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RESUMO

Este trabalho investiga o papel da angiotensina II (Ang II) sobre o
comportamento sexual de ratos machos quando microinjetada no niicleo medial da
amigdala (AMe), estrutura limbica implicada na modulagdo deste comportamento. A
Ang II € um hormonio peptideo que exerce multiplas a¢cdes centrais e periféricas no
organismo, entre as quais modula alguns tipos de comportamentos. Também possui
dois tipos de receptores conhecidos: AT, e AT,, ambos presentes na AMe. Os
competidores da Ang II, o antagonista ndo-peptidico Du Pont 753 (Losartan) e o
antagonista peptidico CGP 42112 possuem alta especificidade aos receptores AT; e
AT, de Ang II, respectivamente. A hipotese deste trabalho € que a Ang IT exerce um
papel na modulagdo do comportamento sexual por sua agdo direta no nicleo da
AMe, podendo esta agéo ser devido a interagdo do peptideo aos receptores AT, AT,
ou ambos. Para isto, foram utilizados 112 ratos machos Wistar (300-350g) com cerca
de trés meses de idade, selecionados conforme seu desempenho sexual, submetidos a
cirurgia estereotaxica para a canulagdo objetivando a AMe, e divididos em 3
experimentos: a) 5 grupos com diferentes doses de Ang II: 10pg (n=10), 25pg
(n=10), 50pg (n=15), 100pg (n=10), 150pg (n=12); b) 1 grupo com Losartan 10ng
(n=10) e 1 grupo com Ang II 50pg e Losartan 10ng (n=10); ¢) 1 grupo com CGP
42112 1ng (n=10) e 1 grupo com Ang II 50pg e CGP 42112 Ing (n=10). Os trés
experimentos sdo comparados a 1 grupo controle — injetados com salina (n=15). As
microinjecdes das substincias testadas (0,3 pl) eram realizadas 6 dias apos a
canulagdo da AMe e 15 minutos antes do registro do comportamento sexual. Os
pardmetros comportamentais estudados foram : locomogio, exploragdo dos genitais,
monta, intromissdo, ejaculagdo e intervalo pos-ejaculatorio. Os comportamentos
filmados foram transcritos para um programa de computador onde era medida a
laténcia, freqiiéncia ¢ duracdo de cada pardmetro. Os dados foram analisados pelo
teste da ANOVA de uma via, comparando-se as médias pelo teste de Newman-Keuls
para freqiiéncia e duragdo, e as medianas pelo teste de Kruskal-Wallis para a laténcia,
considerando-se p<0,05. Os resultados mostraram uma diminui¢do do
comportamento sexual na injecdo da Ang II, em diferentes doses, em todos os
pardmetros comportamentais estudados. Os competidores, Losartan ¢ CGP 42112,
reverteram o efeito inibitorio da Ang II. Os resultados deste trabalho comprovam a
hipdtese de que a Ang II exerce um papel na modulagéo do comportamento sexual de
ratos machos, provocando sua inibi¢io quando administrada na AMe, sendo este
efeito mediado pelos receptores AT, e AT,.



ABSTRACT

To test the hypothesis that brain angiotensin II is involved in the modulation
of sexual behavior, Ang IT was microinjected into the medial amygdaloid nucleus
(Mea) in male adult rats. Chronic guide cannulae were implanted into the Mea of
adult male Wistar adult rats (total n=112) and sexual behavior was observed under
different conditions after microinjections of 0,3 ul of : a) saline solution (n=15); b)
different doses of Ang II (10 pg (n=10); 25 pg (n=10); 50 pg (n=15); 100 pg (n=10);
150 pg (n=12)); ¢) Losartan 10 ng (n=10); d) CGP 1 ng (n=10); ) coinjection of Ang
II (50 pg) plus Losartan (10 ng) (n=10) or f) Ang II (50 pg) plus CGP (1 ng) (n=10).
Video recording was used to observe male sexual activities of the rats and the data
were translated to a computer software that measured the latency, frequency and
duration of different parameters of sexual behavior. Data (means = SEM for
frequency and duration, and median for latency) were analyzed using a one-way
ANOVA test. Pos hoc analyzes was performed using the Newman-Keuls test for
frequency and duration and Kruskal-Wallis test for latency. Statistic significance was
defined as p< 0.05. Ang II caused a dose-response inhibition of sexual behavior.
Both Losartan (10 ng) and CGP 42112 (1 ng) abolished Ang II (50 pg) induced
inhibition on sexual behavior. These results support the hypothesis that central Ang
IT inhibits the sexual behavior in the male rat and both types of Ang II receptors (AT,
and AT,) in Mea are functionally involved in these modulation.
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1. INTRODUCAO

A Angiotensina II (Ang II) exerce multiplas agdes no organismo que podem
ocorrer por um efeito periférico diretamente sobre um tecido-alvo ou serem mediadas
pelo sistema nervoso central (SNC) (Fitzsimons, 1980). Uma das ac¢des mais
estudadas da Ang Il € a se que refere ao controle da pressdo arterial e ao equilibrio
hidrico-eletrolitico (Howes & Christie, 1998).

A elevagdo da pressdo aﬁeﬁal sistémica representa um dos problemas de satide
mais comuns, sendo considerada o maior fator de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares nos estudos epidemioldgicos. Na maioria dos pacientes, a
hipertensdo representa uma sindrome heterogénea na qual multiplos fatores
contribuem para a elevago da pressdo arterial sistémica, com conseqiiente aumento
do risco de morbidade e mortalidade (Andreoli e cols.,, 1991). Além do
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, estudos sugerem uma associagio
entre a doenga hipertensiva e a patogénese da impoténcia sexual (Greenstein e cols.,
1997), como também, uma relacdo do tratamento anti-hipertensivo com a funcéo
sexual de ambos os sexos causando perda da libido, prejuizo da func@o erétil e
ejacula¢do em homens, e diminui¢do do orgasmo nas mulheres (Chan e cols., 1999),
0 que acarreta prejuizo ainda maior na qualidade de vida desses pacientes.

Um dos fatores relacionados a fisiopatologia da hipertensdo € o sistema renina-
angiotensina-aldosterona que descreve a classica rota do metabolismo das

angiotensinas (Andreoli € cols., 1991; Morgan ¢ cols., 1996).



1.1. Angiotensina II

1.1.1. Histérico e Estrutura Bioquimica:

Angiotensinas sdo peptideos derivados de uma proteina precursora
angiotensinogénica submetida a clivagem seqiiencial de enzimas proteoliticas, ou
peptidases, denominadas de angiotensinases (Fitzsimons, 1980). Dentre as
angiotensinas biologicamente ativas, a Ang II é a que exerce maior influéncia
homeostatica. Estudos prévios relacionam o grupo fenilalanina (Phe), que ocupa a
oitava posi¢@o na estrutura deste octapeptideo, como a parte ativa dos analogos da
Ang II, sendo que os receptores que mediam as respostas enddgenas requerem a
presenca de um aminoacido nesta posicdo (Ferrario e cols., 1988).

A sintese da Ang II ocorre pela presenca de uma enzima denominada renina
que age sobre uma proteina circulante, o angiotensinogénio, clivando a ligagdo entre
os residuos no terminal amina desta proteina gerando a Ang I. Esta sera convertida
em Ang II através da agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) que retira
os aminoacidos histidina e leucina no C-terminal da Ang I (Fitzsimons, 1980;
Wright & Harding, 1992; Morgan e cols., 1996). A quantidade de renina € o
principal determinante da taxa de producido de Ang II, porém esta inibe a secre¢do de
renina, sendo este mecanismo de “feed-back™ negativo necessario para o controle da
sintese da Ang II (Bottari e cols., 1993). A transformacdo metabdlica da Ang II €
encontrada em muitos tecidos como na glandula supra-renal, coragdo, pulméo, rins,

hipdfise, cérebro e nos vasos sangiiineos (Fitzsimons, 1980; Zhuo ¢ cols., 1998). A



meia-vida desse peptideo € curta, sendo menor que um ciclo circulatério em animais
intactos (Fitzsimons, 1980).

