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RESUMO

Tem sido documentado que a experiéncia copulatdria pode alterar o desempenho sexual em
ratos machos. No entanto, as bases hormonais e o niumero de cOpulas necessérias para o rato
adquirir experiéncia sexual ainda ndo estdo claramente estabelecidos. Por outro lado, as
alteracdes hormonais podem ser resultantes de diversos fatores, em especial a falta de sono. A
diminuicdo do tempo de sono presente na sociedade atual quer seja pelo excesso de trabalho
ou até mesmo a troca do tempo de sono por momentos de lazer, pode levar ao
comprometimento de diversas fungbes do nosso organismo, em especial o0 bom funcionamento
do sistema endocrino que pode acarretar em prejuizos no comportamento sexual e
consequentemente na funcédo reprodutiva. Neste sentido, a presente etapa se divide em 2
estudos: no Artigo 1 determinamos 0 tempo necessario para o rato adquirir experiéncia sexual
bem como o perfil hormonal de ratos sexualmente ativos e inexperientes. No Artigo 2 avaliamos
a influéncia da falta de sono no comportamento sexual (CS), perfil hormonal e parametros
espermaticos em ratos sexualmente experientes. Para a realizacdo do Artigo 1, ratos machos
foram submetidos ao treino de CS na presenca de fémeas receptivas durante 9 dias
intercalados. Os resultados indicaram que durante esse periodo, 42,5% dos animais
apresentaram excelente desempenho sexual, 17,5% mostraram um desempenho adequado,
7,5% tiveram baixa atividade e inesperadamente 32,5% dos animais ndo apresentaram
nenhuma resposta sexual. Em relacdo aos resultados hormonais, 0s ratos com baixo/nenhum
desempenho apresentaram menores concentragfes de progesterona comparadas aos animais
de excelente/adequado desempenho. A testosterona, por sua vez, foi significativamente
reduzida nos animais de baixa/nenhuma atividade comparados com o0s animais de
excelente/adequado desempenho. No Artigo 2, os ratos sexualmente ativos foram submetidos a
privacdo de sono paradoxal durante 96 horas (PSP96h) ou a restricdo de sono por 21 dias
consecutivos (RS21d) que consiste em expor 0s animais a PSP por 18 horas e as 6 horas
restantes deixa-los na gaiola moradia. Os grupos controles (CTRL) foram mantidos em gaiola de
moradia durante todo o experimento. Em seguida foram avaliados o CS, o perfil hormonal e
também o espermograma desses animais. Verificou-se que a PSP 96h foi capaz de diminuir o
desempenho sexual. Entretanto, a RS21d n&o alterou o CS dos ratos em relagdo ao grupo
CTRL. Quanto as alteracdes hormonais, os ratos submetidos & PSP 96h tiveram uma
diminuicdo das concentracOes de testosterona. A progesterona, LH e FSH ndo apresentaram
nenhuma alteracao significativa apés os protocolos de falta de sono. Em relacéo a andlise do
sémen, tanto o grupo PSP 96h como o grupo RS21d apresentaram uma menor viabilidade
espermatica em relacao ao grupo CTRL. No entanto, a diminuicdo dos espermatozoéides vivos
foi mais acentuada no grupo PSP 96h do que no grupo RS21d. Tomados em conjunto, 0s
achados do presente estudo indicam que além da testosterona, a progesterona também é um
fator limitante para o bom desempenho dos ratos machos. Além disso, os animais com
excelente atividade sexual, quando submetidos a PSP, apresentaram uma diminuicdo do
desempenho sexual, da viabilidade espermatica e ainda das concentraces de testosterona.
Similarmente, os animais que foram restritos de sono, também tiveram comprometimento na
porcentagem de espermatozoéides vivos. Assim, nossos resultados sugerem que para manter
uma resposta sexual adequada € necessaria concentracdes ideais ndo s6 de testosterona, mas
também do hormbnio tipicamente feminino, a progesterona. Ainda, independente das
concentracdes hormonais envolvidas na cascata de formacdo dos espermatozéides, a falta de
sono prejudica a funcéo reprodutiva de ratos machos.
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ABSTRACT

It has been reported that copulatory experience may actually alter sexual performance in
male rats. But indicating experience is a risky proposition since the statement is made in the
absence of an established hormonal basis and number of copulations that define sexual
experience condition. And also, the associated hormonal alterations observed in sexually
high performing rats could have been caused by factors other than experience, such as
sleep deprivation (SD). Whether it is trading sleep time for leisure time or for work, the
shortage of sleep in present day society may lead to adverse alterations in body functions,
even in the endocrine system, prompting changes sexual behavior and therefore, in
reproductive function. In light of such considerations the current stage of the overall
investigation forks into 2 studies: Study 1 seeks to determine the required time for the rat to
acquire sexual experience as well as the hormonal profile of sexually active and sexually
naive rats. Study 2 examines the influence of sleep shortage upon sexual behavior (SB),
hormonal profile, and spermatic parameters in sexually experienced rats. In Study 1 male
rats underwent SB training in the presence of receptive females every other day over a nine-
day period. Results show that throughout this period 42.5% of the subjects displayed
excellent sexual performance, 17.5% had adequate performance, 7.5% had low sexual
activity and an unexpected 32.5% showed no sexual response at all. The hormonal analysis
that followed showed that, when compared to subjects with adequate/excellent performance,
the progesterone concentrations in the rats whose sexual performance was low or nil were
decreased, as were those of testosterone. In Study 2 sexually experienced subjects
underwent to a PSD protocol for 96h (PSD96h) and a sleep restriction protocol for 21
consecutive days (SR21d). In the latter, subjects experienced 18h of sleep deprivation
followed by 6h in their home cages. Control groups (CTRL) remained in their home cages
throughout the entire protocol. SB, hormonal profile and sperm analysis were assessed and
it was found that PSD96h reduced sexual performance but SR21d did not alter SB in the rat
subjects when compared to CTRL. As for hormonal alterations, the subjects submitted to
PSD96h experienced a reduction in their levels of testosterone but no alterations occurred in
the concentrations of progesterone, LH, and FSH. As for the semen analysis, both groups
(PSD96h and SR21d), presented lower spermatic viability in relation to the CTRL. However,
the loss of live spermatozoids was more pronounced in the PSD96h group than in the SR21d
group. Taken together, the findings herein indicate that in addition to testosterone,
progesterone is also a limiting factor in the sexual performance of male rats. And
furthermore, that when submitted to PSD96h, rat subjects with excellent sexual activity loose
sexual performance and also, they experience loss of spermatic viability as well as suffer
decreases in testosterone concentrations. Likewise, there were also detrimental effects in the
percentage of live spermatozoids in the SR21d subjects. The current study thus indicates
that in order to maintain adequate sexual response an ideal concentration of not only
testosterone but of the typically female hormone progesterone is also required. And also,
regardless of the concentrations of one or another hormone involved in the cascade of
events leading to spermatozoid formation, lack of sleep can be singled out as a detrimental
factor in the reproductive function of male rats.
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Introducéo

1.1 Comportamento Sexual

O uso de modelos animais € de grande importancia para elucidar os
possiveis mecanismos que estdo envolvidos no comportamento sexual (CS). Em
especial, o rato de laboratério € o modelo animal mais utilizado para avaliar a
interacdo das bases neuroenddcrinas do CS, ndo somente pela facilidade de
manipulacdo, mas também pela identificacdo bem estabelecida do seu padréo

sexual.

Em ratos, o CS € expressado por montas, sem ou com insercéo
peniana, culminando com a ejaculacdo. A fémea receptiva responde a cada
movimento do macho com uma lordose, caracterizada pela dorso flexdo, elevagéo da
regido pélvica e deflexdo lateral da cauda para melhor acesso do macho a vagina. A
monta € caracterizada pela presenca de movimentos pélvicos do macho, porém sem
insercéo do pénis na vagina da fémea (Figura 1A). Por sua vez, a intromissdo (montas
com insercdo peniana) se diferencia da monta por apresentar movimentos pélvicos
profundos, seguidos de uma desmonta mais abrupta. Geralmente, 0 macho consegue
fazer a penetracdo vaginal em 50 a 80% das montas (Figura 1B). Finalmente, a
ejaculacdo, caracteriza-se por inser¢cdo pélvica profunda (com emissédo do liquido
seminal dentro da vagina), seguida de movimento lateral da pata anterior e uma
desmonta lenta. 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 independente da presenca da mesma fémea) (Figura 1C).
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Figura 1. Representagdo dos padrbes de comportamento sexual em ratos machos. (A)
Monta; (B) Intromisséo; (C) Ejaculagdo. Fonte: Manzo et al., (2002).

A atividade copulatéria do macho também envolve a interagdo de 3
outros fatores: o componente motor que define a coordenacdo dos musculos que
participam durante a monta e a execugdo de movimentos pélvicos ritmicos e
alternados; um componente genital externo que inclui respostas vasculares e
musculares que determinam a erecao e a inser¢cdo peniana intravaginal; e o genital
interno que envolve a atividade secretora e contratil dos diversos 06rgdos que

participam na emissao do liquido seminal (Larsson, 1956).

Ainda, a experiéncia sexual em ratos pode produzir uma série de
alteragcbes hormonais que podem favorecer a resposta do CS de forma mais
acentuada. No entanto, ndo ha um consenso na literatura a respeito desse tema. A
experiéncia sexual apesar de ser um fator importante na determinagdo do bom
desempenho sexual, uma vez que alguns ratos podem nao apresentar nenhum
comportamento, ainda € pouco estudada. Tem sido descrito que a experiéncia
copulatéria pode alterar o CS de ratos machos (Meisel e Sachs, 1994) e que alguns
ratos apresentam atividade sexual reduzida na presenca de uma fémea receptiva
(Dahlof e Larsson, 1978; Frankel, 1981; Pfaus e Wilkins, 1995; Bialy et al., 2000;
Sura et al., 2001). Por exemplo, Chu e colaboradores (2008) relataram que alguns
ratos apresentavam baixo indice de motivacdo espontdnea e comportamento

copulatério durante a primeira exposicdo a fémea. Neste sentido, seria tendencioso
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comparar um rato sexualmente inexperiente (naive) que normalmente apresenta
baixa atividade sexual durante a sessdo de treino com um rato sexualmente
experiente com bom desempenho sexual. Além disso, sabe-se que experiéncia
sexual ndo resulta somente em alteracbes comportamentais, mas também
alteracbes hormonais, repetida exposicdo a copula, intensidade do treino para
adquirir experiéncia sexual no qual o animal foi submetido, ou até mesmo a linhagem

do animal de escolha.

1.1.2 Comportamento sexual e regulacdo hormonal em machos

Existem inumeros estudos que demonstram a influéncia dos fatores
hormonais como determinantes da expressao global da atividade copulatéria. A
expressdo do CS em mamiferos € modulada por acdo de andrégenos, que modulam
o desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas masculinas, incluindo a
atividade e desenvolvimento dos érgdos sexuais. Deste modo, as alteracdes nas
concentracbes desses horménios circulantes podem acarretar mudancas neste

comportamento.

A testosterona € um dos principais hormonios no CS 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 5oa-redutase. A testosterona plasmatica € indetectavel ap6s 24 horas de
castracdo (Krey e McGinnis, 1990), enquanto a atividade copulatéria diminui
gradualmente durante dias ou semanas subsequentes (Cross e Roseli, 1999). Ratos
machos adultos submetidos a estresse durante a fase pré-natal apresentam
diminuicdo de testosterona e consequentemente, reducdo da atividade copulatoria
(Gerardin et al., 2005). Mais recentemente, Pereira e colaboradores (2006)
demonstraram que a administracdo neonatal de testosterona em filhotes de mées

estressadas durante a gestacdo foi capaz de inibir os prejuizos no CS na fase
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adulta. Além disso, a intensidade e a experiéncia sexual podem alterar os niveis de
testosterona. Diversos estudos mostram que ratos sexualmente experientes
apresentam um aumento da concentracdo de testosterona plasméatica (Manzo et al.,
2002; Wu e Gore, 2009), e hipocampal (Edinger e Frye, 2007). Ainda, essa alteracéo
da concentracdo de testosterona pode ser decorrente da atividade da aromatase,
uma vez que a testosterona também é metabolizada no cérebro através da
aromatizacdo em estradiol. Assim, a conversao 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 hipétese
de que a concentracdo da atividade da aromatase no cérebro € menor em ratos que

nao apresentam nenhum CS. Neste sentido, pode-se afirmar que o estradiol também

esta envolvido no repertério do CS.

Além desses estudos, algumas evidéncias mais recentes tém voltado a
atencdo para outro hormonio, tipicamente relacionado com o0 comportamento
feminino, a progesterona. Nosso grupo publicou uma série de artigos documentando
a relacdo da progesterona com o aumento de reflexos genitais, um dos
componentes do CS em ratos machos (para revisdo ver Andersen e Tufik, 2006).
Mais especificamente, o aumento de progesterona foi associado com a ocorréncia
de erecdes e ejaculacbes em ratos submetidos a privacao de sono paradoxal (PSP)
(Andersen et al., 2002, 2003, 2004a, 2005, 2006a, 2007). Assim, além da
testosterona, ha evidéncias que indicam uma possivel influéncia do estradiol e

também da progesterona na funcdo sexual do macho.

1.2 Influéncia hormonal no ciclo espermaético

A espermiogénese € um processo de metamorfose que envolve a
maturacdo e diferenciacdo precoce dos gametas hapldides do sexo masculino para
um espermatozoide maduro. Durante a espermiogénese, as alteragfes nos gametas

masculinos ocorrem nas proteinas nucleares, diferenciando o tamanho e forma
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celular, tamanho dos granulos de posicdo pro-acrossomal e a localizagcdo dos
centriolos. A diferenciacdo que converte gametas haploides imdveis a uma célula
alongada com potencial para movimentar-se é regulado por mecanismos complexos,
sendo os hormoénios um dos fatores importantes envolvidos na formacao do
espermatozoide. Esse processo ocorre no interior dos tubulos seminiferos presentes

nos testiculos.

