto como um aumento da
atividade copulatéria, quanto por uma inibicdo da capacidade do animal de
apresentar intromissbes e conseguir atingir a ejaculagdo. Como nao houve
diferengas entre os grupos experimentais na laténcia de ejaculagdo (embora
tendéncia a significancia tenha sido detectada para diminuir essa laténcia) ou na
duragao do periodo refratario, nem nos indices de desempenho copulatoério, parece
ser mais provavel que o GABA esteja promovendo uma pequena facilitagdo na
atividade sexual de ratos. Isto vem ao encontro dos resultados de reducdo da
laténcia para a primeira intromissdo quando comparados os valores pré-microinje¢cao
com os valores obtidos pds-microinjecao. Para elucidar se o mecanismo de agao do
GABA é direto ou indireto precisar-se-d0 de novos experimentos com metodologia
adicional para esclarecer esses resultados. Isso porque as agbdes poderiam ser
diretamente excitatérias do GABA sobre os neurénios do AMePD, o que € raro em
animais no periodo pos-natal imediato (CHERUBINI, 1991), ou pode muito bem
tratar-se de uma inibicdo de outra inibicdo local, resultando numa resposta
comportamental de desinibicao/excitagdo como a observada. Neurbénios gabaérgicos
estdo densamente representados na AMePD e sao ativados na atividade copulatoria
de ratos, principalmente na ejaculacdo (SIMMONS e YAHR, 2003). Além disso, vias
de eferéncias da AMePD para a MPOA, como as que envolvem o nucleo intersticial
da estria terminal postero-medial (BNSTpm), apresentam densa quantidade de fibras
gabaérgicas e também sdo ativados apos ejaculagcao (SIMMONS e YAHR, 2003).
Neste sentido, a microinjecdo na MPOA de muscimol, agonista dos receptores
GABA,, gerou inibicdo do comportamento sexual de ratos, enquanto microinje¢des

nessa mesma area de antagonistas da agao gabaérgicas, como a picrotoxina ou a
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bicuculina, promoveram estimulagdo da atividade copulatéria (FERNANDEZ-
GUASTI, et al., 1986; SIMMONS e YAHR, 2003). Assim, possivelmente, o GABA
pode estar atuando sobre interneurénios que compdem as projegdes entre a AMePD
e a MPOA. E, como esta descrito que GABA é somente efetivo dentro de poucos
minutos apds a sua administracdo dentro do encéfalo de ratos, devido a sua rapida
metabolizagéo e recaptagao (CURTIS e JOHNSTON, 1974; ENNA e MAGGI, 1979;
KOELLA, 1981), isto poderia explicar a acdo do GABA preferecialmente nos
processos iniciais do comportamento sexual de ratos, como descrito nesta

dissertacao.

No grupo que recebeu microinjecdo de somatostatina, quando comparados
com os valores pré-microinjecao, tal neuropeptideo promoveu uma tendéncia a
diminuir os valores de laténcia para monta com movimentos pélvicos, mas uma
redugao significativa na variagao percentual calculados pela relagédo do desempenho
pré-microinjecdo versus pos-microinjecao quando comparados aos dados obtidos
nos ratos que receberam microinje¢cdo de solugdo fisiolégica no AMePD. Esses
primeiros dados devem ser interpretados com cautela porque este € o mesmo
parametro comportamental onde a microinje¢cdo da solugdo fisioldgica gerou
aumento aparentemente ao acaso da laténcia para sua ocorréncia. Com isso, €
possivel que este resultado somente tenha se tornado estatisticamente diferente do
grupo controle porque este apresentou valores maiores do que o esperado no
periodo pds-microinjecdo. Sendo esta argumentagao correta e condizente com o
que realmente ocorreu apds microinjecdo de somatostatina no AMePD, poder-se-ia

argumentar de idéntica forma quanto aos achados observados no grupo que
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recebeu microinjecado de GABA. Neste momento, torna-se necessario aumentar o
numero de ratos estudados no grupo destinado a receber microinjegcdo de
somatostatina para que se avalie se a tendéncia estatistica de diminuicdo dos
valores representa um achado real de diferenga entre os valores pré-microinjecao e
apos esta. Esses dados futuros servirdo igualmente para embasar a discussao sobre

os resultados no grupo que recebeu GABA no AMePD.

