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RESUMO

RODRIGUES-ALVES, P.S.B. Interferéncia da moxidectina na motivagao sexual e erecéao
peniana de ratos: envolvimento de neurotransmissores hipotalamicos e estriatais. 2007.
72 f. Tese (Doutorado em Neurociéncias ¢ Comportamento) — Instituto de Psicologia,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

A moxidectina (MOX) ¢ um antiparasitario utilizado na clinica veterinaria. Em mamiferos seu
mecanismo de a¢do envolve o acido y-aminobutirico (GABA), um neurotransmissor que tem
papel relevante na regulagdo dos comportamentos sexual e motor. Dados anteriores por nds
obtidos mostraram que a MOX prejudicou o comportamento sexual e a coordenagdo motora
de ratos machos avaliados na trave elevada. Assim, dando continuidade a esse estudo, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da administragdo da dose terapéutica de MOX
(0,2 mg/kg) na motivagdo sexual e erecdo peniana de ratos machos, bem como estudar seu
envolvimento em diferentes sistemas de neurotransmissdo central. Em todos os experimentos
os ratos do grupo experimental receberam a MOX por via subcutanea (SC); e os ratos do
grupo controle receberam 1 ml/kg de 6leo de améndoas pela mesma via, e foram avaliados
apds 72 h. A motivacao sexual foi avaliada em um aparelho constituido de uma arena e dois
compartimentos separados desta por tela de arame; num compartimento foi colocado um rato
macho experiente ¢ no outro uma fémea sexualmente receptiva. Neste aparelho foi medido o
tempo que o rato permaneceu nas proximidades de cada compartimento. Os resultados obtidos
neste experimento ndo mostraram diferencas significantes entre os grupos. A ere¢ao peniana
foi induzida pela administracdo SC de 80 pg/kg de apomorfina, sendo avaliadas a laténcia e a
freqliéncia de ere¢do. Os resultados mostraram aumento da laténcia e reducdo da freqiiéncia
de ere¢do peniana dos animais tratados com MOX, enquanto que a administracdo dos
antagonistas GABAérgicos (biculina e faclofen) nao alterou estes parametros. Por outro lado,
observou-se que a biculina (antagonista GABA,) reverteu os efeitos da MOX na eregao
peniana, enquanto o faclofen aumentou a freqiiéncia de ere¢do peniana em ratos tratados com
a MOX. Quanto aos niveis hipotalamicos e estriatais de neurotransmissores e metabdlitos,
observou-se que a MOX reduziu os niveis estriatais de dopamina e de seu metabdlito acido
homovanilico (HVA) e também os niveis hipotalamicos de GABA. Estes dados sugerem que
a MOX embora ndo interfira na motivagdo sexual, prejudica o desempenho sexual avaliado
pela ere¢do peniana. Esse efeito da MOX pode ser atribuido a sua agdo em receptores
GABA,, os quais modulam receptores tipo B, aumentando a liberacdo de GABA, e 72 h
depois, conseqliente reducao dos niveis deste neurotransmissor no hipotalamo (uma das areas
centrais envolvidas com o comportamento sexual) e também dos niveis de dopamina e seu
metabolito HVA no estriado, area do sistema nervoso central relacionada com a fungao
motora e na qual neurénios GABAérgicos modulam a atividade de neurénios dopaminérgicos.

alavras-chave: moxidectina receptores érgicos, motivacdo sexual, erecao
Pal h dectina, GABA, t GABA , t 1,
peniana, neurotransmissores, hipotalamo, estriado, ratos.



ABSTRACT

Rodrigues-Alves, P.S.B. Moxidectin interference on sexual motivation and penile
erection: involvement of hypothalamic and striatal neurotransmitters. 2007. 72 f. Thesis
(Doctoral) — Instituto de Psicologia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

The moxidectina (MOX) is an antiparasitic drug used in veterinary clinic. In mammals its
mechanism of action involves GABA, neurotransmitter that has an important role in the
regulation of the sexual and motor behaviors. Previous data showed that MOX impair male
rat’s sexual behavior and motor coordination observed at wooden dowel. The objective of the
present work was to evaluate the effects of therapeutic dose of MOX (0.2 mg/kg) in sexual
motivation and penile erection of male rats, as well as to study its involvement in different
central systems of neurotransmission. In all experiments the rats of experimental groups
received MOX subcutaneous (SC), and the rats of control groups received 1.0 mL/kg of
almonds oil (SC), and were observed after 72h. Sexual motivation test was performed in an
arena with two cages, separate from the arena with a wall of wire screen; in one cage was put
an intact male rat and in the other one, a sexually receptive female. In this test was measured
the time that the rats stayed near of each cage. The data obtained in this experiment didn't
show any significant differences among the groups. The penile erection (PE) was induced by
80 pg/kg of Apomorphine (SC), being evaluated the latency to and frequency of PE. The
results showed increased latency and reduction of the frequency of PE of animals treated with
MOX, while the GABAergic antagonists' administration (Biculline and Phaclofen) didn't
change these parameters. On the other hand, it was observed that the Biculline (GABAA
antagonist) reversed the effects of MOX in PE, while the Phaclofen increased the frequency
of PE in rats treated with MOX. About Hypothalamic and Striatal neurotransmitters levels
and their metabolites, was observed that MOX reduced Dopamine (DA) and its metabolite
homovanillic acid (HVA) striatal levels and hypothalamic GABA levels. These data suggest
that MOX although doesn't interfere in sexual motivation, impair sexual performance
evaluated by penile erection. This effect of MOX can be attributed to its action in GABA
receptors, which modulate type B receptors, increasing GABA release, and consequent
reduction of its levels in the Hypothalamus (one of the central areas involved with sexual
behavior) and also, reduction of the DA and its metabolite HVA striatal levels. Striatum is a
central nervous system area related with motor function in which GABAergic neurons
modulate the activity of dopaminergic neurons.

Keywords: Moxidectin, GABA, GABAergic receptors, Sexual Motivation, Penile Erection,
Neurotransmitters, Hypothalamus, Striatum, rat.
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1 INTRODUCAO

O comportamento pode ser entendido, de uma maneira simples, como a relagao
entre a fisiologia interna do animal e o ambiente externo; variagdes especificas na fungao
fisiologica podem produzir comportamentos especificos, definidos e previsiveis (WEBER,
1997). Alteragdes na natureza fisico-quimica das dicas ambientais ou nas respostas biologicas
internas tém o potencial de induzir mudangas no comportamento, as quais podem sutilmente
alterar a habilidade da populagdo sobreviver (WEBER, 1997).

Numerosos pesquisadores, utilizando uma gama enorme de animais
invertebrados e vertebrados, inclusive o homem, desenvolveram um importante conhecimento
das alteracdes comportamentais devidas a exposicdo a doses subletais de contaminantes no
meio ambiente. Estes comportamentos incluem movimentos reflexos e avaliagdes
neurocomportamentais, interagdes sociais, padroes de atividade e alimentacdo, e
aprendizagem. Entretanto, estes trabalhos tém sido realizados sem investigacdo dos
mecanismos fisioldgicos que produzem as mudancgas observadas (WEBER, 1997).

No outro lado do espectro biologico, fisiologistas, bioquimicos e biologistas
moleculares tém apresentado uma riqueza de importantes dados sobre os efeitos de agentes
toxicos nos organismos aquaticos e terrestres, porém sob uma perspectiva inteiramente
diferente, isto ¢, a relagcdo entre os agentes toxicos € os processos metabolicos, 0s mecanismos
de detoxificacdo e a atuacdo como desreguladores neurofisiologicos e endocrinos.

Cada processo pode, através de uma série de vias intermediarias, afetarem o
comportamento animal, porém nao provém correlacdes entre alteracdes comportamentais e
mudangas induzidas pelo agente toxico (WEBER, 1997).

Estas duas abordagens da toxicologia ndo sdo somente uteis, mas cada uma

pode contribuir e reforcar a outra. Experimentos que examinam o efeito de substancias



2
quimicas em um simples comportamento de arco reflexo oferecem uma oportunidade tnica
para decifrar o mecanismo basico da toxicologia comportamental, pois um comportamento
padrdo especifico controlado por vias neurais especificas, permite tracar conexdes claras entre
a exposi¢do ao agente toxico e a indug¢do de mudangas nos padrdes neurocomportamentais
(WEBER, 1997).

Neste contexto, nos dias de hoje, cresce a importancia da toxicologia
comportamental. Esta pode ser definida como o estudo das anormalidades de comportamento
induzidas por agentes exdgenos como as drogas, as substdncias quimicas no ambiente em
geral ¢ no lugar de trabalho. Algumas substincias prejudicam o sistema nervoso central
(SNC) de forma permanente, alterando as sensacdes, o humor, a fungdo intelectual, ou a
coordenacdo motora, mas mesmo alteragdes de comportamento passageiras sao consideradas
toxicas em algumas situacoes (HENDERSON; HENDERSON, 2003; 2005).

Comparando sujeitos expostos a agentes exdgenos € sujeitos controle, os
toxicologistas comportamentais procuram identificar os agentes capazes de alterar o
comportamento e determinar o nivel de exposi¢ao no qual os efeitos indesejaveis ocorrem.

Quando o agente a ser estudado ¢ de uso comum, e ndo ha evidéncia de risco
para saude, podem-se usar seres humanos no experimento, porém ¢é mais freqiiente, por
motivos de seguranga na pesquisa em toxicologia, a utilizacdo de animais de laboratorio
(HENDERSON; HENDERSON, 2003; 2005).

Se a toxicidade for considerada somente em termos do risco direto para
sobrevivéncia, a toxicidade comportamental pode ter uma importancia menor. Entretanto,
sobrevivéncia ndo o Unico critério de uma boa saide; mesmo um pequeno desvio no
comportamento ¢ potencialmente perigoso (HENDERSON; HENDERSON, 2003; 2005).

Os praguicidas empregados na agricultura e em medicina veterinaria fazem

parte do grupo dos agentes neurotdxicos que levam a alteracdes comportamentais, sendo os



3

primeiros grupos estudados os organoclorados, os organofosforados e os carbamatos. Na
década de 1970 foi descoberta uma nova classe de praguicidas, as lactonas macrociclicas, as
quais tém uma agdo mais seletiva sobre o parasita, com pouco efeito sobre as células do
hospedeiro. Fazem parte do grupo das lactonas macrociclicas, as milbemicinas, as
avermectinas e as espinosinas (SATOR; SANTAREM, 2006).

O grupo farmacolégico das milbemicinas e avermectinas sao obtidos partir do
processo de fermentagdo de fungos do solo, actinomicetos, do género Streptomyces (BURG et
al., 1979; TAKIGUCHI, ET al.,, 1980; SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995; AYRES;
ALMEIDA, 2002).

A moxidectina (MOX), em particular, ¢ uma milbemicina utilizada em
medicina veterinaria no combate aos endo- e ecto-parasitas, isto ¢, infestagdes causadas por
nematodeos e artropodes que acometem diversas espécies animais como caninos, eqiiinos,
ovinos, bovinos, ruminantes silvestres, entre outros (COURTNEY; ROBERTSON, 1995;
SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995; SATOR; SANTAREM, 2006).

Estudos farmacocinéticos mostraram que o pico de concentracdo plasmatica
(Cmax) da MOX ¢ atingido apdés 8 h da administracdo subcutanea (SC) de 0,2 mg/kg (dose
terapéutica) em bovinos, e a concentracio desta droga na gordura apods 28 dias do tratamento
¢ 90 vezes maior do que a detectada no plasma (LANUSSE et al., 1997). Uma grande
propor¢do de MOX acumula-se no figado ¢ na gordura (MOLENTO et al., 2004); este
fenomeno explica o longo tempo de permanéncia desta droga no plasma, € o pico de
concentragdo precoce seguido por um rapido declinio (fase de distribuicdo) no perfil da
concentragdo plasmatica entre 0 Cy,.x € 10 dias pds tratamento (LANUSSE et al., 1997).
Quando administrada por via oral (VO) a ovinos e ratos, este pico ¢ de 10 horas (FAO/WHO,

1995).
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A MOX mostra moderada toxicidade quando administrada via oral (VO) em
ratos ¢ camundongos, ¢ a dose letal 50% (DL50) é de 50 a 100 mg/kg (FAO/WHO, 1995).
Quando a MOX ¢ administrada em altas doses em animais, os efeitos adversos observados sao
caracterizados por sinais de neurotoxicidade como depressdo, ataxia, tremores, ansiedade,
dificuldade visual, coma e morte (KHAN; KUSTER; HANSEN, 2002).

