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Prefacio

Esta dissertacdo de mestrado, intitulada, “Exposicurta a feromoénios de ratos
machos diminui a ansiedade e atividade locomotpleeatoria, e modula o perfil redox do

sistema nervoso central e trato reprodutor de fémiegens”, sera apresentada em trés partes.

A primeira parte traz um resumo da dissertacaorasmmo em inglés, uma introducéo
sobre o assunto, e os objetivos da dissertaca@ghnsgla parte apresenta os dois capitulos
contidos na dissertacao, elaborados na forma a avientifico, sendo que os dois artigos
estdo aceitos para publicacdo. A terceira partedidsertacdo contém a discussdo e a

conclusao a respeito dos resultados apresentadatoiscapitulos anteriores.

Como anexo consta um artigo cientifico elaboradamte o periodo de realizacdo do
mestrado. Sendo este meu trabalho de conclusaarsie @n ciéncias bioldgicas, o qual veio

a ser aceito para publicacdo no ano de 2008.
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Resumo

Sinais quimicos sdo amplamente utilizados para n@agdo social intra-especifica
em uma grande quantidade de organismos vivos, deddactérias a mamiferos. Como
exemplo, mamiferos secretam juntamente com a orglaculas que promovem modulacdes

neuroenddcrinas, com alteracées no comportameigimlegia do animal que recebe o sinal.

Neste trabalho foram utilizadas ratas Wistar fémeagens, com quatro meses de
idade, apresentando ciclo estral regular. As férngbzadas nos experimentos encontravam-
se na passagem de fase entre proestro e estromBreala isolada, as fémeas foram expostas
durante 90 minutos a maravalha condicionada porhasacPara analisar as possiveis
alteracbes no comportamento das fémeas apoOs ai@mo$oram realizados os testes
comportamentais: labirinto em cruz elevada, camiperta, e caixa claro-escuro. Para 0s
ensaios bioquimicos as fémeas foram sacrificadesestruturas do sistema nervoso central,
hipotalamo, hipocampo, cortex frontal, e amidalbulio olfatorio; e as estruturas do sistema
reprodutor, Utero e ovarios, foram isoladas e dawigs para analise. Foram analisados os
seguintes parametros bioquimicos: as atividades eti@gmas antioxidantes (superoxido
dismutase, catalase, e glutationa peroxidase),aatifjaacdo das defesas antioxidantes néo
enzimaticas, TRAP (Total radical antioxidant poihte TAR (Total antioxidant reactivity),

e 0s parametros de dano oxidativo, TBARS (Thiolbarisi acid reactivity substances),

Carbonil e conteudo de tigis).

Nas analises comportamentais foi observado quénasals apresentaram ansiedade e
atividade locomotor-exploratéria diminuidas ap@xposicao a maravalha condicionada por
machos. Nos ensaios bioquimicos foi observado umento nas defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo-enzimaticas em estruturas dasashervoso central 30 e 90 minutos apés

a exposicdo a maravalha condicionada por machasn Alisso, o hipocampo e o cortex
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frontal apresentaram diminuido dano oxidativo, denpor radicais livres, 180 e 240 minutos
apos a exposicao. Foi observado um aumento nogatemtioxidante ndo enzimatico e uma
diminuicdo no dano oxidativo no tecido uterino,e300 minutos apos a exposicéo. Por outro
lado, as defesas antioxidantes nos ovarios foramuladas de maneira distinta durante os

240 minutos apds a exposicao.

Estes resultados trazem as primeiras evidénciasogperfil oxidativo no sistema
nervoso central, e sistema reprodutor feminino,a@wados por pistas quimicas presentes na
maravalha condicionada por machos, sugerindo qrearaunicacao atraves de feromonios €
capaz de modular a producéo e/ou remocao de espéaitvas de oxigénio no cérebro e trato

reprodutor feminino.
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Abstract

Chemical cues are widely used for intraspecificilocommunication in a vast
majority of living organisms ranging from bactet@mmammals. As an example, mammals
release olfactory cues with urine that promote oendocrine modulations with changes in

behaviour and physiology in the receiver.

In this work, four-month-old Wistar (regular 4-dayclic) virgin female rats were
utilized in the proestrus-to-estrus phase of thaguctive cycle for experimental exposure.
In an isolated room, female rats were exposed @omén to male-soiled bedding (MSB).
Elevated plus-maze assay, open field test, and/digik box task were performed to analyze
behavioural alterations on females after expostioe.biochemical assays, female rats were
killed and the hypothalamus, hippocampus, frontatex and amigdala; the olfactory bulb;
and the uterus and ovaries were isolated for furdmalysis. Antioxidant enzyme activities
(superoxide dismutase, catalase and glutathionexig@se), non-enzymatic antioxidant
defense measurements (TRAP and TAR), and the oxéddBmage parameters (TBARS,

Carbonyl and SH content) were analyzed.