Bickerton & Buckley (1961) descobriram uma resposta tensora neurogénica
originada pela Ang II relacionando a estimulacdo do SNC pelo peptideo, porém
pesquisas objetivando o estudo do comportamento de ingestdo hidrica levaram a
suposicdo da existéncia de um sistema renina-angiotensina (SRA) central
independente do SRA periférico. A agdo da Ang II sobre o SNC ocorre através da
passagem do peptideo periférico pelos orgdos circunventriculares (OCVs) e do
peptideo sintetizado centralmente (Bottari e cols., 1993; Lenkei € cols., 1997). O
SNC contém o material genético para a transcricio molecular de todos os
componentes de um SRA local: RNAm para angiotensinogénio (Milsted e cols.,
1996; Jo e cqls., 1996; Laflamme e cols., 1998; Morgan e cols., 1996), para renina
(Shimoike € cols., 1997; Jo € cols., 1996), para ECA (Laflamme e cols., 1998) e para
os sitios de ligagdo da Ang II (Jo e cols., 1996; Sanvitto e cols., 1997), além da

presenga do angiotensinogénio e da Ang II imunorreativos (MacGregor € cols., 1995,

Paul e cols., 1993). A existéncia de RNAm para os componentes do SRA central,
demonstrada através de técnicas de hibridizacgdo in situ, autoradiografia in vitro,
imunohistoquimica e por reagdo da cadeia de transcri¢do da polimerase reversa (RT-
PCR) (Jo e cols., 1996; Shimoike € cols., 1997; Morgan e cols., 1996; Zhuo ¢ cols.,
1998) sugere a producdo endogena da Ang II, associada aos corpos neuronais
(Wright & Harding, 1992; Lenkei e cols., 1997), no sistema limbico, hipotalamo,
cerebelo, medula oblonga e espinhal € em muitas outras regides do SNC (Benarroch
& Schmeichel, 1998; Mungall ¢ cols., 1995; Aldred ¢ cols., 1993; Lenkei € cols.,

1997; Jo e cols., 1996; Zhuo ¢ cols., 1998).



1.1.2. Receptores de Membrana:

O mecanismo de agdo da Ang II ocorre em receptores de membrana
(Goodfriend e cols., 1996). Bennet & Snyder (1976) ¢ Sirret e colaboradores (1977)
encontraram sitios ligantes de Ang II com uma distribuicdo heterogénea no cérebro
de ratos, bezerros e em humanos. Pesquisas relacionadas a localizagdo dos receptores
nos tecidos periféricos demonstraram a existéncia de diferentes tipos de receptores de
Ang II (Peach e cols., 1990), os quais foram subdivididos em dois subgrupos,
baseados na multiplicidade das ag¢des fisiologicas € nos sinais dos mecanismos de
transdugdo, assim como nos diferentes mecanismos reguladores da expressdo do
receptor € no seu potencial agonista / antagonista. Provas conclusivas da existéncia
de diferentes tipos de receptores de Ang II somente foram obtidas apds o
desenvolvimento de ligandos seletivos para estes receptores (Timmermans e cols.,
1995). Os ligandos utilizados foram habeis em demonstrar a ligagdo do peptideo
com populagdes de receptores seletivos em um numero de orgéos-alvos periféricos
para Ang II (Timmermans e cols., 1995).

Os receptores de Ang II tém caracteristicas comuns a outros receptores
hormonais de superficie celular: sua especiﬁcidade estrutural ¢ alta, possuem
limitada capacidade de ligacdo (saturabilidade), tém alta afinidade a ligagdo com a
Ang II, convertendo esta ligacdo em respostas celulares (sinal de transdugdo), € sdo
regulados por suas taxas de biossintese e reciclagem (wp-regulation e down-
regulation). Estas trés caracteristicas - especificidade, saturabilidade e alta afinidade
- sdo a base para a caracterizagdo dos receptores de angiotensina € ajudam a
identificar componentes antagonistas para o desenvolvimento de drogas (Goodfriend

e cols., 1996). Métodos quantitativos autoradiograficos sdo os de escolha no estudo



de caracterizagdo, localizagdo e regulacdo dos receptores cerebrais de Ang II

(Saavedra e cols., 1993).

1.1.3. Tipos de Receptores :

Os dois tipos de receptores de Ang II conhecidos, denominados de AT, e
AT,, sdo polipeptideos contendo aproximadamente 360 aminoacidos que atravessam
a membrana celular sete vezes (Goodfriend e cols.,1996). A especificidade e a alta
afinidade da ligacdo da Ang II aos receptores sdo determinadas por aminoacidos
localizados na superficie extracelular da membrana ou perto desta, bem como pelas
seqiiéncias em dominios transmembranicos. Apesar da similar afinidade para Ang
II, os receptores AT; e AT, sdo diferentes em sua fungdo € na sua origem genética,
assemelhando-se em apenas 30% em suas seqii€ncias homologas (Goodfriend e
cols.,1996; Timmermans e cols., 1995; Unger e cols., 1996 ; MacGregor € cols.,
1995). Os residuos de aminoacidos identificados em AT; como essenciais para a
ligagio da Ang Il (Arginina ', Lisina’, Triptofano®”, Threonina®® ¢ Acido

Aspartico”®®) sio bem preservados no receptor AT, (Timmermans e cols., 1995).

1.1.4. Mecanismos de Transducio de Sinal dos Receptores:

O sinal de transducdo do receptor AT; ocorre da mesma maneira que o

mecanismo de transducdo do sinal usado por muitos outros receptores acoplados a

membrana. A ligagdo da Ang II ao receptor AT, leva a dissociagdo da ligagdo do



nucleotideo guanina da proteina G. Esta dissociagio leva a ativagdo da fosfolipase C
para gerar o diacilglicerol e o trifosfato de inositol (IPT). O IPT libera o célcio
intracelular. A Ang II também aumenta a entrada de calcio para a célula através dos
canais da membrana. O calcio e o diacilglicerol ativam enzimas, incluindo as
quinases proteina C e célcio-calmodulina que irdo catalizar a fosforilagdo da proteina
a qual regula a fungfio da célula afetada pela Ang II. Toda esta cascata de eventos
ocorre em segundos ou minutos (Fitzsimons, 1980; MacGregor € cols., 1995;
Goodfriend e cols., 1996).

Por outro lado, o receptor AT, ndo apresenta propriedades que sdo
especificas de outros receptores com sete dominios transmembranicos, pois nio
promove a dissociacdo da proteina G e ndo envolve o fosfoinositol no seu
mecanismo de agdo. A estimulagdo do receptor pela Ang II nio influencia o sistema
de segundo mensageiro, mas pode diminuir ou aumentar os niveis de guanina
monofosfato ciclico (GMPc) intracelular devido a modulagido da proteina guanill
ciclase. O receptor AT, foi demonstrado estar acoplado a proteina fosfotirosina
fosfatase levando a desfosforilagdo da tirosina e aumento da corrente idnica do canal
retificador de potassio, inibindo a proteina G, ativando serina / treonina fosfatase 2A
(PP2A), e, conseqiientemente, inibindo a atividade das proteinoquinases ativadas por
mitogenos (MAP quinases) (Timmermans e cols., 1995; Ganong, 1995; Bottari e
cols., 1993; Huang e cols., 1996). Pesquisas objetivando caracterizar receptores de
Ang II em membrana fetal indicam que ambos os receptores AT, e AT, sdo
intermediarios da desfosforilagdo da tirosina em estagios iniciais de desenvolvimento
(Ciuffo e cols., 1998). O exato mecanismo de a¢do do receptor AT, ainda precisa ser

melhor esclarecido (Ganong, 1995; Huang e cols., 1996; Bedecs e cols., 1997,

Shenoy e cols., 1999).