O processo de espermatogénese se inicia durante a vida embrionaria,
com a formacédo das células germinativas, que permanecem em estado latente até a
puberdade. Com a liberacao das gonadotropinas hipofisarias, se inicia o processo de
amadurecimento das células germinativas, e consequentemente formacdo dos

espermatozoéides (Hermo e Clermont, 1995), como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Processo de espermatogénes. Fonte: (http://www.sabedoria.ebrasil.net)

Hormdnios gonadotréficos como o foliculoestimulante (FSH),
luteinizante (LH) e testosterona sdo essenciais para a formacédo de espermatozoéides
(para revisdo Sofikitis et al., 2008; Walker, 2009; Ruwanpura et al., 2010). Estes
hormoénios estdo envolvidos principalmente com o processo de divisdo celular da
espermatogénese que consiste na producdo dos espermatozoides (Lo et al., 2004).
No entanto, ha controvérsias na literatura a respeito da participacdo do FSH neste

processo. Alguns estudos mencionam que o FSH estaria envolvido no inicio do
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processo da espermatogénse, agindo principalmente na proliferacdo das
espermatogbnias ou no processo de meiose. Considerando que a testosterona
potencializa a acdo do FSH h& a possibilidade da testosterona também estar
envolvida na estimulagdo do processo de diferenciacdo das espermatides. Além
disso, a testosterona tem sido considerada como um suporte para a diferenciacao
completa das espermatides (Mclachlan et al., 1995; Singh e Handelsman, 1996;
Sousa et al., 2002). A secrecao de LH é regulada pelo mecanismo de feedback em
funcdo da concentracdo plasmética de testosterona circulante, que controla a
secrecdo enddcrina da hipofise e do hipotdlamo (Hermo e Clermont, 1995). A
secrecdo de FSH é regulada pela testosterona plasmatica e também pela inibina, um
hormonio peptidico produzido pelas células de Sertoli. Na Figura 3, pode-se
observar o mecanismo de controle hormonal através do eixo hipotamo-hipofise-

gonadal.

Outros horménios, como a progesterona, também vem sendo
relacionados com o processo de diferenciacdo celular da espermatogénese.
Recentemente foi demonstrado em homens que a progesterona exerce uma
influéncia na espermiogénese, em relacdo a capacitacdo espermatica
reacao/acrossoma e principalmente a biossintese de testosterona nas células de

Leydig (Oettel e Mukhopadhyay, 2004).
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Figura 3. Mecanismo de controle hormonal do eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal. Fonte:
Andersen et al.(submetido).

1.3 Privacédo de sono

Por conta de avancgos tecnolégicos, aumento do padrdo de vida e
acesso a servicos médicos, a expectativa de vida tem aumentado globalmente. E
fato que nos ultimos 50 anos tem havido um aumento substancial da expectativa de

vida na maioria das populacdes. Porém, € este estilo de vida moderno que tem

levado pessoas de varias faixas etarias e de culturas diferentes dentro de uma
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mesma populagcdo a dormir menos. Fatores como vida social intensa, luz artificial,
trabalho de turno e aumento da prevaléncia de distirbios de sono, levam ao
encurtamento do tempo de sono bem como a deterioracdo da qualidade do sono, e

isto tem se tornado um problema de saude publica crescente.

A restricdo cronica de sono, motivo pelo qual se cria este débito, é
frequentemente relacionada a imposi¢cées da vida moderna, como, por exemplo,
demandas profissionais, responsabilidades sociais e domésticas e estilo de vida,
além de privagdo voluntaria de sono. Recentemente, Van Cauter e colaboradores
(2008) ressaltam a diminuicdo de até 2 horas de sono por noite em adultos e

adolescentes nas ultimas 5 décadas.

Uma vez que cada sistema organico possui um papel distinto e critico
na adaptacdo de mudancas ambientais continuas e desafiadoras, torna-se
fundamental a conducdo de estudos visando investigar a maneira pela qual

diferentes sistemas séo afetados pela perda do sono.

Diferentes metodologias vem sendo utilizadas para tentar esclarecer a
importancia das fases do sono como um todo. Entre elas, a privacdo total de sono, a
restricdo de sono (RS) ou a privagdo seletiva de uma fase do sono, como por
exemplo, a PSP. De fato, a privacdo de sono em homens e animais provoca
diversas alteracbes, como, por exemplo, aspectos negativo sobre o desempenho
psicomotor e cognitivo, variacbes de humor, disfuncdes metabdlicas, parametros
comportamentais, entre outros (Tufik et al., 1978, 2009; Frussa-Filho et al., 2004;
Antunes et al., 2006; Allard et al., 2007; Fukushiro et al., 2007; Perry et al., 2008,
2011; Beneditte et al., 2008; Tasali et al., 2008; Alvarenga et al., 2008, 2009; Martins
et al., 2010) ou aspectos positivos como o efeito antidepressivo (Giedke e
Schwarzler 2002; Benedetti et al., 2007; Howland, 2011) e facilitatorio dos reflexos

genitais (Andersen et al., 2005, 2006a, 2007).
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No modo de vida atual, a maior parte da privagdo do sono ocorre na
fase de sono paradoxal (SP)/sono REM’, ou seja, na segunda metade da noite.
Assim, muitos investigadores desenvolveram e empregam diferentes metodologias
na reducdo ou abolicdo do SP. Ainda, mais recentemente foi estabelecido o método
de RS, que visa mimetizar a situacdo de débito de sono crénico encontrado na

sociedade atual. No entanto, como é uma metodologia nova, existem poucos

estudos abordando esse tema, principalmente na questdo hormonal e no CS.

1.3.1 Privacao de sono paradoxal e comportamento sexual

O comprometimento da funcéo reprodutiva de seres humanos e de
espécies animais tem sido motivo de especial preocupacdo nos ultimos anos. Muitos
fatores podem interferir com o0s componentes e com a funcdo reprodutiva e
ocasionar infertilidade e outras alteracdes funcionais e estruturais. Doencas, fatores
psicolégicos, estresse e variagbes hormonais, sdo alguns dos fatores que
contribuem para o surgimento de disturbios no sistema reprodutivo masculino
(Neubert e Chahoud, 1995). Um levantamento feito em 2010 mostrou uma alta
prevaléncia de disfuncdo erétii em homens entre 18 e 40. Esses achados ainda
foram relacionados com problemas psicossociais e ndo com problemas organicos
(Martins e Abdo, 2010). Atualmente, o estresse combinado com as pressoes
socioeconbmicas da sociedade culmina com o aumento da jornada de trabalho e
consequentemente, diminuicdo do tempo total de sono dos individuos. De fato, a
restricdo cronica de sono tornou-se um problema comum, principalmente nas
sociedades industrializadas, afetando cerca de 45% dos adultos (Bonnet e Arand,
1995). Estudos epidemiologicos indicam que o tempo total de sono de um adulto no

ano de 1960 era de 8,0 a 8,9 horas por noite (Kripke, 1979), enquanto que em 2000

“ Adotamos a denominacéo de sono de ondas lentas (SOL) e sono paradoxal (SP) para referir aos
estagios de sono em ratos, e sono NREM e REM como referéncias em seres humanos.

11
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esse periodo foi progressivamente reduzido para 6,9 a 7,0 horas (National Sleep
Foundation, 2002). Nos anos 60, Dement (1960) relatou o efeito da privacdo de sono
sobre o CS 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 CS, enquanto que no grupo controle ndo houve nenhuma alteracéo.
Semelhantemente, em outro estudo verificou-se igualmente que apés PSP por mais
de 8 dias ocorria hipersexualidade em gatos (Vimont-Vicary et al., 1966). Anos mais
tarde, Fergunson e Dement (1969) mostraram que ratos machos expostos a PSP e
apos a administracdo de anfetamina, apresentavam o comportamento de monta,

mas sem orientacao espacial.

A PSP por 96 horas apresenta também aspectos positivos,
especificamente na motivacado sexual, como aumento da frequéncia de erecdes e
ejaculacbes espontanea em ratos (Andersen e Tufik, 2002). Por outro lado, a
fragmentacao crénica de sono, como por exemplo, a que ocorre na apnéia do sono
pode levar a disfuncéo erétil (Soukhova-O'Hare et al., 2007; Andersen et al., 2010).
Assim, h& indicios de que a duracdo da perda de sono pode ser um importante fator
na resposta sexual. No entanto, poucos estudos até este momento associaram a

gualidade de sono com a funcéo sexual masculina.

Nos ultimos anos, nosso grupo tem investigado os efeitos da falta de
sono na funcéo erétil. De fato, a PSP apresenta um efeito facilitatorio sobre os
reflexos genitais (erecbes e ejaculagdes), uma vez que 50% dos animais
apresentam espontanemente erecao e 20% ejaculam ap6s serem privados
seletivamente de sono paradoxal (Andersen e Tufik, 2002). Esses efeitos foram
observados tanto em ratos jovens (Andersen et al., 2003), adultos (Andersen et al.,
2005, 2006a, 2007; Andersen e Tufik, 2006; Alvarenga et al., 2006) como idosos
(Andersen et al., 2002, 2004a).

12
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A erecdo e ejaculacdo representam 2 comportamentos fundamentais
para a resposta motivacional do CS. Porém, a avaliacdo do repertério completo do
CS envolve tanto comportamentos motivacionais quanto respostas do desempenho,
representada pelos comportamentos de montas, intromissdes e ejaculagdes. Nesse
sentido, recentemente demonstramos que na presenca de fémeas receptivas, ha
uma reducado no desempenho sexual de ratos expostos a PSP por 96h quando
comparados a ratos com padrdo de sono normal (Alvarenga et al., 2009). Essa
diminuicdo do desempenho foi representada pelo aumento da laténcia para iniciar o
comportamento de monta e intromissdo, e diminuicdo do ndmero de intromissdes
guando comparados ao grupo controle. Assim, esses dados indicam que a PSP
interfere com 0s mecanismos que regulam o CS masculino. De acordo com Verma e
colaboradores (1991) a PSP por 3 dias resultou em aumento do CS em ratos, uma
vez que houve elevacdo da frequéncia de intromissdes e reducdo da laténcia para
ejaculacdo. Por outro lado, outro estudo demonstrou que ratos PSP néo
apresentaram alteracGes significativas em seu desempenho sexual (Hicks et al.,
1991). Por sua vez, a diminuicdo do tempo de sono prolongado durante 20 dias
resultou numa porcentagem diminuida de ratos que apresentaram monta,
intromissbes e ejaculacbes quando comparados aos controles (Velazquez-

Moctezuma et al., 1996).

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 numero de fotografias com figuras femininas nas
quais os individuos escolheram. Além disso, 0s pacientes com impoténcia
psicogénica demonstraram aumento do intumescimento peniano e rigidez apés 24
horas de privacao de sono sob estimulagcéo audiovisual experimental (Ferini-Strampi
et al., 1996). Assim, esses dados indicam que a diminuicdo do tempo de sono

interfere com 0s mecanismos que regulam o CS, mas a duragédo e a extenséo da
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participacdo das condicbes de estresse deveria ser considerada como um fator

relevante envolvido nesse efeito.

De fato a resposta do CS pode variar de acordo com modalidade e
intensidade do estresse (Retana-Marquez et al., 2003). Dependendo do género e da
idade em que os ratos forem submetidos ao estresse, por exemplo manipulacao
neonatal ou estresse pré-natal, também pode promover alteracbes hormonais
durante a idade adulta, em especial alteracdes no CS (Gerardin et al., 2005; Gomes
et al., 2006; Pereira et al., 2006). No entanto, a PSP tem um componente inerente
de estresse muito dificil de dissociar das consequéncias produzidas pela falta de
sono. Contudo, em relacdo ao CS e sono, até o momento, 0 quadro permanece

obscuro e é nesse cendrio que este estudo se insere.

1.3.2 Privacéo de sono paradoxal e hormdnios

As vias subjacentes da interagdo da privacdo de sono e as alteragbes
comportamentais envolvem multiplos sistemas fisioldgicos, entre ele o enddcrino.
Estudos relacionando modelos animais de PSP e horménios foram iniciados na
década de 1980 pelo grupo mexicano liderado por Javier Veldzquez-Moctezuma
enfocando principalmente os horménios gonadais. Para isso, ratos machos
gonadectomizados foram submetidos a PSP durante 120 horas e sua resposta
sexual hetero e homotipica ao benzoato de estradiol foi testada, haja vista que a
PSP facilita a inducdo do comportamento de lordose em fémeas tratadas com esse
hormonio (Velazquez-Moctezuma et al., 1984). Os resultados demonstraram que a
PSP por si s6 ndo produziu a resposta de lordose. Contudo, um efeito
marcantemente positivo foi observado apds o tratamento com estrégeno sobre o CS

feminino comparado com grupos nao privados de sono (Canchola et al., 1986).
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Em humanos, além dos hormdnios gonadais, outros horménios
também sofrem alteracdes decorrente da PSP em voluntarios saudaveis. Van Cauter
e colaboradoes (1991) demonstraram que adultos jovens privados de sono das 23
as 7 horas (8 horas de sono total neste caso) apresentam alteragdes nos hormonios
tireoestimulante (TSH), prolactina e cortisol. Ainda, esses hormdnios nao voltaram

aos valores normais apdés o sono normal da noite subsequente a privagdo de sono

(Figura 4).
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Figura 4. Perfil hormonal de cortisol (A), hormonio tireoestimulante (TSH) (B) e prolactina
(PRL) (C) de 8 homens adultos jovens durante o sono noturno, 8 horas de
privacdo de sono e 8 horas de sono diurno. Os dados sdo representados em

média e erro-padrdo. Fonte: modificado de Van Cauter et al. (1991) e Van Cauter
e Spiegel (1999).
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Em animais também foram observadas algumas alteracdes no sistema
endocrino decorrentes da PSP. Embora a testosterona seja conhecida por exercer
os efeitos motivacionais necessarios para a demonstracdo do CS masculino (Roselli
e Chambers, 1999), demonstramos que as concentragdes desse hormoénio estavam
significativamente reduzidas ap6s 96 horas de PSP (Figura 5A), 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 (Figura 5B).
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Figura 5. Avaliacdo das concentracdes de testosterona (A) e progesterona (B) apos 24, 48,
72 e 96 horas de privagdo de sono paradoxal (PSP) e apés 24, 48, 72 e 96 horas
de rebote de sono (R), *difere do grupo controle (CTRL); tdifere do grupo PSP
24h; qdifere do grupo PSP 96h; tdifere do grupo R24. Fonte: modificado de
Andersen et al. (2005).
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Evidéncias recentes indicam que os distlrbios de sono interferem com
o sistema endaocrino (Boethel, 2002). Embora o CS esteja sob o controle hormonal, a
interacao entre esses 2 fatores sob o paradigma da PSP permanece como uma area
bem pouco investigada. Os efeitos da privacdo de sono no CS masculino podem
ocorrer pela interacdo direta com componentes do sistema reprodutivo ou
indiretamente pela interferéncia na regulacdo endocrina, haja vista que o
desenvolvimento e a manutencdo do sistema reprodutivo é particularmente
dependente de uma série de interagBes hormonais (Whitley et al., 1994; Neubert e
Chahoud, 1995). Contudo, pouca atencdo tem sido direcionada para o papel da
progesterona no CS masculino. Uma possivel explicacdo para o numero limitado de
estudos a respeito deste tema reside no fato de a progesterona ter uma participagao
central na reproducao feminina. Além disso, a progesterona, tradicionalmente, € tida
por apresentar uma funcdo limitada ou mesmo inexistente no controle do CS

masculino (Phelps et al., 1998).