Em nematodeos e artropodes, o efeito endectocida (isto €, combate de endo- e
ecto-parasitas) das milbemicinas e das avermectinas resultam da atuagcdo em canais de cloro
controlados por GLU, levando a hiperpolarizagao por aumento do influxo de ions cloro (CI")
para o interior da célula nervosa. Esta acdo leva a paralisia dos nematddeos e artropodes. Em
mamiferos ndo ¢ encontrado este tipo de canal de cloro controlado por GLU (ARENA, 1994;
CLELAND, 1996; CULLY et al., 1996; NJUE et al., 2004; RODRIGUES-ALVES et al.,
2007).

Estes endectocidas também se ligam com alta afinidade aos canais de cloro
controlados por acido gama-aminobutirico (GABA) (DUCE, SCOTT, 1985; DAWSON et al.,
2000; FENG et al., 2002; LIFSCHITZ et al, 2002; MOLENTO et al.,2004; NJUE et al, 2004).
Nos insetos e artropodes estas drogas interferem na transmissao dos impulsos nervosos entre
células nervosas e musculares, pois ¢ nesta jungdo neuromuscular que estdo localizados os
receptores GABAérgicos. Em vertebrados estas lactonas macrociclicas também interferem
com estes receptores, porém sua atuagao em receptores de invertebrados ¢ aproximadamente
100 vezes maior (SCHAFFER; HAINES, 1989; TRACY; WEBSTER, 1996), o que reduz o
risco de efeitos nocivos em mamiferos.

Sabe-se que em mamiferos as avermectinas tém efeito no sistema nervoso
central (SNC) por potenciacdo da liberagdo de GABA, cujo receptor encontra-se acoplado a

canais de cloro; este neurotransmissor inibitério encontra-se distribuido por todo SNC de
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mamiferos' (DUCE & SCOTT, 1985; COURTNEY; ROBERTSON, 1995; SHOOP;
MROZIK; FISHER, 1995; DAWSON et al., 2000; FENG et al., 2002; LIFSCHITZ et al,
2002; MOLENTO et al.,2004; NJUE et al, 2004; RODRIGUES-ALVES et al., 2007).
Acredita-se que o mecanismo de agdo da MOX ¢ semelhante ao da ivermectina, do grupo das
avermectinas, e ainda, ambas as drogas t€ém reacdo cruzada de tolerancia (SHOOP; MROZIK;
FISHER, 1995).

Em uma visdo simplificada, os neurénios centrais mudam sua atividade por
causa da influéncia oposta de impulsos excitatorios e inibitdérios. Aumento na descarga
neuronal ¢ frequentemente visto como conseqiiéncia de aumento de impulsos excitatorios,
enquanto inibi¢ao neuronal ¢ conseqiiéncia do aumento de impulsos inibitérios. (WINDELS;
KIYATKIN, 2006). GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitério do SNC de mamiferos.

Atualmente acredita-se que exista pelo menos trés principais classes de
receptores GABA¢rgicos chamados: GABA,, GABAg, ¢ GABA: (BORMANN, 2000;
CHEBIB; JOHNSTON, 2000; CHEBIB et al., 2007). Os receptores GABAs ¢ GABA( sdo
membros da superfamilia de canais ligados a ions, a qual inclui também os receptores
nicotinicos da acetilcolina, de GLI sensivel a estricnina e serotoninérgico tipo 3 (BORMANN,
2000; CHEBIB; JOHNSTON, 2000; CHEBIB et al., 2007).

Pelo menos 16 subunidades de receptores GABA, t€m sido descritas em seres humanos e
classificadas em sete subfamilias de subunidades protéicas: a, B, v, o, &, 0, ¢ w. A
combina¢do destas subunidades possibilita uma grande variabilidade de tipos de receptor
GABAA (WHITING, 2003; CHEBIB et al., 2007), determinando a agdo de drogas
moduladoras (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2002). O receptor GABA, ¢ responsavel

principalmente pela inibicdo pos-sindptica; seus agonistas sdo muscimol, acido 3-

' RODRIGUES-ALVES, P. S. B.; LEBRUN, L; FLORIO, J. C.; BERNARDI, M. M.;
SPINOSA, H. S. Moxidectin interference on motor activity of rats. Brazilian Archives of
Biology and Technology (no prelo).
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aminopropanesulfonico (APSA) e THIP (4,5,6,7-tetra-hidroisoxazol[5,4-c]piridina-3-ol), e
seus antagonistas a bicuculina (seletivo) e a picrotoxina (HILL; BOWERY, 1981; AGMO;
GIORDANO, 1985).

O receptor GABAg ¢ um membro da familia de 3 classes de receptores
ligados a proteina G (receptores trans-membrana), que sdo acoplados a canais de potassio
(K") e calcio (Ca®), isto ¢, aumentam a condutincia de K™ e diminuem a do Ca*, sendo
responsavel principalmente pela inibicdo pré-sindptica. Este receptor existe como
heterodimeros, consistindo de subunidades GABAg; ¢ GABAg;, as quais sdo requeridas para
formar o receptor funcional tanto in vivo como in vitro (WHITE et al, 1998; ONG; KERR,
2000; CRYAN; KAUPMANN, 2005; CHEBIB et al.., 2007). Seu agonista ¢ o baclofen e os
antagonistas faclofen e saclofen (BOWERY; HILL; HUDSON, 1983; AGMO; GIORDANO,
1985). Tanto o receptor GABA, como o receptor GABAg sdo distribuidos ubiqliamente no

SNC de mamiferos.

O terceiro tipo, chamado receptor GABA¢, forma um canal de cloro; ¢
caracterizado por sua insensibilidade aos moduladores de receptores GABA, (barbittricos e
benzodiazepinicos), bem como ao seu antagonista classico a bicuculina. O receptor GABA( ¢é
também insensivel ao agonista de receptor GABAg, o baclofen (CHEBIB; JOHNSTON,
2000; CHEBIB et al, 2007). Por outro lado, este receptor ¢ ativado pelo acido (+)-Cis-2-
(aminometil)-ciclopropanecarboxilico [(+)-CAMP)] e acido cis-4-aminocrotonico (CACA)
(DUKE et al, 2000; CHEBIB et al, 2007). O primeiro antagonista seletivo de receptor
GABA(¢ descrito foi o acido (1,2,5,6-tetra-hidropiridina-4-il)metilfosfinico (TPMPA)
(RAGAZZINO et al, 1996; CHEBIB et al, 2007); foram identificados recentemente também
como antagonistas o acido (£)-Cis-(3-aminociclopentil)metilfosfinico [(+)-Cis-3-ACPMPA] e

0 acido (£)-trans-(3-aminociclopentil)metilfosfinico [(£)-trans-3-ACPMPA], que sdo mais
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potentes, seletivos e lipofilicos, por isso atravessam a barreira hemato-encefalica,
possibilitando a administragdo sistémica (CHEBIB et al, 2007).

Comparado ao receptor GABA,, o receptor GABA(¢ tem alta afinidade ao
GABA, menor fluxo i6nico ¢ ndo leva a dessensibilizacdo do canal por tempos longos de
abertura (BORMANN; FEIGENSPAN, 1995; JOHNSTON, 1996; CHEBIB; JOHNSTON,
1999). O receptor GABA( ¢ constituido somente de subunidades Ro (p) indicando uma
classe mais simples de receptores. Estudos de clonagem de receptores oriundos de seres
humanos, de ratos, de camundongos e de retina de pintos mostraram cinco tipos de
subunidades p chamadas subunidades p1-5; em particular, os ratos possuem as subunidades
pl-3 (BORMANN, 2000; CHEBIB, JOHNSTON, 2000; CHEBIB et al., 2007). Estas
subunidades formam receptores funcionais homoméricos (subunidades pl, p2, ou p3)
(KUSAMA et al, 1993; ENZ; CUTTING, 1998; OGURUSU et al, 1999; CHEBIB et al.,
2007) ou receptores pseudo-heteroméricos (combinagdo das subunidades pl e p2, ou p2 e
p3) (ENZ; CUTTING, 1998; OGURUSU et al, 1999; CHEBIB et al., 2007).

Foi demonstrado que as subunidades p do receptor GABA(¢ existem
predominantemente na retina (ENZ et al, 1995, CHEBIB et al., 2007). Estudos recentes tém
revelado suas expressdes em outras regides do cérebro, como o coliculo superior, nicleo
geniculado dorsolateral, cortex visual, cerebelo, medula espinhal e hipocampo (ENZ et al,
1995; BOUE-GRABOT et al, 1998; ALAKUIJALA; ALAKUIJALA; PASTERNACK,
2006; CHEBIB et al., 2007), além da pituitaria (BOUE-GRABOT et al, 2000; CHEBIB et al,
2007) e intestino (JANSEN et al, 2000; CHEBIB et al, 2007).

Ha na literatura varios trabalhos que avaliam os efeitos do GABA e de drogas
GABA¢érgicas no comportamento sexual de ratos machos. Foi relatado que durante o periodo

refratario pos-ejaculagdo, a concentracdo de GABA no fluido cérebro-espinhal aumenta



drasticamente, mostrando o papel inibitério deste neurotransmissor na atividade copulatéria
(QURESHI; SODERSTEN, 1986).

Agmo e Paredes (1985) mostraram diminui¢cdo na porcentagem e numero de
montas e intromissdes apds administragdo do agonista de receptores GABA, THIP, enquanto
o agonista de receptor GABAp, baclofen, promoveu inibicdo quase completa do
comportamento sexual. Por outro lado, a administragdo sistémica de bicuculina, antagonista
de receptores GABA,4, ndo interferiu em nenhum pardmetro da copula, porém quando
administrada concomitante ao THIP produziu efeito inibitorio intenso no comportamento
sexual.

Bitran e Hull (1987) levando em consideragdo que os receptores GABAérgicos
sdo heterogéneos, atribuiram o fato de um antagonista potencializar a acdo de um agonista,
como conseqliéncia do bloqueio pré- e pds-sindptico de receptores GABA,. Assim, o
bloqueio pré-sinaptico resultaria em liberacdo endogena do neurotransmissor GABA, o qual
ativaria, preferencialmente, sitios GABApg, uma vez que os sitios GABA, estariam
bloqueados pela bicuculina. Esta hipdtese sugere também que o THIP pode ter algum efeito
em receptor GABAg, e que a inibi¢do do comportamento sexual de machos pelo GABA ¢
mediada pela ativagao de receptores GABAg.

Outros experimentos t€ém mostrado que o bloqueio estéreo-especifico de sitios
de ligagdo dos receptores GABAA da area pré-Optica medial (APOM) promove um potente
efeito estimulante do comportamento copulatéorio (FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON;
BEYER, 1985, FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON, VEGA-SANABRIA, 1986). A
administracdo de bicuculina diretamente na APOM resultou tanto na reducdo drastica do
intervalo pods-ejaculatorio, como na eliminagdo virtual da vocalizagdo ultra-sonica
normalmente emitida durante este periodo refratdrio (FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON,

VEGA-SANABRIA, 1986), enquanto a administracdo intracranial de bicuculina acelerou o
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inicio do comportamento sexual de ratos ingénuos, que foram castrados e tratados com
testosterona (FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON; BEYER, 1986a). Ja a administragdo do
agonista GABA, muscimol, na area pré-Optica medial de ratos experientes, que ndo foram
castrados, resultou na supressdo do comportamento sexual, expresso pela diminui¢do na
propor¢do de animais que realizaram montas, intromissdes ¢ ejaculacio (FERNANDEZ-
GUASTI; LARSSON; BEYER, 1986b). Assim, o bloqueio dos supostos sitios dos receptores
GABAA na APOM facilitou tanto o inicio do comportamento copulatorio apos a ejaculagao,
bem como o restabelecimento deste comportamento em animais castrados que receberam
testosterona.

A influéncia do GABA no reflexo de ere¢do peniana (EP) também tem sido
investigado. Leipheimer e¢ Sachs (1988) observaram que a administragdo sistémica de
diferentes doses (1,0 e 2,0 mg/kg) de baclofen promoveu diminui¢do dose-dependente da
proporc¢do de ratos exibindo ere¢des no teste do reflexo peniano em posi¢do supina; porém,
estas mesmas doses nao tiveram efeito no comportamento de copula. Por outro lado, a
administracdo sistémica de THIP ou bicuculina ndo afeta o reflexo peniano, nem o
comportamento de copula. Estes dados mostram uma influéncia maior dos receptores GABAg
no reflexo de EP.

No mesmo sentido, Meisel e Sachs (1994), descrevendo o comportamento
sexual de machos como macaco, cdo, gato, e inclusive o homem, referem que a estimulagao
de receptores GABAg inibe os reflexos de erecdo, enquanto que os receptores GABA, nao
tém influéncia na EP.