In behavioural analyzes we observe that female shtsv decreased anxiety and
locomotory/exploratory activities after MSB exposuin biochemical assays we observed an
increase in both enzymatic and non-enzymatic aiteot defenses in different central
nervous system (CNS) structures analyzed 30 andifGfter MSB exposure. Furthermore,
hippocampus and frontal cortex showed diminished fadical oxidative damage at 180 and
240 min after exposure. We observed an increasigeimon-enzymatic antioxidant potential
and diminished free radical oxidative damage iminietissue, 30 and 90 min after exposure.
Furthermore, in ovaries enzymatic defenses wereutatetl distinctly along the 240 min after

exposure.
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These results provide the first evidence that diidgrofile of female central nervous
system, and reproductive system, are altered bynicla cues present in the MSB, thus
suggesting that pheromonal communication is ablentwulate radical oxygen species

production and/or clearance in the female brainrapdoductive tract.
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Lista de abreviaturas

CAT — Catalase

ERO — Espécies reativas de oxigénio

GPx — Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa

MUPs — Major Urinary Proteins — proteinas majorsmna urina
NFkB — fator nuclear B

O, " — Radical superéxido

PKC - Proteina cinase C

SNC - Sistema nervoso central

SOD - Superoxido dismutase

TAR — Total antioxidant reactivity — reatividadetiamidante total
TBARS — Thiobarbituric acid reactivity substancesspécies reativas ao acido tiobarbiturico

TRAP — Total radical antioxidant potential — pot@hantioxidante total ndo-enzimatico
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1. Introducao

1. 1. Comunicacgéao quimica: o papel dos feroménios

A percepcdo das mais diferentes moléculas atraeéslf@dto € de fundamental
importancia para muitos animais. Algumas espé@esetam substancias quimicas no meio
onde habitam para influenciar o comportamento e/disiologia de membros da mesma
espécie (Shepherd, 2006). Estas substancias saoadhs de feromonios, atuando na

comunicacao quimica intra-especifica. A palavrarfé@nio foi cunhada pelos cientistas Peter
Karlson e Adolf Butenandt por volta de 1959 a padd grego antigopépm (féro)

"transportar" epudv (rmon), participio presente dpudw (6rmao) "excitar". Desta forma,
0 termo ja indica que se trata de substancias gqmeo@am excitacdo ou estimulam outro

individuo.

Sinais quimicos sdo amplamente utilizados na coragéo social intra-especifica na
grande maioria dos organismos vivos, indo de bastér mamiferos (Ben-Jacob e col., 2004;
Brennan & Keverne, 2004; Johansson & Jones, 2@W)uma grande variedade de espécies
0S comportamentos sexuais e reprodutivos séo imente dependentes da comunicacéo via
sinais quimicos (Savic e col., 2001; Martinez-Rie@®l., 2007). Mamiferos secretam através
da urina feromdnios e moléculas relacionadas qam@vem modulacdes neuroenddcrinas,
com posteriores alteracdes na fisiologia e compwtao do individuo receptor (Luo e col.,

2003; Lin e col., 2005).

Algumas respostas fisiolégicas e comportamentacs isduzidas por moléculas
volateis, ndo sendo necessario que o individuopteceenha contato fisico com o sinal
quimico (Muroi e col., 2006). Outras respostas, parem mediadas por moléculas nao-
volateis, necessitam que o individuo tenha contatm o local onde o sinal quimico foi

secretado. A grande variedade de informacdes qtes emarcas podem carregar esti
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relacionada com a complexidade e diferentes pdisisibes de arranjos quimicos. A presenca
de grandes quantidades de proteinas na urina eimioa fisiologica — € condi¢ao obrigatéria
para o sucesso reprodutivo em roedores (MarchleWeka col., 2000; Beynon & Hurst,
2004), por serem muito abundantes na urina sasifitaslas comdlajor Urinary Proteins—
MUPs. Tanto a maravalha — serragem utilizada neacde cobaias — habitada por machos,
como a habitada por fémeas, possuem moléculaeiwkindo-volateis, ambas sabidamente
importantes para a comunicacdo intra-especificempvendo selecdo do parceiro e
comportamento de coépula (Marchlewska-Koj e col.Q@®0Moncho-Bogani e col., 2002;

Briand e col., 2004).

Ha mais de meio século publicacdes relatam a imfi@éde sinais quimicos na
comunicacao sexual em roedores. FEmeas que nau pinéas quando agrupadas modificam
ou suprimem seu ciclo estral (Van Der Lee & Bo®53). O ciclo estral é caracterizado por
alteracbes hormonais que levam a ovulacéo, cont@omaédia entre 4 e 5 dias em roedores.
A exposicéo a urina de ratos machos pode restaloarsincronizar o ciclo estral de fémeas
que nao ciclam (Whitten, 1956), ou acelerar a ragho sexual de jovens fémeas
(Vandenbergh, 1969). Recentemente foi reportadaquea de ratos machos induz o diestro
— fase do ciclo estral — e restabelece o ciclaaksin ratas fémeas idosas que apresentam
ciclo irregular ou ndo ovulam (Mora e col., 1994)ém disso, MUPs de camundongos
machos podem influenciar ativamente a ovulacdaxrgéo vomeronasal em fémeas (Moreé,

2006).

Avancos tecnoldgicos recentes permitiram um apd#orento no estudo de sistemas
quimiosensorios e o0s aspectos que influenciamsiadgia e comportamento de vertebrados
(Brennan & Zufall, 2006), indicando que sistemasnianais ativados por feromonios

exercem uma gama grande de fun¢des neuroendoodrasebro.
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1. 2. Espécies reativas de oxigénio e defesas axilantes

Espécies reativas sdo moléculas altamente instgueispodem trocar elétrons por
reacdes de oxido/reducéo formando assim radicaesli Os radicais livres sdo conceituados
como compostos, atomos ou moléculas capazes daeldifoelo sistema e que contém um ou
mais elétrons desemparelhados em seu orbital mx#sne, sendo assim extremamente
reativos. Essa é uma definicdo bastante amplaoeveiente lembrar que a reatividade dos
radicais livres varia grandemente entre as maerahtes espécies e 0o ambiente onde se
encontram (Halliwell & Gutteridge, 2007). Mesmo dencausadores de danos e podendo
produzir disfuncdo celular, as espécies reativasbéan possuem papel fisioldgico
fundamental em sistemas biologicos, sugerindo waptacdo dos organismos a presenca do
oxigénio ao decorre da evolucdo. Espécies reatieasoxigénio — ERO — participam
ativamente em diversas rotas fisioloégicas tais conpooliferacdo, diferenciacéo,
transformacao, resposta a patdgenos, apoptosegadivde fatores de transcricdo, etc. A
participacdo ocorre em diversos niveis, desdeizatiires celulares até compostos finais de

rota (Finkel, 1998).