Dando seguimento a investigacdo das variaveis envolvidas nessas
alteracdes hormonais, nossos estudos demonstraram que esse aumento na
concentracdo de progesterona apos a PSP ocorre em diferentes linhagens de rato
(ex. Long-Evans), além da Wistar (Andersen et al., 2006a), h4 um efeito inibitério do
antagonista de receptor de progesterona nos eventos eréteis desses animais
(Andersen e Tufik, 2005), e a administracdo de progesterona por 4 dias restabelece
a ocorréncia de erecbes em ratos castrados e privados de sono (Andersen et al.,
2004a). Corroborando com nossos dados, ha relatos de que a suplementacao de
progesterona em ratos machos castrados foi capaz de induzir reflexos genitais,
mesmo ha auséncia de outros esterdides gonadais (Witt et al., 1994, 1995). Esses
autores relataram que a testosterona isoladamente ndo restaurava as respostas
sexuais tipicas nos machos, a menos que as concentracdes de progesterona
estivessem elevadas. Com o aumento da concentracdo da progesterona encontrada

nos estudos anteriores e sua participagao na indugao de erecao em ratos castrados,
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a progesterona parece ser um fator hormonal de suma importancia na resposta

motivacional do CS masculino (Andersen e Tufik, 2006).

A progesterona esta presente em um amplo espectro de atividade
biolégica dentro de uma variedade de tecidos. Este horménio pode influenciar
diversos comportamentos, como por exemplo, reproducdo, humor, apetite,
aprendizagem, memoria, atividade sexual e ainda, a qualidade do sono e a
respiracdo. A progesterona produz um efeito hipnético/indutor de sono e € um
potente estimulante para atividade respiratoria em homens. Por esse motivo, tem
sido associada a uma diminuicdo do numero de episddios de apnéias centrais e

obstrutivas do sono (para revisao ver Andersen et al., 2006b).

7

Considerando que a erecdo € um fenbmeno caracteristico do sono
paradoxal, a modulacdo exercida pela progesterona nos reflexos genitais poderia ser
atribuida aos seus efeitos sobre o sono paradoxal. Nossos dados mostram que a
mifepristona, antagonista de receptor de progesterona, diminuiu a duragdo dos
episodios de sono paradoxal, além de diminuir reflexos genitais (Andersen et al.,
2005). Assim, esse achado sugere que a progesterona deva estar envolvida na
regulacéo do sono paradoxal e parece exercer um papel funcional na regulacéo do

CS masculino.

Tomados em conjunto, esses estudos contribuem com os dados da
literatura sobre a influéncia da progesterona na funcdo sexual masculino. Embora o
papel da testosterona no CS do macho ndo possa nem deva ser excluido, h&a
necessidade de estudos adicionais para esclarecer a interacdo entre esses
horménios nos mecanismos sexuais, especialmente o da progesterona, que, por um

longo tempo, foi conhecida somente como um hormdonio estritamente feminino.

O cenéario que se tem até este momento é que a PSP altera os
horménios sexuais de forma a reduzir a testosterona e a aumentar a progesterona.

No entanto, como os efeitos do sono paradoxal também sé&o resultantes do estresse
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associado a perda de sono, conduzimos um estudo com o propdésito de examinar a
influéncia da PSP, bem como a de outros agentes estressantes nos hormoénios
esterdides em ratos machos (Andersen et al., 2004b). Os resultados indicaram que
0s niveis de progesterona estavam elevados nos grupos que receberam choque nas
patas e expostos a PSP em relacdo aos grupos controles, natacdo, frio e
imobilizacdo. Embora essas 2 modalidades tenham sido as Unicas capazes de
induzir alguma resposta genital (10% dos animais que receberam choque nas patas
apresentaram erecdo, Andersen et al., 2000), ha uma grande diferenca entre esses
grupos, sugerindo que a alteracdo hormonal ndo seja o Unico fator responséavel por
esses comportamentos. De fato, um estudo conduzido com estresse de contencdo
em machos e fémeas, relacionou a progesterona como um marcador de estresse

melhor que a liberacéo de corticosterona (Kalil, 2010).

O horménio de resposta ao estresse também se encontra alterado
apos um periodo de privacdo de sono. Quatro dias de PSP sao capazes de
promover aumento de corticosterona (Figura 6A) e do hormonio adrenocorticotrofico
(ACTH) (Figura 6B). No entanto, apenas 24 horas de rebote de sono foram
necessarias para reverter esse aumento, tanto de corticosterona quanto de ACTH
encontrados apd6s um periodo de 24 a 96 horas de PSP (Suchecki et al., 2002;
Andersen et al., 2003, 2004ab, 2005; Zager et al., 2007).
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Figura 6. Avaliacdo das concentracdes corticosterona (A) e do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) (B) ap0s 24, 48, 72 e 96 horas de privacdo de sono paradoxal (PSP) e apos
24, 48, 72 e 96 horas de rebote de sono (R), * difere do grupo controle (CTRL);
difere dos grupos R24-96. Fonte: modificado de Andersen et al. (2005).

Em virtude de pesquisas em Psiconeurendocrinologia terem sido
predominantemente sobre o papel da testosterona no CS, e com base nas muitas
evidéncias que dao suporte a esse fato, ha uma resisténcia natural ao considerar
que a progesterona também possa contribuir decisivamente para esse
comportamento. Em relacdo aos nossos achados, acreditamos que eles possam de
alguma maneira adicionar mais evidéncias para a marcante e recente participacéo
da progesterona em eventos essenciais da reproducdo, como a erecao.
Afortunadamente, pelo menos nos roedores, o envolvimento expressivo da
progesterona no CS proporciona novas oportunidades para maior compreensao de

seus efeitos hormonais na funcédo reprodutiva.
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1.4 Interagcdo da privacao de sono paradoxal, comportamento sexual e

espermatogénese

O sono € um fendbmeno bioldgico fundamental para a manutencéo da
salude e qualidade de vida. Hoje, devido a situacdo encontrada na sociedade atual,
os individuos sdo impostos ou se submetem a longa jornada de trabalho ou até
mesmo em busca de uma intensa vida social diminuem seu tempo de sono. A
privacdo ou RS croénica pode prejudicar o bom funcionamento do organismo, em
particular, o sistema enddcrino. Neste sentido, o impacto do sono na funcéo
endocrina tem sido estudado extensivamente, tanto em humanos quanto em
roedores. Porém, as alteracdes relacionadas ao perfil hormonal e a falta de sono nos

parametros reprodutivos em ratos machos, ainda néo estdo bem elucidados.

Em relacdo a funcdo sexual, diversos estudos tem investigado os
efeitos da PSP na funcao erétil. Em particular, a PSP apresenta um efeito facilitatorio
na ocorréncia dos eventos de erecdes e ejaculacdes. Além disso, a PSP diminui as
concentracfes de um dos principais hormoénios masculinos, a testosterona. Por outro
lado, promove um aumento de progesterona, hormonio tipicamente feminino. Outros
hormdénios como FSH, LH, estradiol e corticosterona também se mostram alterados
com a falta de sono, no entanto, esses efeitos dependem da intensidade e duragéao

da privacdo de sono.

Sabe-se que os horménios esterdides apresentam um importante papel
na formacado e manutencéo da espermatogénese, como representando na Figura 7.
Assim, as mudancas no padrdo endocrino decorrente da PSP podem alterar o

processo reprodutivo.
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Figura 7. Esquema da espermatogénese indicando a sequéncia de eventos e hormonios
necessarios para formacgéo de cada fase celular.

Neste sentido, devido as diversas alteragbes comportamentais e
hormonais promovidas pela reducdo do tempo de sono, nossa hipétese € que essas
alteracdes no sistema endocrino produzidas pela privacdo de sono possam, além de
prejudicar o CS, também interromper alguma etapa do ciclo espermatico em ratos
acarretando consequéncias na fertilidade, especialmente diante da importancia de

alguns hormdnios para formacédo adequada do espermatozoide.
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Justificativa

Diversos paradigmas experimentais tém sido propostos no estudo das
alteracdes comportamentais decorrentes da privacdo de sono aguda ou cronica. Em
relacdo ao sono ou, mais especificamente, sua privacdo tem sido associada a
modificagdes importantes no comportamento sexual devido & marcantes alteragcdes
no perfil hormonal. Estas podem modular a experiéncia sexual, 0 comportamento
copulatério e ainda acarretar no comprometimento do sistema reprodutor como um

todo levando a possiveis prejuizos na perpetuacdo da espécie.

Apesar das diversas consequéncias comportamentais e hormonais da
privacdo de sono paradoxal serem bem estabelecidas, os mecanismos relacionados
com a reproducdo e os efeitos associados aos processos da espermatogénese
permanecem desconhecidos. Neste sentido, torna-se relevante o estudo dos efeitos

da privacéo e restricdo de sono na funcao reprodutiva em ratos machos.
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Objetivos

Objetivo geral

Investigar a influéncia do treino para aquisicdo da experiéncia sexual
como um componente importante para o desempenho sexual adequado. Ainda,
verificar se os modelos de privacdo de sono paradoxal e restricdo de sono poderiam
afetar os parametros reprodutivos como o comportamento sexual, espermograma e

perfil hormonal.

Objetivos especificos

O objetivo geral exposto acima foi subdividido em 3 proposi¢des:

1. Padronizacdo do treino de comportamento sexual para tornar os
animais sexualmente experientes e avaliacdo das concentragcbes

hormonais apds o periodo de treino (Artigo 1);

2. Avaliar os efeitos da privacao e restricdo de sono no comportamento

sexual, bem como nas concentragbes hormonais (Artigo 2);

3. Analisar a qualidade e a concentracdo espermatica ap0s a privacao

e restricdo de sono (Artigo 2).
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Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar Hannover machos de 90 dias de idade
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para a
Medicina e Biologia - CEDEME. Os animais foram mantidos sob temperatura de
22+2°C e com ciclo de claro-escuro de 12 horas (das 7 as 19h) controlado
automaticamente e com racdo e agua a vontade. A limpeza das gaiolas foi feita em
dias intercalados para remocdo da serragem utilizada para forracao.
Aproximadamente 10 animais foram utilizados para cada grupo. Todos o0s
procedimentos experimentais foram conduzidos segundo as Normas Internacionais
de Pesquisa envolvendo Animais e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da

UNIFESP (#071/09 - Anexo 1).

4.2 Treino de comportamento sexual

Animais inexperientes podem nao apresentar CS. No intuito de evitar
qualquer viés durante a avaliacdo comportamental, todos os ratos passaram por
treino de CS a fim de adquirir experiéncia sexual e assim garantir um padréo

semelhante de resposta sexual entre eles.

Os ratos foram colocados por 5 minutos antes do inicio do teste
isoladamente em gaiolas de acrilico (45 cm de didametro x 50 cm de altura) para
evitar a interferéncia do comportamento exploratério no CS. Em seguida, foi
colocada uma fémea receptiva artificialmente induzida pela administragdo por via
subcutédnea de 10 ug/0,1ml de estradiol 48 e 24 horas antes do teste, e de
500 pg/0,1ml de progesterona 4 horas antes do inicio do teste. Todos os testes

foram realizados durante o periodo escuro (19 as 3 horas) do ciclo claro-escuro.

Para o treino de CS, os animais foram expostos por 30 minutos durante

9 dias intercalados a fémeas receptivas. O teste foi interrompido quando os ratos
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nao apresentavam nenhuma atividade durante 15 minutos (Figura 8). Quando os
animais apresentavam intromissdo, o cronémetro era reiniciado por mais 15 minutos
até a ejaculacdo. Foi considerada a laténcia maxima (15 minutos) para os animais

gue néo apresentavam ejaculagéo.

9 dias de treino

TR TR TR TR TR TR TR TR TR

Figura 8. Esquema de treino para adquirir experiéncia sexual em ratos. TR: treino.

4.3 Drogas

Para a realizacdo dos experimentos de CS foram utilizadas as

seguintes drogas (Sigma, St. Louis, EUA) administradas por via subcutanea:
¢ Estradiol E,: concentracao de 0,1 g/20ml.

e Progesterona P4: concentracdo de 0,002 g/20 ml.