1.1.5. Aberdagem Farmacologica e Molecular dos Receptores:

A nomenclatura dos receptores AT; € AT, ¢ baseada na ligacdo seletiva de
um ligando antagonista ndo-peptidico ou peptidico: a ligagdo da Ang II em
receptores AT, € seletivamente antagonizada pelo ligando ndo-peptidico Du Pont 753
(Losartan); a ligagdo da Ang II em receptores AT, € seletivamente bloqueada pelos
ligandos ndo-peptidicos PD 123177 e PD 123319 e pelo peptideo CGP 42112A
(Hohle e col., 1995; Gehlert e col., 1991;Timmermans e col., 1995; Bumpus e col.,
1991). Ligagdes de Ang II que ndo sdo bloqueadas por nenhuma desssas classes de
antagonistas ¢ dita atipica, sendo que estes sitios podem ser designados em ATj,
ATsy,..., AT, (Timmermans e col., 1995). Outro peptidio antagonista da ligacdo da
Ang II, chamado Saralasina, mostra-se ndo-seletivo € inibe os dois sitios de ligagdo
(Timmermans € col., 1995; Barnes e col., 1993).

O namero de receptores ndo ocupados na membrana celular depende das
taxas pelos quais os receptores sdo biossintetizados ou inseridos dentro da membrana
e das taxas de competicdo, de internaliza¢do e degradagdo. A internalizacdo dos
receptores de Ang II ndo ¢ estimulada enquanto um antagonista esta ligado; o
processo requer um horménio agonista ativo (Goodfriend e cols., 1996).

Tsutsumi & Saavedra (1992) demonstraram a existéncia da heterogenidade do
receptor AT, onde, no encéfalo, sua ligagdo mostrava-se sensivel a presenca de
nucleotideos guanina, mas somente os receptores AT; do nucleo paraventricular, e
ndo do 6rgdo subfornical ou trato solitario, foram sensiveis ao pré-tratamento com
toxina pertussis, indicando a possibilidade de diferentes subgrupos de receptores AT;
associados com proteinas G, AT;A e ATB. Estes subtipos do receptor AT;

apresentam grande seqiiéncia homologa (>90%), mas divergem em sua seqiiéncia de



bases ndo codificadas, sugerindo diferentes mecanismos de expressdo genética, e tém
sido clonados em roedores € no genoma humano, apesar de existirem controvérsias
sobre a existéncia desses subtipos adicionais em humanos (Timmermans € cols.,
1995). Por sua grande semelhancga estrutural, os receptores AT|A ¢ AT;B ndo
apresentam distin¢@o em suas afinidades com ligandos, o que dificulta a abordagem
farmacologica desses estudos. A hipétese do receptor AT;A ser o responsavel por
acOes centrais da Ang II no prosencéfalo e o receptor AT B, o responsavel pelas
agoes diretas do peptideo na adeno-hipofise baseia-se na distribuigo
predominantemente diferenciada dos receptores nestes tecidos (Lenkei € cols., 1995).

A defini¢do da funcdo dos subtipos de receptor da Ang II com antagonistas
pode ser acompanhada por bloqueio a respostas pela co-administragdo da Ang II com
o antagonista especifico ou pela administracdo das duas substincias em separado,
observando as mudangas resultantes (Timmermans e cols.,1995). O uso de um
antagonista para definir a func@o do receptor de Ang II requer que o mesmo tenha
alta especificidade para o receptor estudado in vivo e in vitro e que nio possua
atividade intrinseca ou agonista parcial. O antagonista nio-peptidico Losartan,
substincia utilizada na clinica médica como um anti-hipertensivo (Chan e cols.,
1999), tem sido o mais amplamente estudado por sua alta especificidade aos
receptores AT; de Ang II. A maioria das pesquisas in vitro descreve o Losartan como
um farmaco que ndo apresenta atividade intrinseca, porém existem dados sugerindo
que o calcio intracelular ¢ liberado em resposta a altas concentragdes do
medicamento (Timmermans € cols.,1995). Dados recentes revelam que o Losartan
inibe o comportamento sexual de ratos machos quando administrado de forma
cronica por via oral (Chan e cols., 1999), como também promove um efeito

ansiolitico em camundongos (Bammes e cols., 1990). Doses farmacologicas de
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Losartan, administradas perifericamente, podem atravessar a barreira
hematoencefalica em quantidade suficiente para bloquear o receptor AT; (Palmer ¢
cols., 1994).

Estudos com os antagonistas ndo-peptidico PD 123319 e peptidico CGP
42112 sugerem que o PD 123319, além de sua atividade em AT,, apresenta alguma
atividade intrinseca ao sitio AT;, € que o CGP 42112 apresenta significante
atividade intrinseca, quando ambos sdo administrados em altas concentracdes
(Timmermans e cols., 1995). A atividade agonista intrinseca do peptideo CGP 42112
tem sido sugerida em estudos relacionados com o aumento da corrente de potassio
nos neur6nios hipotaldmicos. Este aumento de corrente ¢ bloqueado com a
administracdo do antagonista AT, , PD 123319, mas ndo com o antagonista AT,
Losartan, sendo este efeito vinculado ao receptor AT,. A ligacdo do receptor AT,
com o peptideo CGP 42112 produziu uma resposta similar a da Ang II (Martens e
cols., 1996). Dados mais recentes também descrevem uma atividade agonista
intrinseca do peptideo CGP 42112 em estruturas envolvidas na resposta visual, que
contém ambos subtipos de receptores, AT; e AT,, onde mostram uma supressdo da
atividade visual neuronal em injecdes dose-dependentes de Ang II, bloqueio
completo desse efeito na presenca de Losartan e bloqueio parcial na presenga de PD
123319 (Merabet e cols., 1997). Estudos relacionados com o aumento da atividade de
especificas proteinas-quinases pela Ang II, atividade mediada pelo receptor AT,
utilizando culturas de neurdnios, descrevem ser o peptideo CGP 42112 um potente
agonista do receptor AT, exacerbando o papel modulatorio negativo do receptor
sobre a atividade dessas proteinas (Huang e cols., 1996). Os mecanismos que podem

advir das ligagbes dos ligandos com os receptores, a exata especificidade dos
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ligandos usados e a possibilidade de outro subtipo de receptor implicado na ligagdo

da Ang II ainda requer melhor investigagio (Merabet e cols., 1997).

1.1.6. Distribuicio dos Receptores:

A distribuigdo dos receptores da Ang II mostra que o subtipo AT, predomina,
em termos de densidade, em muitos tecidos, embora a razdo dos receptores AT/AT,
varia significativamente entre as espécies € entre os tecidos de uma mesma especie.
O subtipo AT, predomina em tecidos fetais sendo que em ratos recém-nascidos e em
ratos adultos o receptor AT; representa a maioria dos sitios de ligagdo (Timmermans
e cols., 1995; Millan e cols., 1991). O namero de receptores de Ang II aumenta
muito com o crescimento, mostrando que o peptideo épresenta um papel fisiologico
importante durante todo o desenvolvimento organico (Barnes e cols., 1990; Millan e
cols., 1991). O receptor AT; no cérebro mostra um moderado grau de conservagio
através das diferentes espécies de mamiferos, enquanto o receptor AT, ¢ mais
encontrado no SNC de humanos (MacGregor e cols., 1995).