Os receptores GABAg estdo presentes no corno dorsal da medula espinhal
lombo-sacra (BOWERY; HILL; HUDSON, 1984; DAVIDOFF ¢ HACKMAN, 1985) ¢ a
influéncia destes nas respostas do reflexo de EP tem sido estudadas. Bitran e Hull (1987)

relataram que a administragdo de 0,2 Yg de baclofen, por via intratecal, visando atuacao na
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medula espinhal lombo-sacra, causou aumento da laténcia para ere¢ao e redugdo no niumero
de EP; doses maiores (0,4 e 0,8 pg) diminuiram o niumero de animais exibindo EP. A maior
dose produziu também um leve efeito inibitoério no comportamento copulatorio, caracterizado
por aumento na laténcia para ejaculacdo em conseqiiéncia de um maior nimero de montas
sem intromissdo. Por outro lado, quando da administragao de baclofen, por via intratecal,
porém, visando atuacdo na medula espinhal toracica, ndo se observaram efeitos nas respostas
penianas (BITRAN et al., 1989).

Ativagao ou inibicao preferencial de receptores GABA, na APOM afetam o
comportamento copulatério, enquanto ativacdo de receptores GABAjp inibe EP reflexa
(BITRAN et al., 1989). Em outros estudos, administracdo sistémica de baclofen impede o
comportamento copulatério (AGMO; PAREDES, 1985; PAREDES; AGMO, 1989),
entretanto, prejuizo do comportamento sexual estd também acompanhado por déficit na
execugao motora (BITRAN et al., 1989; PAREDES; AGMO, 1989).

Outros autores mostraram que a ativagdo de receptores GABA, por
administracdo de muscimol no nucleo paraventricular (NPV) de ratos, reduziu EP e bocejo
induzidos por apomorfina, NMDA e oxitocina, e este efeito ndo foi observado apos
administracao de baclofen (MELIS et al., 2000; ARGIOLAS; MELIS, 2005).

Recentemente, em nossos laboratorios, observamos que a MOX foi capaz de
prejudicar o comportamento sexual de ratos machos inexperientes, além de provocar
incoordenagdo motora nestes animais quando testados na trave elevada’ (RODRIGUES-
ALVES, 2003; RODRIGUES-ALVES et al, 2007).

O comportamento sexual ¢ freqlientemente considerado como parte de uma

série de comportamentos padrdoes que tém um proposito ou fungdo de manter as espécies

' RODRIGUES-ALVES, P. S. B.; LEBRUN, L; FLORIO, J. C.; BERNARDI, M. M.;
SPINOSA, H. S. Moxidectin interference on motor activity of rats. Brazilian Archives of
Biology and Technology (no prelo).
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(AGMO, 1999). Quando se observa o comportamento sexual de machos, sdo analisados a
motivagdo ¢ o desempenho sexual, mas apesar desta distingdo, ambos estdo intimamente
relacionados (MEISEL; SACHS, 1994). O processo que faz o animal procurar contato sexual
com outro animal é usualmente referido como motivagao sexual ou libido; e o desempenho
sexual ou poténcia ¢ a efici€ncia de erecao e orienta¢do penianas.

Os termos “libido” e “poténcia” sdo raramente usados no discurso cientifico,
mesmo para homens, e mais raramente ainda para machos ndo humanos. Os termos mais
comumente usados sdo motivacdo e desempenho, ou na terminologia etoldgica classica,
aspectos apetitivos e consumatérios do comportamento sexual. Em relacdo a este
comportamento, uma distingdo deve ser feita entre procurar o contato sexual (motivacao ou
libido) e estar apto para completar o ato copulatério (desempenho ou poténcia), porém,
motivagdo sexual e capacidade erétil ndo sdo usualmente independentes uma da outra
(MEISEL; SACHS, 1994).

A motivagdo sexual ¢ basicamente diferente de outras motivagdes, como a
fome, sede, esquiva da dor, e assim por diante. Enquanto a privagdo de comida e agua ou a
infli¢ao de dor é potencialmente perigoso para o organismo, a abstinéncia sexual ndo tem, em
curto prazo, conseqiiéncias adversas ao individuo. H4 muito tempo tem sido reconhecido que
a motivagdo sexual, isto é, o desejo para empenhar-se na atividade sexual, é ativada pela
presenga de um(a) companheiro(a) (MEISEL; SACHS, 1994). Motivagdo sexual ¢, portanto,
um caso de motivacao incentivada (AGMO, 1999; 2003).

No caso de incentivo sexual, tem havido uma grande discussdo sobre quais
estimulos sdo incondicionados e quais sdo efetivos em decorréncia de aprendizado prévio.
Viarios estudos tém demonstrado que uma rata sexualmente receptiva pode ativar diferentes
comportamentos de aproximagdo em ratos sexualmente experientes (AGMO, 1999; 2003).

Estes machos ficam mais tempo na proximidade da fémea receptiva do que na proximidade
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do macho, quando observados numa arena apropriada que impede a ocorréncia de
comportamento copulatério. Esta preferéncia pela fémea nao diminui depois de repetidas
sessoes, mostrando que as propriedades incentivadoras sdo mantidas mesmo na auséncia de
execucao dos reflexos sexuais (copulacao) (AGMO, 2003).

Por outro lado, os dados referentes ao comportamento de aproximacao, obtidos
com ratos inexperientes sdo conflitantes. Ha autores que relataram que ratos inexperientes nao
mostraram nenhuma preferéncia pela fémea receptiva (VEGA-MATUSZCZYK; APPA;
LARSSON, 1994), enquanto outros observaram que estes animais t€ém tanta preferéncia pela
rata quanto os ratos experientes (ELIASSON; MEYERSON, 1981; MERKX, 1984). Um
estudo usando straight runway mostrou que ratos inexperientes correm mais rapidos para uma
fémea tratada com hormonios do que para a ndo tratada (LOPEZ; OLSTER; ETTENBERG,
1999). Para auxiliar no entendimento destes achados conflitantes, Agmo (2003) mostrou a
necessidade de fazer com que os ratos inexperientes se familiarizem com a arena, sem a
presenca dos animais iscas, uma semana antes do teste. Este autor mostrou também que a rata
receptiva ¢ um estimulo incondicionado para o rato, independente de sua experiéncia.

O desempenho sexual ou poténcia, outro aspecto do comportamento sexual,
pode ser analisado através dos mecanismos que regulam a erecdo e outros componentes
penianos da copulagdo; esta analise pode ser facilitada pela observagdo destas respostas fora
do contexto da copulagdo (ex copula) em ratos, caes ¢ gatos. Respostas do pénis de ratos
durante testes ex copula sdo similares, na forma, aqueles que ocorrem durante a copula
(LEIPHEIMER; SACHS, 1988).

A EP resulta da interacdo neural central e periférica que induz mudangas
musculares e vasculares nos tecidos eréteis do aparelho genital masculino (corpo cavernoso,
corpo esponjoso e outros musculos perineais, como o elevador do anus, quando presente)

(LEIPHEIMER; SACHS, 1988; ARGIOLAS; MELIS, 2005). O aumento de fluxo sangiiineo
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para o pénis simultdneo ao relaxamento dos tecidos eréteis do corpo cavernoso € corpo
esponjoso ¢ controlado pelo sistema nervoso autdonomo (RAMPIN et al., 2004).

Os neuronios motores que inervam os musculos perineais estdo localizados em
um nucleo especifico sexualmente dimoérfico na regido Ls-Lg da medula espinhal. Os
musculos perineais e seus neurdnios motores espinhais s3o androgenos sensiveis
(LEIPHEIMER; SACHS, 1988). A compreensao deste processo complica-se pelas influéncias
humorais e endodcrinas exercidas principalmente pela testosterona e seus metabolitos tanto a
nivel periférico quanto central (ARGIOLAS; MELIS, 2005).

Eregdes reflexas podem ocorrer em ratos anestesiados eliciadas pelo nervo
peniano dorsal (NPD), e conta com um arco reflexo que inclui uma rede de neurdnios da
medula lombo-sacra, como uma ligacdo entre o NPD, ou ramo aferente, ¢ a descarga do
sistema nervoso parassimpatico da regido do sacro como ramo eferente. O DPN conduz
informagdes sensoriais do pénis e pele da regido Peri genital para a medula lombo-sacra, e
esta estimulacdo ativa uma rede de neuronios lombo-sacrais (RAMPIN et al., 2004). Em ratos,
a descarga nervosa parassimpatica pro-erétil origina-se no nucleo parassimpatico do sacro
(NPS), localizado no segmento L6-S1 da medula espinhal. O NPS contém neurdnios pré-
ganglionares que inervam o pénis (RAMPIN et al., 2004).

Sabe-se, portanto, que diferentes mecanismos neurais centrais e periféricos
e/ou humorais endodcrinos participam da regulacdo da resposta sexual, de maneira muito
complexa (ARGIOLAS; MELIS, 2005). Por ouro lado, disfungdes do SNC ou sistema
nervoso autonomo periférico, ou ambos podem prejudicar a realizagdo da EP, mesmo quando
os orgdos efetores chave (musculo liso vascular e corpo cavernoso) estdo intactos. Dos
mecanismos de controle central e periférico da EP somente foram identificados até agora
aqueles que controlam a EP localmente no tecido peniano, em particular, os envolvidos com o

relaxamento do corpo cavernoso, o evento chave para a realizagdo de EP. Em contraste, pouco
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se sabe dos mecanismos através dos quais o SNC exerce este controle. Recentemente algum
progresso foi alcangado neste campo, tendo sido identificados varios neurotransmissores e
neuropeptideos no SNC, os quais controlam a fungdo erétii (ANDERSSON; WAGNER,
1995; ARGIOLAS; MELIS, 1995; ANDERSSON, 2001).

Argiolas e Melis (2005) citando varios trabalhos da literatura observaram que
0s neurotransmissores e neuropeptideos agem em diversas areas do cérebro conduzindo
informagao ao aparelho genital através da medula espinhal, e que entre estas areas do SNC, as
mais estudadas sao: a APOM, os nucleos paraventriculares (NPV) do hipotalamo, a amigdala,
os nucleos paragigantocelulares da formagdo reticular ventral e a medula espinhal. Estes
autores relataram também que grupos de pesquisadores com diferentes abordagens
experimentais (farmacoldgicas, eletrofisiolégicas e neuro-anatdmicas) mostraram o
importante papel dos NPV do hipotdlamo no controle da funcao erétil. (ARGIOLAS; MELIS,
2005). Por outro lado, a APOM do hipotalamo anterior ¢ uma regido cerebral critica para a
iniciacdo do estimulo e comportamento sexuais (MEISEL; SACHS, 1994).

Melis et al. (2000) obtiveram reducdo de EP induzida por apomorfina, NMDA
e oxitocina, quando administraram no NPV muscimol e ndo baclofen. Estudos posteriores
mostraram que este efeito inibitério do muscimol na EP ocorre concomitante a redugdo no
aumento de produgdo de 6xido nitrico nos NPV hipotalamicos, que acontece durante a
inducdo de EP por drogas e oxitocina, e que este efeito ¢ bloqueado por bicuculina também
administrada nestes ntcleos. Baseados nestes achados, os autores sugeriram que o estimulo de
receptores GABA, prejudica a EP induzida por drogas, devido diminui¢do da atividade da
enzima 6xido nitrico sintase em neurdnios oxitocinérgicos que medeiam a EP. (ARGIOLAS;
MELIS, 2005).

Apesar da execugdo da EP ser essencial para o sucesso da reproducdo, esta

resposta sexual no rato pode ocorrer ndo sé durante a atividade sexual, mas também em outros
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contextos, como na presenga de uma rata receptiva inacessivel, ou apos tratamento com varias
classes de drogas de agdo central ou periférica, como por exemplo, agonistas dopaminérgicos,
agonistas serotoninérgicos, (a-MSH)-peptideos relacionadas ao horménio
adrenocorticotrofina-melandcito estimulante, oxitocina, analogos da hexarelina, doadores de
oxido nitrico, inibidores da fosfodiesterase, ativadores soliveis da guanilato ciclase,
inibidores da RhoA-Rho cinase, etc (SUCCU et al., 2003; ARGIOLAS; MELIS, 2005).

Em particular, a EP pode ser induzida pela administrag@o sist€émica do agonista
dopaminérgico, apomorfina. Uma vez que o antagonista dopaminégico central haloperidol, e
nao a domperidona (antagonista periférico), diminui o efeito indutor de EP da apomorfina, foi
proposto entdo, que a resposta a esta droga ¢ devido a mecanismo(s) dopaminérgico central
(PEHEK; THOMPSON; HULL, 1988; ZARRINDAST; FARAHVASH, 1994). H4 evidéncias
também que mecanismos GABAérgicos estdo envolvidos na EP e na copula de ratos
(LEIPHEIMER; SACHS, 1988; ZARRINDAST; FARAHVASH, 1994).