ARTIGO 1: Influence of progesterone on sexual performance in male rats
(Journal of Sexual Medicine 2010;7:2435-2444).

4.4 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos experimentais:
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a) Naives: animais controles (CTRL) mantidos em suas gaiolas de
moradia.
b) Sexualmente experientes: animais que foram submetidos ao treino

para adquirir experiéncia sexual.

4.5 Procedimento experimental

Os animais foram submetidos ao treino de CS conforme descrito no
item 4.2. Apés os 9 dias de treinamento os animais foram distribuidos em 4 grupos
de acordo com a frequéncia ejaculatoria: excelente, adequado, baixo ou nenhum
desempenho sexual e eutanasiados para coleta de sangue para posterior dosagem

hormonal de testosterona e progesterona (Figura 9).

9 dias de treino

48 horas

TR TR TR TR TR TR TR TR TR

Ap6s o treino os animais foram distribuidos em:

Excelente

Adequado - Eutanasia para coleta de sangue

Baixo
Nada

Figura 9. Protocolo experimental utilizado no Artigo 1. TR: treino para adquirir experiéncia
sexual no qual os animais foram expostos a fémeas receptivas por 15 minutos
durante 9 dias intercalados.
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4.6 Analise hormonal

Ao final de cada experimento, os animais foram imediatamente
eutanasiados pelo método da decapitacdo em uma sala adjacente. Saliente-se que
esse procedimento requer muita experiéncia e destreza para imobilizar o animal
corretamente e precisdo no manejo da guilhotina. Entdo, somente uma pessoa

realizou a decapitacdo no decorrer dos experimentos.

Apos a eutanasia dos animais, o sangue foi recolhido em tubos de vidro
especificos de acordo com a dosagem hormonal a ser realizada. Tubos sem
anticoagulante foram utilizados para a determinagcdo hormonal de testosterona e
progesterona. Apés a coleta, os tubos foram centrifugados a 3018,4xg por 10 minutos
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi pipetado e armazenado em tubos
menores a -80°C até a realizacdo dos ensaios que foram realizados por meio da
técnica de quimiluminescéncia (ADVIA-Centaur®). O coeficiente de variacdo intra-

ensaio considerado para testosterona foi de 7,7% e para progesterona foi de 6,5%.

4.7 Anélise estatistica

Uma vez que os dados de CS apresentaram normalidade, foram
analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas
seguida pelo teste post-hoc de Duncan. As avaliagdes hormonais foram analisadas
pelo teste de ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Duncan para
comparacdes entre 0s grupos. Os valores foram expressos em meédia + erro padrao.

O nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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ARTIGO 2: The effect of sleep loss on the reproductive function of male rats

(submetido).

4.8 Grupos experimentais

Apobs o treino de CS os animais com 6timo desempenho sexual foram

distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experimentais:

a) CTRL: animais controles (CTRL) mantidos em suas gaiolas de
moradia.

b) PSP: animais submetidos a privacdo de sono paradoxal (PSP) por
96 horas.

c) RS: animais submetidos a restricdo parcial crébnica de sono (RS)

por 21 dias.

4.9 Procedimento experimental

Apos o treino de CS, os animais foram submetidos a PSP por 96 horas
ou RS por 21 dias. Imediatamente apés o periodo de PSP/RS foi realizada a
avaliacdo do CS durante 30 minutos, seguida do exame para avaliagcdo do sémen.
Feita a analise do espermograma, os animais foram eutanasiados para coleta de

sangue para dosagens hormonais (Figura 10).
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9 dias intercalados

Inicio do
treino

(TR) 48 horas
TR TR TR TR TR TR TR TR TR

30 minutos
por animal

Figura 10. Protocolo experimental utilizado no Artigo 2. TR: treino para adquirir experiéncia
sexual no qual os animais foram expostos a fémeas receptivas por 15 minutos
durante 9 dias intercalados; CS: comportamento sexual; PSP: privacdo de sono
paradoxal; RS: restricdo de sono parcial crénica.

4.10 Privacéo de sono paradoxal

Os animais foram submetidos a PSP durante 96 horas. O método de
plataforma multipla modificada consiste em colocar aproximadamente 10 animais em
um tanque (143 x 41 x 30cm) contendo 14 plataformas circulares de 6,5 cm de
diametro com o nivel da 4gua 1 cm abaixo da sua superficie (Figura 11). O niamero
de plataformas maior que o de animais permite que eles possam mover-se de uma
para outra, ao contrario da imobilizacdo observada no método de plataforma Gnica.
A atonia muscular presente no sono paradoxal faz com que o animal acorde ao

encostar o focinho ou, ainda, o corpo inteiro na agua.
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Um estudo realizado recentemente em nosso laboratério demonstrou
que, durante o periodo de PSP de 96 horas, o método de plataforma multipla foi
capaz de suprimir totalmente o sono paradoxal nos animais (Machado et al., 2004).
Portanto, optamos por denominar a técnica de “privacdo de sono paradoxal’.
Durante todo o periodo de PSP, a sala foi mantida em condi¢cdes de temperatura
constante (22+2°C) e sob um ciclo claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase

clara as 7 horas da manha. A agua do tanque foi trocada diariamente.

Figura 11. Ratos privados de sono paradoxal pelo método da plataforma multipla modificada.

4.11 Restricdo de sono

Os animais foram submetidos a RS pelo método da plataforma
multipla, como descrito no item anterior. Diariamente, os ratos foram alojados sobre
uma plataforma circular em tanque com agua durante 18 horas (16:00 as 10:00

horas do dia seguinte). As 10:00 horas os animais (n=10) foram devolvidos para as
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gaiolas de moradia (41 x 34 x 17,5cm), onde permaneceram até as 16:00 horas,
permitindo assim 6 horas de sono (10:00 as 16:00 horas - Machado et al., 2005)

como demonstrado na Figura 12.

24 horas

6 horas mantidos em gaiola moradia
18 horas de privacéo de sono (permissédo de sono)

Figura 12. Representacéo do protocolo de restricdo de sono.

4.12 Avaliacdo do comportamento sexual

Os ratos foram colocados isoladamente por 5 minutos antes do inicio
do teste em gaiolas de acrilico (45 cm de diametro x 50 cm de altura) para evitar a
interferéncia do comportamento exploratério no CS. Em seguida, foi colocada uma
fémea receptiva artificialmente induzida pela administracdo por via subcutanea de
10 pg/0,2ml de estradiol 48 e 24 horas antes do teste, e de 500 ug/0,1ml de
progesterona 4 horas antes do inicio do teste. Todos os testes foram realizados
durante o periodo escuro (19 as 3 horas) do ciclo claro-escuro, como demonstrado

na Figura 13.
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Os seguintes parametros do CS foram avaliados durante os 30 minutos

de teste:

e Laténcia de monta (LM) e de intromissao (LI): consiste no tempo
(medido em segundos) que cada animal demora para atingir a

primeira monta ou primeira intromiss@o de cada série copulatoria.

e Laténcia de ejaculagdo (LE): corresponde ao tempo (em
segundos) entre a primeira intromissdo até a ejaculacdo. Foi
determinada a laténcia maxima de avaliacdo (30 minutos) para os

animais que nao ejacularam;

e Numero de montas (NM) e de intromissGes (NI): consiste no

namero de eventos que ocorreu durante cada série copulatéria;

e Numero total de montas (NTM) e de intromissdes (NTI):
corresponde ao numero total de montas e intromissées que cada

rato apresentou no periodo total de 30 minutos de avaliacao;

¢ Numero total de ejaculagbes (NTE): corresponde ao numero total

de ejaculacdes no periodo de 30 minutos.

¢ Intervalo inter-intromissao (lll): esse parametro € caracterizado

pela laténcia da ejaculacéo dividida pelo numero de intromissdes.

¢ Intervalo inter-copulatério (IIC): caracteriza-se pela laténcia de
ejaculacdo dividida pelo numero de intromissdes somado ao

numero de montas.

e Indice copulatério (IC): foi avaliado pelo nimero de intromissées
dividido pelo numero de montas somado ao numero de

intromissoes.
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Figura 13. llustracdo de comportamento sexual emitido pelo rato durante (A) Monta: ocorre
guando o macho se apdlia sobre a regido pélvica da fémea sem que haja
intromissdo do pénis; (B) Intromisséo: ocorre a penetracdo do pénis na vagina
da rata; (C-D) Ejaculacéo: ocorre ap0s uma sequéncia de montas e intromissoes.
E uma continuag&o da intromissdo, porém o rato mantém o pénis na vagina da
rata por um tempo maior (1-3 segundos). Esse comportamento consiste no
término de uma série ejaculatéria do comportamento sexual.

4.13 Espermograma

Imediatamente apdés o macho ter ejaculado, a fémea foi eutanasiada
para retirada do liquido seminal diretamente dos cornos uterinos. O liquido seminal
foi armazenado em tubos a 37°C e foram feitas as seguintes analises microscopicas

e macroscopicas (Lucio e Tlachi-Lépez, 2008):

Parametros microscépicos

¢ Viabilidade espermética: 10ul de liquido seminal juntamente com

10 pl de corante eosina-nigrosina foram colocados em uma lamina e
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nos possibilitou a contagem em microscépio dos espermatozoides

vivos (ndo-corados) e mortos (corados) (Figura 14A).

e Concentracdo espermatica: para medir a concentracdo dos
espermatozoides foi feita uma diluicdo de 1:100 de 10ul de liquido
seminal e 90yl de formalina 10%. Apds a diluicdo, a contagem foi

realizada com o auxilio da cAmera de Neubauer (Figura 14B).

¢ Mobilidade: foi feita a contagem de 100 espermatozéides e esses
classificados quanto ao tipo de movimento: progressivo rapido (A),

progressivo lento (B), in situ (C) ou parado (D) (Figura 14C).

¢ Morfologia: foi feita a contagem de 100 espermatozdides e esses

classificados quanto a morfologia: normal, somente flagelo, somente

cabeca ou 2 cabecas (Figura 14D).

Figura 14. Parametros microscépicos analisados no teste de espermograma. (A) viabilidade,
(B) concentracéo espermética, (C) mobilidade e (D) normalidade.
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Parametros macroscépicos

e Dentre os parametros macroscopicos foram analisados: cor (amarelo,

branco ou transparente), volume e pH do liquido seminal.

4.14 Analise hormonal

Apo6s a eutanasia o sangue foi recolhido em tubos de vidro especificos
de acordo com a dosagem hormonal a ser realizada. Apos a coleta, os tubos foram
centrifugados a 3018.4xg por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi pipetado e armazenado em tubos menores a -80°C até a realizacdo dos ensaios.
A concentracdo hormonal de testosterona (7,7%) e progesterona (6,5%) foi
determinada por meio da técnica quimiluminescéncia (ADVIA-Centaur®). Ja as
dosagens de FSH e LH (<9,5%) foram realizadas por meio da técnica Multiplex.
Essa nova tecnologia Luminex™ xMAP (MAP = Perfil de Multiplos Analitos, x = sua
variavel a ser analisada) nos permite a dosagem de multiplos analitos
simultaneamente em um Unico poco de reacao em microplacas envolvendo processo
exclusivo. E ainda, outra vantagem € um menor volume (25 pl) de amostras para a
realizagéo dos 2 ensaios simultaneos. Com isso, podemos minimizar o custo de um

imunoensaio tradicional de ELISA em aproximadamente 50%.

4.15 Analise estatistica

Os dados de CS foram avaliados quanto a normalidade e
homogeneidade por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
Por ndo apresentarem 0S pré-requisitos necessarios para o uso de testes
paramétricos, foi necesséario padronizar os dados utilizando o Escore Z.

Posteriormente, foi utilizado o teste de analise de varidncia (ANOVA) de uma via
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seguido do teste post-hoc de Tukey quando necessario. Em relacdo aos resultados
hormonais e o espermograma, foi utilizado o teste de ANOVA de uma via seguido do
post-hoc de Tukey quando necessario. Os resultados foram expressos na forma de

média + desvio-padrdo. O nivel de significancia considerado foi p<0,05.
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Resultados

ARTIGO 1

Influence of Progesterone on Sexual Performance in Male Rats
Journal of Sexual Medicine 2010;7:2435-2444

Resumo

Tem sido documentado que a experiéncia copulatéria pode melhorar o desempenho
sexual em ratos machos. No entanto, as bases hormonais e o0 numero de cépulas
para o rato adquirir experiéncia sexual satisfatoria ainda ndo estdo claramente
estabelecidos. Neste sentido, o objetivo do presente artigo foi determinar o tempo
necessario para que os animais apresentassem um bom desempenho sexual, assim
como, avaliar as concentragcdes hormonais ap0s o treino. Para isso, ratos Wistar
Hannover machos foram expostos a presenca de fémeas receptivas durante 9 dias
intercalados. Apds este protocolo de treino, os animais foram distribuidos em grupos
de acordo com a frequéncia ejaculatéria, assim classificados em excelente,
adequado, baixo e nenhum desempenho sexual. Também foram avaliadas as
concentracbes hormonais em todos 0s grupos que passaram por treino de
comportamento sexual. Nossos resultados indicaram que 9 dias de treino ndo foram
suficientes para que alguns animais apresentassem um bom desempenho sexual.
Enquanto 42,5% dos animais apresentaram excelente desempenho sexual, 17,5%
mostraram um desempenho adequado, 7,5% tiveram baixa atividade e
inesperadamente 32,5% dos animais ndo apresentaram nenhum comportamento.
Além disso, apos 4 dias de treino 0s animais com excelente e adequado desempenho
apresentaram diminuicdo da laténcia para ejaculacdo quando comparado com o 1°
dia de treino. Em relacédo aos resultados hormonais, os ratos com baixo ou nenhum
desempenho apresentaram menores concentracdes de progesterona quando
comparadas aos animais de excelente/adequado desempenho. A testosterona foi
significativamente reduzida nos animais de baixa/nenhuma atividade comparados
com os animais de excelente/adequado desempenho. Assim, pode-se concluir que
além da testosterona, a progesterona pode ser um fator relevante para um bom

desempenho sexual em ratos machos.
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ABSTRACT

Introduction. It has been documented that copulatory experience can alter or improve sexual performance in male
rats. However, the hormonal basis and the number of sexual encounters needed for a rat to acquire sufficient
performance remains unclear.