As fungdes da Ang II estdo relacionadas a localizagdo de seus receptores
sendo que, no cérebro, a distribui¢do dos receptores € bastante heterogénea (Barnes €
cols., 1993). No cérebro de ratos jovens, o receptor AT, foi localizado em dreas do
sistema limbico, em estruturas envolvidas na regulacdo cardiovascular € homeostase
dos liquidos, em partes da formagdo hipocampal, no plexo coréide, na hipdfise € em
todas as areas do cérebro relacionadas com o controle central da fungdo hipofisaria
(Johren e cols., 1997; Johren e Saavedra, 1996). Os subtipos AT;A tem distribui¢do

predominante no encéfalo, enquanto o subtipo AT,B, na hipofise (Lenkei e cols.,
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1997). O receptor AT, mostrou-se concentrado em areas envolvidas no controle e
aprendizado da atividade motora, visual, sensorial como também em estruturas
limbicas (Tsutsumi e Saavedra, 1991; Song e cols., 1992; Halbach e Albrecht, 1998;
Timmermans e cols.,1995). A alta concentragdo de receptores AT,, descrita no
encéfalo de ratos jovens, indicava um possivel papel da Ang II no desenvolvimento
de estruturas do SNC (Tsutsumi e Saavedra, 1991) e na regulagdo cerebral
(Timmermans e cols., 1995). Hoje esta bem definido que o receptor AT, tem agdo na
apoptose neuronal durante o desenvolvimento do SNC e, portanto, tem agdo direta na

plasticidade cerebral (Shenoy e cols., 1999).

1.1.7. Efeitos Biolégicos da Angiotensina II :

A Ang II exerce efeitos periféricos e centrais. Seu efeito periférico mais
importante € o desencadeamento de uma potente vasoconstricdo nas arteriolas pré-
capilares e, em menor grau, nas vénulas pds-capilares, promovendo o controle da
pressdo sangiiinea (Zhuo e cols., 1998). Este peptideo modula a liberagdo de
catecolaminas, como também aumenta os niveis séricos de aldosterona pelo cortex
da supra-renal (Ganong, 1995). A Ang Il promove a sintese ¢ liberagdo do hormoénio
antidiurético (ADH) por ag¢@o indireta do peptideo periférico no SNC, mediada pelo
subtipo AT;A (Lenkei e cols., 1995), como também promove a sintese e liberagdo do
horménio adrenocorticotrépico (ACTH) por agdo direta na glandula hipofisaria,
mediada pelo subtipo AT;B (Lenkei e cols., 1995). A Ang II periférica aumenta a
absor¢do de liquidos no aparelho gastrintestinal e reduz ag¢ées mediadas por

barorreceptores nas descargas simpaticas. Estes efeitos levam a um aumento da
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concentragdo dos liquidos corporais com conseqiiente elevagio da pressdo sangiiinea
(Fitzsimons, 1980; Lenkei e cols., 1997, Wu e cols., 1994). Os efeitos periféricos da
Ang II sdo mediados pelo receptor AT; atuando no cérebro € nos demais tecidos.
Células produtoras de aldosterona no cortex da glandula adrenal expressam
principalmente AT;B, enquanto cé€lulas produtoras de catecolaminas na parte
medular da glandula expressam o subtipo AT;A (Lenkei e cols., 1995). A
vasoconstricdo periférica, desencadeando alteragdes sobre o sistema cardiovascular,
também € um efeito central da Ang II cerebral demonstrado quando pequenas
concentragdes do peptideo sdo administradas por via intracerebroventricular (icv) e
por artérias intravertebrais (Fitzsimons, 1980). Este efeito ¢ mediado pelo sistema
nervoso simpatico ativo devido a ag¢do do hormoénio enddgeno no nucleo trato
solitario (NTS) (Fitzsiminons, 1998). Além de aumentar o tonus simpatico, a Ang Il
cerebral causa um efeito dipsogénico e um aumento de apetite ao sal (Fitzsimons,
1998; Polidori e cols., 1995; Lenkei e cols., 1995) centralmente mediados por
liberagdo de acetilcolina e catecolaminas (Fitzsimons, 1980; Femandez &
Dominguez, 1991). O aumento da Ang II periférica também causa efeito similar no
comportamento de ingestdo hidrica, assim como no aumento da pressdo sangiiinea,
através dos OCVs, niicleo pré-optico medial (APOM) e tecidos proximos ao terceiro
ventriculo na ldmina terminal onde se encontram os neurénios que modulam a sede,
o apetite ao sodio e o controle cardiovascular, ¢ tém marcadas conexdes com o
hipotalamo, sistema limbico € medula espinhal. Estes efeitos agudos da Ang II
cerebral, aumento do apetite ao sal e da sede, e o controle da pressdo sangiiinea, sdo
também mediados pelo receptor AT; (Fitzsimons, 1998), mais especificamente pelo
subtipo AT;A (Lenkei e cols., 1995). Pesquisas realizadas com camundongos

mutantes, que mostram auséncia do gene que codifica o receptor AT,, descrevem
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uma resposta diminuida desses individuos para o comportamento de ingestio hidrica
apos terem sido privados de agua, assim como um significante aumento vasopressor
em resposta a4 administragdo de Ang II, sugerindo que o receptor AT, promove um
efeito depressor e antagdnico da ag¢do pressora mediada pelo receptor AT, (Ichiki e
cols., 1995).

A Ang II cerebral aumenta a liberagdo da vasopressina, efeito mediado pelo
receptor AT; (McKinley e cols., 1996), e do horménio liberador corticotropico
(CRH), pelo receptor AT,A (Lenkei e cols., 1997), através da neuro-hipéfise e do
hipotalamo, respectivamente. A Ang II central também exerce um efeito
neuromodulador sobre a secrecdo de prolactina na hipofise e no cérebro por
mecanismos opostos: estimula a liberagdo de prolactina, mediada pelo subtipo AT;B
que predomina nos lactotropos da adeno-hipdfise, e, no cérebro, promove um
controle inibitdrio sobre a liberagdo de prolactina quando estimula a sintese de
dopamina, através do receptor AT A (Steele, 1992; Steger & Bartke, 1995, Moreau e
cols., 1994; Dornelles & Franci, 1998). A expressdo de RNAm do receptor AT, A em
células tirosina-hidroxilase positivas no nucleo arqueado do hipotdlamo comprova
que a Ang II central tem um efeito inibitorio sobre a prolactina através de células
dopaminérgicas existentes neste nicleo (Johren e cols., 1997). A Ang II cerebral
exacerba a transmissdo sinaptica por facilitar a neurotransmissdo noradrenérgica
aumentando a liberagdo de noradrenalina pelos terminais nervosos simpaticos €
inibindo sua recapta¢do, sendo esta a¢do neuromoduladora mediada pelo receptor
AT; (Lue cols., 1995).