Ainda neste grupo estudado, somatostatina induziu uma clara tendéncia a
reducdo da laténcia para a primeira intromissao, no seu valor percentual dados pela
relacao dos resultados pré-microinjecao versus pos-microinjegao, e na frequéncia de
ocorréncia deste mesmo comportamento até a ocorréncia de ejaculagdo. Nao foram
encontradas, todavia, diferencas estatisticamente significativos quando os valores
deste grupo foram comparados com os dos demais grupos experimentais, tanto em
perido pré-microinjecdo como apos a microinjecdo. Esses dados sugerem
igualmente a necessidade de se aumentar o “n” neste grupo experimental
especifico; mas, repetindo o que ja se havia observado no grupo anterior que
recebeu microinje¢cdo de GABA, os presentes resultados sao contrarios a hipotese
inicial de trabalho. Originalmente, supbés-se que a somatostatina deveria exercer
uma acado inibitéria sobre os neurbnios do AMePD, com base em dados
eletrofisioldgicos que demonstravam exatamente isso. Ou seja, por meio de registros
de atividade neuronal na AMe de ratos, cerca de 80% da atividade inibitéria exercida
localmente deveria ser de tipo somatostatinérgica (EPELBAUM et al., 1979).

Experimentos adicionais devem procurar elucidar se a somatostatina pode estar

inibindo neurbénios do AMePD que, por sua vez, sejam eferéncias inibitérias
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(SWANSON E PETROVICH, 1998; CHAI ET AL., 2005) e a resultante desta
atividade seja a desinibicdo de areas-alvo relacionadas com a ocorréncia da
atividade copulatéria masculina. Ou, se a microinjecdo de somatostatina diretamente
na AMePD, apesar de se ter utilizado uma concentragdo préximo da fisioldgica,
representa um evento improvavel de ocorrer isoladamente da liberagdo de outro(s)
neurotransmissor(es) locais e envolvidos com o processamento temporal das
informacgdes feromonais, hormonais e génito-sensoriais nos machos durante relagéo
social/reprodutiva com fémeas sexualmente receptivas. Os presentes resultados
compdem alguns dos poucos dados que existem na literatura e que podem ser
utilizados para se correlacionar com a agcdo da somatostatina no comportamento
sexual especificamente neste subnucleo da AMe. Espera-se que novos dados
sirvam para alicercar e desenvolver novas pesquisas neste assunto. Ainda mais
porque McDonald e Mascagni (2002) descreveram que cerca de 80% dos neurbnios
somatostinérgicos sao igualmente gabaérgicos na ABL de ratos. Se isso igualmente
ocorre na AMePD e se ambos transmissores quimicos promovem idénticos efeitos

sobre o comportamento sexual de machos ainda precisa ser descoberto.

O grupo que recebeu microinjecdo de histamina, quando comparado com os
valores pré-microinjecéo, tal neurotransmissor relacionou-se com uma tendéncia a
diminuicdo dos valores obtidos para frequéncia de ocorréncia do comportamento de
investigar os genitais das fémeas e clara redugdo na laténcia para ejaculagédo no
periodo pos-microinjegdo. Adicionalmente, a diferenca no periodo controle pré-
microinjecdo versus pés-microinjecdo mostrou que este grupo apresenta valores

