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APRESENTACAO

O texto aqui apresentado traz inicialmente uma contextualizacéo literaria do
ponto de vista histérico e geral da fungdo sexual masculina associada ao sono e aos
efeitos da privacéo de sono mediados pela regulagdo hormonal em homens e ratos.
Este panorama servirA como base para a justificativa da relevancia dos estudos
propostos e abordados posteriormente. Em seguida, sob perspectiva histérica, com
carater objetivo e ilustrativo (anexos), o texto pretende expor criticamente as
contribui¢cdes cientificas decorrentes da principal linha de pesquisa desta candidata

ao titulo de Livre-Docéncia.
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RESUMO

A erecdo peniana € essencial para o sucesso da reproducdo e depende da
integracdo de diversos mecanismos, como, por exemplo, psicologicos, vasculares,
enddcrinos, neuroldgicos e miogénicos, desencadeados por resposta reflexa ou
estimulo psicogénico de origem central. Durante o sono, as ere¢cdes podem ocorrer
por meio da via descendente, que passa pela medula espinhal, e envia impulsos
capazes de ativar o sistema reflexo peniano em todos os homens saudaveis desde o
nascimento até o envelhecimento, independentemente do contetdo do sonho. O
tempo de intumescimento durante esse periodo é de aproximadamente 90 minutos
por noite ou 20% do tempo total de sono. Desde sua descoberta na década de 40, a
fungdo do intumescimento peniano durante o sono ainda permanece um enigma
intrigante. Ressalta-se que a elucidacdo dos mecanismos eréteis relacionados ao
sono e a vigilia € essencial para o eventual diagndstico e tratamento da impoténcia.
Em ratos, o estudo da interacdo das bases neuroenddécrinas do comportamento
sexual e da neurobiologia do sono pode permitir a demonstracdo da influéncia dos
fatores hormonais como determinantes da expressao global da atividade copulatéria
e sua relacdo com o sono. Embora o sono seja fundamental para a qualidade de
vida, € cada vez mais prevalente a reducdo do tempo de sono no mundo
contemporaneo. O débito de sono ocasiona inUmeras alteragfes na saude. Dessa
forma, para tentar investigar a importancia do sono e como sua falta pode modular
as funcgbes bioldgicas, diferentes metodologias experimentais vém sendo utilizadas,
dentre elas a privacao de sono paradoxal (PSP). De fato, no modo de vida atual, a
maior parte da privacdo de sono ocorre na fase de sono paradoxal/REM, na
segunda metade da noite. Assim, nesta tese apresentam-se 0s principais estudos da
linha de pesquisa sobre o entendimento do sono sobre a resposta sexual. Durante
0s Ultimos 13 anos, nossos trabalhos tém revelado uma marcante participagdo do
sono, e principalmente da sua privacado, na funcdo sexual masculina. Diferentes
manipulacbes experimentais foram executadas na tentativa de ampliar a
compreensao das interagcdes complexas subjacentes a regulacdo do comportamento
sexual. Para tanto, utilizou-se duas abordagens: a) ratos machos submetidos a PSP

e em seguida a observacdo comportamental e a analise hormonal; ou b) estudos
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clinicos com homens com queixas de disfuncdo sexual. Os resultados tém
consistentemente demonstrado que a PSP apresenta um efeito facilitatorio sobre a
ocorréncia de reflexos genitais espontaneos em ratos jovens, adultos e idosos. No
entanto, a PSP promove prejuizos no desempenho sexual na presenca de fémeas.
Documentamos o aumento de progesterona e a reducao de testosterona nos ratos
privados de sono. A importancia desse estudo no cenario cientifico reflete-se pelas
112 citacbes do artigo original. A partir desses achados, desenvolvemos diversos
trabalhos no intuito de verificar os fatores hormonais relevantes para promover uma
boa resposta sexual modulada pela PSP em ratos machos. Observamos que a
administrac@o de progesterona apds a PSP em ratos castrados induziu um aumento
no numero de erecbes em relacdo aos ratos administrados com testosterona,
enquanto o pré-tratamento com antagonista do receptor de progesterona reduziu
significativamente o nimero de erecdes apods privacdo de sono. Acreditamos que 0s
resultados obtidos possam de alguma maneira adicionar mais subsidios para a
marcante participacdo da progesterona em eventos essenciais da reprodu¢do, como
a erecdo. No que concerne os achados clinicos derivados de um estudo
epidemioldgico, observou-se a relacdo de alguns polimorfismos com a queixa de
disfuncéo erétil associada ou ndo com disturbios de sono. Nesse contexto, a linha de
pesquisa iniciada na tese de Doutorado da candidata tem revelado diversas
evidéncias para uma forte associacdo entre a reducdo de sono e modificacdes na
funcdo sexual em ratos machos e em homens. Em conjunto, esta tese apresenta as
principais contribuicbes da candidata sobre os estudos do papel do sono na fungao
sexual masculina no ambito translacional para a literatura internacional. Com isso,
pode-se levantar diferentes perspectivas para essa tematica tanto para abordagem
pré-clinica como populacional: a) modelos animais que englobem diferentes
metodologias sofisticadas de registro de erecao peniana durante a privacdo de sono;
e b) conducéo de estudos epidemioldgicos com polissonografia para identificagédo de
correlatos de queixas de disfuncdo sexual com problemas de sono. O reflexo desses
estudos em conjunto com esse nivel de produc&o no cenario cientifico nos permitira
manter a exceléncia do nosso grupo nas pesquisas no tema “sono e comportamento

sexual”.

12
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ABSTRACT

Penile erection is essential for successful reproduction, and depends on the
integration of various mechanisms, including psychological, vascular, endocrine,
neurological, and myogenic processes triggered by reflex response or psychogenic
stimulus from central origin. During sleep, erections can occur through the
descending pathway that passes through the spinal cord and signals able to activate
the penile reflex system in all healthy males from birth to aging, regardless of the
content of the dream. The cumulative duration of tumescence during the night is
approximately 90 minutes or 20% of total sleep time. Since its discovery in the 1940s,
the function of penile erection during sleep remains a puzzling enigma. It is important
to note that elucidation of erectile mechanisms related to sleep and wakefulness is
essential to the eventual diagnosis and treatment of impotence. Study of the
interaction between the underlying neurobiological and neuroendocrine bases for
sleep and sexual behavior in rats will illuminate the influence of hormonal factors in
expression of mating behavior and its relationship with sleep. Although sleep is
essential for good health, sleep loss is increasingly prevalent in the contemporary
world. Sleep debt causes numerous changes to overall welfare. In fact, most of sleep
deprivation in modern life occurs during paradoxical/ REM sleep in the second half of
the night. However, the consequences of paradoxical sleep deprivation (PSD) on
sexual function have been little studied. Thus, this thesis presents the main studies of
the research on the role of sleep in sexual response. During the past 13 years, our
work has revealed a marked participation of sleep, and especially its deprivation in
male sexual function. To broaden the understanding of the complex interactions
underlying the regulation of sexual behavior, we used two approaches: a) male rats
submitted to PSD and then behavioral observation and hormonal analysis; or b)
clinical studies including men with complaints of sexual dysfunction. The results have
consistently shown that PSD has facilitates the occurrence of spontaneous genital
reflexes in young, adult, and old rats. However, PSD promotes impairment of sexual
performance in the presence of females. Herein, increased progesterone and
decreased testosterone levels were documented in sleep deprived rats. The
importance of this study to the scientific field is reflected by 112 citations of this

original article. In the next experiments, we developed several protocols in order to
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identify hormonal factors modulated by PSD relevant to promoting good sexual
response in male rats. We observed that administration of progesterone after PSD in
castrated rats induced an increase in number of erections compared to rats
administered testosterone, whereas pre-treatment with the progesterone receptor
antagonist significantly reduced the number of erections after sleep deprivation.
These results add more evidence to the participation of progesterone in core
reproductive events, such as the erection. Regarding clinical findings derived from an
epidemiological study, we observed an association between some polymorphisms
related to erectile dysfunction complaints and sleep disorders. The line of research
initiated in the PhD dissertation of the candidate provided ample evidence for a
strong association between reduced sleep and changes in sexual function in male
rats and men. Collectively, this thesis presents the main contributions of the
candidate to the international literature on the topic of the role of sleep in male sexual
function under a translational approach. Thus, it is possible to raise different
perspectives to be used for pre-clinical and population studies: a) animal models
incorporating different sophisticated methodologies to record penile erection during
sleep deprivation; and b) conducting epidemiological studies with polysomnography
to identify correlates of complaints of sexual dysfunction related to sleep
disturbances. The impact of these studies together with the level of productivity in the
scientific field enable us to maintain the excellence of our research group in the topic

of "sleep and sexual behavior".
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Funcéo erétil: historia, fisiologia e implicagdes

A erecdo peniana é uma das respostas sexuais mais importantes em
mamiferos e sua integridade é essencial para o sucesso da reproducdo. Constitui-se
de um evento neurovascular reflexo mediado pelo estimulo sexual, o qual modula a
inervacao parassimpatica, levando ao relaxamento vascular, ao aumento do fluxo
sanguineo e ao posterior intumescimento dos corpos cavernosos. Existem 2
mecanismos para a ocorréncia da erecdo: acdo central e resposta reflexa. Quando
ocorrem estimulos antecipatérios (visdo, toque, cheiro e pensamentos, entre outros),
ha ativacdo central de regides cerebrais ligadas a sexualidade, que enviam sinais
para haver a vasodilatacdo peniana, permitindo a entrada de sangue e a
compressdo das veias, impossibilitando, assim, que o pénis relaxe. A regulacéo
central da erecao, por sua vez, ocorre por meio do processamento e da integracao
dos diferentes estimulos, envolvendo diversos sistemas neurotransmissores que
congregam mecanismos ainda ndo completamente elucidados. Deste modo, a
erecdo peniana depende da integracdo de diversos mecanismos, como, por
exemplo, psicolégicos, vasculares, endocrinos, neurolégicos e miogénicos,
desencadeados por resposta reflexa ou estimulo psicogénico de origem central
(Burnett et al., 2010).

Por outro lado, ha ere¢cbes que acontecem mesmo na auséncia de um
estimulo sexual. Durante o sono, por exemplo, as ere¢cdes podem ocorrer por meio
da via descendente que passa pela medula espinhal e envia impulsos capazes de
ativar o sistema reflexo peniano. A ocorréncia desses ciclos de erecdo peniana

durante o sono foi descoberta em homens adultos no ano de 1944 por Ohlmeyer e
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colaboradores, curiosamente quase uma década antes da descricdo da existéncia
do sono paradoxal, também denominado sono de movimentos oculares rapidos
(REM, do inglés Rapid Eye Movement)! (Aserinsky e Kleitman, 1953). Nessa época,
foi descrito que as erecdes relacionadas ao sono (ERS)? apresentavam uma duracédo
média de 25 minutos com um intervalo de 85 minutos (Ohlmeyer et al., 1944). Como
consequéncia desse estudo inicial, no inicio da década de 60 Oswald (1962) relatou
que as erecbes acompanhavam alguns periodos de sono REM. Estudos
subsequentes demonstraram que havia, de fato, uma forte associagdo temporal
entre a ocorréncia da erecdo e o sono REM, uma vez que em mais de 95% dos
periodos de sono REM os episodios eréteis estavam presentes (Fisher et al., 1965;
Karacan et al., 1966 - Figura 1). Da mesma forma, Karacan e colaboradores (1966)
observaram que 80% dos periodos de sono REM apresentavam este fendbmeno
concomitantemente. Adicionalmente, as ere¢cfes estavam totalmente ausentes
durante a fase do sono de ondas lentas (SOL ou NREM), exceto imediatamente
antes e depois dos periodos de sono REM (Fisher et al., 1965).

Sabe-se que os ciclos de intumescimento peniano durante 0 sono ocorrem
em todos os homens saudaveis desde o nascimento até o envelhecimento (Karacan
et al.,, 1972, 1976; Hursch et al., 1972), independentemente do conteido do sonho
(Hirshkowitz e Moore, 1996). O tempo de intumescimento durante esse periodo é de
aproximadamente 90 minutos por noite ou 20% do tempo total de sono. Nem todos
0s episodios de ERS sao associados a uma erecéo total e, de fato, a incidéncia de

erecdes parciais aumenta durante a ERS com o avancar da idade (Kessler, 1988).

1 Adotou-se a denominagéo de sono paradoxal para referir ao estagio de sono em roedores, e sono REM como
referéncia em seres humanos.

2 ErecGes Relacionadas ao Sono (ERS) sdo também comumente conhecidas como ere¢des penianas noturnas. Porém,
a incluséo do termo “noturno” na designacdo € contraditoria, em virtude das eregdes poderem ocorrer em cochilos
durante o dia (Sachs, 2000).

16
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Dessa forma, pode-se dizer as ERS sdo um fendmeno involuntario e apresentam
aparente estabilidade individual nos homens saudaveis ao longo da vida.

A natureza autonOmica do intumescimento peniano durante o sono permite
seu monitoramento em laboratério durante a polissonografia (PSG), o primeiro e
provavelmente o melhor dos métodos estabelecidos para a avaliacdo dos efeitos das
alteracdes orgéanicas sobre a capacidade erétil (Schiavi, 1994; Ware et al., 1997). A
PSG é um exame no qual os parametros do sono séo registrados utilizando-se um
poligrafo integrado a um sistema de coleta de dados amplificados e
computadorizados. Em virtude das alteracbes das ERS poderem refletir
anormalidades nos sistemas vascular, neurolégico ou hormonal, a monitoracdo
deste evento é util no diagndstico de pacientes portadores de disfuncéo erétil (DE -
Ware et al., 1997) e tem sido usada como uma ferramenta clinica na diferenciacéo
das impoténcias “psicogénicas” e “organicas” (Schmidt, 2000). De modo geral,
alguns urologistas acreditam que 70% das causas de impoténcia sdo ocasionadas
por problemas psicolégicos. Nesse sentido, um dos exames realizados para esse
diagndstico € o teste de intumescéncia peniana noturna, realizada com auxilio de um
equipamento especifico em laboratérios de sono.

Por diferentes razdes, o monitoramento da ERS tem sido uma das primeiras
opc¢Oes no diagnostico diferencial ha décadas. Sua utilizagcdo baseia-se no fato de
que a verificagdo de uma ERS normal em homens permite inferir que a fisiologia
erétil esteja funcionando normalmente, e que uma possivel falha de erecdo com um
parceiro sexual durante a vigilia deva ser psicogénica. Contudo, ha relato de que a
ocorréncia de ERS normal somente demonstraria a capacidade de erecao do corpo
peniano e a normalidade da funcédo pré-erétil nos nervos periféricos relacionados e

na medula espinhal (Sachs, 2000). Assim, acredita-se que as falhas na erecdo por
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causas organicas resultem da disfuncdo em varias areas do sistema nervoso central

capazes de afetar a erecdo de alguma forma, mantendo, porém, a ERS dentro da
normalidade (Sachs, 2000). De forma geral, com o avanco da tecnologia espera-se
gue novos equipamentos estejam cada vez mais a disposi¢do para um exame mais
preciso e detalhado sobre a funcao erétil em homens com DE ou com problemas de

ERS.

@ 30 /\ q’

,\ I

£ 20 AR 1 A/
g | ’ h lll\ ‘\/\"\
8 10 / f\m | | [
g SR | R}

Vigilia

Estagios de sono

Horas de sono

Figura 1 - Hipnograma do sono mostrando a ere¢édo peniana durante o sono REM

(Modificado de Schmidt e Schmidt, 2004 e Porkka-Heiskanen et al., 2013).
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1.2 Fisiologia das erec¢des relacionadas ao sono

A funcdo do intumescimento peniano durante o sono ainda permanece um
enigma. Por um lado, ha uma hipétese de que as ERS repetitivas da infancia até a
idade adulta podem, potencialmente, participar da atividade diaria dos musculos
perineais (essenciais na rigidez peniana) e da manutencao do circuito neural erétil a
partir do 6rgdo-alvo final até os niveis supra-espinhais, tornando o sistema adaptado
como um todo para futuras erec¢des da vigilia na vida adulta. Devido a natureza
imprevisivel das oportunidades de acasalamento para muitas espécies, torna-se
tentador se aventar a hipotese que a atividade de ERS diaria desde o nascimento
conferiria uma vantagem reprodutiva na producdo de uma erecdo em relacdo a um
macho competidor que pudesse nunca ter produzido uma erecdo peniana antes de
seu primeiro encontro sexual (Schmidt, 2000). De fato, Markus Schmidt propds que
essas erecdes associadas ao sono REM teriam uma funcéo biologica: servir de
treino para a coépula, ja que, a0 menos na natureza, a sobrevivéncia depende da
reproducdo eficiente e 0s encontros para o acasalamento sdo repentinos. Esses sao
alguns dos fatores que tornam a ERS uma das areas mais fascinantes e misteriosas
dos estudos em sono.

Embora mais de meio século tenha se passado desde o descobrimento dos ciclos
de erecdo peniana durante o sono, infelizmente os mecanismos neurobioldgicos das ERS
ndo sdo muito investigados. Ressalta-se, porém, que a elucidacdo dos mecanismos
eréteis relacionados ao sono e a vigilia é essencial para o eventual diagnéstico e
tratamento da impoténcia.

O conceito de que a eregédo peniana durante o sono REM reflete a fisiologia
em algum local do sistema erétil reside nos dados que suportam algumas

proposicoes:
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1. homens potentes deveriam possuir um padrédo de ERS dentro de uma certa
variacao, determinado pelo numero de ere¢des, tempo de duragdo e relacdo com 0s
estagios do sono (Karacan et al., 1976);

2. homens impotentes que apresentam uma patologia (ex. diabetes) deveriam
ter uma reducdo das ERS quando comparado a um grupo de homens normais
(Karacan et al., 1978);

3. homens impotentes com ERS anormal deveriam se beneficiar da corregéo
das deficiéncias fisiologicas contribuintes identificaveis, ex. revascularizagdo (Michal
et al., 1977);

4. homens impotentes com ERS normal deveriam mostrar perfis psicolégicos
diferentes (Beutler et al., 1975) e responder ao tratamento comportamental ou
psiquiatrico para a impoténcia;

5. fatores psicolégicos ndo deveriam produzir padrdoes alterados de ERS,
semelhantes aqueles observados na impoténcia orgéanica, se os padrdes de sono
permanecessem intactos (Karacan et al., 1983; para revisdo Ware, 1986).

Algumas evidéncias a respeito do controle erétil durante o sono REM tém sido
debatidas desde seu descobrimento. Karacan e colaboradores (1972) sugeriram que
0S mecanismos neurais de ambos, sono REM e ERS, ndo sdo completamente
interdependentes, devido ao inicio variavel do intumescimento em relagdo ao sono
REM e a ocorréncia ocasional da erecdo peniana durante o SOL/NREM. Ao
investigar os eventos de erecdo peniana durante o sono em ratos, Schmidt e
colaboradores (1994) também especularam que os mecanismos do sono paradoxal
nao sdao sempre ligados funcionalmente aos sistemas neurais que controlam o
intumescimento, uma vez que a erecado foi observada em 30% dos episédios de

sono paradoxal no rato e em 80 a 95% dos episédios de sono REM no homem
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(Fisher et al., 1965; Karacan et al., 1966), ao contrario de outros eventos ténicos e
fasicos como a atonia muscular e os movimentos oculares rapidos, que ocorrem
durante maioria dos episddios de sono paradoxal/REM.

Tem-se investigado também o papel do sistema nervoso autdnomo no
controle da ERS, uma vez que o padrao de atividade do sistema nervoso auténomo
se altera durante o sono REM descobriu-se que ratos da linhagem Norway
apresentavam em relacdo ao SOL e a vigilia. Durante o sono REM ha um aumento
geral na atividade parassimpatica e a uma diminuicdo do ténus simpatico
(Parmeggiani, 1994); por isso, assume-se que 0 intumescimento durante o sono
REM seja resultante dessas alteragcbes autonOmicas associadas (Hirshkowitz e
Moore, 1996). No entanto, a funcdo do sistema nervoso autdnomo no controle erétil
durante o sono REM ¢é desconhecida e complexa pela ampla variabilidade na
atividade das duas divisdes autondémicas, ambas intra e interespécies.