Radicais livres e espécies reativas relacionadescem importantes papéis em uma
grande variedade de processo fisiologicos, incluiseixo e reproducéo (Fujii e col., 2005;
Aitken & Baker, 2006). Estresse oxidativo ha muieampo é reconhecido como fator
determinante para a fertilidade tanto em machosocem fémeas. A presenca de defesas
antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas normspezoide e no fluido epididimal sédo
essenciais para a manutencdo da fertilidade enrmesfmzoides (Drevet, 2006). Niveis
controlados do radical superéxido -+ G- apresentam um importante papel na funcdo normal
do espermatozoéide durante sua jornada pelo tramdetivo feminino (Agarwal e col.,
2008a). ERO contribuem para o sucesso no procestartdizacéo através da modulacéo de

diferentes processos, como a reacdo acrossOmicangrala do espermatozoide no évulo
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(Ford, 2004; Rivlin e col., 2004). Estdo tambémadvidos na maturacdo do odécito e na
regressdo daorpu luteumdurante o ciclo reprodutivo ovariano normal em rfaraos
(Agarwal e col., 2005). Todas estas evidéncias rséamoa idéia que radicais livres exercem
um papel fundamental na fertilizacdo e reprodugdentemente, novas pesquisas sobre 0
papel de ERO na sobrevivéncia, divisdo e difergaciaelular do sistema nervoso central —
SNC - foram publicadas (Noble e col., 2003), e #fuémcia da sinalizacdo redox em

processos de neurotransmissao também discutidase(ND06).

Para lidar com essas moléculas altamente reatias essenciais para a homeostasia,
0s sistemas biologicos desenvolveram defesas afdites. Existem dois grupos de defesas
antioxidantes: as enzimaticas, que abrangem enziami®xidantes como superéxido
dismutase — SOD —, catalase — CAT — e glutationaxpiase — GPx —; e as ndo-enzimaticas,
gue engloba algumas vitaminas, glutationa — GSldcido arico, flavondides, hormonios,
quelantes de metais. Essas defesas sao respongavemanter um nivel basal de espécies
reativas, de maneira que elas ndo sejam toxicasgsrcélulas, mas ao mesmo tempo néo
eliminem totalmente a sinalizacdo produzida poagssspécies (Halliwell & Gutteridge,
2007). ERO séo produtos normais do metabolismdaretom reconhecido papel dualistico,
onde as espécies reativas podem atuar de mankdtéardédanosa ou benéfica/essencial para
a manutencdo do organismo vivo e/ou saudavel (Valkol. 2006). Efeitos benéficos das
ERO ocorrem em niveis baixo/moderado e envolvemsréisioldgicas na resposta celular,

especialmente na sinalizacdo celular e transdug&mdl (Valko et al. 2007).
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2. Objetivos

2. 1. Objetivo geral

Feromonios sdo os principais fatores para modulagi@omportamento em uma
grande variedade de espécies. Entretanto, atébaratéio do presente estudo, faltavam
trabalhos na literatura que investigassem uma \pElssiodulacdo de espécies reativas e
defesas antioxidantes no SNC e trato reprodutoifam quando ratas eram excitadas por

feromonios.

No presente estudo foram analisados parametrostoes®e oxidativo (atividade de
enzimas antioxidantes, defesas nao-enzimaticaspsdaxidativos) no SNC e sistema
reprodutor de fémeas virgens expostas a maravaltgiaionada por machos. Também foram
avaliados parametros comportamentais relacionadosiadade nas fémeas ap0s a exposicao

a maravalha condicionada por machos.

2. 2. Objetivos especificos

Para tal, os objetivos especificos foram desendo$/nos capitulos que seguem:

» Capitulo | — “Decreased anxiety-like behaviour &ommmotor/exploratory activity, and
modulation in hypothalamus, hippocampus, and fladegex redox profile in sexually

receptive female rats after short-term exposuradte chemical cues”

* Capitulo Il — “Modulation in reproductive tissuediox profile in sexually receptive female

rats after short-term exposure to male chemicadcue
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Capitulo |

“Decreased anxiety-like behaviour and locomotor/exptatory activity, and modulation
in hypothalamus, hippocampus, and frontal cortex rdox profile in sexually receptive
female rats after short-term exposure to male cheroal cue$
Artigo aceito para publicacdo na revista
Behavioural Brain Research special issue:

Pheromonal communication, em Nov/2008.

doi: 10.1016/j.bbr.2008.11.047
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Decreased anxiety-like behavior and locomotor/exploratory activity, and
modulation in hypothalamus, hippocampus, and frontal cortex redox profile in
sexually receptive female rats after short-term exposure to male chemical cues

Guilherme Antonio Behr##*, Leonardo Lisbda da Motta®, Marcos Roberto de Oliveira?,
Max William Soares Oliveira?, Mariana Leivas Miller Hoffe,
Roberta Bristot Silvestrin®, José Claudio Fonseca Moreira?