Aim. The aim of this study was to examine whether levels of testosterone and progesterone are associated with
sexual performance in male rats.

Methods. Adult male Wistar Hannover rats were exposed to a receptive female for 15 minutes every other day for
9 days for acquiring sexual experience.

Main Outcome Measures. After training protocol, rats were scored as low or high sexual performers. Hormonal
levels (testosterone and progesterone) were evaluated in both trained and non-trained control groups.

Results. Our results showed that a 9-day training period was not sufficient for some male rats to acquire a good level
of sexual performance. While 42.5% of the rats displayed excellent sexual performance during the training sessions,
17.5% showed adequate performance, 7.5% had low sexual activity, and 32.5% of the rats did not display any sexual
behaviors whatsoever. Additionally, after 4 days of training, rats with excellent/adequate performance showed a
significant decrease in ejaculation latency relative to the first day of training. The rats with low or no sexual activity
had lower progesterone levels relative to those displaying the highest sexual performance after 9 days of training.
Testosterone, in turn, was also significantly reduced in animals with low/no sexual performance compared with
excellent/adequate rats.

Conclusion. In conclusion, progesterone may be a limiting factor to promoting sexual performance in male rats.
Alvarenga TA, Andersen ML, and Tufik S. Influence of progesterone on sexual performance in male rats.
J Sex Med 20105;7:2435-2444.

Key Words. Sexual Experience; Sexual Behavior; Testosterone; Progesterone; Ejaculation; Hormones; Sexual Func-
tion in Animal Model; Male Rat

Introduction

I t has been reported that copulatory experience
can alter sexual performance in male rats [1],
and that some rats display low sexual activity in the
presence of a receptive female [2-6]. For instance,
Chu and co-workers [7] reported that some male
rats had a spontaneously low level of motivation
and copulatory behavior during the pre-test (first
exposure to the female).

Sexual behavior is directed by a sophisticated
interplay of steroid hormone actions in the brain.
These hormones regulate sexual arousal and the
experience of sexual rewards that give rise to expec-

© 2010 International Society for Sexual Medicine

tations of competent sexual activity, sexual desire,
arousal, and performance. Among steroid hor-
mones, testosterone has been considered the main
candidate for modulating sexual function in male
rats. Sexually experienced rats had increased test-
osterone levels compared with animals that were
never exposed to sexual stimuli [8]. In addition to
testosterone, estrogen and luteinizing hormone
have also been consistently reported to be associ-
ated with sexual experience in male rats [9,10]. In
particular, Wu and Gore [10] demonstrated that
sexual experience changed sex hormone levels in
young male rats, leading to higher levels of test-
osterone and estrogen compared with naive rats.

J Sex Med 2010;7:2435-2444
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These results further strengthen the interaction
between sexual behavior and hormonal profile.

Our group has demonstrated a close relation-
ship between progesterone levels and genital
reflexes in male rats (for a review, see Ref [11]).
Based on the participation of this hormone in the
induction of erection in sleep-deprived, castrated
rats [12] and on the identification of progesterone-
dependent mechanisms that influence neuro-
chemical pathways in copulation [13], we
speculated that progesterone may be a relevant
hormonal factor for sexual motivation in males. In
fact, pretreatment with mifepristone, a progester-
one receptor antagonist, significantly reduced the
percentage of displayed erections in sleep-
deprived rats compared with control rats [14].
Studies of the hormone determinants of genital
reflexes induced by paradoxical sleep deprivation
(PSD) also demonstrated that these rats presented
significantly lower testosterone levels despite a
high frequency of erections [15-18].

Recently, Alvarenga etal. [19] demonstrated
that progesterone was involved in the sexual per-
formance of male rats. The total number of ejacu-
lations in adult rats subjected to a chronic
protocol of food restriction and exposed to PSD
was not significantly lower than that of the
control group. These animals also displayed an
increase in progesterone levels compared with
animals that had food ad libitum and normal sleep.
It follows that the increase in progesterone may
have an important role not only in erectile reflex
but also in ejaculatory and reproductive mecha-
nisms. Thus, sexual function might be dependent
on progesterone secretion in addition to testoster-
one availability. These data provided further
support of the role of progesterone in male sexual
motivation.

Although the contribution of experience to the
expression of sexual activity has been recognized
[20,21], its association with hormone levels has not
been fully elucidated. Although recent data
showed that progesterone plays a role in sexual
motivation, further studies are warranted. For
instance, it is not clear how progesterone levels are
related to sexual experience. In the present study,
we aimed to examine whether levels of progester-
one and testosterone were associated with sexual
performance in male rats. To conduct this experi-
ment, we subjected male rats to a lengthy training
period in which they acquired sexual experience
and then scored them as low or high sexual per-
formers. Hormonal levels were evaluated in both
trained and non-trained control groups.

J Sex Med 2010;7:2435-2444
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Methods

Subjects

Adult male Wistar Hannover rats were bred and
raised in the animal facility of the Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
Medicina e Biologia (CEDEME) of the Univer-
sidade Federal de Sdo Paulo. The animals were
housed in a colony maintained at 22°C in a 12:12
hour light-dark cycle (lights on at 07:00 hour) and
allowed free access to water and food. The rodents
used in this study were maintained and treated in
accordance with the National Institute of Health
guidelines. All animal procedures were approved
by the University’s Ethics Committee (CEP N.
09/071).

Sexual Behavior Evaluation

All behavioral observations were performed after
the onset of the dark phase (2 hours after the lights
were turned off) in a temperature-controlled room
by one experienced researcher who was blinded to
the different conditions. Sexual behavior tests were
done using a Plexiglas cylinder (45 cm diameter)
arena. Dim red lights were left on during the dark
phase of the light/dark cycle.

The training protocol for acquiring sexual expe-
rience consisted of exposing the male rat to a
receptive female for 15 minutes every other day for
9 days. Testing was stopped if the male rat did not
display any activity for 15 minutes (Figure 1). If
the rats expressed intromission behavior, the timer
was restarted for 15 more minutes until ejacula-
tion. The maximum latency to ejaculation was
therefore 15 minutes (900 sec) on all days of the
training. Maximum latency was recorded for
animals that did not exhibit any ejaculation.

On each day of training, the male was intro-
duced into the arena 5 minutes before the female.
Both latency to first ejaculation and the ejaculation
frequency were recorded. The female rats were
brought into sexual receptivity by administering
estradiol benzoate (Sigma Chemical Co., St. Louis
MO, USA; 10 ug/0.1 mL sesame oil, sc) 48 and 24
hours before the sexual test, and progesterone
(Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA;
500 ug/0.1 mL sesame oil, sc) was administered 4
hours prior to the test.

Groups

To better observe the pattern of sexual behavior,
animals were classified according to the percent-
age of ejaculation frequency after 9 days of training
(Figure 1A). The rats were distributed into the
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Figure 1 Panel A—Represents the distribution of all animals in relation to the percentage of ejaculatory frequency. Rats
were classified in different groups according to this parameter (excellent, adequate, low and none). Panel B—Schematic
representation of the protocol. The rats were exposed to 15-minute sexual behavior training sessions on nine alternate days.
Thirty minutes after the end of the last day of training, the animals were euthanized and blood was collected for hormone
determination.

following groups (no rats displayed ejaculation fre-  ® Low: animals that showed a 10% ejaculation fre-
quencies between 11 and 69%): quency (n=3)
* None: animals that did not show sexual behavior
* Nuive: animals were not exposed to sexual train- at any time during the training (n=13). See
ing (n = 15); Figure 1A.
* Excellent: animals that showed a 100% ejacula-
tion frequency (n = 17); Blood Sampling and Hormone Determination
* Adequate: animals that showed a 70-90% ejacu-  As shown in Figure 1B, rats were taken to an adja-
lation frequency (n =7); cent room and decapitated 30 minutes after the
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behavioral test on the 9-day of training. Naive rats
were euthanized at the same time so that hormone
levels could be compared between trained and
non-trained groups. Blood samples were collected
and stored individually. Blood was collected in
glass tubes, centrifuged at 3,018.4xg for 15
minutes at room temperature, and then frozen at
—20°C until required. Intra-assay coefficients of
variation are given in parentheses. Concentrations
of serum testosterone (7.7%) and progesterone
(6.5%) were measured by a chemiluminescent
enzyme immunoassay (Advia Centaur, Bayer Cor-
poration, Tarrytown, NY, USA).

Statistical Analyses

The sexual behavior data were analyzed using
analysis of variance (aNova) for the repeated mea-
sures test, followed by the Duncan test. Hormonal
data were analyzed using a one-way ANOVA test
followed by the Duncan test for comparisons
between groups. Values are expressed as mean *
standard deviation (SD). The level of significance
was set at P < 0.05.

Results

Sexual Behavior Parameters

Ejaculation Frequency

The ejaculation frequencies shown in Figure 2A
were calculated based on the frequency of ejacula-
tion during the nine training days ([number of
ejaculations/9 days] x 100). Figure 2B shows the
percentage of rats in each category of sexual per-
formance. Of the 40 total rats, 42.5% displayed
high sexual performance, 17.5% were adequate,
and 7.5% were low performers; 32.5% of the rats
did not show any sexual behavior. Table 1 repre-
sents the percentage of animals in different groups
(low, adequate and excellent) displaying ejacula-
tion on each training day of the 9-day protocol.

Ejaculation Latency

We selected only 5 animals per group and
observed them after days of training, the rats with
excellent performance had decreased ejaculation
latency compared with the /ow performance rats

Alvarenga et al.

from the fifth day of training onwards; whereas,
the rats with adequate performance presented a
decrease in ejaculation latency only on the last day
of training (I>,10=26.75; P=0.001) (Figure 2C).

In Figure 2D, all rats with excellent and adequate
performance were combined in Group 1 and all
rats with Jow or no performance in Group 2,
because there were no significant differences
between Groups 1 and 2. Starting on the third day
of the evaluation, Group 1 showed a significant
reduction in ejaculation latency compared with
Group 2 (Fy33=58.28; P=0.001). Group 1 also
had decreased ejaculation latency after the fourth
day of training, compared with their own values on
days 1, 2 and 3. This reduction in latency persisted
until the last day of training. This effect was not
observed in Group 2 (Figure 2D).

Hormone Concentrations

Progesterone

Figure 3A shows the effects of sexual experience
on progesterone concentrations. The Duncan test
indicated that progesterone was significantly
higher in Group 1 than in naive rats (I3 =
20.947; P=0.001). This increase was 3.8-fold
higher than that of the naive group. Interestingly,
Group 2 had significantly lower levels than Group
1 (P<0.001).

Testosterone

With regards to testosterone concentrations, the
Duncan test revealed that Group 2 showed signifi-
cantly lower levels relative to Group 1 (F330 = 3.94;
P =0.02). As shown in Figure 3B, there were no
significant differences among the other groups,
despite repeated testing.

Discussion

Our findings illustrate that training is an impor-
tant component of good sexual performance in
male rats. After 9 days of exposure to receptive
females, the rats were categorized into excellent and
adequate (Group 1), and Jow and no performance
(Group 2) groups. Training reduced the latency to
first ejaculation in Group 1, which indicates the

»

»

Figure 2 Effects of 9 days of training on the acquisition of sexual experience in male rats as measured by ejaculation
frequency (panel A), the percentage of subjects that fall into the different categories (panel B), ejaculation latency of different
performance levels (low, n = 3; adequate and excellent, n = 5) (panel C), and ejaculation latencies of Group 1 and Group 2
(panel D). Latencies are expressed as mean = standard deviation. Panel C: *significantly different from Group displaying low
performance (P < 0.03). Panel D: *significantly different from Group 1 (P < 0.005); #different from respective previous days

(P < 0.001).
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Table 1
day of the 9-day protocol

Alvarenga et al.

Percentage of animals of different groups (low, adequate and excellent) displaying ejaculation on each training

Days of training D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
Low (n=3) 0 0 33.3 66.6 0 0 0 0 0
Adequate (n=7) 42.8 14 57.1 85.7 100 100 100 100 100
Excellent (n=17) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

importance of a standardized time for a good
sexual response. Moreover, the results indicate
that the acquisition of sexual experience can
improve the sexual performance of male rats.
While 42.5% of the rats displayed excellent sexual
performance throughout the entire observation
period, 17.5% improved to an adequate perfor-
mance, which indicates that sexual experience
enhances performance. However, 32.5% of the
rats did not display any sexual behaviors. Interest-
ingly, the animals that had better sexual perfor-
mance also had the highest levels of progesterone.
These findings suggest that the high sexual

response of Group 1 can be related to a
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hypothalamic-adrenal axis activation. In turn,
animals that showed low/no performance (Group
2) had significantly reduced testosterone levels
relative to the rats of Group 1.

We adopted our protocol because it allowed for
standardization of the degree of copulatory activity
and avoided possible bias. It would be biased to
compare a sexually naive rat that shows low sexual
activity during the training session to another rat
that performs well. It is notable that several sub-
jects display sexual behavior on the 3 and 4™ days
but not on subsequent days, as shown in Table 1.
There were also animals that presented adequate
sexual responses up to the 4" day but displayed

Group 1 Group 2
#
; B
Group 1 Group 2
Groups

Figure 3 Concentrations of serum progesterone (ng/mL; panel A) and testosterone (ng/dL; panel B) in naive, Group 1
(excellent and adequate sexual performance), and Group 2 (low/no sexual performance) male rats. Concentrations are
represented as the mean = standard error of the mean (SEM). *Significantly different from naive rats (P < 0.001) and

#different from Group 1 (P < 0.001).