Acredita-se que as ERS sejam resultado de uma diminuicdo na inibicéo erétil
descendente (Fisher et al., 1975; Schmidt et al., 1994; Giuliano et al., 1995). A
ativagdo reflexa dos mecanismos eréteis espinhais locais € associada a essa
desinibicdo. Uma evidéncia para esse fato reside no teste da ERS com o uso do
equipamento que permite registro da erecdo peniana, no qual a impoténcia
“psicogénica” é caracterizada pelas ere¢gdes que ocorrem normalmente durante o
sono, quando as influéncias psicolégicas inibitérias estdo minimizadas. Embora ja
esteja bem estabelecido que a geracdo espinhal que controla a erecdo peniana
esteja sob a inibicdo tonica descendente durante a vigilia (Sachs e Garinello, 1979;
Sachs e Bitran, 1990), o nivel do controle inibitorio durante 0 sono permanece pouco
investigado. Finalmente, ndo se sabe se a simples remo¢do de uma inibicao

descendente € suficiente para a producdo da erecdo peniana. Dadas as muitas
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estruturas projetadas do tronco cerebral para o cortex que se tornam ativas durante
0 sono REM, diversos estudos tém sugerido que o controle da ERS também possa
envolver uma ativacdo descendente (Hirshkowitz e Moore, 1996; Hirshkowitz e
Schmidt, 2005). Novos modelos experimentais, como, por exemplo, registro por meio
de telemetria para o estudo da ERS, tém contribuido para a compreensao de sua
neurofisiologia.

A técnica de registro cronico da erecdo peniana em ratos proposta por
Schmidt e colaboradores (1994, 1995) proporcionou a primeira oportunidade de se
examinar 0s mecanismos translacionais da ERS. Os autores realizaram transeccoes
neurais em ratos visando elucidar os efeitos da paraplegia sobre a erecao
relacionada ao sono paradoxal e determinar em qual nivel cerebral os mecanismos
responsaveis pela atividade erétil durante o sono paradoxal seriam gerados. Os
resultados indicam que as transeccfes mesencefalicas degradam a atividade erétil
do sono paradoxal, mesmo quando essa fase do sono permanece praticamente
inalterada (Schmidt et al., 1994), sugerindo que as estruturas prosencefalicas
anteriores a transeccdo do cérebro rostral sdo necesséarias para a producdo das
ERS. A analise das lesfes revelou que as estruturas candidatas ao controle erétil do
sono paradoxal incluem a area pré-optica lateral (LPOA) e o ndcleo basal da estria
terminal; contudo, as lesdes da LPOA foram as mais efetivas na degradacdo da
atividade erétil durante o sono paradoxal. A lesdo da LPOA também resultou em
uma insbnia prolongada, caracterizada por um aumento significativo da vigilia e
diminuicdo do SOL (Schmidt et al., 2000). A arquitetura do sono paradoxal e as
erecdes da vigilia permaneceram inalteradas apos a lesdo. Esses dados identificam
um papel essencial da LPOA, tanto nos mecanismos eréteis relacionados ao sono

REM, como na geracdo do SOL. Aléem disso, mecanismos eréteis parecem ser
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contexto-especificos em virtude das lesées na LPOA atuarem seletivamente sobre
as ERS, deixando intactas, todavia, as erec¢des da vigilia. As bases neurais dos
mecanismos geradores de ERS precisam ser melhor exploradas, e, ainda, o tronco
cerebral parece exercer um papel importante na ocorréncia das ERS com

participacdo em vias ascendentes e descentes (Hirshkowitz e Schmidt, 2005).

1.3 Reflexos genitais e comportamento sexual

O uso de modelos animais possui um papel crucial nas descobertas
cientificas e nos avancos tecnoldgicos, fornecendo informacgdes relevantes para o
mundo da Ciéncia e para a vida de seres humanos e dos proprios animais. Em
especial, o rato de laboratério € o modelo animal mais utilizado para avaliar a
interacdo das bases neuroenddcrinas do comportamento sexual, ndo somente pela
facilidade de manipulacédo, mas também pela identificacdo bem estabelecida do seu
padrdo sexual. Especificamente em ratos, a erecdo peniana tem sido investigada
numa variedade de contextos diferentes, uma vez que esse comportamento permite
a obtencdo de mensuracdes fisioldgicas da excitacdo (Meisel e Sachs, 1994). Os
principais modelos de estudo da erec¢éo peniana sao descritos abaixo:

1. A eregdo sem contato, analoga a eregao “psicogénica” humana (i.e. em
resposta a estimulagéo visual e outras ndo tacteis). Até recentemente, esses tipos
de erecdo ndo eram avaliados; portanto, pouco se conhecia da fisiologia da erecao
sem contato. Esta barreira foi efetivamente ultrapassada quando descobriu-se que
ratos da linhagem Norway apresentavam ere¢fes enquanto expostos a fémeas
estrogénicas inacessiveis (Sachs et al., 1994), em particular a seus odores volateis
(Sachs, 1997), e a partir dai a fisiologia da ere¢cdo sem contato tornou-se disponivel

(Cruz et al., 1999; Liu e Sachs, 1999; Manzo et al., 1999). As erecdes que ocorrem
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neste contexto sao comumente acompanhadas por manipulagdo genital,
movimentos e contracdes pélvicas e, ocasionalmente, elevacao dos calcanhares das
patas posteriores. A ejaculacdo ndo tem sido observada durante a erecdo sem
contato (Sachs, 2000).

2. Ha& métodos menos naturais de se induzir a erecdo peniana em animais
dentro de condi¢Bes laboratoriais para a conducao de estudos fisiolégicos. A falta de
naturalidade de algumas dessas preparacfes € ressaltada pelo fato do macho ser
mantido sob restricdo ou anestesiado, por exemplo, para permitir a estimulacao
elétrica ou farmacoldgica do cérebro, da medula dorsal ou de nervos periféricos
(Marson e McKenna, 1994, Giuliano et al., 1995).

3. Em estudos de machos acordados, livres para se movimentarem, as
barreiras relativas as restricbes e a anestesia sao eliminadas. Este contexto é um
dos testes mais comuns da funcéo erétil e € utilizado primariamente para se avaliar
os efeitos das drogas sobre a erecdo. Ratos machos livres para se movimentarem
sdo colocados sozinhos em uma gaiola apdés uma ou mais substancias terem sido
injetadas sistemicamente ou dentro do cérebro. Agonistas dopaminérgicos, como a
apomorfina, estdo entre as drogas mais efetivas e comumente utilizadas para se
promover a erecao peniana nesse contexto. As erec¢des induzidas por drogas
administradas sistemicamente ou no sistema nervoso central sdo também
ocasionalmente referidas como “espontaneas” (i.e. na auséncia de um estimulo
feminino receptivo) ou induzidas por drogas. O comportamento motor associado a
essas erecbes é semelhante aquele descrito acima para a erecdo sem contato.
Durante a erecao e em virtude das flexdes dorsais caracteristicas do pénis causadas

pela retracdo da membrana prepucial, a ejaculacdo pode ocorrer. Ap0S a emissao
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seminal espontanea ou ejaculagdo, o sémen coagula e forma um “plug”, que é
normalmente ingerido pelo rato durante a automanipulagao genital.

A coépula é, provavelmente, o comportamento mais natural e mais
frequentemente examinado nos testes de laboratério sobre a funcdo sexual, e ha
homologias claras entre o comportamento copulatério humano e o de muitas espécies
animais (Pfaus, 1996). As condi¢Ges de teste do comportamento copulatério animal
variam de um espaco usual altamente restrito no qual um casal macho-fémea é
observado, até um espaco mais natural, que proporciona a fémea um controle maior
sobre a frequéncia da cépula. Além disso, grupos com varios machos e fémeas
podem aceitar a ocorréncia de competicéo entre os pares (McClintock, 1984).

O comportamento copulatério envolve respostas penianas associadas a
intromissdo e a ejaculacdo, bem como padrdes comportamentais mais 6Obvios
associados a aproximacdo de uma fémea. As caracteristicas particulares do
comportamento copulatério podem, de fato, ser intimamente relacionadas as
respostas penianas e aos mecanismos medulares que as controlam.

Em ratos, o comportamento sexual é representado por montas, sem ou com
insercao peniana, culminando com a ejaculacdo. A fémea receptiva responde a cada
movimento do macho com uma lordose, caracterizada pela dorsoflexao, elevacéao da
regiado peélvica e deflexdo lateral da cauda para melhor acesso do macho a vagina. A
monta € caracterizada pela presenca de movimentos pélvicos do macho; porém,
sem insercao do pénis na vagina da fémea (Figura 2A). Por sua vez, a intromisséo
(montas com insergdo peniana) se diferencia da monta por apresentar movimentos
pélvicos profundos, seguidos de uma desmonta mais abrupta (Figura 2B).
Geralmente, o macho consegue fazer a penetracdo vaginal em 50 a 80% das

intromissdes. Finalmente, a ejaculacdo caracteriza-se por insercédo pélvica profunda
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(com emisséao do liquido seminal dentro da vagina), seguida de movimento lateral da
pata anterior e uma desmonta lenta (Figura 2C). Ocorre depois de 6 a 12
intromissdes, seguida de um periodo refratario de 4 a 8 minutos (no qual o macho
ndo apresenta nenhuma atividade copulatéria, independentemente da presenca da
mesma fémea). Tem sido proposto que as intromissdes obrigatérias que
caracteristicamente precedem as intromissdes ejaculatérias no rato macho podem
ser um reflexo da inibicdo espinhal local da resposta ejaculatéria produzida pela
estimulacdo do pénis que ocorre durante as intromissdées. A ejaculacdo ocorre

somente quando essa inibicdo espinhal € sobrepujada (Hart e Odell, 1981; Hart e

Melese-D’Hospital, 1983; Andersen e Tufik, 2005).

Figura 2 - Representacao dos padrbes de comportamento sexual em ratos machos.

(A) Monta; (B) Intromisséo; (C) Ejaculacdo. Fonte: Manzo et al., 2002.

A atividade copulatéria masculina nos mamiferos envolve a ativacdo de 3
componentes interativos (Morali e Beyer, 1992):

1. Componente motor, que define a coordenacdo dos musculos que
participam durante a monta e a execucdo de movimentos pélvicos ritmicos e

alternados. Os movimentos copulatérios pélvicos de intromissao podem induzir ou
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intensificar uma postura receptiva por parte da fémea, o que facilita a insercao
peniana intravaginal e, eventualmente, a ejaculacéo;

2. Componente genital externo, que inclui respostas vasculares e musculares
gue determinam a erecao e a inser¢ao dentro da vagina,

3. Componente genital interno, que compreende as atividades contrateis
autonbmicas e somaticas dos varios 6rgdos envolvidos na emissao seminal da
ejaculacdo (Morali et al., 2003).

Tem sido descrito que a experiéncia copulatéria pode alterar o
comportamento sexual de ratos machos (Meisel e Sachs, 1994) e que alguns ratos
apresentam atividade sexual reduzida na presenca de uma fémea receptiva (Bialy et
al., 2000; Sura et al., 2001). Por exemplo, Chu e colaboradores (2008) relataram que
alguns ratos apresentavam baixo indice de motivacdo espontanea e comportamento
copulatério durante a primeira exposicdo a fémea. Além disso, sabe-se que a
experiéncia sexual resulta de alteracdes comportamentais e também hormonais que
sao decorrentes da quantidade de exposi¢cOes ou intensidade do treino ao qual o
animal foi exposto. Em resumo, o comportamento sexual masculino sofre influéncia
de uma série de fatores, e ainda a experiéncia sexual pode modular a resposta

copulatoria.

1.4 Regulagdo hormonal da resposta sexual masculina

Existem inumeros estudos que demonstram a influéncia dos fatores
hormonais como determinantes da expressao global da atividade copulatéria. A
expressdo masculina do comportamento sexual em mamiferos € modulada pela
acdo de androgenos que regulam o desenvolvimento e a manutencdo das

caracteristicas masculinas, incluindo a atividade e o desenvolvimento dos 6rgaos
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sexuais. Desse modo, as alteragcbes nas concentragcbes desses hormonios
circulantes podem acarretar mudangas nesse comportamento.

A testosterona € um dos principais horménios no comportamento sexual
masculino. E secretada pelas células de Leydig nos testiculos e metabolizada em
estradiol (E2) por meio da enzima aromatase, ou em dihidrotestosterona (DHT) com
o auxilio da enzima 5a-redutase. A testosterona plasmatica é indetectavel apos 24
horas de castracdo (Krey e McGinnis, 1990), enquanto a atividade copulatéria
diminui gradualmente ao longo dos dias ou semanas subsequentes (Cross e Roseli,
1999). Ratos machos adultos submetidos a estresse durante a fase pré-natal
apresentam diminuicéo nos niveis de testosterona e, consequentemente, reducao da
atividade copulatoria (Gerardin et al., 2005). Em 2006, Pereira e colaboradores
demonstraram que a administracdo neonatal de testosterona em filhotes machos de
maes estressadas durante a gestacdo foi capaz de inibir os prejuizos no
comportamento sexual na fase adulta desses ratos.

Diversos estudos mostram que ratos sexualmente experientes apresentam um
aumento na concentracdo de testosterona plasmatica (Manzo et al., 2002; Wu e Gore,
2009), bem como um aumento nos niveis de testosterona no hipocampo (Edinger e Frye,
2007). Ainda, essa alteragéo da concentracdo de testosterona pode ser decorrente da
atividade da enzima aromatase, uma vez que a testosterona também é metabolizada no
cérebro por meio da aromatizacdo em estradiol. Assim, a conversdo da testosterona em
estradiol poderia apresentar um papel importante na indugdo do comportamento de
lordose em ratos machos (Beyer et al., 1976). Portillo e colaboradores (2006)
confirmaram a hipotese de que a concentracdo da enzima aromatase no cérebro é menor
em ratos que néao apresentam nenhum comportamento sexual. Nesse sentido, pode-se

afirmar que o estradiol também esta envolvido no repertério do comportamento sexual.
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Além desses estudos, algumas evidéncias mais recentes tém voltado a
atencdo para outro horménio, a progesterona. Assim, além da testosterona e do
estradiol, ha evidéncias que indicam a influéncia da progesterona na funcdo sexual
masculina. De fato, a progesterona pode facilitar o comportamento sexual masculino
em répteis (Lindzey e Crews, 1986; Crews et al., 1996) e em ratos (Witt et al., 1994).
Ainda, ha relatos de que a suplementacdo de progesterona em ratos machos
castrados foi capaz de induzir respostas sexual, mesmo na auséncia de outros
esterdides gonadais (Witt et al., 1994, 1995). Os autores deste estudo demonstraram
ainda que a testosterona isoladamente ndo é eficaz em restaurar as respostas
sexuais tipicas nos machos, a menos que as concentracbes de progesterona
estejam elevadas.

Além do comportamento sexual, horménios também podem estar relacionados
com a producdo espermética. De fato, horménios gonadotréficos como o
foliculoestimulante (FSH) e luteinizante (LH) s&o essenciais para a formacédo de
espermatozoides (para revisdo Sofikitis et al., 2008; Walker, 2009; Ruwanpura et al.,
2010). Esses hormonios (especialmente o FSH) estdo envolvidos principalmente no
processo de divisdo celular da espermatogénese, que consiste na producédo de
espermatozoides (Lo et al., 2004). Alguns estudos mencionam que o FSH estaria
envolvido no inicio do processo da espermatogénese, agindo principalmente na
proliferacdo das espermatogbnias ou no processo de meiose (ver revisao de Valenti et
al., 2013). Considerando que a testosterona potencializa a acdo do FSH (Handelsman,
1996), ha a possibilidade de a testosterona também estar envolvida na estimulacdo do
processo de diferenciacdo das espermatides. Além disso, a testosterona tem sido
considerada um suporte para a diferenciacdo completa das espermatides (Mclachlan et

al., 1995; Singh e Handelsman, 1996; Sousa et al., 2002). A secrecao de LH € regulada
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pelo mecanismo de feedback em funcdo da concentracdo plasmatica de testosterona
circulante, que controla a secre¢do pela hipofise e pelo hipotalamo (Hermo e Clermont,
1995). De modo similar, a secrecdo de FSH é regulada pela testosterona plasmética e
também pela inibina, hormonio peptidico produzido pelas células de Sertoli.

Adicionalmente, a progesterona também vem sendo relacionada ao
processo de diferenciacdo celular da espermatogénese. Foi demonstrado em
homens que a progesterona exerce uma influéncia na espermiogénese em relacdo a
capacitacdo espermatica, a reacdo acrossémica e principalmente a biossintese de
testosterona nas células de Leydig (Oettel e Mukhopadhyay, 2004).

Respostas hormonais podem ser desencadeadas por diversos fatores, sendo
0 aparecimento de sintomas caracteristicos do estresse uma das principais
repercussdes de perturbagbes hormonais. Nesse contexto, muitos dos efeitos
prejudiciais da exposicdo prolongada a fatores estressantes sdo causados por
nossas proprias reacdes fisioldgicas (secrecdo de horménios associados ao
estresse). Contudo, a maneira pela qual cada organismo reage ao estimulo
estressor depende da sua capacidade fisica e psicoldgica. Nos dias atuais, viver sob
estresse € uma constante, seja em casa, no trabalho ou em outros ambientes sociais
dos quais o individuo faca parte. Assim, pode-se dizer que o estresse faz parte do
cotidiano de pelo menos boa parte da populacdo. N&o obstante, os niveis de
estresse estédo diretamente relacionados a problemas de sono (Andersen, Hirotsu e

Tufik, submetido).
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1.5 Privacao de sono e fungao sexual

O sono é uma atividade que ocupa cerca de um terco de nossas vidas, e é
fundamental para uma boa salude mental e emocional, além de apresentar
importancia essencial na manutencdo saudavel do organismo. No entanto, nosso
periodo total de sono tem-se reduzido em funcéo das atividades contemporaneas.

Principalmente apos a Revolucao Industrial, com o rapido desenvolvimento da
economia, observou-se uma crescente tendéncia de diminuicdo do tempo de sono
na populacdo em geral. De fato, existe um claro contraste entre os habitos de sono
atuais e os habitos apresentados na era Pré-Industrial (Foster e Wulff, 2005). Além
disso, a exposicdo a luz artificial ampliou o periodo das atividades de lazer,
aumentando o tempo de vigilia. A rotina de vida moderna afeta de maneira
substancial o estilo de vida da populacéo.

A globalizacdo, o acesso a internet e a informagdo somados ao estimulo a
competicdo vindo de uma viséo capitalista mundial promoveram uma aceleracéo na
maioria das sociedades, acumulando-se horas de trabalho e reduzindo-se cada vez
mais as horas de descanso e sono dos seres humanos. Assim, a privacdo de sono
constitui-se um fator estressante que foi se instalando paulatinamente nas
sociedades, e que atinge indices alarmantes nos dias atuais. Essas questdes
socioeconémicas e culturais resultam em uma reducdo dramatica no tempo de sono
e, consequentemente, em uma situacdo de débito de sono. A restricdo cronica de
sono, motivo pelo qual se cria esse débito, é frequentemente relacionada a
imposi¢cdes da vida moderna, como por exemplo, responsabilidades profissionais,
atividades sociais e domésticas e estilo de vida, além da privacdo voluntaria de
sono. Nesse sentido, tem havido debates consideraveis sobre a necessidade diaria

de sono do homem moderno, tema que tem sido alvo de muitos estudos. Embora o
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sono ocupe aproximadamente um ter¢co do nosso tempo de vida, é cada vez maior o
tempo que todos nés passamos acordados atualmente. Um exemplo disso sdo os
estudos recentes mostrando que o tempo de sono diminuiu cerca de 2 horas por
noite nos ultimos 50 anos (National Health Interview Survey, 2005; Roth, 2009).
Dessa forma, a pressédo sobre o sono continua crescendo em uma sociedade que
aceita como pratica comum o turno noturno de trabalho e a realizacao de atividades
de lazer que refletem em poucas horas de sono com consequente inversao do ritmo
biolégico. E importante ressaltar que a perda frequente do sono ndo ocorre somente
entre os adultos, mas também entre criancas e adolescentes. Em varios paises,
mais de um quinto das criancas abaixo de 16 anos (entre infancia e puberdade)
sente-se cansado quase todos os dias pela manha devido ao fato de irem dormir
tarde e acordarem muito cedo para ir a escola (Meerlo et al., 2008). Como resultado,
0 estresse e as perturbacgdes circadianas consequentes podem ser responsaveis por
alguns dos efeitos adversos atribuidos a falta de sono.

O débito de sono ocasiona inUmeras alteragdes de comportamento durante o
dia, causando sensacdo de sonoléncia diurna, fadiga, prejuizos na concentracgéo,
falta de energia e irritabilidade, entre outros. Além disso, prejudica o desempenho
profissional, interfere nas relagdes com as outras pessoas e diminui a qualidade de
vida. Mesmo quantidades moderadas de reducéao de sono produzem pelo menos 3
efeitos consistentes: sonoléncia, perturbacbes de humor e comprometimento de
desempenho. Apds alguns dias de restricdo continua de sono, ocorrem microssonos,
periodos breves que duram de 2 a 3 segundos nos quais as palpebras fecham e os
individuos ficam menos responsivos aos estimulos externos, mesmo permanecendo

sentados ou em pé. Os microssonos atrapalham o desempenho em testes de
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vigilancia, mas ndo sdo necessarios para que esses prejuizos ocorram (Dinges et al,
1997, Ferrara, De Gennaro e Bertini, 1999).