* Centro de Estudos em Estresse Oxidative (Lab. 32), PPG Biogquimica, Instituto de Ciéncias Bdsicas da Satde,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil
b PPC Neuraciéncios, Instituto de Ciéncias Bdsicas da Satide, Universidode Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. RS, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 22 August 2008
Received in revised form

27 November 2008
ftapied 20 Moyembey 2008
Available online xxx

Chemical cues are widely used for intraspecific social communication in a vast majority of living organ-
isms ranging from bacteria te mammals. As an example, mammals release olfactory cues with urine that
promote neuroendocrine modulations with changes in behavior and physiology in the receiver. In this
waorl, four-month-old Wistar (regular 4-day cyclic) virgin female rats were utilized in the proestrus-to-
estrus phase of the reproductive cycle for experimental exposure. In an isolated room, female rats were
exposed for 90 min to male-soiled bedding (MSB). Elevated plus-maze assay, open field test, and light/dark
box task were performed to analyze behavioral alterations on females after exposure. For biochemical
assays, female rats were killed and the hypothalamus, hippocampus, and frontal cortex were isolated
for further analysis. Antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase, catalase and glutathione per-

Keywords:
Chemical cues
Frontal cortex

Hippocampus oxidase), non-enzymatic antioxidant defense measurements (TRAP and TAR), and the oxidative damage
Hypothalamus parameters (TBARS, Carbonyl and SH content) were analyzed. In behavioral analyses we observe that
Redox profile female rats show decreased anxiety and locomotoryfexploratory activities after MSB exposure. In bio-
Antioxidant defenses

chemical assays we observed an increase in both enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses
in different central nervous systern (CNS) structures analyzed 30 and 90 min after MSB exposure. Fur-
thermore, hippocampus and frontal cortex showed diminished free radical oxidative damage at 180 and
240 min after exposure. These results provide the first evidence that oxidative profile of female CNS struc-
tures are altered by chemical cues present in the MSB, thus suggesting that pheromonal communication
is able to modulate radical oxygen species production and/or clearance in the female brain.

@ 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Female behavior

1. Introduction

The sense of smell is fundamentally important to many animals.
Some species release chemical substances into their surroundings
to influence the behavior or physiology of members of the same
species [55]. Chemical cues are widely used in intraspecific social
communication in a vast majority of living erganisms ranging from
bacteria to mammals [3,8,26]. In a variety of species, sexual and
reproductive behaviars are closely dependent on communication
through chemical signals [40,52]. As an example, mammals release

* Corresponding author at: Centro de Estudos em Estresse Oxidativo (Lab. 32),
Depto Bioguimica/UFRGS, Av. Ramiro Barcelos, 2600 Anexo, CEP 90035-003, Porto
Alegre, RS, Brazil. Tel.: +55 51 3308557 8; fax: +55 51 33085540,

E-mail addresses: guibehr@gmail.com, guilherme.behr@ufrzs.br (G.A. Behr).

0166-4328 /% — see front matter & 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016{j.bbr.2008.11.047

olfactory cues with urine that promote neurcendocrine modu-
lations with changes in behavior and physiology in the receiver
[32,35]. In addition, some behavioral and physiological responses
are induced by airborne signals, while other organisms require
physical contact between the receiver and the chemical cue [45].
Male and female-soiled bedding contain both volatile and non-
volatile compounds that are known to be important in intraspecific
communication, for instance promoting mate selection and copula-
tory activity [10,37,43]. Recent developments have led to an appre-
ciation of the diversity of chemosensory systems and their comple-
mentary roles in influencing vertebrate physiology and behavior
[9], thus indicating that pheromone activated hormonal systems
play a wide range of neuroendocrine functions within the brain.
Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx) are pivotal enzymes for the normal function of
several important biological processes in mammals, with known
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Capitulo 1

“Modulation in reproductive tissue redox profile in sexually receptive female rats after
short-term exposure to male chemical cués
Artigo aceito para publicacdo na revista

Chemical Sensesm Jan/2009.

doi: 10.1093/chemse/bjp004



Chemical Senses Advance Access published February 2, 2009

Chem. Senses

doi:10.1093/chemse/bj p004

Modulation in Reproductive Tissue Redox Profile in Sexually Receptive
Female Rats after Short-Term Exposure to Male Chemical Cues

Guilherme Anténio Behr, Leonardo Lish6a da Motta, Marcos Roberto de Oliveira,
Max William Soares Oliveira, Daniel Pens Gelain and José Claudio Fonseca Moreira

Centro de Estudos em Estresse Oxidativo, PPG Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil

Correspondence to be sent to: Guitherme A, Behr, Centro de Estudos em Estresse Oxidativo (Lab. 32), Depto Bioguimica, Universidade
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Abstract

It is well known that antioxidants play an important role in sperm fertility, but there is no data on the literature regarding the
effect of male chemical cues in the antioxidant defenses of the female reproductive tract. Here, we evaluated oxidative
parameters in ovaries and uterus of virgin female rats isolated from contact to males and exposed only to male-soiled bedding
(MSB). Four-month-old Wistar (regular 4-day cyclic) virgin female rats were utilized from proestrus to estrus phase of the
reproductive cycle for experimental exposure. In an isolated room, female rats were exposed for 90 min to MSB. For
biochemical assays, female rats were killed by decapitation at 30, 90, 180, and 240 min after the end of exposure, and the
ovaries and uterus were removed for further analysis. Antioxidant enzyme activities (superoxide dismutase, catalase, and
glutathione peroxidase), the nonenzymatic antioxidant potential (total radical-trapping antioxidant parameter), and the
oxidative damage parameters (thiobarbituric acid-reactive species and carbonyl content} were analyzed. We observed an
increase in the nonenzymatic antioxidant potential and diminished free radical oxidative damage in uterine tissue, 30 and 90
min after exposure. Furthermore, in ovaries, enzymatic defenses were modulated distinctly along the 240 min after exposure.
MSB exposure modulates the antioxidant profile in ovaries and uterus of receptive female rats. It is possible that the
modifications in the oxidative profile of the female genital tract may have important implications in the process of fertilization.