Na avaliacdo do comportamento sexual, a motivacdo pode ser medida pela
laténcia para primeira monta e, em geral, deve ser menor que um minuto. A laténcia para
primeira intromissdo freqiientemente ¢ a mesma que a laténcia para primeira monta, mas as
vezes pode ser mais longa. Intromissdo requer EP e atividade coordenada dos musculos
estriados do pénis e, conseqiientemente, ndo ¢ inteiramente determinada pela motivacao
sexual (AGMO, 1997).

O nimero de montas ¢é bastante variavel e, provavelmente, reflete a motivacao
sexual, mas pode ser confundida com outros fatores, e deve ser interpretada com cautela. O
nimero de intromissdes mostra a facilidade pela qual o reflexo ejaculatorio ¢ ativado. A
eficiéncia copulatdria representa o desempenho sexual ou poténcia (AGMO, 1997). O
intervalo inter-intromissdo e a freqiiéncia de montas por minuto podem refletir uma mistura

de motivagdo e desempenho sexuais (AGMO, 1997).
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Dados obtidos em nossos laboratérios mostraram que a MOX aumentou as
laténcias para primeira monta e primeira intromissdo, e o intervalo inter-intromissdes; e
também reduziu o nimero total de montas (RODRIGUES-ALVES et al, 2007). Estes dados
ndo permitiram caracterizar se os efeitos comportamentais da MOX foram causados por
alteracdo na motivagdo ou no desempenho sexual, ou em ambos. No presente trabalho
utilizamos modelos experimentais para avaliar o efeito da MOX separadamente nestes dois
aspectos do comportamento sexual.

Nossos resultados anteriores (RODRIGUES-ALVES, et al., 2007) mostraram
também prejuizo da coordenagdo motora de ratos observados na trave elevada. Este achado
corrobora outros que mostraram o envolvimento do sistema GABAérgico no controle motor.
Em um estudo do funcionamento da rede neural que controla o comportamento motor em
vertebrados, Tegnér et al. (1993) mostraram que ambos os receptores GABA, ¢ GABAp
agem em conjunto na coordenacdo da locomocdo. Kriem et al. (1998) sugeriram que a
transmissao GABA¢rgica na substancia nigra pars reticulata (SNr) tem um papel crucial no
controle da atividade motora e na regulacdo dos movimentos.

Semelhante a maioria dos neurdnios centrais no neocortex, talamo, hipotalamo,
hipocampo, amigdala, e mesencéfalo, os neuronios da SNr sdo células autoativas (WINDELS;
KIYATKIN, 2006). O ritmo de descarga in vitro dos neuroénios da SNr mostrou-se diferente
dependendo de sua localizagdo antero-posterior (HAJOS; GREENFIELD, 1993), da espécie
animal e possivelmente da temperatura (YUAN; YAMADA; INAGAKI, 2004), e efeito de
bloqueio de receptores GABA pela administragdo de bicuculina. A liberagao do GABA porém
inibe tonicamente os neurdnios da SNr (WINDELS; KIYATKIN, 2006).

Os neuronios da SNr de ratos tém uma sensibilidade minima ao GLU,
sugerindo que este impulso ndo ¢ responsavel pelo aumento tonico em sua atividade. Em

contraste com o limitado impulso e esparsos receptores de GLU, os neurdnios da SNr
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recebem uma densa inervagdo do estriado e globo palido e tem uma das maiores densidades
de receptores GABAérgicos do cérebro (WINDELS; KIYATKIN, 2006).

Sendo um sitio final para a integragdo somato-sensoria, 0s neurdnios
GABA¢érgicos da SNr disparam em ritmo relativamente estavel. Resultados obtidos por
Windels e Kiyatkin (2006) sugerem que a modulagdo pelo impulso GABAérgico, mas nao
pela influéncia oposta de GLU e GABA, ¢ o fator primario responsavel pela inibi¢do em fases
destas células induzidas por estimulo sensorial e pelos ajustes tonicos de sua atividade basal, e
uma vez que a dopamina na SNr age via receptor D-1, esta modula os impulsos de GABA nos
terminais GABA¢érgicos pré-sinapticos (YUNG et al., 1995), portanto, a perda de DA pode
diminuir a inibi¢do que o GABA exerce nos neurdnios da SNr, resultando em sua
hiperatividade (WINDELS; KIYATKIN, 2006).

Do exposto acima, temos que as vias GABA¢érgicas estdo intrinsecamente
relacionadas com as vias dopaminérgicas presentes nas areas sensoriais € motoras do SNC, e
estdo envolvidas no controle dos comportamentos sexual e motor.

Assim, considerando que a MOX pode interferir com a transmissao
GABAérgica e que este sistema participa da manifestacdo do comportamento sexual, dando
continuidade ao nosso estudo anterior, propusemos, neste trabalho, a fim de auxiliar no
entendimento do mecanismo de acdo desta droga em mamiferos, avaliar tanto os efeitos da
MOX na motivacdo e desempenho sexuais, bem como os efeitos de antagonistas
GABA¢érgicos (biculina e faclofen) no desempenho sexual, além de avaliar os niveis de
neurotransmissores de ratos expostos a MOX, no hipotdlamo e estriado, areas do SNC

relacionadas com comportamentos sexual € motor, respectivamente.
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2 OBJETIVOS

Estudar os efeitos da moxidectina (MOX) em aspectos do comportamento
sexual de ratos machos e o envolvimento de sistemas de neurotransmissao central. Para tanto,
avaliou-se em ratos machos expostos a dose terapéutica de MOX (0,2 mg/kg):

a motivacdo e desempenho sexuais;

os efeitos da administracdo de antagonistas GABAérgicos (biculina e faclofen)
no desempenho sexual;

os niveis de neurotransmissores: aminas (dopamina, serotonina, noradrenalina)
e seus metabolitos; e aminoacidos (GABA, glutamato e glicina, e aspartato); presentes no

hipotalamo e no estriado.



20

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos adultos inexperientes, da linhagem Wistar,
provenientes do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. Os animais com aproximadamente 80 dias de
idade foram alojados em caixas de polipropileno com tampa metalica medindo 40 x 50 x 20
cm, em numero de quatro ou cinco por caixa. Estas caixas foram mantidas na Sala de Ciclo
Invertido, com ciclo claro/escuro (CE) 12:12 h (luz acesa as 22:00 h), temperatura controlada
(22 + 2 °C), agua e alimentagdo (ragdo comercial balanceada) ad libitum, por um periodo nio
inferior a 30 dias antes de serem colocados nas diferentes situagdes experimentais.

Cada animal foi utilizado em apenas um experimento.

3.2 Drogas € outros

Moxidectina (Cydectin® - Fort Dodge Satide Animal Ltda., Campinas).
Oleo de améndoas (Leclerc Industrial Ltda., Sio Paulo): usado como veiculo

da moxidectina.
Xilazina 1% (Rompum® - Bayer): usado como pré-anestésico em ratas

submetidas a ovariectomia.
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Cloridrato de Cetamina - 100 mg/ml (Vetaset® - Fort Dodge): usado como
anestésico em ratas submetidas a ovariectomia.

Riodeine® iodopovidona topico (Rioquimica Industria Farmacéutica): usado
para antissepsia da pele das ratas submetidas a ovariectomia.

Vetaglos® pomada (Univet S.A. Indistria Veterindria): usada no tratamento
das feridas cirurgicas das ratas submetidas a ovariectomia.

Paracetamol (Tylenol® gotas - Janssen-Cilag Farmacéutica): usado como
analgésico no periodo pos-operatdrio das ratas iscas.

Benzoato de 17§ estradiol e progesterona (Sigma): usados no tratamento das
ratas iscas, conforme descrito abaixo.

Cloridrato de apomorfina (Sigma)

Bicuculina (Serva — Fein Biochemica Heidelberg): antagonista de receptor
GABA4

Faclofen (Sigma): antagonista de receptor GABAg

Etanol (Cooperalcool® - Coopersucar Industria Brasileira): usado para limpeza

dos aparelhos utilizados nos experimentos, numa solugdo a 5 %.

A MOX foi diluida em 6leo de améndoas, obtendo-se a concentragdo de

0,2 mg/mL. Os animais receberam 1,0 mL/kg desta preparacdo por via subcutanea (SC).

A xilazina e a cetamina foram administradas, por via intraperitoneal (IP), para
a anestesia das ratas submetidas a ovariectomia bilateral. No periodo pods-operatorio foram
colocadas seis a sete gotas de paracetamol em 200 mL de 4gua oferecida no bebedouro das

ratas iscas, por quatro a cinco dias, sendo trocada diariamente.

O 17 estradiol e a progesterona foram diluidos em 6leo de améndoas, sendo

administrados nas doses de 50 pg/kg e 2 mg/kg, respectivamente, por via SC, em volume de
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1,0 mL/kg nas ratas iscas utilizadas na avaliagdo da motivacdo sexual, 54 e 6 horas,
respectivamente, antes do inicio de cada sessdo experimental.

A apomorfina foi diluida em solugdo de cloreto de sodio 0,9% gelada, obtendo-
se a concentracdo de 80 pg/mL, sendo administrado 1,0 mL/kg por via SC. Esta droga foi
mantida em gelo e ao abrigo da luz durante toda a sessdo experimental.

A bicuculina, droga antagonista GABA,, foi diluida em solucdo de cloreto de
sodio 0,9% com acido acético glacial (pH 4,0), na concentragdo de 1,5 mg/mL, e administrada
por via intraperitoneal (IP) em volume de 1,0 mL/kg.

O faclofen, droga antagonista GABAg, foi diluida em solu¢do de cloreto de

sodio 0,9% na concentragao de 1,0 mg/mL, sendo administrado IP em volume de 1,0 mL/kg.
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3.3 Procedimentos

Com 70 a 80 dias de idade, os ratos machos inexperientes foram colocados na
Sala de Ciclo Invertido e mantidos em ciclo CE 12:12 h (luz acesa as 22:00 h), para adaptagao
do ciclo biolégico, por no minimo, 30 dias antes do inicio dos experimentos. As ratas iscas
utilizadas na avaliacdo da motivagdo sexual também foram colocadas nesta sala ap6s serem

submetidas a ovariectomia e recuperadas da anestesia.

As observagdes comportamentais foram realizadas na Sala de Ciclo Invertido,

iluminada com duas lampadas vermelhas (20 W), entre 12:00 h e 18:00 h.

Cada rato, com idade minima de 100 dias, foi utilizado somente em um

experimento.

3.3.1 Avaliag¢ao da Motivagao Sexual

Para avaliagdo da motivagdo sexual dos machos foram utilizadas fémeas,
sexualmente receptivas (iscas), submetidas a uma cirurgia para retirada dos ovarios e cio
induzido pela administracdo de hormonios. Sucintamente, as ratas foram anestesiadas com 1,0
mL/kg de uma solugdo de cetamina e xilazina (1:2) administrada por via intraperitoneal (IP).
Apos a constatagao da anestesia, procedeu-se a tricotomia e a anti-sepsia da pele (com alcool
e Riodeine® topico), e a incisdo no flanco direito para exposi¢ao do ovario; fez-se, entdo,
uma ligadura no ligamento meso-ovariano com fio de algodao preto e retirou-se a gobnada com

auxilio de um bisturi. A seguir, procedeu-se a sutura do peritonio, tecido subcutaneo e pele
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com pontos continuos. Repetiu-se 0 mesmo procedimento para a retirada do ovéario esquerdo,
e ambas as feridas cirurgicas foram tratadas com Vetaglos® pomada. No periodo pods-
operatorio imediato as fémeas foram colocadas individualmente em caixas de polipropileno
com tampa metalica medindo 30 x 20 x 13 c¢m forradas com maravalha, sob luz para manté-
las aquecidas até a recuperagdo da anestesia quando, entdo, foram levadas para a Sala de Ciclo
Invertido. As quatro ratas foram tratadas com paracetamol, conforme descrito no item 3.2.
Apds quatro a cinco dias, uma vez constatada a cicatrizagcdo da ferida cirrgica, estas ratas
foram todas transferidas para uma caixa de polipropileno com tampa metalica medindo 40 x
50 x 20 cm, e mantidas nesta sala até o experimento.

Estas fémeas foram utilizadas como iscas (ou incentivos) apos 21 dias, no
minimo, tempo este necessario para a eliminagdo dos hormonios circulantes e adaptagdo ao
ciclo de luz invertido (AGMO; PAREDES; FERNANDEZ, 1987; RODRIGUES-ALVES,
2003).

A receptividade sexual das ratas foi induzida pela administragcdo de 50 ug/kg
de 17 estradiol e 2,0 mg/kg de progesterona, 54 e 6 horas, respectivamente, antes do inicio
de cada sessdo experimental, e testada colocando-se a fémea com um macho sexualmente
ativo (isca) na caixa para observacdo de comportamento sexual, permitindo-se a realizagao de
algumas montas ¢ observando-se a presenga de lordose nas ratas, ou seja, a presenga
simultanea de flexd3o concava do dorso, desvio lateral da cauda e extensdo do pescogo
(SODERSTEN, 1978; SODERSTEN; ENEROTH, 1980; SODERSTEN et al., 1986). Estas
ratas iscas podem ser reutilizadas somente apds um intervalo de duas semanas.