A Ang II participa do processo cognitivo facilitando a aprendizagem e a
memoria por ativagdo de sistemas dopaminérgicos (Winnicka e cols., 1997) e com

provavel envolvimento do receptor AT, (Braszko e cols., 1997), promovendo,
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também, o desenvolvimento e a maturagio cerebral (Huckle & Earp, 1994; Lenkei e
cols., 1997). A Ang II, com agdo mediada pelo receptor AT;, estimula as MAP
quinases, que sdo alvos intracelulares dos fatores de crescimento, promovendo,
assim, uma ag¢do de proliferagéo tecidual, contrastando com o receptor AT, que inibe
a atividade das MAP quinases promovendo uma ag¢do antiproliferativa celular
(Huang e cols., 1996). Estudos mais recentes demonstram que o receptor AT, pode
contribuir para a mielinizagdo mediada pelas células de Schwann e, assim, participar
de respostas neuroregenerativas periféricas (Gallinat e cols., 1998). Com estes dois
efeitos, a Ang II participa da modulagdo da diferenciagdo celular, regeneracgdo e
remodelagem de tecidos do SNC e periféricos (Fitzsimons, 1998; Martin e cols.,
1992; Huckle & Earp, 1994; Wu e cols., 1994). Dados recentes sugerem que o
peptideo estimula a apoptose neuronal, através do receptor AT,, pela inbi¢do das
MAP quinases € aumento da atividade da c-jun, levando a fosforilacdo e ativacio de
uma proteina supressora de tumor, p53, a qual modula uma cascata de processos
enzimaticos que resulta em um balango entre proteinas pro-apoptéticas € anti-
apoptoticas (Shenoy e cols., 1999; Kakinuma e cols., 1997; Matsusaka & Ichikawa,
1997).

A Ang II induz analgesia, com também estimula a visdo, o olfato € a audi¢io
(Wright & Harding, 1992; Saavedra, 1993), aumentando, assim, a sensibilidade para
estimulos sensoriais do ambiente por liberagdo dopaminérgica (Winnicka e cols.,
1998), aumenta a atividade locomotora € o estresse, por modulagdo do sistema
nervoso simpatico e de outros mecanismos neuroendocrinos; todos estes sdo efeitos
mediados pelo receptor AT; (Kregel e cols., 1994; Mendelsohn e cols., 1993;
Belcheva e cols., 1997). Na auséncia dos receptores AT,, camundongos mutantes

exibem uma diminui¢do dos movimentos espontineos € do comportamento de
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explorar (Huang e cols., 1996), como também apresentam uma diminui¢do da
ansiedade quando expostos ao estresse demonstrando que o receptor AT, regula
algumas fungdes do SNC, incluindo os comportamentos acima citados (Ichiki e cols.,
1995).

A Ang II altera o ciclo reprodutivo, via receptor AT;B, aumentando a sintese
do hormdnio luteinizante (LH) por a¢do da Ang II endégena no hipotalamo,
promovendo a secre¢io do hormoénio liberador gonadotropico (GnRH), e por agdo
direta da Ang II periférica sobre a adeno-hipofise ou através dos OCVs (Franci e
cols., 1990; Palmer e cols., 1994; Wright & Harding, 1992; Domelles & Franci,
1998). Por via icv, a Ang II inibe 0o comportamento sexual de ratos machos com
experiéncia sexual prévia, agdo mediada pelo receptor AT, suprimindo a motivagio
sexual e a fungdo erétil, levando ao aumento da laténcia de cépula e do intervalo para
reiniciar a monta, fatores que podem estar associados com a elevacdo da pressdo
sistolica e com o aumento da sede (Clark, 1989; Keaton & Clark, 1998).

Para exercer estas agdes, além de outras, a Ang II pode agir como um
neurotransmissor convencional ou como um agente paracrino, interferindo em rotas
de outros neurotransmissores e / ou neuropeptideos (catecolaminas, serotonina,
peptideo natriurético atrial, peptideos opiddeos, 4cido y-aminobutirico, por exemplo)
atuando como um modulador de atividade neuronal (Paul e cols., 1993; Wright &

Harding, 1992).
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1.2.0rganizacio Neural do Comportamento Sexual :

A organizacgdo neural do comportamento sexual ¢ formada por uma complexa
rede no sistema nervoso. Cottingham & Pfaff (1996), demonstraram evidéncias
neuroanatomicas para interconexdes entre as regides do encéfalo que respondiam aos
esteroides e propuseram a existéncia de rotas neurais, dentro do sistema limbico,
sensiveis a hormoénios e coordenadas por circuitos corticais, com entradas visuais,
olfatérias e quimiossensoriais que modulam varios comportamentos, assim como o
sexual.

O sistema limbico ¢ formado pelo complexo amigdaldide junto com a
formagdo hipocampal, diencéfalo e mesencéfalo, e desempenha um papel-chave no
comportamento sexual (Martin, 1998). Dentro desta rede, o complexo amigdaldide
ocupa um papel importante no comportamento modulando as emogdes e auxiliando
na coordenacdo de respostas corporais a situagGes estressantes e ameagadoras
(Martin, 1998). Este grupo de nucleos, localizado abaixo da superficie cortical dos
hemisférios cerebrais e adjacente ao niicleo putdmen e a cauda do nucleo caudado,
esta dividido, basicamente, em trés estruturas: basolateral, medial e central. Destas, a
por¢io medial da amigdala (AMe) € a que estd envolvida na modulagdo do
comportamento sexual de machos ¢ fémeas (Mascé e Carrer, 1990; Rasia-Filho e
cols., 1991; Wood, 1997, Martin, 1998). Pesquisas prévias mostram que lesdes na
por¢do corticomedial da AMe afetam o comportamento copulatdrio, incluindo um
significante decréscimo na investigagdo das fémeas pelos machos (McGregor e
Herbert, 1992), como também sugerem que implantes intracerebrais de esteroides na

AMe podem facilitar a atividade sexual em ratos machos castrados (Rasia-Filho €

cols., 1991).
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O comportamento sexual, além de outros fatores, ¢ dependente das interagdes
de estimulos sensoriais do ambiente e estimulos de hormonios esterdides no cérebro.
Estas intera¢oes requerem unidades de entrada e saida no sistema limbico para que
possam expressar uma resposta comportamental (Kelly & Jessel, 1997). O bulbo
olfatério (BO) representa uma unidade de entrada que recebe informagdes dos
quimiossensores da mucosa olfatoria ou do 6rgdo vomeronasal. A APOM representa
uma forma de unidade de saida, sendo esta o "centro" organizacional mais elevado
para a expressdo do comportamento sexual nos machos (Wood & Newman, 1995;
Wood, 1997). A AMe € uma unidade intermediaria que transmite entradas dos
quimiossensores do BO para a APOM. Cada unidade ¢ um componente importante
para a atividade sexual, sendo que a destrui¢do tanto do BO, quanto da AMe, da
APOM ou das fibras que interconectam essas estruturas, pode abolir o
comportamento sexual de modo imediato e€ permanente. Isto implica que a
representa¢do do comportamento sexual ndo estd relacionado somente com uma
regido do cérebro, mas a uma rota neuronal que integra varias estruturas (Wood &
Newman, 1995; Wood, 1997).