J Sex Med 2010;7:2435-2444



Progesterone in Male Sexual Performance

excellent sexual behavior afterwards. Low perfor-
mance rats, in contrast, did not improve after
extended training. These findings corroborate
previous studies demonstrating that sexual experi-
ence can promote distinct changes in male sexual
activity. However, there is not a consensus about
this topic. In 2004, Portillo and Paredes [22] dem-
onstrated that 2-3% of their animals did not dem-
onstrate copulatory behavior. Ang and Ngai [23]
observed that none of the 100 rats demonstrated
sexual behavior. Taken together, there seems to be
variation in the proportion of rats not showing
copulatory behavior.

We acknowledge that 32.5% is a high propor-
tion of animals with an absence of sexual activity.
Pottier and Baran [24] reported that non-
copulators suffer from a general behavior syn-
drome characterized by being less active, less
responsive, and different in general arousability.
and 55% of the rats were persistent noncopulators
during a series of 7 experiments. Compared
with experienced animals, the naive rats that copu-
late tend to have a longer latency for mounts,
intromissions, and ejaculation. Some naive animals
in different species (hamster, gerbil, guinea pig,
mouse, ram, and rat) do not copulate or may
mount inconstantly during testing. Most of these
naive males never develop stable baseline rates of
copulatory behavior and are often discarded
[4,6,25-27].

The difference between the studies may be
because of the species (rats x mice), strain (Wistar
Hannover x Wistar Sprague-Dawley) or behav-
ioral training (time of exposition to female rats). In
fact, discrepancies in findings between studies can
be because of several factors, such as strain and the
protocol of sexual behavior training. In our study,
each rat was exposed to a female for a 9-day period;
whereas, in Gore’s study, the rats had sexual expe-
rience 15 times (every other day for 30 days). This
suggests that sexual experience is modified accord-
ing to the duration of sexual stimulation [10].
Because 32.5% did not show any sexual activity
during the observation sessions, the 9-day proto-
col served as a sufficient time lag for selecting good
performers and eliminating those that did not
display sexual behavior. This allowed us to avoid
possible bias during the behavioral evaluation. The
speculation that some rats require longer periods
to adapt to the test environment so that they can
adequately attend to the receptive female [28] is
not applicable to this study. The rats used herein
did not seem to require more recovery time
because they did not present any sexual behavior,
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neither mounting nor intromission, for any of the
days that were evaluated.

Although other parameters such as mounting,
intromission latency and frequency are well estab-
lished as sexual behavior parameters, we consid-
ered the frequency and latency of ejaculation as
additional parameters representative of sexual
behavior because ejaculation is the endpoint of the
copula. Indeed, ejaculation is the most rewarding
component of male sexual behavior [9]. Recently,
differences in the spinal command of ejaculation in
male rats have been reported [29]. That study pro-
vides evidence of a neurophysiological difference
between the rapid, normal, and sluggish ejaculator,
which is expressed as an accelerated expulsion
phase in rapid ejaculator rats. Although the com-
plete sequence of integrated pathways, the hor-
monal basis, and the neurotransmitters necessary
for ejaculation have been investigated [30,31],
there are still mechanisms not fully addressed.

Testosterone has been identified as the major
hormone responsible for male sexual performance,
motivation, and attraction (for a review Ref
[10,32]). Testosterone typically occur during
copulatory behavior and that this hormone can
activate transitory motivational and physiological
responses that facilitate reproduction in rats [33].
Plasma levels in male rats increased significantly
whenever a receptive female was present [34].
Sexually experienced male rats also presented the
highest levels of hippocampal testosterone when
compared with naive rats [8]. However, in both
studies, the rats were subjected to different dura-
tions of sexual activity training with females. In the
first study, the rats were submitted to receptive
females for a short period of time (1 day). In the
second study, rats had a lifetime of sexual experi-
ence (approximately 1 year). In our study, test-
osterone was significantly decreased in the low
performance rats (Group 2) relative to the high
performance group, suggesting that androgen
level is associated with sexual responsiveness. This
data demonstrate that testosterone levels did not
increase in high performing rats after 9 days of
sexual training when compared with naive rats.
These findings are contrary to previous studies
that indicated a role for circulating testosterone in
sexual performance in rats, thus supporting the
important action of androgens in male sexual
responses. Further studies have reported sexual
experience-related increases of testosterone [8,10].
Wu and Gore [10] observed that experienced
groups of male rats had higher serum testosterone
than naive rats. Of note, rats with low sexual activ-
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ity did not present decreased plasma testosterone
concentrations compared with high-performing
rats [35]. Additionally, testosterone levels can be
changed by mere exposure to the sight, smell, and
sound of an estrous female [25]. In an experiment
similar to ours, resting levels of testosterone did
not differ between low- and high-activity in males
[25]. Collectively, the hormonal profile related to
copulation is an issue that warrants further experi-
mentation to clarify the influences that sexual
experience can exert on testosterone concentra-
tions and to tease apart further factors involved in
the complex cascade of events that underlies copu-
latory behavior.

Portillo et al. [36] confirmed the hypothesis that
the concentration of aromatase activity in the brain
is lower in non-copulating males than in copulating
males. Because testosterone may be metabolized in
the brain through aromatization to estradiol, and
the rats of Group 2 had a reduction in testosterone
levels, we can assume that this reduction in andro-
gens found in the present study may result in lower
levels of estradiol in low performance and non-
copulating rats. Estradiol obtained through the
regional aromatization of testosterone in the brain
is crucial in males for full display of copulatory
behavior and partner and olfactory preferences for
receptive females [36]. These findings shed light on
the understanding of hormonal profiles related to
low sexual performance in rats.

Progesterone is a relevant key regulator of the
processes involved in the development and main-
tenance of reproductive function [37]. Progester-
one’s central role in female reproduction is well
documented and a great deal of research has
focused on elucidating the neural and endocrine
mechanisms of progesterone in females. Limited
attention, however, has been directed to its pos-
sible role in the function of sexual behavior in
males. An early study by Heller et al. [38] reported
a decrease in sexual libido in four men receiving
progesterone treatment. In the 1970s, progester-
one treatment was used to reduce excessive sexual
desire [39] and in the treatment of some abnormal
sexual behaviors in males [40]. Further physiologi-
cal experiments indicated that male rats showed
daily hormonal variations with a nocturnal
decrease in testosterone concentrations, while
progesterone was lower in the morning and gradu-
ally increased throughout the day [41]. In contrast
to human studies, it has been reported that proges-
terone supplementation in castrated male rats
could initiate the full array of sexual behaviors
even in the absence of other gonadal steroids [13].
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That study verified that testosterone alone did not
completely restore typical sexual responses in all
castrated males, unless progesterone concentra-
tions were also elevated.

Opver the last few years, our group has consis-
tently observed that progesterone influences male
genital reflexes displayed by sleep-deprived rats.
For instance, replacing progesterone in sleep-
deprived, spontaneously hypertensive rats pro-
moted pronounced increases in erection as
compared with replacement of testosterone [18].
Pretreatment with mifepristone, a progesterone
receptor antagonist, significantly reduced the per-
centage of rats displaying erections [14]. It is
notable that these studies illustrate the effects of
progesterone on erection events exclusively.
Herein, we are reporting that progesterone also
plays a role in male copulatory behavior. Thus, we
speculate that progesterone may be a relevant hor-
monal factor in eliciting male sexual response.
With respect to mating behavior, we also found
that progesterone was involved in ejaculatory
mechanisms in male sleep-deprived rats, because
rats that showed normal ejaculation frequencies
had higher concentrations of progesterone [19].

Interestingly, we observed in the present study
that the group of animals with the highest sexual
activity (Group 1) also had increased levels of
progesterone in comparison to naive and low/no
sexual performance rats (Group 2). Progesterone
was also 3.8-fold increased in Group 1 relative to
control naive animals. These data provide further
support for a role of progesterone in male sexual
behavior and suggest that good performance is
accompanied by high levels of progesterone,
which, in turn, can be considered a limiting factor
to promoting sexual performance in male rats. In
this sense, it might be speculated that the rats
require certain levels of progesterone to be able to
show sexual behavior. Accordingly, adequate levels
of progesterone are necessary for the rats to have
excellent performance. Frye et al. [42] speculated
that some of progesterone’s influences on various
behaviors might be because of actions of its
Sa-reduced metabolite, Sa-pregnan-3o-ol-20-
one.

In summary, this study aimed at investigating
how training influenced or improved sexual per-
formance and whether hormones such as testoster-
one and progesterone might influence this
behavior. Regarding the training required for
acquiring sexual experience, our study demon-
strates that a minimum exposure time to receptive
females is necessary for the male to perform well,
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though some rats may still not achieve adequate
performance after 9 days. In this way, we were able
to observe the evolution of sexual behavior day by
day. As can be observed in Figure 2C, males
become experienced after three to five training
sessions. Indeed, the figure depicts that from the
fourth day of the training, the animals presented a
reduction in ejaculation latency. Of note, Table 1
shows that there are animals that presented sexual
behavior on the third and fourth days; however, no
sexual activity was displayed after that. Also, some
animals presented adequate sexual performance
(70-90% ejaculation frequency) up to the fourth
day, but presented excellent sexual behavior after
the fifth day. Collectively, our data show that when
studying male sexual behavior in rats, one should
account that not all subjects will show adequate
performance (Group 1) and that there are animals
that require more sessions (>5) before they can
display adequate sexual behavior. Furthermore, we
also show that testosterone, which is an important
factor for male sexual function, was lower in rats
that had low/no sexual activity, while progester-
one, which has gained recent attention for its
involvement in male sexual behavior, was signifi-
cantly elevated in the best performers. Our find-
ings provide more evidence that progesterone may
have functionally relevant consequences for male
sexual function and that this hormone plays a more
important role in the control of male sexual behav-
ior than has been commonly thought.
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The Effect of Sleep Loss on the Reproductive Function of Male Rats
Submetido

Resumo

Devido a pressao exercida pela sociedade atual, os individuos sao impostos a longas
jornadas de trabalho ou intensa vida social e consequentemente diminuem seu tempo
de sono. Essa falta de sono pode levar ao comprometimento de diversas fun¢des do
nosso organismo, em especial o funcionamento adequado do sistema enddécrino que
pode acarretar em prejuizos no comportamento sexual e na funcéo reprodutiva. Neste
sentido, o presente estudo avaliou as consequéncias da privacdo de sono paradoxal
(PSP) ou a restricdo de sono (RS) nos parametros reprodutivos. Ratos Wistar
Hannover foram submetidos a PSP durante 96 horas ou a RS por 21 dias
consecutivos ou mantidos em gaiola de moradia (CTRL). Em seguida foram avaliados
o comportamento sexual, o perfil hormonal e também o espermograma. No0ssos
resultados indicam que a PSP foi capaz de diminuir significativamente o desempenho
sexual. Em relacdo aos animais que foram expostos a RS, o padrdo de cépula foi
semelhante aos dos animais CTRL, sem alteragdes na motivagdo ou no desempenho
sexual. Quanto as alteracdes hormonais, os ratos submetidos a PSP tiveram uma
diminuicao significativa das concentracdes de testosterona quando comparado com o
grupo CTRL. A progesterona, por sua vez, foi semelhante entre os grupos avaliados.
As concentracfes de FSH e LH também nédo foram alteradas apés os protocolos de
PSP e RS. Em relacdo a analise do sémen, tanto o grupo PSP 96h quanto o grupo
RS 21d apresentaram uma menor viabilidade espermética em relacdo ao grupo
CTRL. No entanto, a diminuicdo dos espermatozdides vivos foi mais acentuada no
grupo PSP do que no grupo RS. Tomados em conjunto, nossos achados sugerem
que a falta de sono foi capaz de promover danos na fungdo reprodutiva de ratos

machos.
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Abstract

Reduced sleep time is prevalent in modern society and can lead to various functional
outcomes. These impairments significantly impact the endocrine system, and changes in
sexual behavior can affect reproductive function. This study aims to evaluate the influence
of selective sleep deprivation and long-term sleep restriction on sexual behavior and
hormone levels as well as sperm quantity and viability in male rats. Sexually experienced
rats were subjected to paradoxical sleep deprivation (PSD) for 96 hours or sleep restriction
(SR) for 21 consecutive days. The control group (CTRL) was kept in their home cages
throughout the experimental protocol. Sexual behavior was evaluated following the
exposure of the PSD or SR paradigm (or the equivalent time period in CTRL rats) and then
the hormone and sperm variables were measured. The PSD was able to significantly
decrease sexual behavior, but the SR group showed no effect compared to the CTRL
group. With respect to their hormones, the PSD rats had a significantly lower testosterone
levels compare to CTRL group. Sleep deprivation protocols did not change progesterone,
follicle-stimulating hormone (FSH) or luteinizing hormone (LH) in relation to CTRL group.
Regarding the semen analysis, both the PSD and SR groups presented a lower sperm
viability compared to the CTRL group. However, the decrease in the number of live sperm
was larger in the PSD group than in the SR group when compared to the CTRL rats.
These findings demonstrate that sleep loss can promote marked changes in the

reproductive system and particularly affect sperm viability.

Keywords: sleep deprivation, sleep restriction, sexual behavior, testosterone,

progesterone, sperm, reproduction, hormones, male rat.



1. Introduction

Any population residing in an industrial country can experience a sleep deficit.
Chronic sleep restriction, which is the root of such deficits, is often associated with the
demands of modern life. These include professional, social and domestic obligations that
result in a hectic lifestyle and leads to voluntary sleep deprivation. Van Cauter and
colleagues (2008) have suggested that an average decrease of up to two hours of sleep
per night has occurred over the past five decades in adults and adolescents.