menores inicialmente quanto a laténcia para monta sem movimentos pélvicos, o que
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parece nao apresentar significado biologico relevante. Ndo obstante, isso se
configura também em menores valores de frequéncia deste comportamento tanto no
periodo pré-microinjegdo quanto pos-microinjecdo quando comparado os 4 grupos
experimentais entre si. Esses dados sugerem que os ratos que aleatoriamente
compuseram o grupo microinjetado com histamina no AMePD ja apresentavam
menor laténcia para a primeira monta sem movimentos pélvicos do que os ratos dos
demais grupos, 0 que se manteve igualmente evidente no periodo poés-microinjecao.
Desses resultados obtidos, chama a atencéo a reducao no tempo para ocorréncia de
ejaculacdo quando os dados sdo comparados intra-grupo, mas nao quando 0s
valores foram comparados entre os grupos experimentais, incluindo-se aqui o
controle. Isso sugere que ou a histamina ndo esta gerando maiores efeitos sobre o
comportamento sexual quando microinjetada no AMePD, ou é preciso tomar em
consideracédo que as comparagdes dentro de cada grupo buscam controlar por
efeitos que podem ficar “diluidos” quando outros grupos sao estudados
conjuntamente e sem grandes diferengas entre si. Novamente, outros experimentos
sdo necessarios, como por exemplo, testar os efeitos diretos da microinjecéo de
agonistas e antagonistas de histamina sobre os seus receptores especificos na
funcionalidade de neurénios do AMePD. Isso foi feito indiretamente, quando da
microinjecado de histamina (na mesma dose que a utilizada na presente dissertagao)
ou de agonista dos receptores H3 no AMePD de ratos ndo sedados e que se
demonstrou uma acdo de aumento da amplitude da resposta pressérica reflexa
mediada pelos barorreceptores (QUAGLIOTTO, 2007). Esse ultimo resultado sugeri
que a histamina pode estar aumentanda e ha a possibilidade de uma resposta de

pressao arterial aumentada acompanhar a génese e a ocorréncia de algum
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comportamento que o AMePD estivesse diretamente relacionado (QUALIOTTO,
2006). Conjuntamente, poder-se-ia sugerir que maior atencédo seja dada ao achado
de que a histamina reduz a laténcia para ejaculacdo quando comparado aos valores
que os proprios ratos deste grupo apresentavam originalmente, no periodo controle
pré-microinjecdo. A hipétese inicial sobre a agao da histamina era de que ela deveria
ser inibitéria sobre o comportamento sexual de ratos quando microinjetada no
AMePD. Aqui pode-se pensar, que como um todo, ha uma inibicdo/desinibicdo da
atividade neuronal local no AMePD ou de seus axbnios de eferéncia para gerar
respostas de facilitacdo da atividade copulatéria de machos. Jiang (2005)
demonstrou que, em baixas concentragdes extracelulares, a histamina pode
estimular ou inibir da transmisséao sinaptica excitatoria na ABL via receptores de tipo
Hs;. Futuros experimentos descreverdo se a histamina esta atuando em diferentes
receptores na AMePD, se sua liberacéo local é dependente também de células da
glia ou de outras ndo-neuronais e, muito importante, se a histamina esta modulando
a co-liberagdo de outros neurotransmissores que poderiam igualmente afetar a
ocorréncia do comportamento sexual de ratos machos. Neste sentido, se ela
aumentasse a liberacdo de serotonina dos terminais axonais locais na AMePD
poderia ocorrer uma facilitagdo do comportamento de ejaculagdo, como descrito por
de Castilhos et al. (2006) que demonstraram a agcdo do agonista 8-OH-DPAT dos
receptores 5-HT4a promove tal efeito. Neste momento, os presentes resultados
sugerem que a histamina microinjetada na AMePD pode reduzir a laténcia para a

ejaculagcdo quando se comparam os dados intra-grupo experimental.
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Os resultados obtidos nesse trabalho apontam para um papel modulatério da
AMePD no comportamento sexual, mais do que uma agéo crucial para a atividade
copulatéria de machos. Experimentos futuros determinardo o quanto isso ocorre por
inibigdes locais ou por causa da hodologia que o AMePD apresenta e suas
influéncias em nucleos hipotaldamicos. Em conclusdo, microinjecbes de GABA,
somatostatina e histamina na AMePD geraram resultados mais envolvidos com
atividades pré-copulatorias e, em menor parte, na atividade copulatoria propriamente

dita em ratos.
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