Essa condicdo de falta de sono, quase que inerente a vida moderna, pode
levar a repercussdes nitidas na saude e no bem-estar tanto a curto como a longo
prazo. Nao apenas a perda do tempo total de sono, em quantidade, mas também a
qualidade do sono pode acarretar prejuizos importantes para 0 NnosSso organismo
(Everson et al., 1989; Lebowitz et al., 2006; Bijwadia e Ejaz, 2009; Tufik et al., 2009).
Essas modificacbes podem ser evidenciadas pelo aumento na prevaléncia de
distarbios de sono na populacdo ao longo dos anos (Bittencourt et al., 2009).

Em relacdo a perda de qualidade de sono, destaca-se a Sindrome da Apneia
Obstrutiva do Sono (SAOS), um dos disturbios mais prevalentes atualmente. A
SAOS ¢é caracterizada por episodios recorrentes de obstrucdo das vias aérea
superiores que levam a interrupc¢des intermitentes da ventilagdo, alteracdo dos
gases arteriais e do padrao normal de sono (American Academic Sleep Medicine -
AASM, 1999). Na maioria dos pacientes, esses eventos causam dessaturacao da
oxihemoglobina e, em casos de eventos prolongados, hipercapnia, que
frequentemente sdo seguidas de despertares, tornando o sono fragmentado e
consequentemente levando a uma privacéo crénica de sono (AASM, 1999). Ainda,
descreve-se reducdo no tempo de sono REM em decorréncia da fragmentacéo de
sono (Goh et al., 2000).

Os pesquisadores tém desenvolvido diversos estudos sobre os mecanismos
envolvidos no diagnostico (Perry et al., 2007; Drager et al., 2011, 2013; Jun et al.,
2012) bem como no tratamento (Bittencourt et al., 2001, 2008; Togeiro e Smith,
2005; Drager e Lorenzi-Filho, 2012) da SAOS. Desde a década de 1980, inquéritos

populacionais tém sido realizados para avaliagdo das queixas de sono na cidade de

33



G&vjsﬁo da literatura

Sédo Paulo (Braz et al., 1987; Bagnato et al., 2000). Pacientes com SAOS
apresentam diversas consequéncias importantes, como obesidade, alteracdes
hormonais, sexuais, metabdlicas e cardiovasculares, entre outras. Diversos estudos
mostram a obesidade como o fator principal que, quando associado a SAOS, leva ao
comprometimento da funcao reprodutiva (Hammoud et al., 2011, 2012).

Recentemente foi concluido o terceiro estudo populacional denominado
EPISONO incluindo 1042 individuos, com o objetivo de tracar o perfil epidemiolégico
dos disturbios de sono para a populacdo adulta da cidade de Sdo Paulo em 2007
(Santos-Silva et al., 2009). Estimativas desse estudo indicam que metade da
populacdo investigada apresentou indice de apneia-hipopneia (IAH) acima de 10,
indicando a alta prevaléncia de SAOS entre individuos do sexo masculino (40%)
(Tufik et al., 2010).

Para tentar esclarecer a importancia que o0 SOno exerce no organismo e como
sua falta pode modular as funcfes bioldgicas, diferentes metodologias experimentais
vém sendo utilizadas. No meio cientifico, a privacdo de sono tem sido amplamente
utilizada como instrumento para estudar as fungbes do sono, bem como os
mecanismos envolvidos nesse comportamento. Entre os protocolos de privagéo de
sono, destacam-se a privacao total de sono, a restricdo de sono (RS) ou a privacéo
seletiva de uma fase do sono, como por exemplo, a privacdo de sono
paradoxal/REM. De fato, no modo de vida atual, a maior parte da privacdo de sono
ocorre no periodo de predominéncia do sono paradoxal/REM, na segunda metade
da noite. Muitos investigadores tém desenvolvido e empregado diferentes
metodologias para a reducdo ou abolicdo do sono paradoxal; portanto, muitos dos

estudos sobre a privacao de sono tém utilizado a privacéo de sono paradoxal (PSP).
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Em ratos, a privacdo de sono induzida pela técnica de plataforma muditipla
envolve numerosos despertares, que afetam predominantemente a fase paradoxal do
sono. Por isso, argumenta-se que esse procedimento poderia mimetizar a
fragmentacdo do sono devido a despertares repetidos (como, por exemplo, o que
acontece na SAQOS), e, assim, ser uma ferramenta Gtil para a investigacdo dos efeitos
da perda de sono sobre os mais diferentes parametros de interesse. Isso ndo implica
que a privacdo de sono seja um modelo animal completo da perda de sono que
acontece em humanos, mas promove consequéncias semelhantes e translacionais
para se estudar mais profundamente a neurobiologia do sono e as alteracOes
provocadas pela sua perda. Uma vez que cada sistema organico possui um papel
distinto e critico na adaptacdo de mudancas ambientais continuas e desafiadoras,
torna-se fundamental a condugéo de estudos visando investigar a maneira pela qual
esses sistemas sao afetados pela privacédo de sono.

Na literatura encontra-se documentada uma ampla variedade de efeitos negativos
da falta de sono sobre o desempenho cognitivo (Moreira et al., 2003; Alvarenga et al.,
2008; Zanini et al., 2012), a ansiedade (Suchecki et al, 2002; Andersen et al., 2005a),
atencdo (Godoi et al., 2005) e o comportamento sexual (Velazquez-Moctezuma et al.,
1996; Damasceno et al., 2008), além de modificacbes hormonais (Antunes et al, 2006;
Jauch-Chara et al., 2013) e alteragbes marcantes no sistema imunologico (Bryant et al.,
2004; Ruiz et al., 2007; Zager et al., 2007, 2013). Nesse contexto, é de grande
importancia a adogao de modelos animais em experimentos de restricdo cronica de
sono, por exemplo, considerada um problema de saude publica na sociedade atual
(Lebowitz et al., 2006; Sigurdson e Ayas, 2007; Alghanim et al., 2008; Tufik et al.,
2009). Dessa forma, é relevante avaliar as consequéncias de diversos fatores que

possam afetar o sono por meio do uso de modelos animais e de suas validagdes,
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permitindo também a realizagdo de avaliacbes bioquimicas, farmacoldgicas,
neuronatdbmicas e comportamentais, entre outras associadas a supressao de sono.

Como mencionado anteriormente, a situacdo atual de restricdo cronica de
sono, somada a presenca de outros distarbios de sono, constitue um importante
topico de investigacdo (Sigurdson e Ayas, 2007; Alghanim et al., 2008; Tufik et al.,
2009). Diversos sao os estudos que relacionam a RS e os disturbios de sono as
consequéncias adversas para a salude, como aumento da secrecdo de cortisol
(Spiegel et al, 1999) e da presséo arterial (Kato et al, 2000; Knutson, 2010), além de
outras doencas cardiovasculares (Drager et al., 2013; Cintra et al., 2009) e
alteracdes metabolicas (Martins et al., 2006; Andersen et al, 2009; Alvarenga et al.,
2011; Andersen, Hirotsu e Tufik, submetido).

A compreensdo da fisiologia do sono e da vigilia tem governado o interesse
de numerosos estudiosos nas ultimas décadas, fazendo com que a fung&o do sono
atraia a atencdo dos pesquisadores, sendo que os efeitos de sua perda também
caminham na mesma direcdo. Todavia, o entendimento global do impacto sobre a
saude e as condi¢des clinicas em consequéncia da privacdo de sono permanece
ainda desconhecido. Em particular, as consequéncias da PSP sobre a funcdo sexual
vinham sendo pouco estudadas. Nesse sentido, a busca por novos conhecimentos
sobre esta tematica tornou-se relevante.

Desde os anos 60, Dement (1965) relatou o efeito da privacdo de sono sobre
0 comportamento sexual tanto em humanos como em animais. Primeiramente, ele
estudou 12 gatos machos privados de sono por 30 dias. Os resultados mostraram
que em 6 deles houve aumento marcante no comportamento sexual, enquanto no
grupo controle de 12 gatos machos ndo houve nenhuma alteracdo. De maneira

semelhante, em outro estudo verificou-se igualmente que um periodo de PSP maior
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que 8 dias levava a inducédo de hipersexualidade em gatos (Vimont-Vicary et al.,
1966). Anos mais tarde, Fergunson e Dement (1969), em experimentos com ratos
machos privados de sono paradoxal, verificaram a ocorréncia de montas sem
orientacdo espacial apés a administracdo de anfetamina. Deve-se salientar que o
comportamento sexual ndo foi o propdésito principal desses estudos mencionados.

Na década de 1980, o grupo liderado por Veldzquez-Moctezuma continuou
nesse campo de estudo avaliando os efeitos da PSP sobre o comportamento sexual
em ratos, com foco na agéo sobre os esteroides gonadais. Para isso, ratos machos
gonadectomizados foram submetidos & PSP durante 120 horas. Uma vez que a PSP
facilita a inducdo do comportamento de lordose em fémeas tratadas com benzoato de
estradiol, suas respostas sexuais hetero e homotipicas a esse horménio foram
testadas (Velazquez-Moctezuma et al., 1984). Esse estudo também foi baseado no
fato de que o propionato de testosterona e a progesterona podem desencadear
resposta sexual feminina em machos (Davidson e Levine, 1969; Sodersten e Larsson,
1975). Assim, a conversao da testosterona em estradiol poderia apresentar um papel
importante na inducdo do comportamento de lordose em ratos machos (Beyer et al.,
1976). Os resultados desses testes demonstraram que a PSP por si s6 ndo produziu a
resposta de lordose, contudo, um efeito marcantemente positivo foi visto apos o
tratamento com estrogeno sobre o comportamento sexual feminino comparado com
grupos nao-PSP (Canchola et al., 1986).

Pouco tempo depois, Velazquez-Moctezuma e colaboradores (1989)
exploraram a possibilidade de que a PSP poderia induzir alteracbes na acdo de outro
esteroide gonadal, a testosterona, em estimular o comportamento sexual masculino
de ratos machos adultos castrados. O numero de dias de tratamento com a

testosterona necessario para se atingir resposta em 50% dos animais no grupo de
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PSP por 7 dias foi aproximadamente metade daquele necessario para se obter a
mesma resposta no grupo controle, sugerindo que a PSP facilitaria os efeitos da
testosterona no comportamento sexual masculino, da mesma forma que facilitaria os
efeitos do estrdgeno no comportamento sexual feminino.

Com base na investigagéo dos efeitos de diferentes modalidades de estresse
pré-natal sobre o comportamento sexual do adulto, Velazquez-Moctezuma e
colaboradores (1993) relataram que ratos machos oriundos de ratas prenhes
submetidas & PSP durante 5 dias demonstraram diminui¢éo da eficiéncia copulatéria.
Como cada agente estressante produziu um efeito comportamental distinto, 0s
autores concluiram que o comportamento sexual induzido pelo estresse pré-natal
era ligado a natureza do agente estressor. Em um estudo em que a PSP foi aplicada
durante 7 dias em ratos neonatos, demonstrou-se a diminuicdo da atividade sexual
na idade adulta, indicada por menor nimero de montas, intromissées e ejaculagéo,
guando comparados com os do grupo controle (Feng e Ma, 2003). Segundo os
autores, esses achados dao suporte a hipétese de que a privacdo de sono durante o
periodo neonatal resulta em anormalidades comportamentais na vida adulto.

Embora os estudos mencionados anteriormente tenham investigado de alguma
forma o comportamento sexual e ainda envolvam diferentes metodologias de privacao
de sono, o comportamento copulatorio do macho na presenca da fémea foi investigado
pioneiramente por Morden e colaboradores (1968) que relataram que ratos machos
com baixo indice copulatorio apresentaram aumento do numero de copulas apos a PSP
realizada por um periodo de 2 a 5 dias. De acordo com Verma e colaboradores (1989),
a PSP por 3 a 4 dias resultou em uma potencializacdo do comportamento sexual em
ratos, ja que houve aumento da frequéncia de intromissdes e reducao da laténcia para

ejaculacéo e do intervalo entre elas. Por outro lado, no estudo de Hicks e colaboradores
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(1991), os ratos privados de sono paradoxal ndo mostraram alteragdes significativas em
seu desempenho sexual, levando os autores a concluir que, se existe a relagéo entre a
PSP e o comportamento sexual, €, na melhor das hipéteses, bem ténue.

Em 1996, um estudo sobre os efeitos da PSP sobre o comportamento sexual
em ratos machos (Velazquez-Moctezuma et al., 1996) trouxe mais subsidios para
essa controvérsia. Esses autores avaliaram grupos de animais submetidos a PSP
por 16 ou 24 horas, diariamente, durante 20 dias. Os resultados demonstraram que
no grupo submetido a PSP de 24 horas houve diminuicdo na porcentagem de ratos
gue apresentavam monta, intromissdes e ejaculagéo, quando comparados tanto com
0 grupo submetido a PSP de 16 horas quanto com o controle. Os animais submetidos
a PSP de 16 horas apresentaram-se sexualmente ativos durante o periodo
experimental avaliado, contudo, nenhuma alteracdo no desempenho sexual foi
observada em relacdo ao grupo controle. Assim, esses dados indicam que a PSP
pode interferir com 0s mecanismos que regulam o comportamento sexual do macho;
porém, a extensdo da participacdo das condi¢cdes de estresse deveria ser considerada
como um fator relevante envolvido nesse efeito.

Interesse sexual elevado foi também demonstrado em individuos do sexo
masculino privados de sono REM por 2 noites por meio de estimulos aplicados
imediatamente antes do inicio dos episédios de sono REM (Zarcone et al., 1974). O
interesse sexual foi definido pelo nimero de fotografias nas quais os individuos se
fixaram em uma figura feminina. Além disso, os pacientes com impoténcia psicogénica
demonstraram aumento do intumescimento peniano e rigidez ap0s 24 horas de
privacao de sono sob estimulacdo audiovisual experimental (Ferini-Strampi et al., 1996).

Conjuntamente, esses poucos artigos denotam um cenario controverso em

relacdo aos efeitos da privacdo de sono na resposta sexual masculina, e, portanto, o
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quadro permanece obscuro e é nesse cendrio que a candidata inseriu sua principal
linha de pesquisa. A busca de novas hipéteses fisiologicas tornou-se indubitavelmente
necessaria em razdo da importancia da integridade da funcdo sexual para a
manutenc¢do da qualidade de vida, cenério no qual que o sono exerce papel crucial. A
investigagdo por respostas nessa linha de pesquisa impulsionou a realizacdo dos

estudos descritos a seguir.
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2. CONTRIBUICOES CIENTIFICAS DA CANDIDATA

A partir deste ponto, descrevo os achados da literatura, os artigos
relacionados diretamente a esse tema e as minhas contribuicbes para o
entendimento da funcdo sexual masculina associada ao sono. Em particular, essas
evidéncias publicadas pelo nosso grupo aconteceram nas mais diversas areas sob
Otica translacional: bases mecanicistas, perfil hormonal, condi¢cbes clinicas e, ainda,
aspectos epidemiologicos e genéticos. A reflexdo natural como resultante do
processo de preparacdo desta Tese permitiu visualizar que as principais
contribuicbes versam sobre a caracterizacdo dos reflexos genitais e do
comportamento sexual, bem como sobre a neuroendocrinologia envolvida na funcao
sexual masculina associada ao sono. Nesse documento sdo apresentados apenas
0s estudos mais relevantes na area diretamente relacionada com esses temas, nédo
sendo incluidos artigos direcionados para a investigacdo de processos
neuroquimicos da funcédo sexual. Esses estudos realizados pelo nosso grupo nao
fazem parte do corpo deste documento, mas a lista deles pode ser encontrada na
descricdo da producdo cientifica (Memorial, paginas 122-154). Assim, serdo
apresentados somente estudos em que a candidata atuou como primeira autora ou
autora principal nas duas areas (caracterizacdo da funcdo sexual masculina em
animais e homens, e regulacdo hormonal em resposta a privacao/disturbio de sono
em modelos animais/homens). O texto que se segue foi subdividido em 5 topicos
com a intuicdo de que o leitor possa compreender melhor a sequéncia de
pensamentos e estratégias empregadas pela candidata para ilustrar as questées de

pesquisa formuladas e os resultados obtidos ao longo desses 13 anos.
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2.1 Fendmeno de reflexo genital em resposta a privagdo de sono

O sono paradoxal/REM é um fenbmeno presente em todas as faixas etarias e na
maioria das espécies. H4 uma grande necessidade do sistema fisiologico de recuperar
esta fase do sono; caso uma recuperacéo adequada ndo seja permitida, a morte pode se
seguir apds um periodo prolongado de sua privacdo (Rechstchaffen et al., 1989ab).
Também ja foi relatado que o sono REM é afetado em diversas condi¢fes clinicas,
indicando que essa fase do sono deve ser absolutamente necessaria para a manutencao
da fisiologia hormal e dos processos vitais.

Até o0 momento, as evidéncias sugerem que, embora as bases fisioldgicas do
sono paradoxal/REM sejam desconhecidas, essa fase € uma das mais relevantes
dentre as que constituem a arquitetura do sono e, portanto, ndo pode e ndo deve ser
ignorada. A menos gue seus mecanismos basicos de geracado e suas funcdes sejam
conhecidos, as consequéncias de perturbacdes ocorridas nessa fase permanecerao
um mistério. Diversos tipos de estudo, incluindo a estimulacao e lesdo de estruturas
supostamente relacionadas ao sono paradoxal, injecdes quimicas, e principalmente
a privacdo dessa fase do sono tém sido conduzidos para a investigacdo e
compreensdo de seus mecanismos (Gulyani et al., 2000). Como vantagens,
diferentemente de muitos outros, o método da privacdo de sono paradoxal ndo é
invasivo, simulando uma situacdo natural no sentido de que, no modo de vida atual,
muitos individuos sofrem privacdo de sono REM, predominantemente na segunda
metade da noite por despertares precoces ou fragmentagcdo do sono. Contudo, o
estudo do sono paradoxal/lREM continua a ser um desafio para a maioria dos

pesquisadores que investigam o ciclo vigilia-sono.
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Se por um lado a erecdo peniana € um evento neurovascular modulado por
fatores psicoldgicos, neuroquimicos e hormonais, cujo resultado final é o
relaxamento da musculatura lisa do pénis, as ERS representam um fenbmeno com
uma complexa interagdo entre o sistema nervoso central (SNC) e bases enddcrinas,
e demais mecanismos ainda ndo sdo conhecidos. De fato, um primeiro aspecto
relevante na analise da literatura sobre ERS é a escassez de estudos sobre o tema.
Por consequéncia, elaborou-se um constructo hipotético na tentativa de identificar
contribuintes mecanicistas para a resposta erétil e sexual sob interferéncia do sono.
Baseado nesse aspecto, nos guiamos pelo conjunto limitado de estudos para inserir
Nosso raciocinio apresentado abaixo.

Classicamente, sabe-se que o0 sono paradoxal/REM apresenta eventos
tbnicos e fasicos. Os eventos tdnicos ocorrem de forma persistente por todo o
periodo de sono paradoxal/REM, incluindo atividade cerebral intensa
(dessincronizacdo) e atonia muscular. Os eventos fasicos ocorrem de forma
intermitente, e sdo: mioclonias, irregularidades cardiorrespiratérias, movimentos
oculares e ERS. A importancia do sono paradoxal/REM pode ser inferida por meio
da supressédo dessa fase e da necessidade de sua compensacao, uma resposta
normal ao desequilibrio homeostatico provocado pela PSP.

Ainda é um enigma decifrar as funcdes das ERS apresentadas pelos homens
todas as noites durante o sono REM desde a infancia até a vida adulta. Na tentativa
de fornecer mais evidéncias sobre esses eventos penianos durante 0 sono, nos
enveredamos por essa linha de pesquisa, com a hipotese principal de que apds
periodos de PSP o organismo tem necessidade aumentada de compensar essa fase
do sono. Esse aumento de duracdo do sono durante o periodo rebote tem sido

considerado como sendo um reforco da regulacdo normal do sono (Charifi et al.,
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2000). Durante esse rebote de sono ocorre um aumento expressivo dos eventos
tbnicos e fasicos. Assim, especulamos que a auséncia desses eventos nos dias de
abolicdo completa do sono paradoxal por 96 horas fosse ser compensada com uma
recuperacdo desses eventos ténicos e fasicos (entre eles, a erecao peniana) ao final
da PSP. Portanto, esse rebote de erecdo peniana teria bases neurofisioldgicas,
neuroquimicas e hormonais promovidas pela PSP, e seria uma tentativa fisiologica
de recuperar a auséncia das erec¢des penianas que deveriam ter ocorrido durante o
sono. Considerando a relevancia homeostética e circadiana dos eventos do sono
paradoxal/REM, a importancia pratica de se estudar a ERS consiste na necessidade
de fornecer subsidios para etiologias neurogénicas e enddcrinas, e ainda um
eventual diagndéstico mais preciso das impoténcias. Nesse sentido, nossos achados
denotam uma funcéo prioritaria da ocorréncia desse rebote de erecdo nos ratos
privados de sono paradoxal, representada pelo aumento expressivo dos reflexos
genitais nos machos submetidos a 96 horas de privacdo seletiva dessa fase
especifica de sono.