The adverse effects of sleep deprivation (SD) have been well documented and
include changes in cognitive performance, weight, metabolic and neurochemical
alterations, and an increased risk of cardiovascular disease (D’Almeida et al., 1997,
Alvarenga et al., 2008; Tasali et al., 2008; Martins et al., 2010; Perry et al., 2011). Not
everyone is adversely affected by SD; the condition has been found to benefit people with
depression (see Howland, 2011 for review), improve ambulation in animal models of
Parkinson’s disease (Andrade et al., 1987) and augment the frequency of spontaneous
erection and ejaculation in rats [see Andersen and Tufik (2006) for a review]. Previous
studies have also found that paradoxical sleep deprivation (PSD) affects sexual function by
promoting genital reflexes (erection and ejaculation), with 50% of the rats studied
presenting erection and 20% displayed ejaculation following PSD (Andersen and Tufik,
2002).

Although erection and ejaculation are representatives of fundamental behavior
towards sexual engagement, these two responses do not define sexual behavior per se. In
order to comprehensively assess sexual behavior one must scrutinize other motivational
behaviors expressed as performance in the number of mounts, intromissions and
ejaculation. Alvarenga et al. (2009) demonstrated that rats exposed to 96 h of PSD

displayed reduced sexual performance, as evidenced by an increase in latency for



intromission initiation and a reduction in the number of intromissions when compared to a
control group. These findings indicate that PSD interferes with several regulatory
mechanisms of male sexual behavior.

In addition to altering behavior, PSD also has been found to influence sex
hormones. Andersen and collaborators (2004a, 2005, 2007) have observed that male rats
suffer marked hormonal alterations in a 96 h PSD protocol. These effects include
decreases in testosterone and estradiol concentrations as well as increases in
progesterone and glucocorticoids.

Pareek and collaborators (2007) have associated a reduction in testosterone
concentration with an increase in apoptosis of germinating cells within testicular
seminiferous tubules. Given that spermatozoids are formed in the seminiferous tubules,
this increase is detrimental to the fertility of affected rats and mice. Luteinizing hormone
(LH), follicle-stimulating hormone (FSH) and testosterone are all intimately involved in the
process of cellular division and spermatogenesis, which ultimately leads to spermatozoid
production (Lo et al., 2004; Sofikitis et al., 2008; Walker, 2009). Additionally, progesterone
plays an important role in spermatogenesis, spermatic enablement, acrossome reaction,
testosterone biosynthesis (within Leydig cells) and gonadotropin secretion, as well as
processes in other body systems (Oettel and Mukhopadhyay, 2004).

Given the evidence above that reduced sleep time promotes behavioral and
hormonal alterations, we hypothesize that these endocrine alterations may adversely affect
the sexual behavior and interrupt the spermatic cycle in rats. This would be particularly
detrimental to the reproductive function when one considers the importance of such

hormones in the adequate formation of the spermatozoid.



2. Methods
2.1 Subjects

Adult male Wistar-Hannover rats were bred and raised in the animal facility of the
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME) of the Universidade Federal de S&o Paulo. The animals were housed in a
colony with a constant temperature of 22+1°C, a 12:12 h light-dark cycle (lights on at 07:00
h) and free access to water and food. All animals were treated in accordance with the
National Institutes of Health guidelines, and all procedures were approved by the

University’s Ethics Committee (CEP N. 09/071).

2.2 Training and sexual behavior evaluation

Before sexual behavior was evaluated, the rats acquired sexual experience through
training. Because sexually inexperienced male rats can display low performance, we
followed an established protocol that standardizes the degree of copulatory activity and
avoids possible bias (Alvarenga et al., 2010). Twenty-four hours after the last training
session, the rats were subjected to PSD for 96 h or SR for 21 days. Sexual behavior was
evaluated immediately after these periods.

Training and testing of sexual behavior was performed using a Plexiglas cylinder
arena with a 45 cm diameter. Dim red lights shone during the dark phase of the light/dark
cycle. A male was introduced into the arena 5 minutes before a female. Sexual receptivity
in the female rats was established by administering estradiol benzoate (10 pg/0.1 ml of
sesame oil, sc, Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) 48 and 24 h prior to testing
sexual behavior and by administering progesterone 4 h prior (500 pg/0.1 ml of sesame oil,
sc, Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA). Each test of sexual behavior lasted for 30

minutes after the introduction of the female, during which the following variables were



recorded: time to first mount, intromission and ejaculation latencies, total number of
mounts (i.e., mounts with pelvic thrusting), intromissions (mounts with pelvic thrusting and
penile insertion) and ejaculations. Rate of copulation [number of intromissions/(number of
mounts+number of intromissions)], inter-intromission interval (ejaculation latency/number
of intromissions) and inter-copulatory interval [ejaculation latency/(number of

intromissions+number of mounts)] were also evaluated (Meisel and Sachs, 1994).

2.3 Protocol designs
The animals that displayed excellent performance following sexual training were
randomly distributed into the following groups (n=10/group):
a) CTRL: control rats maintained in their home cage.
b) PSD: rats submitted to 96 hours of PSD.

c) SR: rats submitted to 21 days of SR.

2.4 Paradoxical Sleep Deprivation (PSD)

The experimental groups were subjected to 96 hours of PSD using the modified
multiple-platform method. The 96 h length of PSD was chosen because previous studies
have demonstrated that the most dramatic alterations in behavior (Andersen et al., 2003)
and hormone concentrations (Andersen et al., 2005) occur using this period of PSD. A total
of 10 rats were placed, one at a time, inside a tiled water tank (143 x 41 x 30 cm)
containing 14 circular platforms (each 6.5 cm in diameter) with the water level within 1 cm
of the upper surface. The rats could move within the tank by jumping from one platform to
another. When they reached the paradoxical phase of sleep, muscle atonia caused them
to fall into the water and awaken. Throughout the study, the experimental room was

maintained at a controlled temperature (22+1°C) with a 12 h light/dark cycle (lights on at



07:00 h and off at 19:00 h). The rats had free access to food and water located on a grid
on top of the tank. The water in the tank was changed daily during the PSD period. All
animals began their PSD period at the same time as a dark phase of the light-dark cycle
(19:00 h). Because we elected not to invert the light-dark cycle, the rats were trained and

tested during a dark phase.

2.5 Sleep Restriction (SR)

This protocol was based on the same technique used in the PSD condition. The
difference in the SR protocol was that rats were kept on the platforms for 18 h (beginning
at 16:00) and were allowed to sleep for 6 h (from 10:00-16:00) every day for 21 days,
which partially compensation for sleep loss (Machado et al.,, 2005). The time interval

10:00-16:00 was chosen because it is when paradoxical sleep is at its highest.

2.6 Sperm Evaluation
Immediately following male ejaculation, the female was euthanized, and the seminal
fluid was directly removed from the uterine horns. Seminal fluid was stored in Eppendorf

tubes at 37°C and subjected to microscopic and macroscopic analysis.

2.6.1 Microscopic Analysis

Sperm Viability - Seminal fluid (10ul) was placed on a slide with eosin-nigrosin dye
(20ul), which allowed us to count the number of live (non-stained) and dead sperm
(stained). The dye was prepared in the following way: 1) Eosin (1g) was diluted in distilled
water (100ml); 2) Nigrosin (5g) and sodium citrate (2.9g) were added; 3) The dye was

filtered and stored in amber bottles.



Sperm Concentration - A 1:100 dilution of seminal fluid (10ul) and 10% formalin
(90ul) was used to measure the concentration of sperm. After dilution, the count was
performed with the aid of a Neubauer chamber.

Sperm Mobility - One hundred sperm were classified according to type of
movement: fast progressive, slow progressive, in situ or quit.

Morphology - One hundred sperm were classified according to morphology: normal,

only a tail, only a head or 2 heads.

2.6.2 Macroscopic Analysis
The following macroscopic variables of seminal fluid were examined: color (yellow,

white or transparent), volume and pH level.

2.7 Blood sampling and hormone determination

Immediately after behavioral testing, the all rats from the CTRL, PSD and SR
groups were taken to an adjacent room and decapitated. Blood samples were collected
and stored individually. Blood was collected in glass tubes and centrifuged at 3018.4 x g
for 15 minutes at room temperature and then frozen at -20°C until assayed. Serum
testosterone [Intra-assay coefficient of variation (ICV)=7.7%] and progesterone
(ICV=6.5%) were measured by a chemiluminescent enzyme immunoassay (Advia Centaur,
Bayer Corporation, Tarrytown, NY, USA). Plasma luteinizing hormone (LH) and follicle-
stimulating hormone (FSH) (ICV=9.9%) were measured using Multiplex/Luminex

technology (Millipore, Merck Millipore, Billerica, MA, USA).



2.8 Statistical analyses

Data of CS were assessed for normality and homogeneity using the Shapiro-Wilk
and Levene tests, respectively. Why not make the necessary prerequisites for the use of
parametric tests, it was necessary to standardize the data using Z score. Subsequently,
was used a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey post hoc when
needed. Regarding the hormonal and semen data were analyzed using a one-way ANOVA
followed by a Tukey post hoc test to compare individual group pairs. Values are expressed

as the mean + standard error of the mean (SEM). The significance level was set at p<0.05.

3. Results
3.1 Sexual behavior parameters

No significant difference was found in the mount parameters, which is a measure of
motivation (p>0,2). Instead, PSD rats had a longer latency to first intromission compared to
the CTRL and SR groups (p<0.002 and p<0.003 respectively, see Figure 1B). Moreover,
PSD rats displayed a significantly decrease in number of intromission in relation to CTRL
and SR groups (p<0.03 and p<0.009, Figure 2B). In addition, PSD rats displayed a
significantly greater reduction total number of intromissions (p<0.03 and p<0.002, Figure
3B) and total number of ejaculations (ps<0.001, Figure 3C) compared to CTRL and SR
rats. The SR group showed no significant differences from the CTRL group on any
measure of sexual behavior.

Only the PSD group showed a significant increase in inter-copulatory (ps<0.003),
inter-intromission interval (p<0.007 and p<0.02) and copulatory rate (p<0.007 and p<0.02)
compared to the CTRL and SR groups (Table 1). The SR group showed a similar rate and

similar intervals compared to the CTRL group.



3.2 Hormone concentrations
3.2.1 Testosterone

The ANOVA following the Tukey test revealed a significant decrease (45%) in
testosterone concentration after PSD compared to the CTRL group (p<0.01, Figure 4A).

There were no other significant differences.

3.2.2 Progesterone
Figure 4B shows the effects of PSD and SR on progesterone levels. The ANOVA
revealed no significant difference among the groups; both sleep-deprived groups (PSD and

SR) were similar to the CTRL group (p>0.05).

3.2.2 Luteinizing hormone (LH) and Follicle-stimulating hormone (FSH)
As shown in Figure 4C and D, FSH and LH concentrations were not significantly

changed in either the PSD or SR groups as compared to CTRL animals (p>0.05).

3.3 Semen analysis
3.3.1 Microscopic variables - sperm concentration, sperm viability and mobility

No significant differences in sperm concentration were observed among the CTRL,
PSD and SR groups. However, both the PSD and SR groups showed significantly fewer
spermatozoa with fast movements compared to the CTRL group (p<0.01, Table 2).
Importantly, sperm viability was 50% lower in the PSD group than in the CTRL group
(p<0.01). The SR group also had significantly lower sperm viability (15%) compared to the

CTRL group (p<0.01, Figure 5).
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3.3.2 Macroscopic parameters — semen volume and pH

No significant differences were observed in the volume and pH of seminal fluid of
the CTRL, PSD and SR groups (Table 2). In particular, the semen volume was 50% lower
in PSD rats compared to CTRL and SR groups, but the difference did not reach statistical

significance.

4. Discussion

Sleep reduction is ubiquitous in modern society and may lead to detrimental effects
on several body functions, but the endocrine system is particularly vulnerable. Such
adverse effects may then impair sexual behavior and, consequently, reproductive function.
The purpose of the present investigation was to assess the consequences of SD on
reproductive variables. Our results indicate that 96 h of PSD significantly reduced sexual
performance in sexually active rats. Rats submitted to 21 days of SR did not show a
significant impairment in sexual behavior compared to CTRL rats. In terms of hormones,
the PSD group showed a reduction in testosterone, but not progesterone, compared to the
CTRL group. Similarly, LH and FSH were not changed by SD protocols. Semen analysis
indicated lower spermatic viability in the PSD and SR groups relative to the CTRL group
(50% and 15%, respectively).

The aim was to further understand the complex interactions underlying the
regulation of sexual behavior in rodents. It has been previously demonstrated the effect of
SD on erectile function, in that SD facilitates genital reflexes in young and aged rats
(Andersen et al.,, 2004b, 2005, 2007). More recently, Alvarenga et al., (2010) have
observed that the effects of sexual experience, in particular, may modulate the sexual
performance and hormonal profile of male rats. Sexual experience improved sexual

performance and could distinguish between animals that had excellent sexual performance
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and those that had poor sexual performance. Additionally, rats with excellent sexual
performance had a higher progesterone concentration, which suggests a role for endocrine
function in male sexual behavior.