Key words: antioxidant defenses, female reproductive tract, male-sciled bedding, oxidative damage, pheromonal

communication

Introduction

Chemical cues are widely used in intraspectfic social commu-
nication in a vast majority of living organisms ranging from
bacteria to mammals {Ben-Jacob et al. 2004; Brennan et al.
2004; Johansson et al. 2007). In a variety ol species, sexual
and reproductive behaviors are closely dependent on
communication through chemical signals (Roelofs 1995;
Martinez-Ricos et al. 2007). As an example, mammals re-
lease olfactory cues with urine that promote neuroendocrine
modulations with changes in behavior and physiology in the
receiver (Luo et al. 2003; Lin et al. 2005). In addition, some
behavioral and physiclogical responses can occur with air-
borne signals, whereas other organisms require physical con-
tact between the receiver and the chemical cue (Muroi et al.
2006). Male- and female-soiled bedding contain both volatile
and nonvolatile compounds that are known to be important
in intraspecific communication, for instance promoting mate
selection and copulatory activity (Marchlewska-Koj et al

2000; Moncho-Bogani et al. 2002; Briand et al. 2004). Recent
developments have led to an appreciation of the diversity of
chemosensory systems and their complementary roles in
influencing vertebrate physiology and behavior (Brennan
and Zufall 2006).

Free radicals and related reactive species play an important
role in a wide range of physiological processes, including sex
and reproduction (Fuju et al. 2005; Aitken and Baker 2006;
Halliwell and Gutteridge 2007). Oxidative stress has long
been recognized as a determinant factor in sperm fertility,
as the presence of both nonenzymatic and enzymatic antiox-
idant defenses in sperm and epidydimidal flud have been
demonstrated to be essential for sperm fertility (Drevet
2006). Besides, reduced levels of O-* have been proposed
to play an important role in normal sperm function during
their way through the female reproductive tract (Agarwal,
Makker, et al. 2008). Reactive oxygen species (ROS) may

@ The Author 2009. Published by Oxford University Press. All rights reserved.
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3. Discussao

Sinais quimicos sao o principal fator para indugéalteracbes no comportamento de
uma grande variedade de espécies. A urina de edg@resenta uma complexa mistura de
compostos volateis e nao-volateis essenciais pgpeoducdo, marcacdo do territério e
reconhecimento social (Beynon & Hurst, 2004; Mueoicol., 2006). Entretanto, poucas
substancias que comprovadamente induzem resposthxrimas e/ou comportamentais
especificas foram isoladas e identificadas até (idsjempson e col., 2004). A combinacédo de
moléculas volateis e ndo-volateis pode ser detactzlo epitélio olfatorio e/ou 6rgdo
vomeronasal, atuando como sinalizadoras para ensasineuroendoécrino (Bigiani e col.,
2005). Em roedores, a percepcdo de moléculas atrdee olfato engloba diferentes
subsistemas, e contrariamente a visdo tradicianapitélio olfatério principal pode mediar
respostas a odores comuns, assim como a ferom@@phr e col., 2006). Além disso,
pesquisas recentes mostram que respostas hormodamdas por ferombnios exercem
importantes modula¢des bioquimicas no SNC. A prateiFos € um bom marcador para
atividade neuronal. Niveis aumentados desta pmtiram encontrados no bulbo olfatorio
acessorio de ratas fémeas apds a exposicdo a deinaachos, sugerindo aumento na

atividade neuronal provocada por feromoénios (Yarohige col., 2000).

Para correlacionar a exposicdo a maravalha comdideo por machos com o
comportamento das fémeas expostas, foram utilizésstestes diferentes: o labirinto em
cruz elevada, o campo aberto e a caixa claro-es@utabirinto em cruz elevada € um teste
comportamental amplamente utilizado para avaliarealade em roedores. E facil de realizar,
pode ser totalmente filmado e resultados validateposer obtidos em um periodo curto de 5
minutos de teste (Walf & Frye, 2007). Trabalhosnées com roedores demonstraram que a
experiéncia reprodutiva de fémeas reduz parametmaportamentais relacionados a

ansiedade (Wartella e col., 2003), diminuindo capaetro durante a fase de proestro — fase
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onde ocorre o inicio da ovulacdo — em fémeas jogensexperiéncia reprodutiva (Byrnes &
Bridges, 2006). Além disso, foi recentemente dertnads que o ciclo estral influencia a
resposta das fémeas de roedores no teste do fab#im cruz elevada (Marcondes e col.,
2001), onde as fémeas em proestro permanecem Lpd@enaior nos bracos abertos do

labirinto.

As variaveis classicas analisadas no labirinto emz elevada incluem numero de
entradas nos bracos abertos, o tempo de permanépsiéracos abertos, e o numero de
entradas nos bracos fechados. Entre estas variaveesmpo de permanéncia nos bracos
abertos e 0 numero de entradas nos bracos abeégtossendo descritos como afetados por
drogas que alteram a ansiedade. Por outro ladomenmo de entradas nos bracos fechados é
comumente ndo afetado por estas drogas, por isgdizado como medida de atividade
locomotora (Kliethermes, 2005). Os resultados asticbom este teste comportamental variam
conforme a intensidade luminosa utilizada duranteomportamento. Quando este teste
comportamental é realizado com alta intensidadenlosa (Sadeghipour e col., 2007), um
aumento no tempo de permanéncia nos bracos alfertobservado em fémeas durante o
diestro — fase do ciclo estral de roedores caiaat pela infiltracdo de leucdcitos no
epitélio uterino. Quando realizado em baixa inade luminosa (Mora e col., 1996), foi
demonstrado que um grande numero de fémeas entrpreaesstro — fase logo apos o término
da ovulacdo — apresentaram aumento no numero dedaste tempo de permanéncia nos
bracos abertos, quando comparadas com fémeas atmodidleste estudo foi utilizada
lluminacdo vermelha para aquisicdo dos parametoogportamentais durante o teste de
labirinto em cruz elevada, iluminacdo esta careetda como de baixissima intensidade
luminosa. Os resultados sugerem que a curta exwosi¢ maravalha condicionada por
machos, fonte rica em feromdnios, tem um efeitaoditiso em fémeas virgens receptivas —

durante a passagem da fase de proestro para estt® acordo com o0 maior tempo de
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permanéncia nos bracos abertos observado. Corstuditizacdo de mais de um experimento
de comportamento ajuda a discutir melhor os redodtabtidos (Ramos e col., 1997; Bourin
e col.,, 2007), desta forma foram realizados outestes comportamentais, utilizando o

mesmo protocolo de exposicao.