A arena para observagdo da motivagdo sexual é redonda, com diametro de
80 cm, contornada por uma parede de 30 cm de altura, exceto na regido de fronte aos
compartimentos dos animais iscas (ou incentivos). Estes compartimentos, diametralmente

opostos, medem 30 x 30 x 30 cm; suas paredes laterais e a do fundo sdo fechadas e sua parede
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frontal, aberta para a arena, possui uma grade de metal (malha de 12 mm?) que permite apenas
contato visual e olfativo entre os animais iscas ¢ teste. Durante a observa¢do foi colocada
maravalha de madeira sobre o piso destes compartimentos.

A arena, bem como os compartimentos dos animais iscas, sdo pintados de
branco, com excecdo da grade de metal que é de cor cinza; no piso em frente a cada
compartimento, ¢ delimitada, com linhas pretas, a zona de incentivo (ZI) com 30 x 20 cm.
Este aparelho fica apoiado sobre pés com 60 cm de altura (Fig. 1).

Uma semana antes do teste, os ratos inexperientes foram familiarizados com a
arena de observacdo, porém sem a presenca dos ratos iscas; para tanto foram colocados
individualmente para explora-la, por cinco minutos em trés dias consecutivos (AGMO, 2003).

Para o teste da motivacgdo sexual os ratos iscas, uma fémea receptiva (incentivo
sexual) e um macho sexualmente experiente (incentivo social), foram colocados nos
compartimentos contiguos a arena 20 min antes do inicio das observagdes dos animais testes.
Cada rato a ser testado foi colocado individualmente no centro da arena e observados por 20
min, sendo avaliados os seguintes parametros: tempo em segundos de permanéncia nas zonas
de incentivo da fémea (ZIF), e do macho (ZIM); freqiiéncia de visitas a cada ZI (nimero de

vezes que o animal entra com as quatro patas na ZIF ou ZIM).

A partir destes dados foram calculados a média de duragao das visitas a ZIF ou
ZIM e o escore de preferéncia, que consiste na razdo entre o tempo de permanéncia na ZIF e o

tempo total de permanéncia nas duas ZI, ou seja:

tempo de permanéncia na ZIF

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



26

Arena
30cm
4 ....................... .’
A
- 3
L] & -
80 cm |y
compartimanto D TR >
para ratos 20 cm
iscas
v

Zl = Zona de Incentivo Vista Superlor

I I

Vista lateral

Figura 1 — Ilustragdes esquematica da arena para avaliagdo da motivacao sexual



27

3.3.2 Avaliag@o do Desempenho Sexual

O desempenho sexual foi avaliado por meio do teste de erecdo peniana
induzida pela apomorfina (MELIS; MAURI; ARGIOLAS, 1994, ANDERSEN; TUFIK,
2004). Este teste foi realizado em uma caixa confeccionada em vidro, medindo 30 x 30 x 30
cm, com a parede posterior de espelho. Esta caixa fica apoiada em quatro pés de metal com 10

cm de altura, sobre um espelho plano com 40 x 40 cm. (Fig. 2).

20 cm

A
v

/ 20 cm

espelho — ,

Figura 2 — [lustracdo esquematica da caixa para observagao da ere¢do peniana.
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Os animais foram colocados individualmente na caixa imediatamente apds a

aplicagao SC de 80 pg/kg de apomorfina e observados por uma hora. Considerou-se ere¢ao
peniana quando o rato se levantou sobre suas patas posteriores, inclinou-se para frente até
alcangar a area genital, manipulou seu pénis em erecdo total, com ligeiros movimentos

pélvicos (Fig. 3)



Figura 3 — Ilustragao do rato em ere¢ao peniana.
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Os parametros avaliados foram: laténcia para primeira ere¢ao peniana medida

em minutos e freqiiéncia de eregdes penianas. Para que as laténcias de todos os ratos
pudessem ser consideradas nos célculos estatisticos, foram convertidas em escores, conforme

descrito na Tab. 1.

Tabela 1 — Escores atribuidos a laténcia para
primeira erecdo peniana (EP) observadas em
minutos, de ratos tratados com 80 ug/kg de

apomorfina.
Escore Laténcia (min)

1 0 a 10minutos

2 11 a 20 minutos

3 21 a 30 minutos

4 31 a 40 minutos

5 41 a 50 minutos

6 51 a 60 minutos

7 Ratos que nao apresentaram EP
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3.3.3 Avaliagdes Neuroquimicas

Para a realizagdo das dosagens neuroquimicas os ratos foram submetidos a
eutandsia por decapitacdo, o cérebro foi retirado do cranio e lavado em solugdo de cloreto de
sodio 0,9% gelada (4°C), sendo, em seguida, dissecado sobre placa de gelo, rodeado por gelo
seco. As amostras encefalicas de interesse (hipotdlamo e estriado) foram colocadas
separadamente em tubos de polipropileno do tipo eppendorf e estocados em nitrogénio liquido
(-80°C); todo este procedimento foi realizado, no maximo, em 3min.

No final dos sacrificios os tecidos cerebrais foram pesados e diluidos em uma
solugdo de 4cido perclorico 0,1 M (8,68 mL de acido perclérico, 200 mg de metabissulfito de
sodio (NaxS;0s5), 200 mg de 4acido diaminoetilenotetracético dissodico (EDTA), q.s.p.
1000mL de agua MilliQ). Antes da dilui¢do, para cada 50 mL de acido perclorico sdao
adicionados 10 pL de 3,4 diidroxibenzilamina (DHBA). O DHBA foi escolhido como padrao
interno por ter as mesmas caracteristicas fisico-quimicas que as monoaminas a serem dosadas.
Isto feito, o material foi homogeneizado por sonica¢do (caneta sonicadora — Lab Line
Instruments), durante 2 ou 3 minutos sob refrigeragdo com gelo seco.

Os homogenatos obtidos foram conservados em geladeira por toda a noite
(overnight) para a precipitag@o de proteinas e acidos nucléicos, interferentes nas amostras. Na
manha seguinte o material foi centrifugado a 11.000 giros por 20 minutos. Os sobrenadantes
foram retirados, devidamente acondicionados em tubos tipo eppendorf e mantidos em freezer
(—80 °C) até o momento da analise das aminas, que foram realizadas em uma semana.

As monoaminas, dopamina (DA), seus metabdlitos dcido homovanilico (HVA) e
acido 4,4-diidroxifenilacético (DOPAC); serotonina (5-HT) e seu metabdlito acido 5-

hidroindol, 3-acético (SHIAA), e noradrenalina (NOR) foram dosadas por Cromatografia
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Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), com detector eletroquimico. Posteriormente foram
calculadas as relagdes DOPAC/DA, HVA/DA e SHIAA/5-HT como indicadores da taxa de
renovagao (turnover) de DA e 5-HT, respectivamente.
O método HPLC utilizado foi previamente descrito por Felicio et al. (1996).
Utilizou-se um cromatégrafo liquido acoplado a um detector eletroquimico (HPLC-ED;
Shimadzu Modelo 6A). O HPLC-ED ¢ composto de um recipiente injetor (valvula) de 20 pl,
bombas de fluxo A e B, um sistema controlador (monitoramento de fluxo, pressdo e
temperatura), uma coluna cromatografica (C-18 medindo 150 x 4,6 mm com particulas de 5
um — Shimpak) com filtro de linha, um detector eletroquimico e um integrador modulado
Chromatopac. A técnica utilizada ¢ a de cromatografia em fase reserva com pareamento
i0onico. Esta técnica fundamenta-se na cromatografia de particao ou absor¢do. As condi¢des de
trabalho foram as seguintes: temperatura — 50 °C; tempo de obtencdo dos picos: até 24 min.
Cada amostra foi corrida por 28 min e o limite de detec¢do foi de 2 pg para DA, DOPAC, 5-
HT, e 5-HIAA, e 20 pg para HVA.
A fase movel para o HPLC utilizada, foi um sistema isocratico formado por um
tampao citrato 0,02 M, metanol 92/8 (v/v), 0,12 nM EDTA sddico e 0,0556% de acido 1-
heptanosulfonico (HSA). O pH foi ajustado para 3 com acido ortofosforico (HsPO,). A fase
movel foi filtrada com membranas milipore de 0,22 pm em sistema a vacuo e de-aerada por
15 minutos com fluxo constante de um degaseificador a Hélio, antes de ser instalada no
HPLC. Em seguida circulou no sistema cromatografico fechado por 12 horas (overnight) para
estabilizacdo da coluna e da linha de base, operando em fluxo constante de 1,0mL/min. O
detector foi mantido com um potencial de 0,8 V no eletrodo de trabalho.
A caracterizagdo das diferentes substincias analisadas se da pelo tempo de
reten¢do, reflexo da polaridade destes compostos. Desta forma, substancias mais polares se

ret€ém menos na silica da coluna, apresentando um tempo de retengdo menor.
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Os padrdes das monoaminas em concentragdes de 1 nM de dopamina e seus
metabolitos DOPAC e HVA, serotonina e seu metabolito SHIAA, e de noradrenalina sdo
diluidos em solucao de acido cloridrico 0,1 M contendo 0,02% de Na,S,0s, distribuidos em
tubos de polipropileno do tipo eppendorf de 1,5 ml e em seguida congelados em freezer
—80 °C por periodo ndo superior a 2 meses. No momento da analise os padrdes foram
descongelados e diluidos 2500 a 10.000 vezes com solucdo de acido cloridrico (HCI) 0,1 M.
Todos os dias antes do inicio das corridas analiticas, os padrdes diluidos foram injetados
intercaladamente, e também no final das dosagens dos homogenatos. A curva de calibragdo ¢
obtida com o auxilio de 3 concentragdes diferentes de padrio.

Para a dosagem dos aminoacidos, 100 uL. dos homogenatos de cada amostra
armazenados em tubos tipo eppendorf foram acondicionados em caixa térmica com nitrogénio
liquido e levadas para o Instituto Butantan (Unidade de Bioquimica e Biofisica - Dr.Ivo
Lebrun), onde foram liofilizadas e armazenadas. No momento das dosagens dos aminoacidos
(GABA, GLU, GLI e aspartato), as amostras foram novamente diluidas.

Para a avaliagdo dos aminoacidos empregou-se derivagdo com fenil-
isotiocianato e HP LC (HP modelo Chemstation série 1100) com coluna 4,6 x 250 nm
Beckman 5p Ultrasphere ODS-PHT, e um injetor de amostras (valvula para 1,0 mL). O limite

de deteccdo para os aminoacidos foi de 20 pg (HEINRIKSON; MEREDITH, 1984).
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3.4 Analises Estatisticas

Foi empregado o software GraphPad Instat v2.01© para a realizacdo das
seguintes analises estatisticas:

- Teste de Bartlett: foi empregado para avaliar a homocedasticidade dos dados;

- Analise de variancia ANOVA mono-caudal, para dados paramétricos, seguida
do teste de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer para comparacdo entre as médias de trés
ou mais grupos;

- Método de Kolmogorov e Smirnov para avaliar se as populacdes seguem a
distribuicdo de Gauss, para comparagao entre dois grupos;

- Teste t ndo pareado mono-caudal, com correcdo de Welch para comparagao das
médias entre dois grupos.

- Teste U para dados ndo paramétricos, comparando-se dados de dois grupos.

O nivel de significancia critico admitido para rejei¢ao da hipotese de nulidade foi

de uma probabilidade de 5% (p<0,05) em todas as analises empregadas.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

4.1 Experimento 1 Efeitos da moxidectina na motivagdo sexual de ratos

Os ratos foram distribuidos em dois grupos: um controle com sete animais e
um experimental com oito. Os ratos de ambos os grupos, por serem inexperientes, foram
colocados individualmente na arena de observagdo para exploragdo do ambiente, por 5 min
em trés dias consecutivos, na auséncia dos animais iscas, conforme descrito no item 3.3.1.
Uma semana depois, os ratos do grupo experimental receberam 0,2 mg/kg de MOX (SC) e os
animais do grupo controle receberam 0,1 mL/kg de 6leo de améndoas pela mesma via, sendo
avaliada a motivacdo sexual apds 72 h. Para tanto, os animais iscas, isto ¢, uma fémea
receptiva e um macho sexualmente experiente foram colocados nos respectivos
compartimentos, € apds 20 min cada animal teste foi colocado individualmente na arena e
observado por 20 min, sendo avaliados a freqiiéncia de visitas e o tempo de permanéncia nas
Z1 demarcadas em frente aos ratos iscas, posteriormente foram calculados o escore de
preferéncia e a média de duragdo das visitas a cada ZI, conforme descrito no item 3.3.1.