O comportamento sexual € composto de uma variedade de comportamentos,
tais como a investigagdo anogenital, intromissdo peniana e ejaculagdo, que sio
expressados em uma seqiiéncia caracteristica (ver adiante nesta introdugio a revisdo
sobre 0 comportamento sexual). A AMe ¢ a APOM contribuem para o0s
comportamentos de investigacdo € copulatdrio (Sachs e Meissel, 1988). Entretanto,
evidéncias sugerem que a AMe € o sitio primario para o comportamento de
investigagdo, enquanto que a APOM assume uma importancia central nos aspectos
motores do comportamento sexual (Kondo e cols., 1995). Para o comportamento de

investigacdo, a AMe recebe conexd@o direta da base do nucleo da estria terminal
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(BNST), que também se interconecta com a APOM, sendo este nucleo intermediério
das conexdes entre 0 BO e a AMe (Li e cols., 1993). Outra estrutura que participa do
comportamento sexual e tem conex3o direta com a AMe, ¢é a subdivisio
magnocelular do nucleo pré-optico medial (NPMmag) que recebe conexdes via
cortex frontal para varios nicleos do sistema cerebral envolvidos no aspecto motor
do comportamento sexual (Wood & Newman, 1995; Wood, 1997). Existe a hipotese
de que estas conexdes estejam integradas com transmissdes quimiossensoriais €
transdugdes de estimulos hormonais (Wood, 1997).

Considerando que varios fatores podem causar diferentes conseqii€éncias nos
mecanismos que levam a um desempenho sexual nos machos, o estudo do
comportamento sexual € bastante conveniente porque tanto sua facilitagio quanto sua
inibigdo podem ser quantificadas e assim serem pesquisados os efeitos de muitas
substincias (Bevan, 1989). A Ang II é uma das substincias que podem interferir na

atividade sexual.

1.2.1. Comportamento Sexual de Ratos:

O comportamento sexual ¢ uma conseqiéncia da plasticidade do
desenvolvimento do cérebro e representa a expressdo da fun¢do reprodutiva de um
organismo (Harlan e cols., 1980). No estudo dos mamiferos, o comportamento sexual
de roedores tem sido o mais investigado (Sachs & Meisel, 1988). O comportamento
sexual de ratos machos albinos foi descrito pela primeira vez por Stone (1922), e
Beach & Stone (1940) organizaram um modelo experimental para o estudo do

comportamento sexual em ratos (Hillegaart, 1991).
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Considerando que estes animais apresentam habitos noturnos, sua seqiiéncia
comportamental imicia, preferencialmente, durante o periodo escuro do dia
(Davidson, 1966; Harlan e cols., 1980). O contato, num mesmo ambiente, de uma
fémea e um macho, pode dar inicio a um comportamento pré-copulatério (Davidson,
1966) que dura alguns segundos. A investigacdo social do casal € baseada em fatores
sensoriais, como informacgdes olfatorias (Meisel e cols., 1980) e vocalizacdes
ultrasénicas (Bean e cols., 1981 ; Mo e cols., 1992; Johnston, 1985), e inicia com o
macho explorando a regido ano-genital da fémea. O macho também pode lamber a
fémea, executar leves mordidas em sua cabega e tronco (Davidson, 1966), mover-se
sobre ela ou, também, "marca-la", urinando sobre seu dorso (Sachs & Meisel, 1988).
Uma fémea receptiva, em estro, pode responder ao comportamento com breves
corridas em diregdo oposta ao macho, saltos e paradas rapidas, sempre se
posicionando com 0s quadrantes posteriores voltados para o macho (Karpas e cols.,
1983) na tentativa de promover uma maior investigagdo dele em relagdo a ela. O
macho, entdo, a persegue, lambe e cheira sua genitdlia, e tenta monta-la.

A ocorréncia do comportamento sexual envolve trés atividades basicas: a
monta, a intromissdo e a ejaculacio (Hillegaart, 1991). O macho coloca-se por detras
da fémea e a segura pelos flancos (regido retrolombar) com seus membros
anteriores. Tal atividade do macho é denominada de monta. A f€mea, por éua vez,
responde em maior ou menor grau, exacerbando a lordose lombar, permitindo a
penetragdo vaginal (Beach, 1967, Sachs & Meisel, 1988). Na seqiiéncia, o macho
realiza movimentos pélvicos por poucos segundos pressupondo-se a penetragdo
peniana na vagina. Este comportamento ¢ chamado de intromissdo (Davidson, 1966).
Apos ele desfaz a monta e, geralmente, realiza a auto-limpeza de seus genitais (Sachs

& Barfield, 1970) ou do restante do corpo e continua a explorar o ambiente antes da
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proxima monta ou intromissdo. Logo apds a intromissdo, ocorre uma reducdo
temporaria da excitagdo sexual antes que outro ato copulatorio ocorra (Sachs &
Barfield, 1970). Tipicamente o macho faz a intromissio vaginal em 50 a 80 % de
suas montas (Bitran & Hull, 1987). Um niimero de montas, com ou sem intromisso
peniana, ocorre antes da ejaculagdo, que sob o ponto de vista comportamental,
caracteriza-se por uma intromissdo mais profunda e demorada que se acompanha da
abducfio das patas dianteiras do macho por alguns segundos onde ele | podera
permanecer imdvel sobre a fémea. Usualmente seis a doze intromissdes precedem
uma ejaculagdo. Apos a ejaculagio, segue-se um periodo onde o rato ndo tem
atividade copulatoria por cerca de quatro a oito minutos, denominado intervalo pos-
ejaculatorio ou periodo refratdrio (Davidson, 1966, Harlan, 1980; Schnur, 1989;
Sachs & Meisel, 1988; Bitran & Hull, 1987; Hillegart, 1991; Lucion e cols., 1993).
Neste intervalo o macho ndo € influenciado por nenhum estimulo sexual (Davidson,
1966) e 0 momento € caracterizado por sonoléncia e vocalizagdes ultrasonicas (Mo e
cols., 1992).

Beach (1956) sugeriu que a iniciagdo e a consumagio do comportamento
sexual dos machos eram controlados por dois processos de motivagdo independentes:
o primeiro chamado de "mecanismo de despertar sexual”, em que o macho procura a
fémea para executar a monta, e o segundo, "mecanismo de intromissdo e ejaculagdo”,
no qual ocorre a intromissdo peniana que culmina em ejaculagio (Mendelson &
Pfaus, 1989). Para a ocorréncia desses dois processos de motivagido do macho, o
comportamento da fémea ¢ de grande importancia (Matuszczyk & Larsson, 1993;
Taylor ¢ cols., 1987). E necessario que a fémea esteja sexualmente receptiva para
aceitar o macho na sua atividade reprodutiva. Para tal situagdo, torna-se indiferente

usar fémeas em estro natural ou ratas ovariectomizadas induzidas ao estro por
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injegdo seqiiencial de eéﬁégeno e progesterona (Mendelson & Pfaus, 1989; Landau
& Madden, 1983; Mas e cols., 1987). A mera presenc¢a de uma fémea sexualmente
receptiva induz a modificagcdes comportamentais, fisiologicas e enddcrinas em um
macho (Taylor e cols., 1987), desencadeando o processo de motivagdo sexual ou
libido até atingir o ato copulatério propriamente dito (Mendeison & Pfaus, 1989).
Entende-se por /ibido como o interesse sexual e a poténcia como o processo erétil
necessario para o modelo copulatorio (Bitran & Hull, 1987).