Roedores sédo animais noturnos, desta forma preféreas mais escuras. O teste da
caixa claro-escuro € baseado na aversédo inatagjueedores apresentam para areas muito
iluminadas, desta forma o decréscimo na atividaqadoeatéria da area clara pode ser
utilizado como indice de ansiedade (Costall e ¢89i89; de Oliveira e col., 2007). De acordo
com os resultados obtidos, a exposicdo a marawahdicionada por machos induziu a
reducdo na atividade locomotora das fémeas virgeagcterizada pela diminuicdo na
locomocdo em ambos os compartimentos, e um maigrdagara deixar pela primeira vez o
compartimento claro. E sabido que o teste da celaeo-escuro foi desenvolvido para
camundongos machos, e este teste ainda nao faladalipara fémeas. Além disso, a
influencia do ciclo estral nos parametros avaliatms$este ainda nao foi investigada (Bourin

& Hascoet, 2002).

Recentemente foi sugerido um possivel envolvimel@dERO em respostas neuro-
comportamentais associadas a estresse, sendoesgiastas bastante especificas por género,
onde cobaias do sexo masculino sdo mais suscetuveestresse do que cobaias do sexo
feminino (Chakraborti e col., 2007). Outra impoteandiferenca entre as analises
comportamentais realizadas é o tipo de iluminagdizada. No teste de labirinto em cruz
elevada foi utilizada iluminagéo de baixissimanstdade, luz vermelha, e talvez por isso as
fémeas tenham se sentido mais a vontade para axmolabirinto. Nos testes de campo
aberto e caixa claro-escuro foi utilizada ilumiragé@rmal com alta intensidade luminosa, luz
branca, para observar o comportamento das colRéssivelmente, quando a andlise do

comportamento de um animal € realizada em ambiaaes alta intensidade luminosa, a
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cobaia ja esta previamente exibindo niveis basaiseatados de ansiedade, em relacdo a

cobaias observadas em ambientes com baixissinmsidéele luminosa (Hogg, 1996).

Entretanto, fémeas expostas a maravalha condi@opad machos apresentaram
alguns comportamentos que nao sdo caracteriste@imhento de ansiedade, como maior
namero de passagens no centro do campo aberto demmpo maior para deixar o
compartimento claro pela primeira vez no teste algacclaro-escuro, comportamentos que
nao indicam aumento de ansiedade. Outro resultatdoessante obtido no teste de campo
aberto diz respeito a um possivel indice para dade observavel neste teste. Trata-se da
razao entre o numero de células visitadas no cepéio numero de células visitadas na
periferia do campo aberto, altos niveis de ansedgutesentam reducdo nesta razdo. A
exposicdo a maravalha condicionada por machos lt€rowa este parametro, indicando um
comportamento ndo associado ao aumento de ansiddadeesma forma, quando realizada a
analise dos resultados obtidos no teste de labient cruz elevada, a exposi¢cdo a maravalha
condicionada por machos apresentou um claro efaitsiolitico nas fémeas virgens
receptivas. Publicacdes relatam que o teste darnbiem cruz elevada € mais sensivel a
efeitos ansioliticos quando comparado ao testeika claro-escuro (Chaouloff e col., 1997).
Observando os resultados comportamentais, o cemi@sgrito aqui sugere que fémeas
expostas a maravalha condicionada por machos apaeseparametros de ansiedade e
atividades locomotor-exploratérias reduzidas, esstsultados sao consistentes com o risco
aumentado em que as fémeas sdo expostas quandomiriomportamentos de coOpula

(Kavaliers e col., 2001).

O hipotalamo é uma das mais importantes regidegéilebro, reconhecidamente
envolvida no processamento de feromoénios (Savial.e 2001; Hosokawa & Chiba, 2007),
possui conexdes com muitas partes do SNC, incluindipocampo, o nucleo amildide, e os

lobos frontais do cértex. Conhecido como o centre dontrole das fungbes
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hormonais/enddcrinas, o hipotalamo controla em reod diversos comportamentos
sexuais, como a copula e o reconhecimento sexuap(erd, 2006). Além disso, o
hipotalamo controla a receptividade sexual com mmento de receptores de estrogénio e
sinalizacao via proteina cinase C — PKC — recent@ameportado (Dewing e col., 2008).
Ratos machos com leséo bilateral em areas do lapoiéapresentam reconhecimento sexual
anormal, estes achados suportam o envolvimentoigtialamo na integracdo dos sinais

quimicos que definem a preferéncia olfativa pelmsgosto (Hurtazo & Paredes, 2005).