A Tabela 2 e Figura 4 mostram os efeitos da MOX na motivagdo sexual dos ratos. Nota-se
que ndo houve diferencas significantes entre os grupos controle e experimental em nenhum
dos parametros avaliados. Por outro lado, observa-se que tanto os ratos do grupo controle
como aqueles do grupo experimental tiveram preferéncia pelo incentivo sexual, pois o tempo
de permanéncia e a média de duragdo das visitas na Zona de Incentivo do Macho (ZIM) foram

significantemente menores aquelas da Zona de Incentivo da Fémea (ZIF).



Tabela 2 — Efeitos da administracdo de 0,2 mg/kg de moxidectina (MOX) em
parametros de motivacdo sexual de ratos observados 72 h apds o tratamento. Sao
apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes; n = numero de animais.

Grupos
Parametros Controle MOX

n=7) (n=238)
Tempo de permanéncia na ZIF (s) 693,86 + 69,17 705,13 +70,82
Tempo de permanéncia na ZIM (s) 259,71 + 68,05 236,00 + 50,72°
Média de duragao das visitas a ZIF (s) 40,83 + 3,09 30,49 + 3,78
Média de duragio das visitas a ZIM (s) 17,72 + 3,52 17,21 + 3,40°
Freqiiéncia de visitas a ZIF 18,71 + 1,02 21,25+ 3,28
Freqiiéncia de visitas a ZIM 13,86 +1,2 16,38 + 3,70
Escore de preferéncia 0,73 + 0,07 0,74 + 0,06

*p<0,05, teste t de Student, em relagdo a ZIF; p>0,05 Teste U (escore).Zona de
incentivo da fémea (ZIF); Zona de incentivo do macho (ZIM); segundos (s);

36
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Figura 4 — Efeitos da administrag¢do de 0,2 mg/kg de moxidectina (MOX) em parametros da
motivacao sexual de ratos machos observados 72 h apds o tratamento; grupo controle (C)
n =07 e grupo MOX n = 08. S3o apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes.
Zona de incentivo da fémea (ZIF); zona de incentivo do macho (ZIM). #p<0,05 teste t de
Student, em relagao a ZIF; p>0,05, teste U (escore).
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4.2 Experimento 2 Efeitos da moxidectina no desempenho sexual de ratos

Foram utilizados 20 ratos, distribuidos em dois grupos iguais: experimental e
controle. Os ratos do grupo experimental receberam 0,2 mg/kg de MOX (SC) e os animais do
grupo controle receberam 0,1 mL/kg de dleo de améndoas; apd6s 72 h deu-se inicio a
observagao individual dos ratos por 60 min, imediatamente apos a aplicagdo SC de 80 ug/kg
de apomorfina, conforme descrito no item 3.3.2.

A Tabela 3 e a Figura 5 mostram os efeitos da MOX na erecdo peniana. Assim,
nota-se que a MOX foi capaz de aumentar a laténcia para primeira EP, bem como reduzir a
freqiiéncia de EP induzida por apomorfina, quando comparada com aquela do grupo controle.
Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significantes entre os grupos quando se

comparou a porcentagem de animais que apresentaram EP.



Tabela 3 — Parametros de ere¢do peniana induzida por apomorfina (80 pg/kg) em
ratos observados 72 horas ap6s o tratamento com 0,2 mg/kg de moxidectina
(MOX). Sao apresentadas as médias e respectivos erros padroes; n=10 por grupo.

Grupos
Parametros

Controle MOX
Laténcia para 1? ere¢ao peniana (escores) 2,10 + 0,59 3,20 +0,85*
Freqiiéncia de ere¢cdo peniana 3,10 + 0,55 1,60 + 0,48*
Porcentagem de ere¢do peniana 90 70

*p<0,05 Teste t de Student, em relagdao ao grupo controle.
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Figura 5 — Parametros de erecdo peniana (EP) induzida por apomorfina (80 pg/kg) em ratos
observados 72 horas ap6s o tratamento com 0,2 mg/kg de moxidectina (MOX); n = 10 por
grupo. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes; *p<0,05 teste t de Student,
em relacdo ao grupo controle (C).
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4.3 Experimento 3 Efeitos de antagonistas GABAérgicos no desempenho sexual de ratos

tratados com moxidectina

Foram utilizados 48 ratos distribuidos em seis grupos iguais, que receberam os
seguintes tratamentos:

- Grupo Controle: administrou-se 0,1 mL/kg de 6leo de améndoas (SC); apos
72 h, 0,1 mL/kg de solucdo de cloreto de sédio 0,9% (IP) e aguardou-se 15 min para
administracao de 80 pg/kg de apomorfina (SC).

- Grupo MOX: administrou-se 0,2 mg/kg de moxidectina (SC); apos 72 h,
0,1 mL/kg de solugao de cloreto de sodio 0,9% (IP) e aguardou-se 15 min para a
administracao de 80 pg/kg de apomorfina (SC).

- Grupo BIC: administrou-se 0,1 mL/kg de 6leo de améndoas (SC); apds 72 h,
1,5 mg/kg de bicuculina (IP) (antagonista de receptor GABA,) e aguardou-se 15 min para
administracao de 80 pg/kg de apomorfina (SC).

- Grupo MOX + BIC: administrou-se 0,2 mg/kg de moxidectina (SC); apos
72 h, 1,5 mg/kg de bicuculina (IP) e aguardou-se 15 min para administragdo de 80 pg/kg de
apomortfina (SC).

- Grupo FAC: administrou-se 0,1 mL/kg de 6leo de améndoas (SC); apos 72 h,
1,0 mg/kg de faclofen (IP) (antagonista de receptor GABAg) e aguardou-se 15 min para
administracao de 80 pg/kg de apomorfina (SC).

- Grupo MOX + FAC: administrou-se 0,2 mg/kg de moxidectina (SC); apos
72 h, 1,0 mg/kg de faclofen (IP) e aguardou-se 15 min para administracdo de 80 pg/kg de

apomortfina (SC).
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Imediatamente apos a administragdo de apomorfina, cada rato foi colocado
individualmente na caixa de observagdo, sendo avaliada a erecdo peniana, conforme descrito
no item 3.3.2.

A Tabela 4 e a Figura 6 mostram os efeitos da administragdo de antagonistas
GABA¢érgicos na erecao peniana induzida por apomorfina em ratos observados 72 horas apos
o tratamento com 0,2 mg/kg de MOX. Assim, nota-se que a MOX reduziu a freqiiéncia de
erecao peniana, enquanto os antagonistas GABA¢rgicos por si s6 ndo foram capazes de causar
nenhuma alteragdo neste parametro. A administragdo do antagonista GABA,, bicuculina, foi
capaz de reverter o efeito da MOX na freqliéncia de erecdo peniana, enquanto o faclofen,
antagonista de receptores GABAg, teve efeito oposto, isto €, aumentou a freqiiéncia de ere¢ao
peniana em relacao aos ratos do grupo controle (p<0,05).

Observou-se também aumento da laténcia para primeira ere¢do peniana dos
ratos do grupo MOX em relagdo aquela dos animais do grupo controle e dos demais grupos
(p<0,05), enquanto a porcentagem de animais que tiveram erecao peniana de todos os grupos
experimentais ndo apresentou diferencas significantes entre eles e em relagdo aos animais do

grupo controle.



Tabela 4 — Efeitos de antagonistas GABA¢&rgicos em parametros de ere¢do peniana
(EP) induzida por apomorfina (80 pg/kg), em ratos observados 72 horas apos o
tratamento com 0,2 mg/kg de moxidectina (MOX). Sao apresentadas as médias e
respectivos erros padrdes; n = § por grupo.

Laténcia para

Porcentagem de ratos

GRUPOS 1*EP Freqiiéncia de EP
que apresentaram EP
(escore)

Controle 1,38 0,18 3,50 +0,27 100
MOX 3,50 +1,04* 1,50 + 0,60%* 62,5
BIC 1,29 40,16 3,714+0,31*° 100
MOX+BIC 1,43 +0,18" 3,58 +0,26"" 100
FAC 1,38 +0,18° 3,13 +0,40°° 100
MOX+FAC 1,13 +0,13* 5,50 +0,27** 100

"p<0,05 em relagdo ao grupo controle; *p<0,05 em relagio ao grupo MOX; "p<0,05
em relagdo ao grupo MOX+FAC; ANOVA seguida do teste de multiplas
comparagdes de Tukey-Kramer. Bicuculina (BIC); Faclofen (FAC)
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Figura 6 — Efeitos de antagonistas GABA¢érgicos em parametros de erecdo peniana (EP)
induzida por apomorfina (80 pg/kg), em ratos observados 72 horas apds o tratamento com
0,2 mg/kg de moxidectina (M); n = 08 por grupo. Sdo apresentadas as médias e
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Tukey-Kramer, " em relagio ao grupo controle (C); ® em relagio ao grupo M; b em relagdo
ao grupo M + F. Bicuculina (B); Faclofen (F).
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4.4 Experimento 4 Efeitos da moxidectina nos niveis hipotaldmicos e estriatais de

neurotransmissores € seus metabolitos

Os ratos utilizados neste experimento foram distribuidos em dois grupos: um
controle € um experimental, com nove animais cada. Os animais do grupo experimental
receberam, por via SC, 0,2 mg/kg de MOX e aqueles do grupo controle 0,1 mL/kg de 6leo de
améndoas (SC). Apos 72 horas, os ratos foram submetidos a eutanasia por decapitacao na fase
escura do ciclo CE, em uma sala iluminada com uma lampada vermelha de 20 W.

ApoOs a eutanasia, do encéfalo de cada rato foi removido o hipotalamo (area
relacionada com o comportamento sexual) e um segmento do estriado (area envolvida com a
atividade motora) direito. Ambos tecidos foram colocados separadamente em tubos tipo
eppendorf e diluidos na proporgdo de 15 vezes para as amostras de hipotdlamo ¢ 20 vezes
para as de estriado em uma solu¢ao de acido perclorico 0,1 M e processados, conforme
descrito no item 3.3.3.

A Tabela 5 e as Figuras 7 e 8 mostram os efeitos da administragdo de MOX
(0,2 mg/kg) nos niveis de neurotransmissores € seus metabolitos no hipotalamo e no estriado,
72 horas apoOs esse tratamento. Assim, observa-se diminui¢do nos niveis estriatais de
dopamina (DA) e de seu metabolito dcido homovanilico (HVA) e nos niveis hipotalamicos de
GABA de ratos do grupo experimental, em relagdo aos ratos do grupo controle (p<0,05). Nao
foram observadas diferengas significantes entre os grupos nos niveis hipotalamicos e estriatais
de DOPAC, na relagado HVA/DA, e na DOPAC/DA, nem nos niveis das demais aminas e seus

metabolitos, bem como nos niveis de GLU e GLI. O aminoacido aspartato nao foi detectado.



Tabela 5 -

Efeitos

de 0,2 mgkg de moxidectina (MOX) nos

niveis

de

neurotransmissores ¢ metabolitos (ng/g de tecido) no hipotalamo e no estriado, 72 h apds
o tratamento. S3o apresentadas as médias e respectivos erros padroes. n=9 por grupo.
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Hipotalamo Estriado

Controle MOX Controle MOX
DA 365042540  44826+209,74  3511,90+638,91 1537,30+397,69*
HVA 13304320  10,94+7,87 1412442402 73.20+17,41*
DOPAC 35041510  43,1149,51 204,66139,08  119,04-28,39
HVA/DA  0,057+0,044  0,026+0,018  0,04040,006  0,058+0,007
DOPAC/DA 0,136+0,068  0,107+0,033  0,006-0,008  0,008+0,010
S-HT 145404452 146,1542643  92,96122,66 80,2224 34
SSHIAA 904042230  8435+17,85 105,93426,12  90,64+17,25
f;ﬂAA/ > 0,65340,041  0,0582+0,026  0,881+0,033  0,889+0,059
NOR 58040414340 472,08467,53  130,82+59,51  101,28+33,02
GABA 1019,60+164,98 599,00+74,67%  905,50+163,13  778,45+146,55
GLU 1697,304362,83 2253,80+784.27  1607,104163,35 1151,90+165,29
GLI 20054574 22,43+2,83 36,68+6,41  48,50+7,39

*p<0,05 teste t de Student, em relacdo ao grupo controle. Dopamina (DA); acido
homovanilico (HVA); acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) serotonina (5-HT);
acido hidroxiindolacético (5-HIAA); noradrenalina (NOR); 4cido y-aminobutirico
(GABA); glutamato (GLU); glicina (GLI).
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Figura 7 — Efeitos de 0,2 mg/kg de moxidectina (MOX) nos niveis de neurotransmissores €
metabolitos (ng/g de tecido) no hipotdlamo e no estriado, 72 h apds o tratamento. Sdo
apresentadas as médias e respectivos erros padrdes. n = 09 por grupo. *p<0,05 em relagdo ao
grupo controle, teste t de Student. Dopamina (DA), serotonina (5-HT), noradrenalina (NOR);
acido  homovanilico (HMA); 4cido  3.,4-dihidroxifenilacético (DOPAC); 4cido
hidroxiindolacético (5-HIAA)
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Figura 8 — Efeitos de 0,2 mg/kg de moxidectina (MOX) nos niveis de acido y-aminobutirico
(GABA), glutamato (GLU) e glicina (GLI) (ng/g de tecido) no hipotalamo e no estriado, 72 h
apo6s o tratamento. Sao apresentadas as médias e respectivos erros padroes. n = 09 por grupo.
*p<0,05 teste t de Student, em relagdo ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

Resultados por nos obtidos anteriormente mostraram que a moxidectina
(MOX) prejudicou o comportamento sexual de ratos machos inexperientes. A administracao
de 0,2 mg/kg de MOX, por via SC, aumentou as laténcias para primeira monta e intromissao e
diminuiu o nimero total de montas; observou-se também maior intervalo inter-intromissoes
72 horas ap6s a administragao desta droga (RODRIGUES-ALVES, 2003; RODRIGUES-
ALVES et al, 2007). Foi sugerido, entdao, que o prejuizo do comportamento sexual poderia ser
conseqiiéncia de interferéncia na motivagao sexual.