As medidas normaimente feitas para a analise do comportamento sexual séo:
laténcia e freqii€ncia de cheirar genitais, de persegui¢do, de monta, de intromissdo €
de ejaculagdo, e o intervalo pds-ejaculatorio (Hillegaart, 1991). A medida mais
comum do comportamento pré-copulatorio, ou seja a libido ou o interesse sexual, € a
laténcia da monta definida como o tempo decorrido desde o contato inicial do casal
até a primeira monta, com ou sem intromissdo (Wee & Clemens, 1989), ou a laténcia
de intromissdo, que ¢ o tempo decorrido desde a introdugéo da fémea até a primeira
insercdo peniana (Bitran & Hull, 1987). A medida da atividade da monta e da
intromissdo pode ser feita através da contagem do niimero de ocorréncias num
determinado intervalo, o que seria a freqiiéncia propriamente dita de tais atividades.
A medida da atividade copulatdria, ou seja, a poténcia ou o processo erétil, envolve a
laténcia para a primeira intromissdo € ejaculagdo, a freqiiéncia da monta e
intromissdo durante um determinado tempo e o periodo de inatividade sexual apds a
ejaculacdo (Sachs & Meisel, 1988). A medida comportamental da ejaculagéo inclui o
numero de intromissdes que precedem este comportamento € sua laténcia, sendo esta

o intervalo de tempo entre a primeira intromissdo até a primeira ejaculagio (Bitran &

Hull, 1987).
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Para avaliar de maneira adequada o comportamento sexual, deve-se
estabelecer a relagéo entre o tempo de registro do comportamento € as atividades que
serdo observadas. Dois tipos de registro podem ser feitos: os que limitam a duragéo
da sess@o de observagéio pela ocorréncia de uma seqiéncia comportamental e os que
limitam a observagdo por um tempo pré-determinado. O primeiro método pode ser
utilizado quando o objetivo € estudar a ocorréncia de ejaculagdo e seu periodo
refratario subseqiiente, onde registros de trinta minutos séo os mais adequados ja que
o macho, normalmente, ejacula cerca de dez a vinte minutos apds o contato inicial
com a fémea ¢ o periodo pds-ejaculatorio € de no méximo oito minutos. O segundo
método ¢ utilizado quando o objetivo ¢ estudar somente a freqiincia das
intromissdes. Neste, o tempo de observagdo pode ser bem menor, como dez minutos.
Assim, a limitag@o do experimento pode ser feita pelo tempo e pelo comportamento

demonstrado pelo macho (Rasia-Filho e cols., 1992).



HiPOTESE / OBJETIVO
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2. HIPOTESE

O SRA cerebral € critico para a regulagio do equilibrio hidro-eletrolitico e
vegetativo. Além disso, pesquisas mais recentes sugerem que a Ang II, atuando no
SNC, desempenharia um papel modulador de comportamentos, inclusive do
comportamento sexual. Baseado nas evidéncias citadas na introdugio de que :

- aAng Il tem ag@o no SNC modulando diversos comportamentos,

- 0 SNC produz Ang II e possui os dois tipos de receptores caracterizados,

- o nicleo da AMe € um sitio envolvido na produgdo do comportamento

sexual e possui receptores para Ang 11,
construiu-se a hipotese de que a Ang II é um componente importante na modulagio
do comportamento sexual por sua ag¢do direta no nucleo da AMe, podendo esta ac¢do
ser devida a interagdo do peptideo aos receptores AT), AT, ou ambos. Para testar
esta hipétese, investigou-se o efeito de microinjegdes de Ang I1 e seus competidores
na AMe sobre o comportamento sexual de ratos machos. Sua comprovagio contribui
para o entendimento de algumas alteragdes na fungdo sexual associada com a
hipertensdo e acrescenta mais um componente da agdo da Ang II no SNC na
complexa participagdo deste peptideo na modulagdo de fungdes vitais, permitindo
avancos no entendimento da base neural de organizagio do comportamento sexual de

ratos.

3. OBJETIVO

Testar o efeito de microinjecdes de Ang II e seus competidores no niicleo da

AMe sobre 0 comportamento sexual de ratos machos.



MATERIAL E METODO
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Animais

Foram utilizados 112 ratos machos da varitedade Wistar, com cerca de trés
meses de idade, peso corporal entre 300-350g, provenientes do Biotério do Instituto
de Ciéncias Basicas da Satde (UFRGS).

Os ratos foram colocados em caixas de ambientacdo com 20 x 50cm , com
fémeas (duas/macho) também da variedade Wistar, com idade de dois meses, peso
corporal entre 250-280g, provenientes do mesmo biotério. Os ratos foram mantidos
com as fémeas durante quinze dias. Apds este periodo, as fémeas foram retiradas das
caixas € os ratos permaneceram sozinhos por mais sete dias. Passado o periodo de
trés semanas, estes ratos foram testados em seu desempenho sexual.

O teste do desempenho sexual consistiu em avaliar durante dez minutos o
comportamento do macho perante uma fémea. As fémeas utilizadas para este teste
apresentavam as mesmas caracteristicas das anteriores quanto a variedade, peso e
idade, sendo que as utilizadas neste momento foram submetidas & retirada dos
ovarios, e dez dias apds a ovariectomia foram induzidas a receptividade sexual por
injegdes intramusculares de benzoato de estradiol (benzo-ginoestril ap® 5mg -
SARSA, RJ) na dose de 2 ugfrata, 48 horas antes do teste, e progesterona-
butirilacetato de estradiol (ginecoside® 53mg - Darrow, RJ) na dose de 500 pg/rata,
6 horas antes do teste (Mas e col., 1987). Os machos que, ao serem colocados com as
fémeas, apresentavam mais de seis intromissdes penianas no periodo de dez minutos
foram considerados como sexualmente ativos e separados para serem submetidos a

cirurgia estereotaxica.
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A metodologia cirirgica consistiu da canulagdo estereotaxica bilateral da
AMe. Para a localizagfo precisa deste ntcleo, foi utilizado o atlas de cérebro de ratos
(Paxinos & Watson, 1986) onde foram retiradas as medidas para o acesso cirrgico.
As coordenadas utilizadas foram:

- antero- posterior: 2,7 mm
- lateral: 3,5 mm
- vertical: 6,5 mm

Todas as medidas foram consideradas a partir da linha do bregma como ponto
zero. A medida da coordenada vertical foi considerada a partir das membranas
meningeas. A céanula, verticalmente colocada, ficava dois milimetros acima do
nicleo da AMe, e o0 acesso ao interior deste nicleo era realizado por uma agulha
injetora que atingia a medida vertical de 8,5 mm no cérebro.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com Xilazina
(Ronpum® 100mg/ml - Profarb, MG) e Cloridrato de Ketamina (Ketalar® 50mg/ml
- Parke-Davis, SP) na dose de 50mgkg e de 100 mgkg de peso corporal,
respectivamente.

As cénulas foram introduzidas com o auxilio do aparelho estereotaxico de
David Kopf, onde a cabega, colocada em posigao reta no aparelho, e a mandibula do
animal eram fixadas de maneira firme, com pinos colocados em seu conduto auditivo
externo € uma presa em seus dentes INCIsIVOS.

Apo6s anestesiados e fixados no estereotaxico, os ratos foram submetidos a
uma incisdo longitudinal na pele, na linha média da regido superior do crénio,
expondo o periosteo, onde foi realizada a técnica de trepanagdo, utilizando-se uma
broca, com largura adequada para a passagem das cdnulas de maneira perpendicular

ao cérebro. Todas as cdnulas tinham comprimento de 13 mm e didmetro externo de
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0,6 mm. Depois de realizada a introdugdo das canulas, seguindo as coordenadas
acima citadas, essas foram fixadas com polimero sintético (acrilico) € com o auxilio
de um pequeno parafuso acoplado ao tecido 0sseo. Terminado este procedimento, os
animais foram retirados do estereotaxico € aquecidos com uma ldmpada de 60 watts,
incandescente, para uma melhor recuperagio anestésica que durava de 2 a 4 horas.
Os ratos eram identificados por uma numeragdo escrita no acrilico. Iniciados os
primeiros movimentos, os ratos eram devolvidos a sua caixa de origem, tendo-se o
cuidado de deixar, no maximo, dois ratos por caixa.