Outra estrutura com reconhecida importancia é odaimpo. A aquisicdo de novas
memaorias sobre locais e eventos requer elevadicplasle sinaptica por parte do hipocampo
(Cheng & Frank, 2008). Recentemente um trabalhtabtes interessante com camundongos
foi realizado, onde ficou demonstrado que ferom&d® machos estimulam a neurogénese no
hipocampo de fémeas adultas (Mak e col., 2007or&&cdo de memoarias explicitas sobre
situacBes emocionais no hipocampo é intimamengeioglada a transmissédo de sinais via
amidala, reconhecida regido ativada por feromoflieBoux, 2007). A sofisticada troca de
informacdes entre diferentes estruturas do SNC iperama rapida e precisa deteccédo de
comida, perigo, e possibilidades de coépula, eleosemtruciais para a sobrevivéncia e

manutencao das espécies.

Todas as células aerdbicas sofrem estresse oxidativ cérebro de mamiferos € uma
estrutura especialmente sensivel. Uma das razdesdté consumo de Haproximadamente
20% do consumo basal de, @e um individuo € utilizado pelo cérebro (Halliveél
Gutteridge, 2007). Desta forma, sdo necessariteamss coordenados de protecdo e reparo a
biomoléculas oxidadas, falhas nos sistemas antoks$ contribuem para a
neurodegeneracdo e a perda das fungbes cerebmamisioUma das mais importantes
estratégias de defesa é manter o mais baixo pbssitensdes deOmas baixo o suficiente

que permita a manutencao das fun¢des normais, peardo apenas um estado fisioldgico de
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formacdo de ERO Espécies reativas sao produtosaiouin metabolismo celular aerdbico,
podendo apresentar funcdes benéficas e danosasgarganismos vivos (Halliwell, 1999;
Valko e col., 2006). Efeitos benéficos para EROr@mn em niveis baixo a moderados na
producao destas espécies, e envolvem sinalizaddlarce transducéo de sinal (Valko e col.,
2007), aléem disso, niveis controlados de ERO podenezir divisdo celular em células néo-
trasnformadas (Chiarugi & Fiaschi, 2007). Mesmo apgd das ERO estando bastante
estudado, trabalhos a respeito da funcdo das ER&ENfbsao bastante recentes. Uma revisao
publicada ha pouco tempo aborda os diferentes ashaabre a possibilidade de ERO agirem
como mensageiros no SNC, com especial atencaogpperoxido de hidrogénio —,B, —

molécula difusivel com reconhecida capacidade desageiro (Avshalumov e col., 2007).

SOD, CAT e GPx sao enzimas fundamentais para oidinamento normal de
importantes processos biolégicos em mamiferos, remonhecida importancia em processos
fisiol6gicos e patoldgicos (Warner e col., 20043. 20Ds sdo enzimas que catalisam com alta
eficiéncia a dismutagdo do,Q gerando HO,, que pode ser removido por dois tipos de
enzimas, as catalases — CATs — e as peroxidasesexpa GPx —. O aumento nas defesas
antioxidantes observado no SNC das fémeas apdgmsiedo a maravalha condicionada por
machos, pode ser resultado de um aumento na foorm@gdERO, principalmente ,B-,
entretanto, ndo foram observadas alteracées emmetios de danos oxidativos nas estruturas
do SNC analisadas. Foi observado também um aunreagodefesas antioxidantes n&o-
enzimaticas no SNC das fémeas, no mesmo periodperse observou aumento das defesas
enzimaticas. Estes resultados suportam um possipielo aumento na producéo de ERO no

SNC das fémeas apos a exposicéo a feromonios demac

Um estado redox alterado pode influenciar em vias sthalizacdo, fatores de
transcricdo, mecanismos epigenéticos, modulandoualidgde/viabilidade de odcitos,

espermatozoides e embrides (Agarwal e col.,, 2008m disso, vias de sinalizacao
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mediadas por ERO exercem importantes papéis enegsos reprodutivos fisioldgicos, como
decidualizacdo e menstruacdo (Sugino, 2007). O hoktano de odécitos e embrides €
finamente regulado por potenciais redox (Agarwatok, 2008b). No trato reprodutor
feminino, ERO estdo implicados em diversos procefismlogicos relacionados a aspectos
da reproducéo, incluindo foliculogénese e esteomérese (Shiotani e col., 1991; Behrman e
col., 2001; Sugino e col., 2004). ConcentracOeszidds de KO, sdo fundamentais para a
realizacdo correta do processo de capacitacdospesneatozoides, mas concentracdes altas
acabam por inibir este processo (Rivlin e col.,£08lém disso, antioxidantes exdégenos sao
geralmente utilizados para aumentar a capacidadertiézacdo de sémen crio-preservado

(Sikka, 2004; Michael e col., 2007).

Fémeas vivem mais que machos, e isto pode estaiaehdo a fina regulacdo que o
estrogénio exerce sobre genes relacionados a liolaglev O estrogénio liga-se a receptores
especificos que subsequentemente podem ativatasastEasinalizacdo dependentes de PKC
e fator nuclear B — NdB —, resultando na transcricdo de genes resposaoeei defesas
antioxidantes (Vina e col., 2006). Desta forma,umeanto nas defesas antioxidantes nao
enzimaticas observado nas estruturas do SNC, ¢eno, dlas fémeas expostas a feroménios,
pode estar relacionado a um aumento de hormoénisaisefemininos, como o estradiol
(Mhyre & Dorsa, 2006; Pozzi e col., 2006). A grandeiedade de interacbes entre as vias
relacionadas ao estradiol e a defesas antioxidastésbem descrita (Vina e col., 2008), e foi
demonstrado que o estradiol pode apresentar efmiisliticos no teste de labirinto em cruz
elevada (Marcondes e col., 2001). Com a possibididie ERO ativarem e/ou regularem vias
de sinalizacdo, aliada a descricdo de qu®,Hé difusivel e sinalizador, os niveis
possivelmente aumentados desta ERO presentes otalaipo e cortéx frontal podem
apresentar origem em outras areas do SNC, com@ardmpo, que apresentou niveis

aumentados da enzima SOD. Outra possibilidade gpawamento nas defesas antioxidantes
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observadas € o aumento ndo-dependente de subsiia@ees da ativacdo de fatores de
sinalizacdo que promovem ativacdo de elementomesms a antioxidantes (Li e col.,
2007). Com certeza um interessante efeito biolédmo observado neste trabalho, e
certamente estudos futuros sdo necessarios pammmeVvestigar o perfil de expressao das

enzimas antioxidantes envolvidas neste quadro.