O método de avaliagdo do comportamento sexual de macho por nés empregado
naquela ocasido ndo permite a distingdo entre motivacdo sexual (a facilidade pela qual o
comportamento ¢ ativado ou libido) da execugdo dos atos copulatorios (desempenho ou
poténcia) (MEISEL; SACHS, 1994). Estes aspectos do comportamento sexual dependem dos
hormonios esterdides que agem no SNC modificando a excitabilidade neuronal em véarios
sistemas de neurotransmissao e estruturas cerebrais especificas (HULL et al, 1999), como a
APOM. E ainda, em relacdo ao empenho individual, o comportamento sexual nao tem
finalidade nem proposito outros que sua propria execugao. Deve ser ressaltado também que a
execugao dos reflexos sexuais per se pode promover aprendizado, isto €, ele funciona como
refor¢o (AGMO, 1999).

No presente trabalho, para testar a hipdtese de que a MOX interferiu na
motivacao sexual, utilizamos um modelo comportamental desenvolvido para analisar somente

este aspecto do comportamento sexual de ratos machos. Sabe-se da literatura que no modelo
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aqui empregado, quando os ratos sexualmente inexperientes sao expostos ao incentivo sexual
(fémea receptiva) e ao incentivo social (macho), eles optam em ficar mais tempo junto as
féemeas (DAHLGREN; MATUCSZCZYK; HARD, 1991; AGMO, 1999; 2003). Se os
incentivos forem fémea receptiva versus fémea nao receptiva, as primeiras serdo preferidas;
entretanto, quando a alternativa for fémea ndo receptiva versus macho, nenhuma preferéncia
sera observada (AGMO, 2003).

Os dados obtidos mostraram que animais do grupo controle ficaram 2,6 vezes
mais tempo e entraram 2,2 vezes mais na ZI da fémea receptiva do que na ZI do macho
experiente; portanto, de acordo com o que foi descrito acima, estes dados validam o modelo
comportamental aqui empregado para avaliar a motivac¢ao sexual de ratos tratados com MOX.

Por outro lado, nenhuma diferenga significante foi observada entre a motivagao
sexual dos ratos do grupo experimental (tratados com MOX) e aquela dos animais do grupo
controle, indicando que o prejuizo do comportamento sexual ndo pode ser atribuido a aspectos
de motivagdo (Tab. 2 e Fig. 4).

A segunda hipétese que pode explicar a interferéncia da MOX no
comportamento sexual sdo os efeitos desta na atividade motora. Estudos prévios feitos por nos
também mostraram que o tratamento com MOX induziu incoordenagdo motora nos ratos
testados na trave elevada, mas nao no teste do campo aberto (RODRIGUES-ALVES, 2003).

Para testar o efeito da MOX no desempenho sexual, utilizou-se o teste de
erecao peniana (EP) induzida por apomorfina. Esta droga ¢ um agonista ndo seletivo de
receptores dopaminérgicos, com maior atividade em receptores do tipo 2 do que do tipo 1
(D2>D1), e em baixas doses induz repetidos episodios de bocejo, EP e limpeza dos genitais
em ratos (SERRA et al, 1982; MELIS; ARGIOLAS, 2002). Nossos dados mostraram que a
MOX reduziu a laténcia e a freqiiéncia de EP induzida por apomorfina (Tab. 3 e Fig. 5),

indicando que o prejuizo do comportamento sexual, anteriormente observado por nds
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(RODRIGUES-ALVES, 2003), ocorreu em conseqiiéncia da interferéncia na consumacgao
deste comportamento. Provavelmente a falta de efeito no teste de motivagdo sexual avaliada
no presente trabalho e a redu¢cdo no niimero total de montas e aumento das laténcias para 1*
monta e 1* intromissdo observadas nos experimentos anteriores (RODRIGUES-ALVES,
2003, RODRIGUES-ALVES et al, 2007) podem ser explicadas pela redugdo no processo de
EP dos ratos.

Como exposto anteriormente a MOX exerce seu efeito em receptores
GABAérgicos (CASIDA, 1993; SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995), e apesar do GABA ser
o principal neurotransmissor inibitdrio presente no cérebro, o estudo de seu papel no controle
da EP e comportamento sexual torna-se mais complexo pelos efeitos frequentemente
dramaticos de drogas GABA¢érgicas no comportamento motor e vigilia (HOBBS; RALL;
VERDOON, 1996; ARGIOLAS; MELIS, 2005).

Meisel e Sachs (1994) também chamam atencdo para o fato de que déficits no
desempenho copulatério podem resultar de tratamentos fisioldgicos que prejudicam a
locomog@o ou outros movimentos de coordenagdo, porém nao exercem nenhum efeito na
funcdo erétil. A MOX prejudicou a coordenagio motora de ratos observados na trave elevada’
(RODRIGUES-ALVES, 2003), porém, também mostrou efeito no comportamento sexual,
prejudicando a parte motora deste, isto ¢, os mecanismos de EP.

A MOX liga-se com alta afinidade aos canais de cloro controlados por GABA
(DUCE, SCOTT, 1985; DAWSON et al., 2000), isto ¢, esta droga tem acdo em receptores
GABAérgicos do tipo A (GABA,) (NJUE et al., 2004; RODRIGUES-ALVES et al., 2007), ¢

provavel, portanto que a MOX tenha prejudicado a EP agindo em receptores GABA,.

' RODRIGUES-ALVES, P. S. B.; LEBRUN, L; FLORIO, J. C.; BERNARDI, M. M.;
SPINOSA, H. S. Moxidectin interference on motor activity of rats. Brazilian Archives of
Biology and Technology (no prelo).
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Corroborando nossos dados, varios estudos também mostraram que a
administracdo sistémica de diversas drogas GABA¢érgicas reduzem o comportamento sexual
(GUPTA; SHAPIRO; YAFFE, 1980; FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON; BEYER, 1986a;
1986b; AGMO; PAREDES; FERNANDEZ, 1987; RHEES; SHRYNE; GORSKI, 1990;
RODRIGUES-ALVES et al, 2007). Enquanto, injecdes sist€émicas de bicuculina, um
antagonista GABA, ndo afeta nenhum parametro do comportamento sexual (FERNANDEZ-
GUASTI; LARSSON; BEYER, 1986b).
Uma possivel explicagdo encontra-se no fato de que os receptores GABA sio
heterogéneos (FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON; BEYER, 1986a; BOWERY, 1989;
RITTA; CAMPOS; CALANDRA, 1991; BONANNO; RAITERI, 1993; BARNARD, 1995;
MOHLER et al, 1995). Isto ¢, os receptores GABA, sdo ativados pelo GABA e alguns
agonistas e sao bloqueados pela bicuculina e picrotoxina (MACDONALD; BARKER, 1978;
HAEFELY, 1983). Enquanto, os receptores GABAp também sdo ativados pelo GABA, mas
ndo pela maioria dos compostos GABAmiméticos, ¢ ndo sdo afetados pela bicuculina
(HAEFELY, 1983; FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON; BEYER, 1986b). Estes dados
sugerem que a inibicdo do comportamento sexual pelo GABA ¢ mediado pela ativagdo dos
receptores GABAp; entretanto os receptores GABA,, presentes na APOM, podem também
ser importantes nesta inibi¢do, desde que sua ativacdo ¢ necessaria para a completa
manifestagdo deste efeito inibitério do GABA (FUXE et al, 1975; RITTA; CALANDRA,
1986; BITRAN; HULL, 1987).
Leipheimer e Sachs (1988) comentam sobre o envolvimento dos receptores
GABAGg na regulagio dos reflexos penianos ¢ copulagdo em ratos (testes ex copula); o mesmo
fato foi proposto por Bitran et al (1989). Dorfman, Vega e Coirini (2006) também reportaram

que receptores GABAg tem um papel critico no controle da fungao erétil.
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Por outro lado, Melis et al (2000) estudaram o efeito do muscimol (agonista
GABA,) e baclofen (agonista GABAg) injetados nos nucleos para-ventriculares do
hipotalamo, na EP e bocejo induzidos pela apomorfina, oxitocina € NMDA em ratos machos.
O muscimol, e ndo o baclofen reduziu a EP. O antagonista GABA4 bicuculina (250 ng)
injetado no nucleo paraventricular cinco minutos antes do muscimol (100 ng) preveniu o
efeito inibitorio do agonista GABAA na EP induzida. Estes resultados mostram que o GABA
inibe a EP pela acdo em receptores GABA, dos nucleos paraventriculares do hipotalamo.
Esta reducdao da EP foi paralela a uma redugdo concomitante do aumento NO;- ¢ NOs- que
ocorre no dialisato do nucleo paraventricular nestas condigdes experimentais; estes efeitos sao
prevenidos pela administragdo prévia de bicucuclina, porém baclofen ¢ ineficaz. Ainda, Melis
e Argiolas, em 2002, mostraram que a ativacdo dos receptores GABA, dos nucleos
paraventriculares reduzem a EP, induzida por drogas ou estimulo fisioldgico, devido a
reducdo da atividade da 6xido nitrico-sintase nos neurdnios oxitocinérgicos que medeiam a
EP, portanto os receptores GABA, também estdo envolvidos com o controle da EP
(ARGIOLAS; MELIS, 2005).

No entanto, Zarrindast e Farahvast (1994) sugeriram que a administracdo de
agonistas de receptores GABA, ¢ GABAg inibe a EP induzida por apomorfina através de
mecanismos dopaminérgicos. Em estudos da resposta de EP induzida por apomorfina (0,1 —
0,5 mg/kg) em animais pré-tratados com o agonista GABA, muscimol ou o agonista GABAg
bacoflen, estes autores observaram que a combinagdo de muscimol e baclofen causou um
efeito inibitdrio intenso na EP induzida por apomorfina. A bicuculina ou a picrotoxina, mas
ndo o faclofen, reduziu o efeito inibitorio do muscimol, enquanto o faclofen, mas ndo os
antagonistas GABA,, diminuiu a acdo inibitoria do baclofen na EP induzida por apomorfina.
O pré-tratamento dos ratos com altas doses de antagonistas GABA 4, bicuculina e picrotoxina

ou do antagonista GABAg, faclofen, bloquearam a inibi¢ao da EP induzida por apomofina.
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Andersen e Tufik (2004) também investigaram os efeitos de drogas
GABA¢érgicas nos reflexos genitais espontidneos induzidos por cocaina em ratos machos
privados de sono paradoxal. A administracdo de muscimol reduziu o nimero de animais que
apresentaram EP, enquanto todas as doses testadas deste agonista GABA, e de bicuculina
reduziram significantemente a freqiiéncia de EP. Pré-tratamento com baixas doses do
antagonista GABAg, faclofen, também reduziu significantemente a porcentagem de ratos que
apresentaram EP; entretanto, apds a inje¢ao de dose mais alta, a propor¢do de animais com EP
foi similar aquela observada apds pré-tratamento com veiculo (ratos controle). Ambos
agonista e antagonista GABAg reduziram significantemente a freqiiéncia de EP para todas as
doses usadas comparado ao grupo veiculo. Estes autores sugeriram que a manipulacdo do
sistema GABA¢érgicos inibe a EP em ratos com privagdo de sono paradoxal, e que esta
inibi¢do aponta para um papel diferencial dos subtipos de receptores GABAérgicos.
O bloqueio da transmissdo GABAérgica em sitios de receptores GABA, na
APOM facilita o inicio do comportamento copulatorio seguido da ejaculagdo, bem como a
recuperagdo do comportamento sexual em animais castrados apés a administragido de
testosterona (FERNANDEZ-GUASTI; LARSSON; BEYER, 1986a; 1986b; FERNANDEZ-
GUASTI; ROLDAN-ROLDAN; SADIVAR, 1990).
Silva et al (1998) estudaram os efeitos de diferentes doses de picrotoxina
(antagonista GABA,) administrado em dose Unica, no comportamento sexual de ratos
machos. A menor dose (0,5 mg/kg) desta droga nao alterou os pardmetros avaliados do
comportamento sexual, enquanto que a dose média (0,75 mg/kg) facilitou este
comportamento, sendo observado diminui¢do das laténcias para primeiras monta, intromissao
e ejaculacdo. Doses mais altas de picrotoxina (1,5 ¢ 2,0 mg/kg) aumentaram as laténcias para
primeiras monta e intromissao e reduziram o nimero de montas e intromissoes e o total do

nimero de montas. Nenhuma das doses de picrotoxina modificou significantemente a
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freqiiéncia de montas e a eficiéncia copulatoria. O indice de atividade sexual diminuiu apos a
administracdo de 1,5 e 2,0 mg/kg de picrotoxina. Foi sugerido que o efeito inibitorio das
doses maiores de picrotoxina no comportamento sexual de machos pode ser conseqiiéncia de
uma interferéncia da droga com a fun¢do motora e/ou influéncia do estresse induzido pela
picrotoxina.