Para comprovar a hipétese das alteragcbes comportamentais decorrentes da PSP,
ratos machos foram submetidos a esse protocolo. Curiosamente, observamos que
animais privados de sono paradoxal apresentaram erecdes e ejaculacbes espontaneas,
enquanto esses reflexos genitais eram ausentes no grupo controle com padrédo de sono
normal. Considerando a participacdo dopaminérgica no sono paradoxal (Tufik et al.,
1978) e nas respostas sexuais (Hull et al., 1986), os animais PSP receberam uma
injecao-desafio de uma substancia que potencializa a neurotransmisséo dopaminérgica
(cocaina) no intuito de avaliar se os eventos genitais poderiam ser potencializados
(ARTIGO 1). Uma curva dose-resposta foi realizada para se determinar a dose de

cocaina mais eficaz na inducéo de eventos genitais (erecao e ejaculacao). A dose de 7
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mg/kg (via intraperitoneal) adminstrada logo apds a PSP foi a mais eficaz na promogéo
de erec¢bes penianas; assim sendo, nos demais estudos essa foi a dose de escolha.

Uma vez que os fatores de estresse séo inerentes ao método e a privacao de
sono propriamente dita, também foram testadas outras modalidades de estresse
(Tufik et al., 1995; Papale et al., 2005), visando distinguir o efeito isolado da privacao
de sono do efeito relacionado ao estresse sobre os reflexos genitais (ARTIGO 1).
Somente os animais PSP mostraram um aumento significativo dos reflexos em
relacdo aos outros estressores (natacdo forcada, choque elétrico nas patas e
imobilizagao cronica), indicando um papel relevante da perda de sono na modulacao
desses comportamentos. Com base nesse trabalho demonstrando os efeitos da
cocaina em ratos PSP, essa droga acabou se tornando nossa principal ferramenta
no estudo dos fatores envolvidos nesse fendbmeno genital, bem como direcionou
uma nova abordagem de estudos sobre a interacdo entre PSP e funcdo sexual,
resultando na realizacdo da sequéncia de trabalhos descritos nessa linha de
pesquisa.

Embora a cocaina tenha sido utilizada para potencializar os efeitos da PSP
nos reflexos genitais, sabe-se que os efeitos agudos da cocaina consistem
inicialmente em diminuicdo da ansiedade, euforia, hiperatividade, desinibicao,
aumento da auto-estima e estimulacdo sexual (Seibel, 2000). As consequéncias
adversas da intoxicacdo aguda incluem, a principio, uma potencializacdo dos
componentes anteriormente referidos, podendo ser descritos como uma desinibicao
eufdrica, impulsividade, hipersexualidade, excitacdo psicomotora e diminuicdo da
necessidade de sono. Por outro lado, a necessidade diminuida de sono pode
contribuir com o desenvolvimento da insbnia. Por permanecerem mais tempo

acordados, eventualmente os individuos passam a utilizar ainda mais a cocaina.
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Com acesso livre, individuos dependentes podem fazer uso intenso e ininterrupto de
cocaina por vérios dias (Schuster e Fishman, 1985), tornando-se ainda mais
privados de sono, com possiveis consequéncias graves (Koppel et al., 1996).

E documentado que a privacio de sono facilita a excitabilidade do SNC (Cohen e
Dement, 1965) e aumenta comportamentos instintivos (Dement, 1965), sugerindo que a
PSP altere o funcionamento dos sistemas motivacionais (Canal-Frederick et al., 1977).
Outros estudos, por sua vez, demonstraram que a cocaina age nas vias de recompensa
(Wise, 1984; Kalivas, 2002). Essas vias séo indiretamente ativadas por estimulos
prazerosos, como comer, beber e atividade sexual, aventando a hip6tese de que a
cocaina potencializaria o efeito da PSP sobre os reflexos genitais.

Por essa razao, o segundo estudo foi realizado visando responder a questao:
Qual o principal fator indutor dos reflexos genitais: a administracdo da cocaina ou a
PSP propriamente dita (ARTIGO 2)? Os resultados revelaram que o grupo PSP que
recebeu a administracdo de cocaina foi o que produziu a maior porcentagem de
animais apresentando erecao e ejaculacdo (100% e 60%, respectivamente) e que
diferiu estatisticamente dos grupos controle de gaiola que receberam salina ou
cocaina. A proporcéo para animais do grupo PSP que receberam salina foi de 50%
para erecdo e 20% para ejaculacdo, e somente a administracdo de cocaina (sem
PSP) induziu 10% de erecdo e 10% de ejaculacdo. Os achados seriam
provavelmente devidos a uma supersensibilidade dos receptores dopaminérgicos
resultante da PSP (Tufik et al., 1978; Tufik, 1981; Nunes et al., 1994; Andersen et al.,
2005b; Martins et al, 2010), potencializada pela acdo da cocaina nas vias
dopaminérgicas, induzindo um aumento expressivo dos reflexos genitais.

No proximo passo, verificamos a frequéncia de reflexos genitais frente a

diferentes periodos de PSP (ARTIGO 3). Nosso objetivo foi examinar os reflexos
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genitais apOs periodos de 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de PSP e durante um
periodo de recuperacdo de 4 dias em ratos que receberam cocaina. O sono rebote
foi incluido para se investigar a frequéncia dos reflexos genitais durante esse
periodo em que ocorre um intrigante fendmeno compensatorio de sono. Apds 24
horas de PSP seguidas da administracdo de cocaina, 0os animais comecaram a
apresentar os reflexos genitais, com uma resposta maxima na 962 hora, enquanto
a erecdo e a ejaculacdo foram ausentes nos animais controle. Quando o periodo de
PSP foi estendido para 5 e 6 dias, a frequéncia dos reflexos genitais diminuiu.
Durante o periodo rebote houve uma reducdo nos reflexos genitais, contudo, eles
continuaram presentes. Assim, com base nesses achados, estabelecemos e
utilizamos somente a PSP de 96 horas para os demais estudos realizados no grupo
para testar a fungcédo sexual de ratos.

Para se prolongar a privacéo de sono, geralmente ha a necessidade de uma
estimulacdo intensa e continua, e torna-se dificil distinguir se a alteracao
subsequente é resultante da perda do sono ou de outros efeitos (estresse e fadiga)
relacionados a inducao da vigilia (Tufik et al., 1995; Papale et a., 2005). Diversos
estudos tém relatado patologias graves e, ainda, morte em animais privados de sono
por varios dias (Rechtschaffen et al., 1989ab). Tem-se evidenciado que, enquanto 0s
ratos controles se mantém sadios, os ratos privados de sono morreram durante o
experimento ou foram submetidos a eutanasia® quando a morte parecia iminente
(para reviséo ver Rechtschaffen et al., 1989ab). Nossos dados mostram que, apos
periodos maiores que 96 horas de PSP, os ratos apresentavam comprometimento

de sua aparéncia; porém, ainda eram capazes de apresentar reflexos genitais.

3Segundo recomendagdes da American Association for Laboratory Animal Science, deve-se utilizar o termo “eutanasia”
e nao “sacrificio”, que remete a sofrimento animal.
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A investigacao dos efeitos da PSP em ratos jovens de diferentes idades sobre a
frequéncia dos reflexos genitais espontaneos induzidos pos esse protocolo de privagéo
de sono, associado ou ndo a cocaina (ARTIGO 4), foi inspirada nos levantamentos
realizados pelo Centro Brasileiro de Informacgéo sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID). O
CEBRID relatou 0 amplo consumo de cocaina e de outras drogas em geral por criancas
em todo o Brasi. Em 10 capitais do Brasi, a cocaina tem sido utilizada
predominantemente por jovens do sexo masculino que tiveram uma iniciacdo precoce a
droga. Ao redor dos 10 a 12 anos, aproximadamente 0,2% dos individuos ja a tinham
usado pelo menos uma vez, sendo 0,4% entre 13 e 15 anos de idade e 2,5% dos
meninos entre 16 e os 18 anos de idade na cidade de S&o Paulo, uma das maiores
cidades da América Latina (Galduréz et al., 1994). Em relacdo aos nossos resultados, 0s
grupos controle (salina e cocaina) de qualquer idade ndo demonstraram erecdo e
ejaculacdo. Contudo, os animais submetidos a PSP e a injecao de salina apresentaram
erecao a partir dos 60 até 90 dias de idade. Nos ratos PSP administrados com cocaina, a
erecao foi observada desde o 30° dia de vida e até os 90 dias, quando ambos os reflexos
genitais atingiram a resposta maxima. Esses achados nos levaram a concluir que eventos
estressantes e 0 uso de cocaina durante as diferentes fases do desenvolvimento podem
ser fatores importantes na estimulacdo da resposta sexual, além das inUmeras alteracoes
que ocorrem durante a adolescéncia. Em vista do padréo das alteracbes sexuais
encontradas apos a PSP, ja durante as fases iniciais, torna-se importante enfatizar que a
PSP pode provocar danos de grande propor¢cédo durante o curso do desenvolvimento
sexual.

Se por um lado a PSP associada a cocaina antecipou 0 aparecimento dos

reflexos genitais para idades em que normalmente ndo ocorreriam (ex. 30 dias),
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poder-se-ia supor que essa associacdo prolongaria a ocorréncia dos reflexos genitais
em ratos adultos de idades mais avancadas. Sabe-se que, com a progressao da
expectativa de vida, a atividade sexual diminui (Carrier et al., 1997; Mayoux et al., 2004,
Lochlainn e Kenny, 2013). Nesse contexto, 2 estudos foram conduzidos. O primeiro
estudo (ARTIGO 5) examinou os efeitos da PSP em ratos com 22 meses de idade em
comparagao a ratos jovens, bem como avaliou o efeito longitudinal envolvendo ratos
com diferentes idades. Mais da metade dos animais idosos (60%) expostos a PSP
apresentou erecdes, potencializadas pela administracdo de cocaina, embora a
ejaculacdo ndo tenha sido observada. Por outro lado, uma injecdo Unica de cocaina
tanto no grupo controle jovem como no idoso nao provocou alteracbes nos
comportamentos genitais.

Na mesma linha de raciocinio, o segundo experimento (ARTIGO 6) visou
comparar as alteracdes nos reflexos genitais em diferentes momentos da vida de
ratos machos (3, 6, 10, 12, 18, 22 e 28 meses), para se determinar em qual idade a
DE tem inicio em ratos PSP. Um numero expressivo de animais PSP de todas as
idades teve erecdo e ejaculacdo apbs injecdo aguda de cocaina, quando
comparados aos ratos dos grupos PSP+salina. Com 3 meses de idade, todos os
ratos que receberam cocaina demonstraram erecdo e 70% ejacularam, mas houve
uma reducéo significativa nesses comportamentos nos grupos com 12 meses ou
mais. A cocaina prolongou a ocorréncia de erecao até os 22 meses de idade contra
0s 18 meses observados nos ratos PSP+salina. Além disso, todos os grupos de
PSP+cocaina com idades entre 3 e 22 meses tiveram mais erecdes que seus
respectivos grupos controle pareados com relacdo a idade. Os reflexos genitais

induzidos pela PSP desapareceram por completo apds os 28 meses de idade.
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Além da esperada reducdo na porcentagem de animais idosos apresentando
reflexos genitais, intrigantemente os ratos de idade intermediaria (10 a 12 meses)
mostraram igualmente reducéo no numero de reflexos genitais quando comparados aos
animais de 3 meses de idade. Uma tendéncia de prejuizo também foi verificada em
animais com 6 meses de idade, porém de maneira ndo estatisticamente significante,
sugerindo que o mecanismo erétil permanecia intacto, embora a resposta a estimulacéo
fosse diminuida. De acordo com a literatura, altera¢des significativas nos parametros de
comportamento de coOpula tornaram-se evidentes em idades mais precoces (aos 11
meses, Smith et al., 1992) ou mais tardias (18 a 19 meses, Tsai et al., 1997). Da mesma
forma, os ratos com 13 meses tiveram um numero inferior de comportamentos
copulatérios que os animais de 3 meses (Gray et al., 1981). Esses efeitos podem ser
interpretados como um reflexo da diminuicdo da excitacdo ou motivacdo sexual, uma
vez que o processo do envelhecimento envolve uma reducao natural dessa motivacao.

Assim, embora haja uma reducéo progressiva de acordo com a idade, a PSP
foi capaz de induzir reflexos genitais, e esses comportamentos foram
potencializados pela cocaina, que aumentou a porcentagem de animais bem como o
namero de eventos genitais em todos 0s grupos, confirmando nossos dados prévios.

Uma outra vertente foi investigada no ARTIGO 7. Tem sido relatado que o
comportamento sexual do macho demonstra uma ritmicidade diurna (Harlan et al.,
1980), sugerindo que esse comportamento possa ser modulado pelo ritmo
circadiano. Como todos os experimentos anteriores foram realizados entre as 9 e 11
horas da manha, o propdsito do estudo seguinte foi determinar se os reflexos
genitais induzidos pela PSP em ratos machos apresentariam variacdes diurnas.
Dessa forma, avaliamos a erecao e a ejaculacao em 4 intervalos de tempo ao longo das

24 horas de um dia (as 9, 16, 21 e 4 horas) em ratos PSP, tratados com salina ou
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cocaina. Os resultados indicaram que ndo houve uma evidéncia consistente de
variagdo ritmica diurna na resposta erétii em ratos PSP, injetados com salina ou
cocaina. Contudo, o numero de animais que ejacularam e sua frequéncia estavam
significativamente reduzidos as 4 horas no grupo PSP+cocaina. Esse horéario
representa um periodo préximo do final da fase escura do ciclo claro-escuro, que
corresponde ao periodo de atividade para roedores, sugerindo que um outro periodo
deva ser considerado para experimentos de resposta comportamental maxima. Ainda, o
ciclo claro-escuro parece apresentar um efeito maior sobre a ejaculagéo do que sobre a
erecdo. Assim, nossa escolha de realizar os experimentos para testar reflexos genitais
no inicio da fase clara (as 9 horas) parece ser apropriada, e a realizacdo dos
experimentos nos outros horarios testados durante a fase clara ndo resultaria em
alteracéo significativa dos reflexos genitais induzidos pela PSP.

Os 7 estudos conduzidos até este ponto utilizaram os ratos da linhagem
Wistar, que seguramente representam a grande maioria dos estudos em Varios
campos da pesquisa biomédica. Em particular, a funcdo sexual tem sido
extensivamente descrita utilizando essa linhagem (Sachs, 1996). Entretanto,
acreditamos que a avaliacdo das respostas eréteis em diferentes linhagens sob
contextos especificos poderia ser util na analise da fisiologia e genética da erecéo e,
particularmente, na compreensao dos mecanismos envolvidos no processamento da
informacé&o que origina a erecdo. A descricdo de estudos anteriores de que ratos
albinos como os Wistar e Sprague-Dawley raramente tém erecdes sem contato,
enquanto os ratos pigmentados (Long-Evans e Brown Norway) apresentam uma
elevada proporcédo de respondedores (Sachs, 1996), embasou ainda mais nossa
hipétese. Dessa maneira, no ARTIGO 8 expandimos nossos achados ao examinar

outras linhagens de ratos e comparar a influéncia da PSP, associada ou nao a
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cocaina, sobre a ocorréncia de reflexos genitais em 5 linhagens diferentes (Wistar,
Long Evans, Sprague-Dawley, Fisher 344 e Wistar Kyoto). Os resultados revelaram
que a PSP induziu reflexos genitais espontaneos em todas as linhagens, e que a
cocaina aumentou sua incidéncia. Todavia, ap6és a administracdo de cocaina, as
diferencas entre as linhagens foram consideraveis. Uma proporcdo expressiva de
ratos Wistar (90%) e Long-Evans (70%) apresentou erecdo em comparagdo com
as outras 3 linhagens. Com relacdo a frequéncia, a Wistar mostrou
significativamente mais erecbes que todas as outras linhagens. Nitidamente, a
frequéncia dos eventos diminuiu de 2,3 + 0,4 (Wistar) para 0,8 + 0,2 (Long-Evans) e
0,4 + 0,2 eventos observados nos ratos Sprague-Dawley. Em relacdo a ejaculacao,
os resultados foram semelhantes aos verificados para a erecdo, apesar do fato de
que, além do Wistar, a frequéncia nos ratos Long-Evans foi significativamente maior
que na linhagem Wistar-Kyoto. Em concluséo, a diversidade genética das linhagens
altera a ocorréncia de reflexos genitais em ratos submetidos a PSP associada a
administracdo de cocaina. Ainda, com esse estudo confirmamos a viabilidade de
continuar usando essa linhagem de ratos para essa linha de pesquisa voltada para a
funcao sexual.

Nos proximos estudos, examinamos se o efeito potencializador da cocaina na
inducdo de eventos genitais era mediado pela sua agcdo no transportador de
dopamina (DAT) ou mediada pela acéo no receptor dopaminérgico. Assim, testamos
drogas dopaminérgicas na inducdo de reflexos genitais em ratos PSP.
Primeiramente, a apomorfina foi administrada agudamente em ratos ao final das 96
horas de PSP (ARTIGO 9). A apomorfina promoveu resposta erétil aumentada nos
animais PSP em comparacdo aos animais controles. Ao estender essa investigacao

para outros agonistas dopaminérgicos (bromocriptina e piribedil - ARTIGO 10),
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observamos que o piribedil, mas ndo a bromocriptina, foi capaz de potencializar a
ocorréncia de erecdo peniana em ratos PSP. Em conjunto, esses achados
corroboram a literatura sobre a participacdo de agentes dopaminérgicos na resposta
peniana, e destaca os efeitos distintos de cada droga na inducdo dessa resposta em
animais privados de sono.

A busca pelo aumento do prazer e do desempenho sexual € uma das
alegacbes para o uso de drogas ilicitas, predispondo a disseminacdo dessas
substancias psicoativas na sociedade. Estudos anteriores realizados pelo nosso
grupo indicam que a PSP, seguida pela administracdo de agonistas dopaminérgicos,
aumenta a resposta sexual em roedores.

Em jovens, o consumo de drogas Iilicitas pode estar relacionado ao
comportamento sexual de risco e a alteracdo da funcdo erétil. Assim, esses fatores
exercem um impacto negativo na sociedade, uma vez que contribuem para a
disseminacédo de doencas sexualmente transmissiveis, como a AIDS, e predispdem o
aumento do nimero de adolescentes gravidas (Roy et al., 2000; Haley et al., 2004;
Novoa et al., 2005). Em vista disso, optamos por continuar a usar a cocaina nos demais
estudos para investigar o impacto fisiolégico da PSP e da restricdo crénica de sono,
bem como o efeito da administracdo de cocaina sobre a resposta sexual de ratos. Para
isso, diferentes ferramentas metodoldgicas foram utilizadas no intuito de proporcionar
um maior refinamento na elucidacdo desses mecanismos.

Embora progressos recentes tenham sido realizados no sentido de se
compreender melhor a base neurobioldgica para o abuso de cocaina, ainda ha
poucos estudos sobre as consequéncias da administracdo cronica sobre a funcao
sexual em animais. Os usuarios de cocaina fazem, normalmente, uso da droga por

um longo periodo de tempo, 0 que pode explicar as deficiéncias cognitivas, as
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alteracbes em determinadas regifes especificas do cortex, as insuficiéncias na
funcdo motora e a diminuicdo do tempo de reacdo em testes especificos (para
revisdo ver Relatorio da OMS, 2004). Uma premissa importante na investigacao dos
efeitos comportamentais da cocaina € a de que ela pode alterar a intensidade ou
magnitude de sua acdo com administragdes repetidas ao longo do tempo.