Esta claro que o SNC apresenta estruturas/regi8éaatas e especializadas, desta
maneira, a analise de estruturas especificas, \&s ido homogenato total de cérebro, &
fundamental para melhor entender os resultadoslasbtiA importancia de outras regides
cerebrais, e areas associadas, para percepcacesgamento de sinais quimicos esta bastante
descrita. Assim, foram realizadas analises na esegéamigdala em SNC, assim como em
bulbo olfatorio, estruturas envolvidas na comuracagia feromoénios. Entretanto, de acordo
com resultados prévios, a atividade das defesasxal@antes enzimaticas ndo esta alterada
apos a exposicdo a maravalha condicionada por redobsultados ndo apresentados). Mais
investigacdes sdo necessarias para melhor deteraninfluencia da exposicao a feromonios

masculinos em outras regides do SNC e areas adascia

Sinais quimicos excitam respostas rapidas no idddvique os recebe, geralmente
levando a interacdo entre dois individuos, como letas para marcacao territorial ou
manifestacdo de comportamento sexual. Estes simasizem respostas que s&o
preferencialmente mediadas pelo sistema neuro-enddé®esta forma, é possivel que um
animal module a fisiologia e 0 comportamento dematravés de feroménios (Bigiani e col.,
2005). No presente estudo, foi observado que as&dmw & maravalha condicionada por
machos foi capaz de modular o perfil oxidativo data reprodutivo de ratas virgens. E
possivel que estas alteracbes tenham importanmEagdes no processo de fertilizagdo. Os

resultados aqui presentes mostram que a exposiga@oomonios de machos é capaz de

promover a diminuicdo no dano oxidativo, e o aumends defesas antioxidantes né&o
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enzimaticas, no Utero de ratas receptivas, sugergquk sinais quimicos secretados por
machos podem influenciar a capacidade de fertdiaadle fémeas pré-expostas, estimulando

um ambiente redox favoravel para o espermatozoide.

4. Conclusao

No presente estudo foi observado que a exposicAmravalha condicionada por
machos, uma fonte rica em feromoénios, induziu airdimdo da ansiedade em fémeas
virgens, além disso, foi observada a diminuicdo atagdades locomotoras e exploratérias

nas ratas expostas.

Foi observado também, que a exposicdo a maravalhdictonada por machos
modula o perfil oxidativo no hipotalamo, hipocameocortex frontal de fémeas virgens,
apresentando um interessante aumento nas defegagdamtes, acompanhada da diminuicao

nos parametros de dano oxidativo.

Vérios trabalhos na literatura focam nos efeito£B® na fisiologia e patologia do
SNC (Warner e col., 2004; Noble, 2006; Pozzi e, @006; Li e col., 2007; Valko e col.,
2007), e sistema reprodutor feminino (Behrman g 2001; Sikka, 2004; Fuijii e col., 2005;
Agarwal e col., 2008a). Entretanto, até o presemdenento, este € o primeiro trabalho na
literatura a demonstrar que o perfil oxidativo deteridos sistemas pode ser alterado por
moléculas presentes na maravalha condicionada pohas, sugerindo que a comunicacao
através de feromonios pode modular a producéao relmocdo de ERO no SNC e sistema

reprodutor feminino antes da reproducéao e ferghpa
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate biochemical and antioxidant parameters in
alloxan-resistant (ALR) and alloxan-susceptible ( ALS) rats. Diabetes was induced in
60-day-old male Wistar rats by a single intraperitonial injection of alloxan (AL,
150 meg/kg). Ten days after induction, a group of rats showed a significant decrease in
glycemia. This group was named alloxan-resistant group. Susceptible rats showed a
remarkable increase in the plasma lipid content, blood glucose and HbA1. Glyeogen
content in the liver decreased significantly in the ALS group (2.08 £ 0.41 mg%)
compared with ALR group (4.22 £ (0.18). Aspartate aminotransferase and alanine
aminotransferase activities were quantified in the plasma. Interestingly, ALR rats
showed a decrease in both activities (42.1 £ 6.11 and 21.7 £ 5.54 U/mL) when
compared with ALSrats(59.1 £ 6.55and 58.1 £ 7.28 U/mL). The TBARS index was
significantly increased in the ALS liver (.38 £ 0.08 ns/mg protein) when compared
with the ALR liver (.18 % 0.04). Superoxide dismutase and catalase activities in the
ALR (230 £ 13 and 131 £ 15 UU/mg protein) liver showed a marked increase when
compared with the ALS liver (148 £ 13 and 68 * 5 1//mg protein). The immunohis-
tochemical and hematoxilin—eosin analysis also revealed that pancreatic islets of ALR
rats display a different morphology amongst the groups. These results suggest an
increased regenerative or recovery process in the ALR rat pancreatic islets and an
increased hepatic antioxidant defenses in these group of alloxan-resistant rats.

INTRODUCTION

Overproduction of reactive oxygen species (ROS) is
considered to be one of the major causes of several

pathological disorders. These species are continuously
generated in physiological conditions and effectively
eliminated by intracellular and extracellular antioxi-
dant systems. Oxidative stress has been defined as an
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