Do exposto acima, observamos que dependendo da dose empregada, drogas
GABAérgicas interferem distintamente nos pardmetros sexuais. E a discrepancia que ocorre
nos resultados destes diversos experimentos, pode ser devida as diferencas nas condigdes
experimentais usadas, isto ¢, drogas GABA¢érgicas administradas por vias sistémicas Versus
drogas GABA¢rgicas administradas em areas do SNC (como exemplo: NPV, APOM, etc.).
De fato, agonistas de receptores GABA administrados sistemicamente freqlientemente
induzem forte sedag¢ao que causa disturbios motores severos, fazendo com que seja impossivel
evidenciar o papel especifico do GABA nas respostas estudadas. Ainda, drogas GABAérgicas
administradas sistemicamente alcangam todas as estruturas cerebrais, ¢ o efeito observado ¢ a
soma algébrica das ac¢des induzidas por estes compostos em todos os sitios alcangados. Em
particular estimulacio GABAérgica de receptores GABA, ¢ GABAp podem produzir
diferentes efeitos, isto €, inibitério ou excitatdrio, na EP, dependendo da area cerebral na qual
elas agem (MELIS; ARGIOLAS, 2002).

Considerando que a MOX age em canais de cloro GABA dependentes e que os
subtipos de receptores GABAérgicos, GABA, ¢ GABAg, podem estar envolvidos no controle
da EP, no presente trabalho avaliamos também os efeitos de antagonistas GABAérgicos na EP
de ratos tratados com MOX. As doses de bicuculina (antagonista GABA,) e faclofen
(antagonista GABAg), e o intervalo de tempo entre a administracdo destes antagonistas e da

apomorfina foram baseadas em trabalho prévio (ZARRINDAST; FARAHVASH, 1994).
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Utilizando bicuculina e faclofen em ratos tratados com MOX observamos que
os antagonistas GABAérgicos, por si s6, ndo foram capazes de causar nenhuma alteragcdo nos
parametros da EP. J& a administragdo de MOX reduziu a freqliéncia de EP e aumentou a
laténcia para 1* EP e quando administrada associada ao antagonista GABA,, bicuculina,
observou-se a reversdo destes efeitos. Estes dados sugerem que a dose terapéutica de MOX
prejudicou o desempenho sexual por agdo em receptores GABA, (Tab. 4; Fig. 6).

Diversos autores reportaram que os receptores GABAg tem um papel critico no
controle da funcao erétil (BITRAN et al, 1989; LEIPHEIMER, SACHS, 1988; DORFMAN;
VEJA; COIRINI, 2006) ¢ que a inibi¢do do comportamento sexual pelo GABA ¢ mediado
pela ativagdo dos receptores GABAp (FUXE et al, 1975; RITTA; CALANDRA, 1986;
BITRAN; HULL, 1987). Leipheimer e Sachs (1988) sugerem também que o papel inibitorio
do GABA na expressdo dos reflexos penianos em testes ex copula é mediado especificamente
por receptores GABAg.

Sabe-se também que os receptores GABAp estdo localizados principalmente
nas terminagdes pré-sinapticas, e pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G e
atuam através de segundos mensageiros intracelulares. Estes receptores promovem um
aumento da condutancia do K' (causando hiperpolarizacio da membrana) e inibicio dos
canais de Ca*" voltagem-sensiveis, levando & inibicio da liberacio do neurotransmissor
(RANG; DALE, 1993).

E ainda, a transec¢do medular acima do nivel lombar aumenta tanto a
freqliéncia como a intensidade das eregdes penianas o que indica que centros cerebrais
superiores inibem tonicamente a expressao de respostas penianas (AGMO; PAREDES, 1985;
HART, 1968; SACHS; GARINELLO, 1979; 1980) ¢ o GABA pode estar envolvido na
mediagdo desta inibi¢do. Os neurdnios GABAérgicos inibem os aferentes sensoriais primarios

na medula espinhal e agem nas células pos-sinapticas para inibir a excitabilidade neuronal.
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Tem sido mostrado também que o0 GABA exerce efeito inibitorio nos sistemas
nervosos periféricos, como nos neurénios de ambos os ganglios parassimpatico e simpatico, e
em células da musculatura lisa do intestino, do oviducto, e dos vasos sanguineos (BAETGE;
GERSHON, 1986; ERDO, 1985). Baclofen administrado por via sistémica provavelmente
exerce seu efeito em sitios periféricos e centrais que influenciam as respostas penianas
(LEIPHEIMER; SACHS, 1988).

Dados obtidos por Bitran et al. (1989) suportam a hipoétese de que atividade em
sinapses GABAérgicas na medula espinhal lombosacra, e a estimulacdo de receptores
GABAjg em particular, inibe a expressdao dos reflexos penianos eliciados ex copula. Estes
autores sugerem também que o déficit nas respostas eréteis promovido pela administragdo do
baclofen na medula espinhal lombosacra pode resultar da inibi¢do de: 1- estimulacdo aferente
do pénis; 2- eferentes motores somaticos mediando a contracdo dos musculos perineais; 3-
eferente motor visceral que medeiam mecanismos da vasculatura peniana; estas alternativas
porém, ndo sdo mutuamente exclusivas.

Corroborando estes dados da literatura com o resultado obtido no presente
trabalho, onde a associacdo de MOX e faclofen promoveu um aumento na freqiiéncia de EP
(Tab. 4 ¢ Fig. 6), sugerimos que tanto receptores GABA quanto os receptores GABAp atuam
nos mecanismos de controle da EP. Provavelmente os receptores GABA, atuam via
receptores GABAg, uma vez que efeito inibitério da EP por acdo da MOX em receptores
GABA, nao ocorreu quando os receptores GABAp estavam bloqueados pelo antagonista
faclofen. Sugerimos também que o aumento da freqiiéncia de EP ocorreu pela acdo do
agonista apomorfina nas vias dopaminérgicas, na auséncia da inibicio GABAérgica.

Os nucleos paraventriculares do hipotdlamo sdo um centro de integragdo entre
0 sistema nervoso central e o sistema autonomo periférico (ARGIOLAS; MELIS, 2005). Eles

estdo envolvidos em numerosas fungdes desde alimentacdo, balangco metabodlico, pressao
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sanguinea e ritmo cardiaco, a fun¢do erétil e comportamento sexual. Em particular, um grupo
de neurdnios oxitocinérgicos que se originam nestes nucleos e se projetam para areas
cerebrais extra-hipotaldmicas (por exemplo: hipocampo, bulbo raquidiano e medula espinhal)
controlam a EP de ratos. Ativacdo destes neurdénios por dopamina e seus agonistas,
aminoacidos excitatorios (dcido N-metil-D-aspartato ou NMDA) ou a prdpria oxitocina, ou
por estimulacdo elétrica, leva a EP. Por ouro lado, a inibi¢do dos neurdnios oxitocinérgicos
pelo GABA ¢ seus agonistas ou por peptideos opidides e drogas semelhantes aos opidceos
inibem esta resposta sexual. A ativagdo destes neurdnios ¢ secundaria a ativagdo da enzima
oxido nitrico-sintase, a qual produz 6xido nitrico (NO). E ainda, neurénios do corno dorsal da
medula espinhal lombo-sacra inervam os vasos e regulam a EP (DORFMAN; VEGA;
COIRINI, 2006).

No presente trabalho optamos por dosar os niveis de neurotransmissores no
hipotalamo e no estriado, pois estas areas do sistema nervoso central estdo envolvidas no
controle do comportamento sexual e motor, respectivamente. De fato, enquanto o sistema
nigro-estriatal ¢ necessario para o controle da coordenacdo sensoério-motora requerida para
copulacdo, o sistema mesolimbico-mesocortical tem um papel chave na fase preparatéria do
comportamento sexual, principalmente na provocag¢do sexual, motivacdo e, possivelmente,
reforco (MELIS; ARGIOLAS, 1995). Contrariamente, o sistema incerto-hipotaldmico tem sua
maior fungdo na consumagao do comportamento sexual, principalmente na emissdo seminal e
desempenho erétil, mas também existe evidéncia de seu envolvimento na motivagdo sexual
(MELIS; ARGIOLAS, 1995).

O GABA exerce efeito inibitério em terminagdes nervosas pré-sindpticas em
varios locais do cérebro e sistema nervoso periférico, como as terminagdes que liberam

dopamina no estriado e terminagdes simpaticas periféricas (RANG; DALE, 1993).
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Esta bem estabelecido também que a maioria dos interneurdnios localizados no
estriado ¢ GABA¢érgica. O padrido de gatilho dos neurdnios nigro-dopaminérgicos sao
modulados diferentemente pela desinibicdo dos impulsos de GABA, originarios da
substancia nigra pars reticulata (SNr) e desinibigdo dos impulsos GABAérgicos do nucleo
palido (substancia nigra) mediados pelo receptor GABAp (TEPPER; MARTIN;
ANDERSON, 1995).

E ainda, como comentado anteriormente, os neurdnios da SNr de ratos tém
pouca sensibilidade ao GLU e esparsos receptores deste, porém, tém uma das maiores
densidades de receptores GABAérgicos do cérebro (WINDELS; KIYATKIN, 2006).

No estriado é bem conhecido também o balango dopaminérgico/colinérgico e a
participagdo de inter-neurdnios GABAérgicos modulando a agdo de neurdnios
dopaminérgicos, isto €, a estimulacdo de receptores GABAérgicos tem efeito inibidor sobre o
sistema dopaminérgico estriatal. De fato, os dados neuroquimicos dos niveis estriatais de
aminoacidos e aminas, obtidos no presente trabalho, mostraram redu¢do dos niveis de DA e
seu metabolito HVA (Tab. 5 e Fig. 7), a redug¢do dos niveis desta amina e de seu metabdlito
pode ser atribuida, portanto, a acdo da MOX sobre o sistema dopaminérgico, via ativacao do

sistema GABAZ¢érgico.

A acgdo de drogas GABA¢rgicas no sistema nervoso promove aumento dos
niveis de GABA (RODRIGUES-ALVES, et al., 2007), porém, nossos dados mostraram que
no hipotalamo a MOX promoveu redu¢do dos niveis deste neurotransmissor (Tab. 5 e Fig. 8),
provavelmente este resultado ¢ devido ao fato da dosagem neuroquimica ter sido realizada
72 h apdés a administragdo da MOX. Sugerimos, portanto, que esta droga promoveu a
liberacdo de GABA, levando a redugdo dos niveis deste neurotransmissor, no momento da

dosagem, sem causar qualquer alteragao nos niveis dos demais neurotransmissores.
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6 CONCLUSAO

A Moxidectina na dose terapéutica (0,2 mg/kg):

v ndo interferiu na motivagao sexual;

v prejudicou a ere¢do peniana induzida por apomorfina; sendo este
efeito revertido pela bicuculina;

4 quando associada ao faclofen promoveu aumento da freqiiéncia
de EP, pois o prejuizo da EP pela agdo da MOX em receptores GABA,, provavelmente
ocorre via receptores GABAg;

v reduziu os niveis hipotalamicos de GABA e os niveis estriatais
de DA e HVA.

Os dados apresentados no presente trabalho sugerem que a MOX pode
interferir no comportamento sexual, agindo em receptores GABA, presentes no hipotalamo

como naqueles do estriado.
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