O abuso crénico de cocaina pode provocar complicacbes na funcao
reprodutiva, inclusive impoténcia (Asley, 1975; Grinspoon e Bakalarm 1976; Nappo,
1996), bem como substituir a necessidade de um parceiro sexual (Grinspoon e
Bakalarm, 1976). Os principais sintomas apresentados sdo impoténcia, incapacidade
de ejaculacdo e diminuicdo do desejo sexual em ambos o0os sexos (ver Leite e
Andrade, 1999). Essas manifestacdes podem persistir por longos periodos, mesmo
apos a interrupcao do uso. Homens que usam cocaina de modo crbénico e em altas
doses podem apresentar dificuldade de erecdo e ejaculacdo, havendo relatos de
homens que experimentam periodos com perda completa de interesse sexual (Leite
e Andrade, 1999). Para verificar os efeitos do tratamento crénico com cocaina em
ratos machos, administramos a droga 3 vezes por semana durante 12
semanas em ratos adultos (ARTIGO 11). Ao contrario dos achados relatados em
seres humanos, ndo encontramos um efeito inibitério do tratamento crénico com
essa droga em machos PSP. Muitas razbes podem explicar essa discrepancia,
dentre as quais se destacam as particularidades da propria metodologia empregada,
como a via de administracao e metabolizacdo da droga, e a propria complexidade da
atividade sexual entre os animais e o0 homem, principalmente quando componentes

psicoldgicos e sociais estdo envolvidos no processo.
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2.2 Reflexos genitais em resposta a privacdo de sono e regulagdo hormonal

Se por um lado o sono € comumente tido como um estado livre de qualquer
estresse (exceto pelos quadros de distarbios de sono), que deveria servir para
recuperar o organismo dos eventos ocorridos durante a vigilia (Born e Fehm, 1998),
a privacao de sono é considerada uma condi¢cdo inerente ao estresse e vice-versa,
sendo que possivelmente ndo se pode extrair completamente os efeitos da privacéo
de sono daqueles provocados pelo estresse em geral. A supressao de sono por
periodos breves ou prolongados traz indubitavelmente algum estresse ao organismo.

Em especial nas ultimas décadas, o estresse vem fazendo parte do nosso
cotidiano. De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
estresse afeta mais de 90% da populacdo mundial, e € considerado uma epidemia
global que ndo mostra sua verdadeira fisionomia. Na verdade, sequer é uma doenca
em si: € um quadro de disturbios fisicos e emocionais provocado por diferentes tipos
de fatores que alteram o equilibrio interno do organismo, incluindo alteracdes
comportamentais, enddcrinas e imunolégicas.

O organismo tem um repertério consideravel para lidar com o estresse agudo,
caso ele ndo ocorra com muita frequéncia. No entanto, quando essa condi¢céo se torna
repetitiva ou crbnica, seus efeitos se multiplicam em cascata, desgastando seriamente o
organismo em questdo. Em outras palavras, muitos dos efeitos prejudiciais da
exposicao prolongada ao estresse sdo provocados por nossas proprias reacdes, ou
seja, a secrecdo de hormdnios associados ao estresse. Concentragbes aumentadas
dos hormbnios do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA), particularmente da
corticosterona (ratos) ou cortisol (humanos), séo utilizadas como um fator relacionado
ao nivel de estresse. Qualquer estimulo que induza esse aumento da atividade do eixo

HPA é identificado como um agente estressor (DeVries, 2002). Seguramente, 0 sistema
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HPA é o mais importante mediador da resposta neuro-enddcrina ao estresse (Selye,
1956). Assim sendo, diversos estudos tém documentado que a ativagcdo do eixo HPA
pode mostrar consequéncias adaptativas que podem ou nao estar ligadas as respostas
aos agentes estressores (para revisdo ver DeVries, 2002). Por exemplo, os fatores
sociais e contextuais podem alterar a funcédo do eixo HPA para influenciar a atracéo
pelo parceiro ou a formacao de preferéncia em algumas espécies (DeVries et al., 1996).

As vias subjacentes da interacdo da privacdo de sono e as alteracdes
comportamentais envolvem provavelmente mdultiplos sistemas fisiol6gicos, como o
enddcrino. De fato, evidéncias recentes indicam que os distlrbios de sono interferem
no sistema enddécrino (Leproult e Van Cauter, 2010; Teran-Perez et al., 2012). Ao
nivel celular e tecidual, os hormdnios sdo os agentes-chave. A homeostase do
organismo e seus sistemas estdo interrelacionados: quando um ou mais desses
sistemas hormonais apresenta uma disfuncéo, o organismo inteiro é afetado.

Em todos os nossos estudos, elegemos estudar o efeito dos reflexos genitais
e/ou das alteragbes hormonais sob a PSP por meio do método da plataforma
multipla. O principal fundamento para nossa escolha foi o de que nesse método é
possivel se reduzir o estresse da imobilizacdo e o isolamento social, ambos
presentes no método da plataforma Unica. Com isso, tem-se o0s efeitos promovidos
pela PSP numa condi¢cdo mais favoravel ao bem-estar animal.

Como a resposta sexual esta sob controle hormonal, especialmente no que se
refere a testosterona nos machos, no ARTIGO 12 investigamos os efeitos da PSP nas
concentracdes de testosterona (principal horménio masculino) e de progesterona, uma
vez que ha evidéncias de que a progesterona pode facilitar o comportamento sexual
masculino em répteis (Lindzey e Crews, 1986; Crews et al., 1996) e em ratos (Witt et al.,

1994). Contudo, pouca atencdo vinha sendo direcionada para um possivel papel da
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progesterona no comportamento sexual masculino. Uma possivel explicacdo para o
namero limitado de estudos a respeito desse tema reside no fato da progesterona ter
uma participagdo central na reproducdo feminina. Além disso, a progesterona
tradicionalmente € tida por apresentar uma fungéo limitada ou mesmo inexistente sobre
o controle do comportamento sexual masculino (Phelps et al., 1998). Por outro lado, a
testosterona € conhecida por exercer os efeitos motivacionais necessarios para a
demonstracdo do comportamento sexual masculino (Roselli e Chambers, 1999).
Nossos resultados demonstram que as concentracdes desse hormonio estavam
significativamente reduzidas ap6s 96 horas de PSP, em oposicdo ao aumento
expressivo dos reflexos genitais evidenciados nos ratos privados de sono. A
progesterona, por sua vez, estava significativamente aumentada nos ratos PSP em
relacdo ao grupo controle. Essa foi a primeira vez que alguma pesquisa revelou os
niveis desses 2 hormonios em ratos privados de sono associados a reflexos genitais.
Nesse sentido, uma nova evidéncia cientifica foi detectada para as bases hormonais
envolvidas na resposta sexual em ratos machos.

Assim, o0 cenario geral que se tem até esse momento é de que a PSP altera
hormdénios sexuais de forma a reduzir a testosterona e aumentar a progesterona. No
entanto, a auséncia de trabalhos na literatura sobre esse tema nos fez examinar a
influéncia da PSP, bem como o de outros agentes estressores, nos niveis de
horménios esteroides em ratos machos da linhagem Wistar, uma vez que os efeitos
da privacdo de sono também séo resultantes do estresse associado a perda de
sono. Os resultados indicaram que a PSP, o choque elétrico nas patas e o frio
resultaram na diminuic&o dos niveis de testosterona quando comparados aos grupos

de natacdo forcada e controle. Contudo, os niveis de progesterona estavam
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elevados nos grupos de choque e PSP em relagéo aos grupos controle, natacéo, frio
e imobilizacdo (ARTIGO 13).

Analisamos também a estrona e o estradiol, uma vez que esses hormonios
estdo relacionados a testosterona. Ambos os estrogénios encontraram-se reduzidos
nos grupos PSP, choque e imobilizacdo quando comparados aos grupos controle,
natagdo forcada e frio. Além disso, um aumento significativo nos niveis de
corticosterona foi verificado somente nos grupos PSP e choque elétrico. Assim,
esses dados sugerem que as diferentes modalidades de estresse resultam em
distintas respostas hormonais, com a PSP e o choque elétrico sendo os que mais
apresentaram semelhancgas entre si. Embora essas duas modalidades tenham sido
as Unicas capazes de induzir alguma resposta genital (10% dos animais que
receberam choque nas patas apresentaram erecdo - ARTIGO 1), ha uma diferenca
robusta entre esses grupos, sugerindo que a alteracdo hormonal ndo € o Unico fator
responsavel por esses comportamentos.

A avaliagcdo da resposta hormonal esteve presente desde o comec¢o dos
nossos estudos. Assim, a discussédo a seguir tera foco na avalicdo hormonal, usando
como base alguns artigos ja citados. De fato, nossos estudos seguintes tinham o
objetivo de gerar um maior nimero de evidéncias cientificas para responder as
duvidas inerentes a esse debate sobre as consequéncias hormonais da PSP em
ratos que apresentam reflexos genitais. No ARTIGO 4 encontramos que as
concentragdes da testosterona estavam mais uma vez significativamente reduzidas
apos o periodo de PSP em todas as idades dos ratos jovens analisados, mesmo que
0s niveis de testosterona tenham aumentado com a idade. A porcentagem de
reducdo da testosterona nos ratos PSP, em relacdo aos controle, foi maior no grupo

com 90 dias de idade (90,9%) em relacdo as demais idades. Com esse resultado e 0
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fato da maturidade sexual ter sido atingida nessa idade, atestamos uma nova razao
para utilizarmos os ratos com 90 dias de idade durante todo o transcorrer desta série
de estudos experimentais.

Para verificar a influéncia da variacdo diurna nos reflexos genitais,
possivelmente governada por uma alteracdo dos niveis hormonais circulantes,
examinamos os reflexos genitais, bem como as concentragcdes hormonais, em um
periodo de 24 horas em 4 intervalos (ARTIGO 7). Observamos uma marcante
variacdo diurna nos niveis de testosterona e progesterona nos ratos controle,
enquanto somente as respostas ejaculatérias do grupo PSP+cocaina pareceram ser
influenciadas pela hora do dia.

Em vista dos efeitos da PSP nas concentragcbes hormonais em ratos Wistar
jovens, adultos e idosos em um periodo de 24 horas, nosso objetivo seguinte foi
determinar se a mesma resposta ocorreria em outras linhagens (ARTIGO 8). Assim, 5
diferentes linhagens foram comparadas em relacdo aos reflexos genitais e niveis
hormonais apés periodo de PSP. A andlise mostrou que os ratos das linhagens Wistar,
Long-Evans e F344 quando PSP apresentaram concentracdo de testosterona
significativamente menor em relacdo aos seus respectivos grupos controle. Nos ratos
controle das linhagens Sprague-Dawley e Wistar-Kyoto, a testosterona estava
significativamente menor do que nos controles Wistar e Long-Evans. Por outro lado, as
concentragbes de progesterona estavam significativamente mais elevadas nos ratos
PSP das linhagens Wistar e Long-Evans em relagdo aos seus respectivos grupos
controle. Nas outras linhagens, esse hormoénio foi significativamente reduzido quando
comparado aos ratos PSP Wistar e Long-Evans. De maneira geral, esse estudo
demonstrou que os reflexos genitais e os horménios sao diferentemente influenciados

pela PSP em cada linhagem.
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Se 96 horas de PSP foram capazes de alterar os niveis da testosterona e
progesterona, 0 que aconteceria se aumentassemos o periodo de privacdo de sono?
Assim, expandimos a andlise hormonal para periodos repetidos de PSP, e os
resultados revelaram que as concentracoes de testosterona estavam significativamente
reduzidas quando comparadas as do grupo controle. Todavia, apds 3 periodos de 96
horas de PSP com intervalos de recuperacdo, 0s niveis encontrados estavam
aumentados em relagdo aos dos animais submetidos a um Unico periodo de 96 horas
de PSP. As concentracdes de progesterona também foram significativamente alteradas
apoés a PSP cronica. Apds 96 horas de PSP, os niveis aumentados de progesterona se
mantiveram com a PSP cronica. Com base na reducdo da concentracdo de
testosterona e da concentracdo elevada de progesterona apds um periodo longo de
privacdo de sono, além de uma diminuicao significativa dos reflexos genitais, poder-se-
ia questionar qual seria a participacdo dessas alteragcbes hormonais nos reflexos
genitais. Embora todas as possibilidades ndo pudessem ser respondidas com um Unico
estudo, acreditamos que h& varios mecanismos interligados de forma complexa a
produzir alteracdes na resposta sexual.

Se a PSP acarreta uma reducdo da testosterona e ainda assim 0s animais
apresentam reflexos genitais, 0 nosso proximo passo foi induzir um quadro de baixos
niveis de testosterona para verificar se apos a PSP e a administracdo de cocaina
esses animais apresentariam erecdo. O caminho escolhido para se obter essa
condicao foi a castragao.

O nosso objetivo foi verificar se os efeitos da PSP nos niveis hormonais
tinham repercussao direta no mecanismo erétil apds a administracdo da cocaina, 0
gue sugeriria uma facilitacdo da progesterona sobre a erecdo e que a testosterona

poderia inibi-la. Em ratos castrados, pode-se predizer que o tratamento com
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progesterona aumentaria a erecdo, e que a diminuicdo das concentracbes de
testosterona pela castracdo poderia aumentar a eregcédo (efeito observado com a
PSP) apés a administracao de cocaina. Além disso, os efeitos da testosterona sobre
0 comportamento sexual poderiam ser mediados pela aromatizagéo da testosterona
em estradiol, levando-se a hipétese de que o estradiol também pudesse influenciar a
erecdo. De fato, os esteroides sexuais sao produzidos a partir do colesterol, assim
como acontece com os esteroides adrenais.

Durante os 4 dias de PSP, grupos distintos de ratos castrados receberam
doses diarias de testosterona, progesterona ou estradiol. Curiosamente, somente o
grupo tratado com progesterona e desafiado com cocaina ao final do periodo de
PSP apresentou erecbes (ARTIGO 12). Corroborando nossos dados, ha relatos de
que a suplementacdo de progesterona em ratos machos castrados € capaz de
induzir comportamento sexual, mesmo na auséncia de outros esteroides gonadais
(Witt et al., 1994, 1995). Esses autores demostraram que a testosterona
isoladamente ndo restaurava as respostas sexuais tipicas nos machos, a menos que
as concentracdes de progesterona estivessem elevadas. A andlise hormonal dos
animais castrados realizada em nosso estudo revelou que as concentracdes de
progesterona eram significativamente elevadas nos ratos castrados em relagdo aos
ratos ndo-castrados; porém, esses niveis poderiam néo ter chegado ao nivel minimo
necessario para iniciar ou facilitar a erecdo. A PSP reduziu os niveis de
progesterona nos ratos castrados, e nenhuma erecéo foi observada nesse grupo. A
administracdo de 100 mg/dia de progesterona durante os 4 dias de PSP nos ratos
castrados manteve a progesterona em niveis constantes e possivelmente contribuiu

para a ocorréncia de erecao.
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Com o aumento da concentracdo de progesterona encontrada nos estudos
anteriores e sua participagdo na inducdo da erecdo em ratos castrados, nos
aventamos a hipotese de que a progesterona seria um fator hormonal de suma
importancia na inducdo dos reflexos genitais em machos PSP (ver revisdo de
Andersen e Tufik, 2006). Na tentativa de fornecer mais evidéncias a essa hipotese,
utilizamos diferentes doses de mifepristona, um antagonsita do receptor de
progesterona, em ratos PSP ao final de um periodo de 4 dias de privacao, uma hora
antes da injecdo de cocaina (ARTIGO 14). Uma Unica injecdo de mifepristona em
doses variando de 5 a 20 mg/kg antes da administracdo de cocaina reduziu
significativamente a porcentagem de ratos com erecdo, bem como reduziu sua
frequéncia em relacdo aos ratos do grupo controle. Em relacdo as concentracdes
hormonais, a mifepristona reduziu as concentracdes de progesterona em todas as
doses utilizadas, quando comparado ao grupo que recebeu apenas veiculo. Na dose
de 20 mg/kg, a mesma droga elevou as concentracdes de testosterona.

Considerando que a ere¢cdo é um fendmeno caracteristico do sono
paradoxal/REM, a modulacao exercida pela progesterona no comportamento sexual/
reflexos genitais poderia ser atribuida aos seus efeitos sobre o padrdo de sono
paradoxal. Para testar essa questdo, registramos 0 sono de ratos tratados com
mifepristona. Nossos dados mostram que a mifepristona diminuiu a duracdo dos
episodios de sono paradoxal. Nesse sentido, esse resultado sugere que a
progesterona deva estar envolvida na regulacdo do sono paradoxal, parecendo
exercer um papel funcional na regulacdo do comportamento sexual do macho.
Tomados em conjunto, esses estudos contribuem com os dados da literatura no sentido
de demonstrar que a progesterona influencia a resposta sexual masculina. Embora o

papel da testosterona na resposta sexual do macho ndo possa nem deva ser
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completamente excluido, havia a necessidade de estudos adicionais no sentido de se
esclarecer a interagdo desses hormodnios com 0s mecanismos sexuais, especialmente o
da progesterona, que por um longo tempo foi conhecida somente como um horménio
estritamente feminino, e sua acdo modulada pelo tempo de sono.

Como visto anteriormente, a duracdo do periodo o longo do qual o animal
permanece privado de sono € relevante para seu desempenho genital. Apos 24
horas de PSP seguidas pela administracdo de cocaina, 0s animais comecam a
demonstrar erecao e ejaculacdo, com uma resposta maxima na 962 hora de PSP. Os
reflexos genitais também estdo presentes nos periodos de recuperacdo; porém,
diminuem gradualmente durante esse periodo. Para investigar se os horménios
apresentariam uma relacdo temporal com os resultados observados nos reflexos
genitais, o objetivo do ARTIGO 15 foi investigar a partir de qual periodo a PSP altera
os hormoénios sexuais e o0s relacionados ao estresse, juntamente com as
concentracdes de catecolaminas plasmaticas durante os 4 dias analisados. Visamos
ainda verificar o perfil hormonal durante o periodo de sono rebote por mais 4 dias.

Os resultados mostraram que a testosterona e a estrona diminuiram,
enquanto a progesterona, a prolactina, a corticosterona, 0 hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH), a dopamina e a noradrenalina aumentaram durante a
PSP. Embora os mecanismos para as alteragcbes das bases neuroenddcrinas
moduladas pelo sono sejam ainda desconhecidos, uma possivel explicacdo para o
aumento de progesterona deve-se ao aumento da secrecéo de colesterol (Andersen
et al.,, 2006), que, por sua vez, produz esteroides sexuais. No entanto, esse nao
deve ser 0 Unico caminho periférico por meio da adrenal responsavel pelo aumento da
progesterona em ratos machos privados de sono. Durante o periodo rebote, as

concentracdes de progesterona, prolactina e corticosterona retornaram aos niveis basais,
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efeito ndo observado com a testosterona, a estrona, a noradrenalina e a dopamina. Além
disso, as concentracdes de testosterona estavam significativamente diminuidas em
relacdo as concentragdes basais, permanecendo reduzidas até o 4° dia de rebote. Assim,
a PSP mostrou efeitos diferenciais de longa duragdo nos niveis desses hormonios e
neurotransmissores, sugerindo que cada horménio apresenta seu proprio padréo de
respostas frente a PSP, bem como periodos varidveis para sua recuperacdo. Com base
nos achados previamente mencionados, € razoavel propor que o0 sono seja considerado
essencial para a saude e para a vida, sendo sua privagdo um fator biolégico estressante
de suma relevancia. Seguramente, nota-se que, embora alguns hormoénios recuperem
suas concentracBes basais de uma maneira rapida, outros permanecem alterados,
indicando que a normalizacdo do sono (i.e. recuperacao) talvez ndo seja o Unico fator
contribuinte para a recuperacao de sua homeostase.

Nos ultimos anos, o 6xido nitrico (NO) tem recebido uma atencdo marcante
na literatura. Tem-se sugerido que ele seja o mediador primario da erecdo peniana
(Ignarro et al., 1990; Azadzoi et al.,, 1992). Com base nesses achados, tem sido
aceito que o NO se origina de fibras nervosas noradrenérgicas nao-colinérgicas
(NANC) do pénis, sendo o principal vasodilatador durante a resposta peniana (Reilly
et al., 1997). Assim, examinamos se o NO, além de estar envolvido na fungéo erétil,
também exerceria uma influéncia nos reflexos genitais em ratos PSP, desafiados ou
nao com a cocaina (ARTIGO 16). Os resultados demonstraram que a administracao
sistémica do inibidor da sintese de NO, o N®-nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME),
nao influenciou os reflexos genitais induzidos pela PSP. Todavia, quando a PSP foi
associada a cocaina, a frequéncia da erecdo apresentou-se reduzida apds as 3
doses testadas. Em contraste, a L-NAME alterou a erecdo observada em ratos nos

quais foi injetada salina, reduzindo o nimero de animais que apresentaram a erecao
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e a frequéncia desse reflexo genital. Aléem disso, em ratos PSP desafiados com
cocaina, a L- NAME diminuiu os eventos eréteis. Assim, a reducdo da frequéncia de
erecdo foi comum a ambas as drogas, independentemente de sua acéo. Esses
resultados sugerem que o NO participa de forma importante na inibicdo da erecao
induzida por PSP e injecéo de cocaina.

Como a erecdo € basicamente um fendmeno dependente do fluxo
sanguineo, sempre se tentou, quando o aporte sanguineo era insuficiente,
melhora-lo por meio do uso de substancias por via oral capazes de facilitar o
efluxo, relaxando a musculatura e os vasos arteriais. Assim, em 1998, surge no
mercado o sildenafil, o famoso Viagra®, um medicamento revolucionario que
facilitava muito o processo de erecéao.