Contados seis dias de canulagdo, os animais foram injetados com diferentes
doses de Angiotensina II humana (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) (Bachem -
Califérnia), dose isolada de Losartan ( {2-n-butil-4-cloro-5-hidroximetil-1- [ 2'-( 1H-
tetrazole-5-il bifenil-4-il ) metil | imidazole} ) conhecido como Du Pont 753, Merck
- EUA) e de CGP 42112A ( [ nicotinil-Tir- (N* benzilcarbonil-Arg ) Lis-His Pro-Ile-
OH ] Sigma - California), e coinjecdes de Ang II 50pg com Losartan 10ng e Ang II
50pg com CGP 42112 Ing As injegdes foram realizadas com o auxilio de uma
aguilha injetora com 15 mm de comprimento.

Os ratos foram divididos em trés experimentos:

* 1 grupo para solucdo salina (n = 15) - controle (comum aos trés

experimentos).

Experimento 1 :

e 5 grupos com diferentes doses de Ang II (curva dose-efeito):

- Angll 10pg (n=10)
- Angll 25pg (n=10)
- Angll 50pg(n=15)
- AnglI 100pg (n=10)
- Angll 150pg (n=12)
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Experimento 2 :

e 1 grupo para Losartan na dose de 10ng (n = 10);
e 1 grupo de coinjecdo para Ang II 50pg com Losartan 10ng (n=10).

Experimento 3 :

e | grupo para CGP 42112 na dose de 1ng (n=10);
e 1 grupo de coinjegdo para Ang II 50pg com CGP 42112 1ng (n=10).

4.2. Ambiente experimental

Os ratos foram mantidos em caixas de ambienta¢do durante as trés semanas
em que permaneceram com ou sem as fémeas (os ratos permaneceram duas semanas
com as fémeas adquirindo experiéncia sexual, € uma semana sem as fémeas em
abstinéncia sexual).

Para o registro do comportamento sexual, os ratos foram colocados em caixas
de observacdo com dimensdes de 70 x 70 x 35 cm cujas paredes eram de ago com
exceqdo da parede frontal que era de vidro, o que permitia ampla visualizagdo dos
animais. O chdo, tanto das caixas de ambientagio, quanto das caixas de observagio,
era coberto com serragem.

Todos os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas
com inicio da fase escura as 14:30 horas. A temperatura foi mantida constante em

torno de 22-24°C. Os animais tinham livre acesso a agua e comida durante todo o
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experimento, menos na fase de registro do comportamento. A sala era mantida com

sonoridade controlada.

4.3. Registro comportamental

Em todo o experimento, o registro foi realizado de uma a seis horas apds
inicio da fase escura. Inicialmente o macho era retirado da caixa onde estava
ambientado e logo a seguir era administrado, por via intracerebral, a substincia a ser
testada para aquele dia, sempre respeitando a ordem de injegdo: primeiro na cidnula
direita e a seguir na esquerda. Apos este procedimento, o animal era colocado na
caixa de observacdo por um periodo de quinze minutos para adaptacdo ao novo
ambiente. Passado este intervalo, a fémea ovariectomizada e induzida a receptividade
sexual com estrogeno e progesterona era colocada na caixa junto ao macho,
niciando-se, imediatamente a seguir, a sessdo de registro do comportamento que
durava dez minutos para os comportamentos de caminhar, de cheirar genitais, de
monta e de intromisso; e trinta minutos para o comportamento de ejaculago e para
o intervalo pds-ejaculatorio (periodo refratario). O registro consistiu em filmar os
animais com uma filmadora de video. Ao término do registro, este era visualizado
com o auxilio de um aparelho de video por um observador treinado que digitava,
num computador tipo PC, alimentado com programa especialmente elaborado, uma
tecla selecionada para cada comportamento a medida que ocorria. O programa
computava a freqiiéncia, a laténcia e a duragé@o de cada comportamento. A freqii€ncia
era o niimero de vezes que cada comportamento ocorria durante o registro. A laténcia

era o tempo em segundos transcorridos desde o inicio da sessdo até a pnmeira vez
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que o comportamento ocorria. A duragio foi caracterizada como o tempo total de
ocorréncia de um comportamento especifico. Se o comportamento néo era observado
durante o registro (freqiiéncia igual a zero), computava-se laténcia de 600 segundos,
correspondentes ao tempo de dez minutos, ou 1800 segundos, correspondentes ao
tempo de trinta minutos, para fins de analise estatistica. Portanto, a freqiiéncia, a
laténcia e a duragio foram os itens comportamentais registrados e analisados.

Em cada animal era injetada solugdo salina ou as substincia a serem testadas
sempre em um volume total de 0,3 ul/cdnula. As injecdes eram feitas quinze
minutos antes do inicio do registro com o auxilio de uma seringa de Hamilton dé
10ul, onde em sua extremidade era acoplado um tubo de polietileno de 30cm € uma
agulha de anestesia odontologica descartavel - 30G (agulha injetora) de 15mm de
comprimento. Esta agulha injetora era primeiro introduzida na canula direita, tendo o
cuidado de manté-la dentro da cénula fixada no periésteo por um minuto apoOs ter

sido injetada a solugdo, sendo 0 mesmo procedimento realizado no lado esquerdo.

Os parametros comportamentais registrados foram os seguintes:

* Locomog¢ido: o macho persegue a fémea ou explora a caixa.

»  Exploragdo dos genitais: 0 macho lambe ou cheira os genitais da fémea.

* Monta: 0 macho coloca suas patas dianteiras sobre a fémea sem movimentos
pélvicos.

* Intromissio peniana: 0 macho coloca suas patas dianteiras sobre a f€mea fazendo
sucessivos movimentos pélvicos de aproximacgio dos flancos. Logo apos a

intromissdo peniana, o0 macho, geralmente, realiza a limpeza dos genitais.
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Ejaculagdo: apds sucessivas intromissdes, o macho fica alguns segundos em
posi¢do de congelamento, precedida de um movimento de abdugdo dos membros
anteriores.

Intervalo pos-ejaculatorio (ou periodo refratario): apds a ejaculagdo o macho fica

sexualmente inativo até que ocorra uma nova monta ou intromissao.



FIGURA | - Parimetros comportamentais

Exploracao
dos Monta Intromissao
Genitais

Limpeza dos Ejaculacédo
Genitais

Periodo

. . Locomocao
Refratario ¢

Figura | - Parametros comportamentais obtidos da filmagem em video de um casal de ratos
durante o registro comportamental, O stmbolo ¥ refere-se ao macho,
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4.4. Verificacio da localizacio das cinulas

Ap6s o término dos registros, os ratos eram submetidos a perfusio encefalica
para a realizacgdo dos cortes histologicos. Para isto, os animais receberam dose letal
(50 mg/rato) de Tiopental sédico (Thionembutal - Abbott, RJ) por via intraperitoneal
¢, ainda na presenga de batimentos cardiacos, havia a abertura toracica, expondo o
coragdo, clampeamento da aorta descendente e injecdo de 40ml de NaCl 0,9% e,
imediatamente apds, 20 ml de formol 10% via ventriculo esquerdo. No final deste
procedimento, houve retirada dos encéfalos, sendo estes submersos em formol 10%
por duas semanas. Passado este periodo, os encéfalos foram cortados em vibratomo a
uma espessura de 100 um, os cortes foram colocados sobre uma lamina gelatinizada
e, entdo, corados com cresil-violeta.

A verificacdo histologica do trajeto ao nucleo da AMe foi realizada