O sildenafil € um inibidor competitivo da enzima fosfodiesterase da classe de
tipo 5 (PDE-5). A PDE-5 € encontrada nos corpos cavernosos, plaguetas e musculos
esquelético, vascular e visceral. Quando ocorre a estimulagdo dos nervos
noradrenérgicos e nado-colinérgicos do plexo parassimpético pélvico por meio de
estimulo sexual ou fisico ou de fantasias erdticas, o NO € liberado em todas as
juncbes neuromusculares das artérias e musculos cavernosos do pénis. O NO
causa, entdo, um aumento de um segundo mensageiro denominado monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc), que constitui uma importante molécula no processo de
relaxamento muscular, sendo capaz de ativar uma cascata de reacdes que resultam
no aumento do fluxo sanguineo peniano, relaxamento do musculo liso cavernoso e
finalmente na intumescéncia e rigidez do pénis. Dentro dessa cascata, a PDE-5 € a
enzima responsavel pela quebra de GMPc em GMP, o que, por sua vez, resulta em

uma contracdo das artérias e do musculo liso peniano, causando a
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detumescéncia (McCullough et al., 2002). Consequentemente, o sildenafil € eficaz
no tratamento de DE de diversas etiologias.

Nesse sentido, testamos os efeitos do sildenafil na promogao de reflexos
genitais em ratos PSP (ARTIGO 17). Considerando-se que a PSP reduziu os niveis
de testosterona e que esse horménio tem sido descrito por exercer efeitos
motivacionais no comportamento sexual masculino (Roselli e Chambers, 1999),
investigamos também os efeitos do sildenafil nos niveis de testosterona. O sildenafil
foi administrado em ratos ao final de um periodo de 4 dias de PSP ou periodo
equivalente em ratos controle. Em um segundo experimento, antagonistas de
receptores D1 (SCH 23390) e D2 (haloperidol e sulpirida) foram administrados
anteriormente ao sildenafil a fim de investigar a participacdo do NO no sistema
dopaminérgico. Nos ratos PSP, o sildenafil ndo potencializou os reflexos genitais.
Ainda, a inibicdo dos receptores D1 ndo modificou a frequéncia dos reflexos genitais.
Porém, os antagonistas D2 reduziram significativamente a erecdo e a ejaculacéo.
Em relacdo aos niveis hormonais, a administracdo de sildenafil preveniu a reducéo
da testosterona nos ratos PSP. Nossos resultados indicam que o sildenafil n&o
potencializou os reflexos genitais de ratos PSP, mas preveniu a diminuicdo dos
niveis de testosterona observada ap6s a PSP. E sabido que é necessario haver
algum grau de desejo para que as drogas orais funcionem plenamente. Assim, a
auséncia do estimulo desencadeado pela fémea receptiva pode ser um fator
contribuinte para os resultados encontrados. Corroborando essa hipotese, Ferrari e
colaboradores (2002) demonstraram que, em ratos sexualmente experientes, 0
sildenafil aumentou significativamente a ocorréncia de erecdo e de montas, além de

limpeza genital.
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2.3 Efeitos da privagcdo de sono paradoxal sobre o comportamento sexual

masculino e regulagdo hormonal

A erecao e ejaculacao representam 2 eventos fundamentais para a resposta
motivacional do comportamento sexual. Porém, a avaliacdo do repertério completo
do comportamento sexual envolve tanto comportamentos motivacionais (tempo para
iniciar o comportamento de coOpula com a fémea), como respostas motoras
(desempenho), representadas pelos comportamentos de monta, intromissdo e
ejaculacdo. Assim, a erecdo e a ejaculacdo sdo apenas 2 componentes de uma
complexa cascata de eventos periférico-neurais, sendo que grande parte dessa
cascata ocorre no SNC, o que faz com que a experiéncia sexual exergca marcante
influéncia na resposta sexual.

O treino para adquirir experiéncia sexual € um componente importante para
um bom desempenho sexual em ratos machos. Nesse sentido, validamos um
protocolo de 9 dias de exposi¢cdo a fémeas receptivas para promover um treino do
macho (ARTIGO 18), no qual os ratos foram distribuidos em 2 grupos de acordo
com a frequéncia ejaculatéria: excelentes e bons (Grupo 1) e baixo e nenhum
(Grupo 2) desempenho sexual. O protocolo de treino estabelecido foi eficiente em
reduzir a laténcia para a primeira ejaculacdo no Grupo 1, indicando a importancia de
submeter os animais a um tempo determinado de treino para que haja uma resposta
sexual satisfatéria. Enquanto 42,5% dos ratos apresentaram desempenho sexual
excelente durante todo o periodo de observacéo, 17,5% obtiveram um desempenho
adequado, reforcando a hipotese que a experiéncia sexual melhora o desempenho
sexual. No entanto, 32,5% dos animais nao apresentaram qualquer resposta sexual.
Curiosamente, os animais que apresentaram melhor desempenho sexual também

tiveram niveis mais altos de progesterona. Por sua vez, 0s animais que apresentam
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baixo/nenhum desempenho (Grupo 2) tiveram niveis significativamente reduzidos de
testosterona em relacdo aos ratos do Grupo 1. Esses dados mostram de forma
inédita e pioneira a participacdo da progesterona no desempenho sexual e na
manutencdo dessa resposta ao longo do tempo no grupo com melhor atividade
copulatéria.

A partir desse ponto, adotamos a utilizagdo desse protocolo de treino do
comportamento sexual nos demais estudos, uma vez que ele permitiu a
padronizacdo da atividade copulatéria, evitando, assim, uma possivel interferéncia
sobre a analise dos dados. Nota-se que alguns animais ndo apresentam nenhum
comportamento sexual até o 3° e 4° dias de treino, melhorando, porém, seu
desempenho nos dias subsequentes. Esses resultados corroboram estudos
anteriores que demonstram que a experiéncia sexual pode promover alteracbes na
atividade sexual masculina (Portillo e Paredes, 2004; Ang e Ngai 2001). No entanto,
ndo ha um consenso na literatura sobre esse tema. Em 2004, Portillo e Paredes
demonstraram que 2 a 3% dos animais ndo apresentam qualquer comportamento
copulatério. Ao analisar o comportamento sexual, Ang e Ngai (2001) observaram
que aproximadamente 100 ratos, de uma amostra ainda maior que foram incluidos
no estudo, ndo demonstraram qualquer comportamento sexual. Assim, parece haver
uma grande variacdo na propor¢cdo de ratos que apresentam comportamento
copulatorio satisfatorio.

Em comparacdo aos animais experientes, 0s ratos naive quando copulam
tendem a ter um aumento da laténcia para montas, intromissdes e ejaculagoes.
Poucos estudos tém comparado diretamente ratos copuladores e ndo-copuladores.
Sabe-se que alguns animais naive de outras espécies (hamster, gerbil, cobaia e

carneiro) podem nao copular, ou apresentam montas inconstantes durante os testes.
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A maioria desses animais nunca desenvolve comportamento copulatério minimo
necessério, fazendo com que muitas vezes sejam descartados (Harding e Feder,
1976; Pfaus e Wilkins, 1995; Alexander et al., 1999; Sura et al., 2001).

Diversos estudos tém demonstrado que a discrepancia nos resultados pode ser
devida a varios fatores, como, por exemplo, o periodo do protocolo de treinamento para
o comportamento sexual (Pfaus e Wilkins, 1995; Sura et al., 2001; Wu e Gore, 2009).
Dessa forma, a diferenca entre 0 nosso estudo e outros achados da literatura pode ser
atribuido a espécie (ratos x camundongos), a linhagem (Wistar Hannover x Sprague-
Dawley) ou ao tempo de treino (tempo de exposicdo as fémeas). Esses achados
sugerem que a experiéncia sexual pode ser modificada de acordo com a duracdo da
estimulacdo sexual. Uma vez que 32,5% dos ratos avaliados n&o apresentaram
qualquer atividade sexual durante as sessbes de observacdo, pode-se afirmar que o
protocolo de 9 dias, utllizado neste projeto, foi 0 tempo suficiente para escolher os
animais que apresentam bom desempenho e identificar aqueles que n&o apresentam
nenhum comportamento. H& especulacdo de que alguns ratos necessitem de periodos
mais longos para se adaptar ao ambiente de teste e exibir alguma resposta sexual
adequada frente as fémeas receptivas (Kohlert e Bloch, 1996).

A testosterona tem sido apontada como o principal hormdnio responsavel pelo
desempenho sexual masculino (motivacdo e atracdo) (para revisdo ver Hull e
Dominguez, 2007; Sakuma, 2008; Andersen e Tufik, 2008, 2011; Wu e Gore, 2009).
Em 2008, Nyby afirmou que as elevagbes nos niveis de testosterona ocorrem
normalmente durante o comportamento copulatério, e que esse horménio pode
ativar as respostas motivacionais e fisioldgicas que facilitam a reproducdo em ratos.
Tem sido relatado que os niveis de testosterona podem ser alterados por mera

exposicao a visao, odor, ou som de uma fémea receptiva (Harding e Feder, 1976).
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Ainda, os niveis plasméticos de testosterona aumentam significativamente em ratos
guando expostos a uma fémea receptiva (Bonilla-Jaime et al., 2006). A experiéncia
sexual também aumenta as concentracdes de testosterona no hipocampo de ratos
guando comparados a ratos sexualmente imaturos (Edinger e Frye, 2007). Em nosso
estudo, a testosterona foi significativamente diminuida nos ratos de baixo
desempenho (Grupo 2) em relagdo ao grupo de 6timo desempenho (Grupo 1),
sugerindo que os niveis desse horménio estdo associados a resposta sexual. Além
disso, os animais do Grupo 1 ndo apresentaram niveis aumentados de testosterona
apos 9 dias de treino quando comparados aos ratos que ndo foram submetidos ao
treino (naive). A diminuicdo da concentragédo de testosterona observada no Grupo 2
vai ao encontro dos estudos anteriores que indicam um papel importante da
testosterona no comportamento sexual de ratos, apoiando, assim, a agdo dos
andrégenos na resposta sexual masculina. Em um experimento semelhante ao
nosso, 0s niveis de testosterona ndo diferiram entre ratos de baixa ou adequada
atividade sexual (Harding e Feder, 1976). Por outro lado, Wu e Gore (2009)
observaram que ratos experientes apresentaram as concentracfes de testosterona
mais altas do que ratos machos naive. Em contraste, Portillo e colaboradores (2006)
mostraram que ratos com baixa atividade sexual ndo apresentaram diminui¢cdo das
concentracdes de testosterona em comparacdo aos ratos de desempenho sexual
adequado. Conjuntamente, a complexa resposta hormonal associada a atividade
copulatoria ndo estéa totalmente elucidada, e, por esse motivo, justifica-se ainda mais
a necessidade de estudos que possam esclarecer as influéncias que a experiéncia
sexual exerce sobre as concentracdes de testosterona, bem como a acao de outros
horménios que possam estar relacionados a esse fendmeno. Portillo e

colaboradores (2007) confirmaram a hipotese de que a concentracdo da atividade da
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aromatase no cérebro € menor em ndo-copuladores do que em ratos com alto indice
copulatério. Desse modo, podemos inferir que os ratos do Grupo 2 que tiveram uma
reducdo nos niveis de testosterona poderiam apresentar menores niveis de
estradiol. Essas descobertas langam uma possivel explicacdo para a compreensao
do perfil hormonal relacionado ao baixo desempenho sexual em ratos.

A progesterona € um hormonio esteroide que regula grande parte dos processos
envolvidos no desenvolvimento e na manutencao da fungéo reprodutiva (Clark e Peck,
1979; Oettel e Mukhopadhyay, 2004; Andersen e Tufik, 2006). E bem documentado que
a progesterona exerce um papel central na reproducdo feminina, e uma grande
guantidade de pesquisas tem se concentrado na elucidacdo dos mecanismos neurais e
enddcrinos da progesterona em fémeas. Entretanto, pouca atencdo tem sido dirigida
para 0 seu possivel papel na funcdo do comportamento sexual masculino. Em seres
humanos, um estudo inicial feito por Heller e colaboradores (1958) mostrou uma
diminuicéo da libido sexual em 4 homens que receberam tratamento com progesterona.
Na década de 1970, o tratamento com progesterona foi usado para reduzir o desejo
sexual exacerbado (Money, 1970) e aplicado no tratamento de alguns comportamentos
sexuais anormais (Cooper, 1986). Em contraste, outro estudo demonstrou que a
suplementacdo de progesterona em ratos machos castrados foi capaz de promover
diversos eventos sexuais (montas), mesmo na auséncia de outros esteroides
relacionados a esse comportamento (Witt et al., 1995).

De maneira interessante, observou-se no nosso estudo que o grupo de animais
com melhor atividade sexual (Grupo 1) também apresentou um aumento nos niveis de
progesterona em comparacao aos ratos naive e aos ratos do Grupo 2 (baixo/nenhum
desempenho sexual). De fato, a progesterona também esteve 3,8 vezes maior no

Grupo 1 em relacdo aos animais controle naive. Esses resultados sugerem que a
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resposta sexual excelente do Grupo 1 pode estar relacionada ao aumento da liberagéo
de progesterona. Dessa forma, nossos dados fornecem mais evidéncias da participacéo
desse hormbénio no comportamento sexual masculino. Além disso, esses achados
sugerem que o bom desempenho sexual € acompanhado por altos niveis de
progesterona, que por sua vez, pode ser considerada um fator limitante para a
promocao do desempenho sexual em ratos machos. Nesse sentido, especula-se que
uma concentracdo ideal de progesterona deva ser necessaria para que 0s animais
apresentem atividade copulatéria satisfatoria.

Em resumo, esse estudo teve por objetivo investigar como o treino para adquirir
experiéncia sexual poderia influenciar o desempenho sexual, e se horménios como a
testosterona e a progesterona poderiam modular esse comportamento. Em relagéo ao
treino, nosso estudo demonstra que para o rato macho ter um bom desempenho sexual
€ necessario um tempo minimo de exposicdo a fémeas receptivas, e que alguns ratos
ainda ndo conseguem alcancar o desempenho adequado mesmo apés 9 dias. Além
disso, observamos que a testosterona, considerada um fator importante para a funcéao
sexual masculina, estava reduzida em ratos que apresentavam baixa/nenhuma
atividade sexual, enquanto a progesterona estava significativamente elevada nos
animais com excelente desempenho sexual. Esses resultados sugerem que a
progesterona pode ter consequéncias funcionalmente relevantes para a resposta sexual
masculina (erecdo e comportamento copulatorio), e que esse hormoénio desempenha
um papel mais importante no controle do comportamento sexual masculino do que tem
sido comumente documentado.

A diminuicdo do tempo de sono presente na sociedade atual pode levar ao
comprometimento de diversas fungées do organismo, em especial o funcionamento

inadequado do sistema endocrino, o que pode acarretar prejuizos no
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comportamento sexual e, consequentemente, na funcao reprodutiva. Nesse sentido,
0 objetivo do proximo estudo (ARTIGO 19) foi avaliar as consequéncias da falta de
sono nos parametros reprodutivos. Nossos resultados indicam que a PSP por 96
horas foi capaz de diminuir significativamente o desempenho sexual em ratos
sexualmente ativos. Por sua vez, os animais submetidos a RS cronica por 21 dias
nao apresentaram nenhuma diferenca significativa no padrédo de comportamento
sexual quando comparado aos animais CONTROLE. Quanto as alteracdes
hormonais, os ratos submetidos a PSP apresentaram uma diminuicdo das
concentracbes de testosterona quando comparados ao grupo controle. Nenhuma
diferenca significativa foi observada entre o0os grupos nas concentragfes de
progesterona. Em relacdo a analise do sémen, ambos os grupos PSP e RS
apresentaram uma menor viabilidade espermatica em relagdo ao grupo controle
(50% e 15%, respectivamente). Porém, a diminuicdo dos espermatozoides vivos foi
mais acentuada no grupo PSP.

Esse estudo demonstrou que a falta de sono apés um periodo de 96 horas de
PSP prejudicou o comportamento sexual de ratos machos que previamente
apresentavam excelente resposta sexual. A piora do desempenho sexual se deu
pelo aumento da laténcia para iniciar o comportamento de intromissao e reducédo do
namero total de intromissdes e ejaculacdes. No entanto, quando o periodo de
diminuicdo do tempo de sono foi expandido na tentativa de mimetizar a situagéo de
débito crénico de sono, o grupo submetido a RS n&o apresentou nenhuma alteracéo
significativa tanto na motivacdo quanto no desempenho sexual. Essa resposta do
grupo RS pode ter sido influenciada pela acdo dos horménios sexuais, ja que esses

animais nao tiveram uma reducdo das concentracdes de testosterona apés 21 dias
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de RS e, ainda, mantiveram niveis de progesterona semelhante aos dos grupos
CONTROLE e PSP.

Até o presente momento, nenhum estudo tinha investigado os efeitos da
privacdo de sono na viabilidade espermatica. Nossos achados indicam que a
diminuicdo do tempo de sono promoveu um comprometimento na funcao
reprodutiva, representado pela diminuicdo da viabilidade espermatica (ARTIGO 19).
Os animais que foram submetidos & PSP apresentaram uma reducdo de 50% de
espermatozoides vivos em relacdo ao grupo CONTROLE. O grupo RS também
apresentou uma viabilidade espermatica 15% menor do que 0s animais do grupo
CONTROLE. A principio nossa hip6tese era a de que a testosterona, por estar
diminuida apdés a PSP (nossos achados prévios) e ser um dos principais
responsaveis pela manutencao do ciclo espermatico (Sofikitis et al., 2008; Walker,
2009), poderia ser o fator principal desse prejuizo. No entanto, como os animais do
grupo RS ndo apresentaram diminuicdo desse hormonio, ndo é possivel inferir que a
alteracdo da viabilidade espermética tenha sido diretamente decorrente do declinio
na concentracao de testosterona.

Horménios como o LH e FSH também podem ser influenciados pela falta de sono
ou condi¢des estressantes. Em humanos, Nindl e colaboradores (2006) relataram que
ap6s um periodo de estresse, entre eles RS (treinamento militar), houve um aumento da
concentracéo de LH, enquanto o FSH manteve-se inalterado, apds uma privacao parcial
de sono (Baumgartner et al., 1993). Sabe-se que horménios gonadotréficos como o FSH
séo responsaveis pelo inicio do processo da espermatogénese, enquanto o LH é o
estimulo primordial para a secrecdo de testosterona, que, por sua vez, também atua
nesse processo. Considerando que a testosterona potencializa a acdo do FSH

(Mclachlan et al., 1995; Singh e Handelsman, 1996; Sousa et al., 2002), e que na
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condicdo de PSP a testosterona esta significativamente diminuida, podemos sugerir que
a acdo do FSH também poderia estar reduzida, e, por conta disso, haveria um
comprometimento da viabilidade espermatica. Entretanto, nossos resultados demonstram
que tanto o FSH quanto o LH n&o estdo significativamente alterados apds PSP e RS,
sugerindo que 0s prejuizos na viabilidade espermatica ndo sdo diretamente relacionados
a variacdo desses hormonios nesse modelo de PSP.

Considerando que o ciclo espermatico do rato dura em torno de 56 dias,
pode-se afirmar que o espermatozoide ja estava formado nesses animais antes de
serem submetidos aos protocolos de PSP e RS. Dessa forma, os danos ocorridos
podem ser resultantes do ambiente no qual o espermatozoide foi armazenado ou
passou antes de ser expelido na ejaculacdo. Provavelmente uma alteragéo
morfolégica nessas estruturas (préstata, epididimo e testiculos) poderia
comprometer o espermatozoide apds sua formacéo. Outra questdo que pode ser
levantada é em relacdo com a temperatura corporal dos animais. Para conservacao
dos espermatozoides, é necessaria uma temperatura ideal, uma vez que eles sao
extremamente vulneraveis a variacdes de temperatura. Sabe-se que animais
submetidos a PSP perdem a capacidade de manter o controle da temperatura
corporal, apresentando hipertermia (Seabra e Tufik, 1993; Hoshino, 1996). Nesse
sentido, podemos sugerir que uma alteracdo na funcéo fisiolégica, como a
temperatura, possa ser responsavel pelo dano na viabilidade espermatica. No
entanto, até este momento ndao ha estudos sobre os efeitos da PSP especificamente
sobre esses parametros relacionados a fertilidade masculina.

Diante dos achados no perfil hormonal em ratos PSP, especialmente
mostrando alteracfes na liberacdo dos andrégenos, investigamos os efeitos da PSP

e da RS na morfologia da prostata em ratos (ARTIGO 20). Os principais achados
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foram que o tecido da prostata respondeu a 96 horas de PSP com a presenca de
corpos apoptéticos e diminuigdo da altura do epitélio seminifero, o que indica atrofia
da glandula prostatica. A RS promoveu acumulo de células de gordura no estroma
da glandula prostética. Esses resultados indicam que a PSP, além de modificagfes
na funcdo sexual, pode ser responsavel por alteragcbes morfologicas profundas no
tecido prostético ventral.

Uma vez demonstrada a funcdo da PSP sobre a resposta sexual em machos
adultos, nos questionamos se os filhos de progenitores privados de sono teriam
consequéncias semelhantes na fungéo reprodutiva. No ARTIGO 21 demonstramos que
a falta de sono durante a gravidez pode prejudicar ndo s6 o comportamento sexual dos
descendentes na vida adulta, mas também alguns parametros fisicos e sensorio-
motores. Nesse Ultimo, critérios de avaliacdo do desenvolvimento fisico do filhote
infante, como o tempo para abertura dos olhos e o tempo para ocorréncia do
desdobramento das orelhas, foram significativamente aumentados nos filhotes de mées
que foram restritas de sono durante a gestacdo. Ainda, o reflexo de sobressalto
auditivo, parametro de avaliagdo do desenvolvimento sensério-motor, também se
mostrou significativamente prejudicado nos animais provenientes de maes RS. Foi
possivel verificar, entdo, na puberdade um periodo de desenvolvimento ontogenético
no qual estdo localizadas etapas criticas para o estabelecimento da maturacdo
sexual satisfatoria, sendo que qualquer interferéncia externa prolongada presente
nesse periodo pode ocasionar modificacbes negativas persistentes na reproducao
masculina. Nesse sentido, tornou-se necessario reforcar as atencdes para 0s
cuidados durante o periodo de instalacdo da puberdade, utilizando-se o rato como

modelo animal.
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A avaliagdo do comportamento sexual dos filhotes de mées submetidas a RS
na prenhez também apresentou diferencas significativas entre 0s grupos
CONTROLE e RS. Nos descendentes machos de ratas submetidas & RS durante a
prenhez, houve significativa redugdo da motivagcdo sexual, evidenciada pelo
aumento na laténcia para a primeira monta e pela diminuicdo na quantidade de
montas feitas por esses animais durante o teste experimental. Esses resultados
provavelmente ocorreram devido a significativa diminuicdo de progesterona que
esses mesmos animais apresentaram. Apesar da diminuicdo da motivagdo sexual
dos descendentes machos de maes RS durante a gravidez, ndo houve diferencas
significativas no desempenho sexual desse grupo quando comparado ao grupo
CONTROLE. Isso deve-se principalmente ao fato de néo ter sido verificada reducéo
significativa na concentracao de testosterona nesse grupo.

No que se refere aos machos privados/restritos de sono, os achados mostram
que os filhotes provenientes desses pais PSP ou RS apresentam um aumento
significativo na laténcia para a primeira monta em relacdo aos descendentes de
machos que tiveram sono normal, indicando um declinio da resposta sexual. Houve
também um aumento significativo na laténcia para a intromissdo nos filhos de
machos PSP quando comparados aos descendentes de pais CONTROLE e RS.
Paralelamente, observamos uma diminui¢do significativa no niumero total de montas
nos descendentes de pais PSP quando comparados aos filhos de machos
CONTROLE e RS, e no numero total de intromissbes em relacdo ao grupo
CONTROLE. Os descendentes de machos RS apresentaram diminuicdo do niumero
total de montas comparado ao grupo CONTROLE. Em relacdo aos hormonios,
houve uma diminuicéo significativa de testosterona nos machos provenientes de pais

PSP em comparacdo com os descendentes de pais CONTROLE. Em resumo, 0s
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resultados demonstram que a falta de sono nos progenitores pode ser prejudicial ao
desenvolvimento da primeira geracdo de filhotes (F1), acarretando marcantes
alteracdes hormonais, diminuicdo da motivacdo sexual dos machos, além de
alteracdes no sistema sensério-motor da geracdo F1. Esses achados alertam que
além das consequéncias jA conhecidas da privacdo de sono, o débito de sono
observado atualmente pode prejudicar a fertilidade masculina, e, em decorréncia

disso, comprometer a perpetuacdo da espécie.

2.4 Efeitos da privacdo de sono sobre a resposta sexual masculina em

modelos animais de condicdes clinicas

Os animais de laboratorio possuem um papel crucial nas descobertas
cientificas e nos avancos tecnolégicos, fornecendo informacgdes relevantes para o
mundo da Ciéncia e para a vida dos seres humanos e dos animais. Embora o estudo
basico experimental em animais apresente algumas limitacbes quanto a sua
aplicabilidade clinica, é ainda o melhor analogo para se estudar as condicfes
encontradas em humanos (Stables et al., 2003; Andersen et al., 2004, 2010). O uso
dos modelos animais é valioso, e oferece uma oportunidade de distinguir os
diferentes componentes associados a uma determinada condicdo patolégica cuja
abordagem clinica seria dificil ou inacessivel. Considerando-se que disfungdes
sexuais, especialmente as DE, apresentam crescente prevaléncia no mundo e
repercutem negativamente na qualidade de vida dos individuos, investigamos
diversas condigbes clinicas em modelos animais em que a doenga cursava
paralelamente aos efeitos da PSP. Assim, a fim de investigar a resposta sexual

frente a novos desafios, entre eles algumas doencas de grande prevaléncia,
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propusemos avaliar o comportamento sexual em diferentes modelos animais de

condi¢cbes experimentais e patologias bem caracterizadas.

2.4.1 Hipertenséao

No ARTIGO 22, nosso enfoque foi verificar a incidéncia das respostas sexuais
frente a linhagens reconhecidas por serem modelos animais genéticos de
hipertensdo. Essa doenca leva, entre suas mais diversas consequéncias, a
disfuncédo sexual. Essa disfungéo inclui problemas relacionados a libido, erecéo e
ejaculacao.

Tem sido relatado que pacientes com hipertensdo (Shamloul e Ghanem,
2013) ou ratos espontaneamente hipertensos (SHR) exibem funcbBes eréteis
alteradas devido a disfuncdes nos mecanismos contrateis e de relaxamento dos
COrpos cavernosos, o que torna essa linhagem um modelo ideal para o teste de
drogas para a DE (Behr-Roussel et al., 2003). Nesse estudo, nossa hipotese era a
de que o efeito estimulatério da PSP favoreceria a inducéo de reflexos genitais, e
gue esses seriam ainda mais pronunciados quando combinados a administracéo de
cocaina. Dessa maneira, poder-se-ia prever que a administracdo de cocaina
aumentaria a erecdo nos ratos SHR, os quais ja apresentam DE (Hard et al., 1985;
Clark et al., 1991). Os resultados revelaram que a proporgéo de ratos SHR privados
de sono paradoxal e injetados com cocaina que exibiram erecdo foi
significativamente menor quando comparada a de ratos Wistar PSP que receberam
a mesma droga. A frequéncia de erecdo se mostrou também significativamente
diminuida nos ratos SHR apds cocaina em relacdo aos ratos Wistar. Logo, esses

resultados denotam a participacdo direta da PSP associada a agentes
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dopaminérgicos na inducdo de erecdo em ratos hipertensos, e adiciona novas

evidéncias para o campo de investigacao sobre DE e hipertenséao.

2.4.2 Diabetes

Em relacdo ao diabetes, a DE € também uma das queixas comuns desses
pacientes. Embora tanto o diabetes como a erecédo sejam condi¢des frequentemente
descritas (Laumann et al., 1999), a associacdo entre esses 2 fatores é escassa, e
ainda menos investigada em ratos diabéticos.

Devido a emergéncia de tratamentos promissores tanto para DE como para o
diabetes, a necessidade de se estabelecer uma conexdo consistente entre esses
fatores torna-se um tema interessante e de relativa urgéncia (El-Sakka, 2003). Por
essa razao, examinamos a resposta erétii em ratos da linhagem Brattleboro
submetidos a PSP e a administracdo de cocaina. A escolha desses animais foi
baseada no fato de que essa linhagem é comumente utilizada como um modelo da
deficiéncia da vasopressina. Os animais sdo incapazes de sintetizar ou liberar
vasopressina, incapacidade essa derivada da delecdo de uma uUnica base do gene
da vasopressina. A auséncia da vasopressina provoca a diabetes insipidus nos ratos
Brattleboro, resultando no consumo e excrec¢ao de grandes volumes de liquido (Brot
et al., 1992). Os resultados mostraram que 60% dos ratos Brattleboro submetidos a
PSP e injecdo de cocaina exibiram ere¢do, que por sua vez foi significativamente
menor em comparacdo a linhagem Wistar. Mais expressivo foi o efeito sobre a
frequéncia de erecdo, que também se mostrou significativamente reduzida na
linhagem diabética.

Considerando o achado de expressao alterada de proteinas no tecido

cavernoso de ratos diabéticos (Sullivan et al., 2005), exploramos por meio de analise
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proteica possiveis marcadores moleculares de diagnéstico e prognostico de DE
(ARTIGO 23). Recentemente, foi observado que um aumento na expressao de
ceruloplasmina no tecido cavernoso tem sido relacionado a DE induzida pelo
diabetes (Sullivan et al., 2005). Em particular, a ceruloplasmina é uma proteina de
ligagdo expressa em diversos tecidos, estando envolvida em muitas fungdes.
Adicionalmente, diversas atividades da ceruloplasmina sdo conhecidas por modular
a biodisponibilidade de NO, o qual é necessario para a erecao peniana, sugerindo
gue o gene da ceruloplasmina possa ser um candidato para a regulacdo da fisiologia
da erecdo peniana. Nosso grupo tem demonstrado consistentemente que a PSP
aumenta a erecao peniana em ratos machos. Desse modo, investigamos o
envolvimento da ceruloplasmina na erecao peniana induzida por PSP, determinando
a expressdo de 2 isoformas de ceruloplasmina no tecido cavernoso de ratos
submetidos a PSP, com ou sem periodo de recuperacao de sono. Nossos resultados
demonstraram que a PSP aumentou em 1,3 vezes o nivel de RNA mensageiro
(RNAm) de ceruloplasmina quando comparado aos controles. Assim, a modulagao
sutil do nivel de RNAm néo foi observada a nivel proteico, indicando que a
ceruloplasmina nao € um fator diretamente associado a funcao erétil relacionada a
falta de sono. Conjuntamente, esses achados contribuem para o desenvolvimento
de novas ferramentas terapéuticas e para uma melhor compreensdo das bases

moleculares envolvidas no diabetes.

2.4.3 Obesidade

A prevaléncia da obesidade tem aumentado substancialmente durante as
duas ultimas décadas, tornando-se rapidamente uma condi¢cdo epidémica em Varios

paises. Segundo o Ministério da Saude, a propor¢cdo de adultos com excesso de
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peso tem aumentando de forma progressiva no Brasil, havendo uma prevaléncia de
48,1% de adultos (52,1% em homens e 44,3% em mulheres) com excesso de peso.
Estudos tém demostrado que a obesidade aumenta o risco de se desenvolver outros
tipos de patologias, como diabetes, hipertensdo, doenca cardiaca coronariana,
cancer de mama e SAOS, entre outras. Entre elas, embora menos reconhecida, ha a
disfungéo sexual (Trischitta, 2003).

Em ratos, um modelo para a obesidade genética € encontrado na linhagem
Zucker. Essa linhagem mostrou capacidade reprodutiva reduzida (Piser et al., 1981),
sendo que um dos fatores contribuintes para essa infertilidade € a diminuicdo do
comportamento sexual do macho, descrito tanto nos ratos jovens como nos idosos,
ambos obesos (Edmonds e Withyachumnarnkul, 1980). Considerando essa
marcante diminuicdo na atividade sexual demonstrada por essa linhagem
juntamente com a impossibilidade de manté-los sobre uma plataforma muito estreita
(6,5 cm de diametro), optamos por estudar os efeitos da interacdo da obesidade e
da privacao de sono sobre os reflexos genitais em ratos cuja dieta era hipercal6rica
e hiperlipidica. Alimentos altamente energéticos e palataveis foram oferecidos aos
animais na tentativa de induzir uma hiperfagia voluntaria e, consequentemente, a
obesidade (Sclafani e Springer, 1976; Estadella et al., 2003). De fato, ratos
alimentados apos o desmame com essa dieta (que, além de altamente palatavel, &
rica em gordura) apresentam aumento no ganho de peso corporal e nos depdsitos
de gordura (Llado et al., 1997). Dessa maneira, apds 9 semanas consumindo a
chamada “dieta de cafeteria”, os ratos foram submetidos a PSP e desafiados com
uma injecado de cocaina (ARTIGO 24). Os resultados indicaram que a “dieta de
cafeteria” acarretou uma reducédo significativa na frequéncia de erecdo peniana em

ratos, quando comparados aos animais que receberam uma dieta normal durante o
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mesmo periodo. Esses dados contribuem para a nocdo de obesidade levando a
disfuncdes sexuais, além de mostrarem que a obesidade induzida pela “dieta de
cafeteria” constitui um modelo viavel para o estudo da obesidade associada a
ingestdo aumentada de alimentos em ratos. Ressalta-se que 98% dos casos de
obesidade sdo de origem exdgena, ou seja, causados pela ingestdo excessiva de
calorias e baixa atividade fisica (Sande e Mahan, 1991).

Além da influéncia da oferta excessiva de calorias sobre a resposta sexual,
investigamos também como a condi¢cdo contraria (restricdo alimentar) poderia
interferir na resposta sexual. A restricdo alimentar é caracterizada pela reducédo da
quantidade total de alimento ingerido, e tem sido utilizada espontaneamente por
muitos individuos para aumentar a expectativa de vida. Embora a diversidade de
beneficios provocados pela baixa ingestdo cal6rica tenha sido muito estudada, as
consequéncias da restricdo alimentar no padrdo de sono e na resposta sexual em
modelos animais ainda permaneciam como uma area pouco estudada. Por outro
lado, a privagdo de sono, uma condigdo cada vez mais prevalente na nossa
sociedade, resulta em efeitos adversos ao organismo, exceto pela acéo
antidepressiva e por aumentar os reflexos genitais em ratos. Nesse sentido,
avaliamos os reflexos genitais (ARTIGO 25), o comportamento sexual e o perfil
hormonal (ARTIGO 26) em ratos submetidos a restricdo alimentar. Verificou-se que
animais submetidos a restricdo alimentar crbnica e posteriormente a PSP né&o
apresentaram um aumento de reflexos genitais mesmo quando desafiados com
cocaina (injecao aguda). Para os experimentos de comportamento sexual (ARTIGO
26), os animais também foram submetidos a PSP ou mantidos em gaiolas-moradia.
Foi observada uma diminuicdo da motivacdo e do desempenho sexual em ambos os

grupos PSP (restricdo alimentar e comida a vontade) comparados ao grupo

83



G:Jntribuicﬁes cientificas da candidata

CONTROLE. Em relacdo as dosagens hormonais, observamos que ambos o0s
grupos submetidos & PSP tiveram as concentragdes de testosterona diminuidas em
relacdo aos respectivos grupos controle, enquanto houve um aumento significativo
nos niveis de progesterona no grupo restricdo alimentar-PSP em relacdo ao grupo
restricdo alimentar com sono normal. Nossos resultados demonstram que, embora a
restricdo alimentar promova efeitos positivo como o de aumentar a longevidade,
guando associada a uma situacao de privacdo de sono essa condi¢do diminui a sua

resposta sexual.

2.4.4 Epilepsia

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a epilepsia é a
enfermidade neurolégica mais comum e mais antiga conhecida. E uma condicéo
cronica que apresenta aspectos fisiopatolégicos heterogéneos e que se manifesta
clinicamente por crises espontaneas recorrentes convulsivas e nao-convulsivas.
Trata-se de uma doenca crbénica que afeta cerca de 1 a 3% da populacdo mundial,
entre homens e mulheres, em todas as idades e em diferentes niveis de gravidade.

Apods o diagndstico, 0s pacientes com epilepsia geralmente apresentam uma
maior preocupacdo com a qualidade de vida, uma vez que diversos fatores, como,
por exemplo, crises recorrentes, efeitos colaterais do tratamento e reacdes negativas
do proprio portador, entre outros (Laidlaw, 1974, 1975), podem contribuir para uma
piora na qualidade de vida. Em particular, a vida sexual é prejudicada nos
portadores de epilepsia, acarretando tanto diminuigcdo da libido como do orgasmo
(Epilepsy Foundation, 2012; Matos et al., 2012, 2013). Um fator importante que
evidencia isso sao as alteragcdes hormonais, que acontecem tanto em homens como
em mulheres com epilepsia (Pennell, 2009). Como consequéncia, ha um
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comprometimento da funcéo reprodutiva e da atividade sexual desses individuos.
Entretanto, ainda é dificil discernir com clareza os impactos especificos da epilepsia
daqueles diretamente relacionados aos medicamentos sobre a fungdo sexual dos
pacientes. Dessa forma, com o objetivo de avaliar as altera¢des na funcao sexual de
individuos com epilepsia, a observacdo de comportamentos equivalentes em ratos
(erecao, ejaculacdo e comportamentos motivacionais e de desempenho) é de suma
importancia. Nossos resultados demonstraram que antes da inducédo de epilepsia,
pela administracdo de pilocarpina, 90% dos ratos sexualmente experientes
apresentavam ejaculacédo. Porém, apenas 10% desses mesmos animais apresentou
ejaculacdo apoés a inducéo de epilepsia (ARTIGO 27). Esses dados mostram que ha
uma reducdo dramética do desempenho sexual em ratos com epilepsia induzida.
Ainda, 3 desses animais apresentaram crises epilépticas durante o teste de
comportamento sexual.

Em conjunto, essas informacfes trazem a tona a importancia ndo sé dos
modelos animais, mas também sem o viés da intervencdo medicamentosa
antiepiléptica. Existe um grande questionamento na literatura a respeito das drogas
antiepilépticas, uma vez que elas podem potencializar os efeitos da disfuncéo sexual
em homens (Matos et al, 2013). No entanto, com nosso trabalho, podemos sugerir
que a epilepsia per se pode acarretar problemas sexuais em ratos machos, resultado
também encontrado em ratas (Alvarenga et al., 2013). Dessa forma, esses
resultados ajudardo na compreensao da interagao entre 0 comportamento sexual e a
epilepsia, bem como a traduzir possiveis questdes clinicas envolvidas nessa

associacao.
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2.4.5 Insuficiéncia renal crénica

Outro desafio que nos trouxe resultados muito interessantes foi o estudo da
insuficiéncia renal crénica (IRC - ARTIGO 28). A IRC é uma doenca de elevada
morbidade e mortalidade, que requer tratamento de alto custo e possui grande
impacto na qualidade de vida. Ao longo de sua progressdo, € frequente o
aparecimento de distlrbios do sono, os quais tém sido associados a uma menor
chance de sobrevida nessa populacdo. Devido a exposicdo a situacfes estressoras
como a dialise, a permanéncia constante em ambiente hospitalar e a alta prevaléncia
de disturbios de sono, a RS constitui outro fator inerente ao cotidiano do paciente
com IRC. Sabe-se, porém, que 0 sono exerce funcdes essenciais na restauracao e
manutencdo da homeostasia corporal, sugerindo um possivel papel da falta de sono
no avanc¢o da IRC. Assim, um tratamento alternativo que pudesse prevenir ou tratar
as possiveis complicac6es decorrentes da falta de sono, modulando a evolucdo da
doenca, seria um avancgo de grande relevancia. Nesse contexto, ressalta-se 0 uso do
sildenafil (ja testado anteriormente - ARTIGO 17), que tem apresentado efeitos
benéficos nos sistemas renal, cardiovascular e sexual. Assim, avaliamos os efeitos
do sildenafil e da RS na progresséo da IRC nos parametros sexuais. Observou-se
gue o tratamento com sildenafil foi capaz de reduzir o desenvolvimento de
hipogonadismo e de DE. Frente a RS, houve uma melhora no desempenho sexual,
apontando para outros fatores como, por exemplo, os hormoénios sexuais. Com
relacdo aos niveis de testosterona, encontramos altera¢cdes marcantes no grupo IRC
tratado com veiculo e ndo restrito de sono, o qual apresentou reducao significativa
nos niveis de testosterona quando comparado aos grupos controle tratado com
veiculo e IRC tratados com sildenafil. Entretanto, a RS foi capaz de igualar todos os

animais, uma vez que o0s grupos controle, IRC tratado com veiculo e IRC tratado
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com sildenafil, apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de testosterona
apos a RS, permanecendo semelhantes entre si. Esses resultados confirmam dados
da literatura referentes ao hipogonadismo caracteristico da IRC (para revisao ver
Anantharaman e Schmidt, 2007) e aos efeitos da falta de sono nos niveis de
testosterona (nossos achados prévios). Ja os niveis de progesterona apresentaram
aumento significativo em fungéo da RS, independentemente do tratamento e da
doenca. Diferentemente de nossos achados, Blacker e colaboradores (1991)
descreveram uma reducao nos niveis de progesterona em ratos urémicos. Porém,
de acordo com nossos dados, o aumento da progesterona induzido pela RS
correlaciona-se com a melhora na motivagédo e no desempenho sexual observado
nos animais RS. As anormalidades enddcrinas, especialmente os baixos niveis de
testosterona, diminuem a libido e a frequéncia da relacao sexual, contribuindo para o
desenvolvimento da DE. Esse estudo mostrou que o tratamento com sildenafil
apresentou beneficios para a IRC, principalmente quando ndo associado a RS, pois
retardou o avanco da doenca e evitou o desenvolvimento da hipertensédo e da DE.
Esses achados sugerem que para um melhor tratamento e evolucdo da IRC se faz
necessaria uma boa qualidade e quantidade adequada de sono.

Embora se extrapolar dados obtidos em animais de experimentacdo para
condi¢cbes clinicas sob contexto de privacdo de sono ndo seja uma possibilidade
imediata, nossos achados corroboram dados anteriores que demostraram uma
reducdo da funcao erétil em homens e propiciam uma evidéncia adicional para a
validagcdo desse modelo no estudo dos mecanismos encontrados em condi¢des

patoldgicas.
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2.5. Estudos clinicos sobre a associacao entre problemas de sono e disfuncéo
erétil

Um indicativo da relevancia de se estudar a fisiologia da erecdo peniana &
que a prevaléncia da DE tem aumentado dramaticamente na populacdo mundial. A
DE é definida como a incapacidade persistente de se obter ou manter uma erecao
peniana suficiente para a atividade sexual satisfatoria. Em 1995, a DE era estimada
em mais de 150 milhdes de homens. Considerando o envelhecimento da populacdo
de paises ocidentais, estima-se que mais de 300 milh6es de homens serdo afetados
por DE no ano de 2025 (Bellinghieri et al., 2006).

Em 2007, realizamos um levantamento epidemiolégico denominado de
EPISONO sobre os fatores de risco relacionados a disturbios de sono na maior
cidade do Brasil. O estudo contou com 1042 participantes (dos quais 467 eram
homens) com idades entre 20 e 80 anos da época de seu ingresso, e durante o
estudo houve avaliacbes de técnicas e procedimentos clinicos e epidemiolégicos
atualizados para a representacdo exata da populacdo da cidade de Sdo Paulo em
termos de sexo, idade e classe socioeconémica (Santos-Silva et al., 2009). Na
realizacdo do estudo EPISONO, aplicamos o questionario indice Internacional de
Funcdo Erétil (IIEF - Rosen, 1998). Esse questionario foi validado para a lingua
portuguesa em 2001 (Rhoden et al., 2002), e é atualmente um dos questionarios
auto-aplicaveis para avaliacdo de DE mais utilizados em pesquisas sobre o tema.
Com base nesses aspectos, o IIEF-5 foi o questionario escolhido para avaliar e
estratificar a DE relacionada a problemas de sono na sequéncia de trabalhos
descrita a seguir.

Constatamos que 17,08% dos individuos paulistanos apresentam alguma

gueixa de DE, sendo elas principalmente relacionadas a problemas de sono
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(ARTIGO 29). Mais especificamente, a prevaléncia de DE em grupos com idade
ajustada (< 50 anos) foi de 14,8% em homens com sono REM reduzido e 11,3% em
homens com sono fragmentado. A obesidade, baixos niveis de testosterona, queixas
da qualidade de vida, indice de apneia-hipopneia (IAH) acima de 15 e SAOS
também foram associados a uma maior queixa de DE. Pela literatura, sabe-se que
dentre os véarios comprometimentos consequentes da SAOS destacam-se as
disfungcbes sexuais. Nesse sentido, Gongalves e colaboradores (2005) observaram
que 48% dos pacientes apneicos que apresentam fragmentacdo de sono possuem
DE, problemas de ejaculagdo e diminuicdo da libido. Sujeitos apneicos apresentam
uma reducdo do sono REM em decorréncia da apneia, e, consequentemente,
apresentam diminuicdo da atividade erétil noturna (Teloken et al., 2006). Em
conjunto com nossos dados, pode-se afirmar que o comprometimento do padrao de
sono bem como dos horménios sexuais € um fator relevante para a DE. Como
exemplo, a SAOS exerce um efeito negativo marcante sobre a funcdo erétil,
causando detrimento da atividade sexual.

Para uma melhor compreenséo da funcdo do sono na resposta erétil, acdes
multidisciplinares se tornaram necessarias. Nesse contexto, a énfase é colocada ndo
apenas nos estudos comportamentais, mas também e especialmente nas areas de
Bioquimica e de Biologia Molecular. Assim, iniciamos uma série de estudos em que
nos propusemos a ampliar a investigacao dentro dessa linha de pesquisa, avaliando
0s processos moleculares envolvidos ndo s6 na erecao peniana e na funcao sexual
de animais expostos a privagdo de sono, mas também nas queixas de DE
apresentadas por homens e nos problemas de sono. Existem varios meios de se
avaliar um paciente com DE, incluindo historia clinica, exame fisico, exames

laboratoriais (hemograma, glicose, perfil lipidico, horménios) e testes de erecdo com
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medicamentos orais. De fato, nos ultimos anos, a Biologia Molecular e as novas
ferramentas de genética tém resultado em contribuicbes significativas para a
comunidade cientifica. O estudo das variagbes genéticas como biomarcadores no
diagnostico de inumeras patologias, como, por exemplo, a DE, tem gerado
consideravel entusiasmo na area da Saude. O mecanismo fisiol6gico pelo qual os
polimorfismos podem estar envolvidos com a DE tem sido pouco investigado e nédo €
completamente compreendido. Um namero crescente de estudos tem sido realizado
para identificar genes candidatos associados a esse problema sexual.

Para tanto, exploramos os dados coletados durante a realizacdo do estudo
EPISONO para investigar essa relagcdo entre queixas de DE, padrdao de sono e
presenca de possiveis polimorfismos. ApOs o registro polissonografico de noite
inteira, as amostras de sangue em jejum foram coletadas para analise bioquimica e
hormonal, assim como para extracdo do DNA a ser utilizado em estudos genéticos.
Inicialmente foram selecionadas 4 variantes genéticas ou polimorfismos, localizados
em genes potencialmente envolvidos na fisiopatologia da DE: enzima 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS - ARTIGO 30), enzima conversora de angiotensina (ECA -
ARTIGO 31), receptor de progesterona (PROGINS - ARTIGO 32) e de testosterona
(AR+CAG - ARTIGO 33).

Considerando que fatores populacionais especificos poderiam influenciar o
papel fisiolégico do polimorfismo G894T eNOS, a hipoétese inicial era de que esse
polimorfismo € um fator de risco independente para DE. Nesse sentido, avaliamos
inicialmente o polimorfismo G894T eNOS na amostra populacional do EPISONO em
homens com e sem queixas de DE. Os resultados dos estudos de associagao
genética demonstraram que os polimorfismos localizados nos genes eNOS e dos

receptores de progesterona PROGINS e da testosterona CAG parecem nao
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influenciar o risco para o desenvolvimento de DE nessa populacdo. Por outro lado,
em individuos entre 40-55 anos de idade, a presenca da variante alélica do gene da
ECA (ARTIGO 31) estd associada a uma maior susceptibilidade a DE,
independentemente de fatores como diabetes, hipertensdo, IMC, niveis de
testosterona e ancestralidade genética (Guindalini et al., 2010). Esses resultados
sobre a ECA encontram-se apoiados pela literatura, uma vez que a ECA é uma das
principais enzimas-chave da homeostase do sistema cardiovascular e das doencgas
cardiovasculares (para revisdo ver Shi et al.,, 2010). Aumento dos niveis de
angiotensina 1l (Ang Il) causam a hipertensdo, que € um importante fator de risco
para a DE (ver revisdo de Fraga-Silva et al., 2013). De fato, demonstrou-se niveis
aumentados de Ang Il no corpo cavernoso humano apls episodios de erecéo,
indicando o papel ativo dessa molécula no processo erétil e em sua detumescéncia
(Becker et al., 2001).

Mais recentemente, tem sido dada atencdo a acdo dos marcadores
inflamatdrios em condicdes clinicas de DE. Paralelamente, a DE tem sido associada
a doencas cardiovasculares e problemas de sono, que podem ser acompanhadas de
concentragdes elevadas de citocinas pré-inflamatorias, como por exemplo, o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Nesse sentido, no ARTIGO 34 testamos a hipotese de
que os niveis de TNF-a deveriam estar aumentados em homens com queixas de
DE, e que essa condicao estaria relacionada a SAOS. Os resultados demonstraram
que homens com queixas de DE apresentam valores mais altos de TNF-a em
comparacdo a homens sem queixas, independentemente da SAOS. Esses achados
ilustram a existéncia de uma associacdo entre a DE e o TNF-a, de maneira
independente da ocorréncia de SAOS. Como esse estudo envolveu uma amostra

heterogénea e representativa da cidade de S&o Paulo, com uma combinacdo de
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origens étnicas e classes sociais, sugere-se que a presenca de niveis aumentados
de TNF-a em homens seja levada em consideracdo na investigacao clinica dos
processos mecanicistas da DE. Em conjunto, nossas investigagdes indicam um
possivel papel de diferentes polimorfismos na queixa de DE associada ou ndo com
distarbios de sono. Certamente, ainda restam duavidas sobre a funcdo da
heterogeneidade genética e fenotipica potencial em outras amostras.

Melhorar a nossa compreensdo dos processos envolvidos na etiologia
genética da DE serd essencial para oferecer aos pacientes um diagnéstico mais
precoce e preciso a fim de proporcionar medidas terapéuticas e preventivas mais
eficazes e individualizadas, levando os beneficios da Medicina personalizada para a
area da disfuncdo sexual, especialmente nos casos associados a problemas de
sono.

Durante esses 13 anos realizando estudos e abrindo portas para novas
descobertas, fizemos por diversas vezes revisdes detalhadas de todos os tdpicos
abordados nos trabalhos, fornecendo uma apreciacdo critica da fundamentacédo
tedrica com destaque para os desafios da area e suas perspectivas futuras. Com

efeito, 9 revisbes foram publicadas sobre os tdpicos descritos aqui nesta Tese.

92



ﬂnicibatzéu da candidata no cenaric mundial

3. PARTICIPACAO DA CANDIDATA NO CENARIO MUNDIAL

A linha de pesquisa iniciada na tese de Doutorado da candidata tem revelado
diversas evidéncias para uma forte associacdo entre a reducdo de sono e
modificacdes na funcdo sexual em ratos machos e em homens. Dessa forma, nos
altimos 13 anos, a candidata tem trabalhado com foco principal na pesquisa sobre a
funcdo sexual modulada pelo sono sob diferentes abordagens. Como resultado
dessa trajetdria, mais de 60 artigos indexados sobre o tema foram publicados. Essas
contribuicdes consolidaram o grupo como um dos principais na pesquisa desse
tdpico no cenario internacional. De fato, os artigos do nosso grupo contribuiram de
forma significativa para que a producdo liderasse o ranking dos autores mais
produtivos com o tema “sono e erecdo” na base de dados Web of Science. Além
disso, os brasileiros Prof. Sergio Tufik e a Dra. Magda Bignotto, reconhecidos
colaboradores dessa producdo cientifica, encontram-se em 2° e 5° |ugares,
respectivamente (Figura 1). Esse panorama promove consequente visibilidade da
geracdo de conhecimento feita no nosso Pais, e fortalece a inser¢cdo do Brasil
(Figura 2) e de pesquisadores brasileiros (Figura 3) no ranking mundial de pesquisas

sobre o tema especifico “sono”.
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Figura 1 - Relagdo da produgao cientifica mundial sobre “sono e ere¢do” dos 5
pesquisadores mais produtivos no tema no periodo de 2000 a 2013 (periodo que
compreende a publicacdo dos trabalhos feitos pela candidata). Para cada
pesquisador, a coluna superior em porcentagem reflete a proporcdo de artigos
publicados em relacdo a totalidade de 257 artigos encontrados para o tema
especifico, e a coluna inferior ilustra 0 nimero absoluto de artigos publicados pelo

autor nesse tema. Fonte: Web of Science (03/09/2013).
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Figura 2 - llustracdo dos 10 paises com maior presentatividade na producéo
cientifica mundial considerando-se o tema “sono”. A coluna ilustra o numero de

artigos produzidos no ano corrente. Fonte: Web of Science (03/09/2013).
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Figura 3 - Producado cientifica mundial considerando-se o tema “sono” das 5
instituicées (painel superior) e dos 5 pesquisadores (painel inferior) mais produtivos
nessa area especifica, sendo 2 dos autores brasileiros. As colunas ilustram o

namero de artigos produzidos no corrente ano. Fonte: Web of Science (03/09/2013).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Até o0 momento, as evidéncias sugerem que, embora as bases fisioldgicas do
sono paradoxal/REM sejam desconhecidas, essa fase € uma das mais relevantes
dentre as que constituem a arquitetura do sono e, portanto, ndo pode e nao deve ser
ignorada. A menos que seus mecanismos basicos de geracao e suas funcdes sejam
conhecidos, as consequéncias de perturbacdes ocorridas nessa fase permanecerao
um mistério. Diversos tipos de estudo, incluindo a estimulacéo e lesao de estruturas
supostamente relacionadas ao sono paradoxal, injecfes quimicas, e principalmente
a privacdo dessa fase do sono tém sido conduzidos para a investigacdo e
compreensao de seus mecanismos. Como vantagens, diferentemente de muitos
outros, o método da privacdo de sono paradoxal ndo € invasivo, simulando uma
situacdo natural no sentido de que, no modo de vida atual, muitos individuos sofrem
privacdo de sono REM, predominantemente na segunda metade da noite por
despertares precoces ou fragmentacéo do sono.

O sono paradoxal/REM €& um fenbmeno presente em todas as faixas etarias e
na maioria das espécies. Ha uma grande necessidade de recuperacdo homeostatica
desta fase do sono. Caso uma recuperacdo adequada néo seja permitida, a morte
pode se seguir apés um periodo prolongado de sua privacdo. Também ja foi
demonstrado que o sono REM ¢ afetado em diversas condi¢des clinicas, indicando a
integracdo e a participagdo critica dessa fase do sono na manutencéo da fisiologia
normal e dos processos vitais. Contudo, apdés mais de meio século da sua
descoberta, sua funcdo e os eventos associados a essa fase do sono (ex. eregao
peniana) continuam a constituir um desafio para a maioria dos pesquisadores que

estudam a neurobiologia do sono.
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Nos ultimos anos, o mundo tem visto mudancas fenomenais em diversas
areas, como tecnologia, genética e informética. A globalizacdo coloca desafios
significativos para nossos novos estilos de vida. Nossa realidade atual confronta-se
com a internet, telefones celulares, méaquinas de alta tecnologia, atividades
interativas, imagens em 3-D e equipamentos de informatica em quase toda parte.
Esse estilo de vida imposto pela sociedade moderna caracteriza-se por um
crescimento exponencial de encargos sociais, profissionais e financeiros, que podem
tanto diretamente levar a uma diminuigcdo no tempo total de sono como gerar um
aumento do estresse psicolégico, acarretando indiretamente um sono néo-
reparador. Esse ciclo, uma vez iniciado, potencialmente suscita repercussdes
fisiologicas deletérias. Como pesquisadores e cientistas do sono, ndo podemos ser
coniventes ao aceitarmos os maleficios da rotina atribulada e da dinamicidade do
estilo de vida atual. Cabe aos pesquisadores informar a populacdo de maneiras de
conciliar as atividades diarias e o ritmo de vida moderno as boas praticas de sono,
para que, mesmo em uma sociedade ativa 24/7, possa-se garantir aos individuos
tempo suficiente para repouso, descanso e sono com qualidade, ou seja, saude.

Os homens, invariavelmente, podem, como resultado de idade, medo,
ansiedade, fadiga, doencas, uso de alcool ou drogas ilicitas, entre outros fatores,
apresentar problemas sexuais, especialmente a disfuncdo erétil. Varios fatores de
estresse, entre eles a falta de sono, podem também levar a diminuicdo da motivacao
e a problemas de desempenho sexual. Ainda, condi¢cdes clinicas, como por
exemplo, doencas renais, obesidade, diabetes e hipertensdo podem contribuir para
o desenvolvimento da disfuncdo erétil. Ressalta-se que essas condicbes sao

frequentemente acompanhadas de problemas de sono.
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Ao longo dos ultimos anos, nossos estudos evidenciam e apontam para uma
forte associacdo entre a redugcéo de sono e modificacdes no comportamento sexual.
Nossos dados sugerem, assim, que, ap0s a privacdo de sono paradoxal, os
processos que regulam a fungdo sexual, seja em animais ou homens, mostram-se
complexos, intrincados e dependentes de bases hormonais. Os resultados tém
consistentemente demonstrado a influéncia da privacdo de sono paradoxal nos
reflexos genitais de ratos machos em diferentes idades. Manipulacdes dessas
varidveis foram concebidas e executadas na tentativa de ampliar a compreensédo
das interacfes complexas subjacentes a regulacdo do comportamento sexual em
mamiferos, primordialmente das erec¢des relacionadas ao sono. Nos ultimos anos,
nosso grupo tem demonstrado os efeitos da privacdo de sono paradoxal na fungao
erétil e no comportamento sexual. De fato, a privacdo de sono paradoxal apresenta
um efeito facilitatorio sobre os reflexos genitais em ratos jovens, adultos e idosos.
Em particular, a privacdo de sono paradoxal apresenta efeitos heterogéneos, porém
significativos no repertério completo do comportamento sexual. Por exemplo: 1)
facilitacdo da erecdo peniana, 2) a motivacao e o desempenho sexual, refletidos por
laténcias de monta e intromisséo, respectivamente, foram reduzidos nos grupos
privados de sono quando comparados aos respectivos grupos com sono normal. Em
relacdo aos achados com progesterona, encontramos que 3) a administracdo de
progesterona apos a privacdo de sono em ratos castrados e em ratos hipertensos
induziu um aumento pronunciado de erecdes em relacéo aos ratos administrados com
testosterona; enquanto que 4) o pré-tratamento com mifepristona (antagonista do
receptor de progesterona) reduziu significativamente o percentual de ratos que
apresentaram erecdes apos privacdo de sono. 5) os niveis de progesterona estavam

mais elevados nos animais com melhor desempenho sexual do que naqueles com
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baixo comportamento copulatério. Nota-se que esses estudos indicam a agéo direta
da progesterona nos eventos de erecdo peniana e resposta sexual. Portanto, pode-se
afirmar que a progesterona pode ser um fator hormonal relevante para promover uma
boa resposta sexual em ratos machos modulada pela privagcdo de sono paradoxal. Por
fim, 6) encontramos possivel papel de diferentes polimorfismos na queixa de
disfuncédo erétil associada ou ndo com disturbios de sono em homens incluidos em
levantamento epidemidlogico da cidade de S&o Paulo.

O comportamento sexual € um tépico vasto, complexo e fascinante, que vai
desde os atos mais mecanicos, reflexos e bioldgicos da cépula até a grande
diversidade de praticas culturais nas sociedades humanas, além de ser dependente
de inimeras interacdes. Acredita-se que 0os mecanismos neurofisiolégicos ligados
aos reflexos genitais, assim como as demais manifestacdes do comportamento
sexual, resultem da somatéria de varios fatores. Embora alguns mecanismos
tenham sido propostos, ainda existem davidas de como esses fatores interagem.

Sem erecao, ndo ha sexo. Sem sexo, ndo ha reproducdo. E sem reproducao,
nenhuma espécie pode sobreviver. Esses simples fatos, além de milhdes de anos de
evolucdo, fizeram com que as acbes do sistema nervoso central gerando
comportamento sexual fossem bem elaborados visando a nossa sobrevivéncia. Por
outro lado, ao longo dos ultimos anos tem-se observado uma reducdo da taxa de
fecundidade. Paralelamente, o estilo de vida imposto pela sociedade atual promove
modificacdes comportamentais, como, por exemplo, uma reducéo do tempo de sono.

Em virtude das pesquisas de Neuroendocrinologia terem sido focalizadas no
papel dominante da testosterona no comportamento sexual, € com base nas muitas
evidéncias que dao suporte a esse fato, hd uma resisténcia natural consideravel a

possibilidade de que a progesterona também possa contribuir decisivamente para
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esse comportamento. Em relacdo aos nossos estudos, acreditamos que eles
possam de alguma maneira adicionar mais evidéncias para a marcante participacao
da progesterona em eventos essenciais da reprodugcdo, como a ere¢cdo. Em parte, a
informacé&o limitada e escassa sobre o papel desse hormonio nos reflexos genitais
masculinos vem a ser consequéncia do fato de ser considerado como um hormonio
feminino. Afortunadamente, pelo menos em roedores, o envolvimento expressivo da
progesterona na resposta sexual de machos sob interferéncia da neurobiologia do
sono proporciona novas oportunidades para uma maior compreensdo de seus

efeitos sobre a funcao sexual masculina.
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