Here we have demonstrated that 96 h of PSD hampers sexual behavior in male rats
that previously had excellent sexual behavior. This was reflected in an increased latency to
initiate intromission behavior and a reduced number of intromissions and ejaculations,
which previous findings have shown to represent lower sexual performance (Alvarenga et
al., 2009). However, when the SR period was lengthened in an attempt to minimize chronic
sleep debt, we found no significant alteration in motivation or sexual performance. This
response may have been influenced by the action of sex hormones given that after 21
days of SR, these rats not only maintained their progesterone concentration (as did CTRL
and PSD rats), but also maintained their testosterone concentration. Previously, it has
been demonstrated that rats that had acquired sexual experience through training showed
excellent sexual performance and experienced a surge of progesterone, which indicates
that it is required for a satisfactory sexual response in males. In the present study, we
observed no alteration of progesterone and speculate that these subjects had high
concentrations of progesterone (promoted by sexual experience) prior to SD protocols and
that, therefore, it could not increase further, which is supported by the fact that PSD
markedly increases progesterone (Andersen et al.,, 2004a, 2005). Progesterone
participates in testosterone biosynthesis within Leydig cells (Oettel and Mukhopadhyay,
2004) and PSD is also known to reduce testosterone concentrations (Andersen and Tufik,
2008), which may be caused by the metabolization of progesterone into androstenedione
and would explain the rise in progesterone observed in the PSD group. In this sense, there
seems to be an ideal balance between testosterone and progesterone that is required for

an adequate response to sexual behavior.
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Until now, no study has investigated the effect of SD on spermatozoid formation.
Our findings indicate that sleep loss can cause an impairment of reproductive function, as
evidenced here by reduced spermatic viability. The PSD group showed a 50% decrease of
live spermatozoids, and the SR groups showed a 15% less when compared to the CTRL
group, which we hypothesize was due to a disruption in the maintenance of the spermatic
cycle (Sofikitis et al., 2008; Walker, 2009) by a decline in testosterone (Andersen et al.,
2004ab, 2005; Alvarenga et al., 2009). However, although the PSD group showed a
testosterone reduction, the SR group did not; therefore, we cannot definitively conclude
that the alteration in spermatic viability in the PSD group was a consequence of their
testosterone reduction.

Hormones such as LH and FSH can be influenced by both a sleep deficit and
stress. In humans, Nindl and collaborators (2006) have reported that following a period of
stress (in this case, military training), there is a surge in LH, but FSH is unaltered, which is
also true for partial SD (Baumgartner et al., 1993). It is known that gonadotropic hormones,
such as FSH, are responsible for the initialization of spermatogenesis and that LH is the
primordial stimulant for testosterone secretion, which also participates in the process.
Given that testosterone potentiates the action of FSH (Mclachlan et al., 1995; Singh and
Handelsman, 1996; Sousa et al., 2002) and that SD strongly diminishes testosterone, it
could be suggested that SD also reduces FSH action, which impairs spermatic viability.
However, we showed no significant FSH or LH alteration after PSD or SR, which suggests
that impaired spermatic viability, is not caused by direct variation in these hormone
concentrations.

The rat’s spermatic cycle lasts approximately 56 days; therefore, the spermatozoid
was formed prior to the implementation of our PSD and SR protocols, and the damage

may have been a result of the environment in which the spermatozoid was stored or
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travelled through prior to ejaculation. A morphological alteration in the prostate, epididium,
or testicle could compromise the spermatozoid after its formation. Additionally,
spermatozoids are extremely vulnerable to heat variation and their conservation requires
an ideal body temperature; however, animals subjected to PSD have been shown to lose
the ability to control their body temperature, presenting hyperthermia (Seabra and Tufik,
1993; Palma et al.,, 2009). Therefore, the alteration of a physiological function such as
body-temperature control could be responsible for the decrease in spermatic viability that
we observed. However, this is the first study to investigate the effects of sleep loss on male
fertility and the exact mechanism of this effect cannot be determined from these data.
Sexual behavior depends on the interaction of several factors within a complex
cascade of chemical events involving hormones and environmental context. The present
study demonstrates that a lack of sleep is detrimental to sexual behavior and reproduction,
the latter of which is clearly reflected in the reduction of spermatic viability. Such findings
draw our attention to previously unknown consequences of SD and may be a harbinger of
consequences yet to be discovered. Further, the detrimental effects of sleep deficits on

male fertility may ultimately have a consequence on the reproductive function.
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Figure Captions

Figure 1. The effect of paradoxical sleep deprivation (PSD) and sleep restriction (SR) on
(A) latency of mount, (B) intromission and (C) ejaculation. These latencies are
expressed as the mean + standard error of the mean (SEM) of 9-10 rats per group.
*Denotes a significant difference (p<0.002) compared to a control (CTRL) group and

*denotes a significant difference (p<0.003) compared to the SR group.

Figure 2. The effect of paradoxical sleep deprivation (PSD) and sleep restriction (SR) on
(A) the number of mounts and (B) intromission, which are expressed as the mean +
standard error of the mean SEM. *Denotes a significant difference (p<0.03) compared to
a control (CTRL) group and *denotes a significant difference (p<0.009) compared to the

SR group.

Figure 3. The effect of paradoxical sleep deprivation (PSD) and sleep restriction (SR)
during the complete sexual behavioral test on (A) the total number of mounts, (B)
intromissions and (C) ejaculation. *Denotes a significant difference (p<0.03) compared
to a control (CTRL) group and *denotes a significant difference (p<0.002) compared to

the SR group.

Figure 4. The concentration of (A) serum testosterone and (B) progesterone, and (C)
plasma-luteinizing hormone (LH) and (D) follicle-stimulating hormone (FSH) in the
control (CTRL), paradoxical sleep deprivation (PSD) and sleep restriction (SR) groups of
male rats. Concentrations are given as the mean * SEM. *Denotes a significant

(p<0.01) difference compared to a control (CTRL) group.
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Figure 5. The effect of sleep loss on sperm viability (percentage of live sperm). *Denotes a

significant difference (p<0.01) compared to a control (CTRL) group.

Table 1. The effect of paradoxical sleep deprivation (PSD) and sleep restriction (SR) on
inter-copulatory interval, inter-intromission interval and copulatory rate. *Denotes a
significant difference (p<0.007) compared to a control (CTRL) group and *denotes a

significant difference (p<0.02) compared to the SR group.

Table 2. The effect of paradoxical sleep deprivation (PSD) and sleep restriction (SR) on
seminal sperm concentration, pH, volume and mobility according to type of movement:
(A) fast progressive, (B) slow progressive, (C) in situ or (D) quit. *Denotes a significant

difference (p<0.01) compared to a control (CTRL) group.
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Figure 3
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Figure 5
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Table 1

Effect of paradoxical sleep deprivation (PSD 96h) or sleep restriction (SR 21d) on inter-copulatory

interval, inter-intromission interval and copulatory rate.

CTRL PSD 96h SR 21d
Inter-copulatory interval 29.2+3.1 75.8 + 26.8* 28.7+4.6
Inter-intromission interval 40.6 £ 3.7 147.8 + 48.8* 489 +8.3
Copulatory rate 06+0.1 0.3+0.1* 0.6+0.0

*Denotes a significant (p<0.01) difference compared to a control (CTRL) group and “denotes a significant (p<0.01)
difference compared to the SR group.
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Table 2

Effect of paradoxical sleep deprivation (PSD 96h) or sleep restriction (SR 21d) on sperm concentration,
pH, volume and mobility parameters of sperm analysis according to type of movement: fast progressive

(A), slow progressive (B), in situ (C) or quit (D).

Concentration Mobility parameters pH Volume
(ml)
A B C D
CTRL 110.5+13.0 364+£57 124+26 134+31 36.0+84 99+05 0401
PSD 96h 93.9+145 104+26* 142+38 138+52 454+6.8 88+04 0.2+00
SR 21d 99.6 + 13.8 11.1 +45* 74+23 103x36 374+£102 9.7+x04 04z%01

* Denotes a significant (p<0.01) difference compared to a control (CTRL) group.
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Discussao

ARTIGO 1

Nossos resultados mostram que o treino para adquirir experiéncia
sexual € um componente importante para um bom desempenho sexual em ratos
machos. Apos 9 dias de exposicao a fémeas receptivas, os ratos foram distribuidos
em 2 grupos de acordo com a frequéncia ejaculatoria: excelentes e adequados
(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 que 42,5% dos
ratos apresentaram desempenho sexual excelente durante todo o periodo de
observacédo, 17,5% obtiveram um desempenho adequado, reforcando a hipotese
gue a experiéncia sexual melhora o desempenho sexual. No entanto, 32,5% dos
animais ndo apresentaram qualquer resposta sexual. Interessantemente, os animais
gue apresentaram melhor desempenho sexual também tiveram niveis mais altos de
progesterona. Por sua vez, 0Ss animais que apresentaram baixo/nenhum
desempenho (Grupo 2) tiveram niveis significativamente reduzidos de testosterona

em relacdo aos ratos do Grupo 1.

Adotamos a utilizacdo deste protocolo de treino do CS, uma vez que
ele permitiu a padronizacdo da atividade copulatéria, evitando assim, uma possivel
interferéncia sobre a andlise dos dados. Por exemplo, seria tendencioso comparar
um rato sexualmente inexperiente (naive) que apresenta baixa atividade sexual
durante a sesséo de treino com outro rato experiente que pode ter resposta sexual
adequada. Nota-se que alguns animais ndo apresentam nenhum CS até o 3° e 4°
dia de treino, entretanto melhoram seu desempenho nos dias subsequentes (Tabela
1 - referente ao Artigo 1). O contrario também ocorreu: animais que apresentaram
6tima resposta sexual até o 4° dia, porém tiveram uma piora do desempenho nos
dias posteriores, tornando-se ratos de baixo desempenho. Esses resultados

corroboram estudos anteriores que demonstram que a experiéncia sexual pode
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promover alteragcbes na atividade sexual masculina. No entanto, ndo ha um
consenso na literatura sobre este tema. Em 2004, Portillo e Paredes demonstraram
que 2 a 3% dos animais ndo apresentam qualquer comportamento copulatorio. Ao
analisar o CS, Ang e Ngai (2001) observaram que aproximadamente 100 ratos, de
uma amostra ainda maior que foram incluidos no estudo, ndo demonstraram
qualquer CS. Assim, parece haver uma grande variagdo na propor¢ao de ratos que

apresentam comportamento copulatério satisfatorio.

Reconhecemos que 32,5% é uma proporcdo alta de animais com
auséncia de atividade sexual. Segundo Pottier e Baran (1973), os animais
considerados ndo-copuladores podem sofrer de um quadro caracterizado por menor
atividade e sensibilidade, com grau diferente de excitagdo sexual. Eles também
relataram que aproximadamente 55% dos animais ndo-copuladores persistem nesta
condicdo durante uma série de 7 experimentos. Em comparacdo aos animais
experientes, os ratos naives quando copulam, tendem a ter um aumento da laténcia
para montas, intromissdes e ejaculacdes. Poucos estudos tém comparado
diretamente ratos copuladores e nao-copuladores. Sabe-se que alguns animais
naives de outras espécies (hamster, gerbil, cobaia e carneiro) ndo copulam ou
apresentam montas inconstantes durante os testes. A maioria desses animais nunca
desenvolve comportamento copulatério minimo necessario e muitas vezes sao
descartados (Harding e Feder, 1976; Pfaus e Wilkins, 1995; Alexander et al., 1999;
Sura et al., 2001).

Diversos estudos tém demonstrado uma discrepancia nos resultados
pode ser devido a varios fatores, como por exemplo, o periodo do protocolo de
treinamento para o CS (Pfaus e Wilkins, 1995; Sura et al., 2001; Wu e Gore, 2009).
Desta forma, a diferenca entre nosso estudo e outros achados da literatura pode ser
atribuido a espécie (ratos x camundongos), linhagem (Wistar Hannover x Sprague-
Dawley) ou o tempo de treino (tempo de exposicdo as fémeas). Em nosso estudo,

cada rato foi exposto a uma fémea por um periodo de 9 dias, enquanto que no
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estudo de Wu e Gore (2009), os ratos foram submetidos ao treino para adquirir
experiéncia sexual 15 vezes (em dias alternados durante 30 dias). Esses achados
sugerem gque a experiéncia sexual pode ser modificada de acordo com a duracao da
estimulacdo sexual. Uma vez que 32,5% dos ratos avaliados ndo apresentaram
qualquer atividade sexual durante as sessdes de observacao, pode-se afirmar que o
protocolo de 9 dias, utilizado neste projeto, foi o tempo suficiente para escolher os
animais que apresentam bom desempenho e identificar aqueles que né&o
apresentam nenhum comportamento. H& especulacdo de que alguns ratos
necessitam de periodos mais longos para se adaptarem ao ambiente de teste e
exibirem alguma resposta sexual adequada frente as fémeas receptivas (Kohlert e
Bloch, 1996). No entanto, ndo podemos inferir isso no presente estudo, uma vez que
os ratos utilizados ndo apresentaram qualquer CS (monta e intromissdo) em todos

os dias que foram avaliados.

A laténcia e a frequéncia para monta ou intromissdo sdo parametros
bem estabelecidos de CS. Entretanto, no presente estudo, foi considerado somente
a frequéncia e a laténcia de ejaculacdo como representacdo do CS, uma vez que a
ejaculacdo é o ponto final da coépula. Recentemente, foi relatado que existem
alteracdes no comando espinhal de ratos para que ocorra a ejaculacédo (Borgdoff et
al., 2009; Young et al., 2009; Staudt et al., 2011). Este estudo fornece evidéncia de
gue ha uma diferenca neurofisiolégica entre 0os animais que apresentam um padréo
de ejaculacdo rapido, normal ou lento, no qual pode ser representado pelo
afastamento imediato da fémea nos ratos que apresentam rapida ejaculacao.
Contudo, a sequéncia completa e integrada de vias hormonais e dos
neurotransmissores necessarios para a ejaculacdo ainda permanecem

desconhecidos.

E bem documentado que a funcdo sexual € modulada por horménios
esteroides. A testosterona tem sido apontada como o principal hormonio responsavel

pelo desempenho sexual masculino (motivagéo e atragao) (para revisdo ver Hull e
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Dominguez, 2007; Sakuma, 2008; Andersen e Tufik, 2008; Wu e Gore, 2009). Em
2008, Nyby afirmou que as elevacbes de testosterona ocorrem normalmente durante
0 comportamento copulatério e que este horménio pode ativar as respostas
motivacionais e fisiologicas que facilitam a reproducdo em ratos. Tem sido relatado
gue as concentracdes de testosterona podem ser alterados por mera exposicao a
visdo, odor, ou som de uma fémea receptiva (Harding e Feder, 1976). As
concentracfes plasmaticos 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
gquando comparados a ratos sexualmente imaturos (Edinger e Frye, 2007). No
entanto, em ambos os estudos, os ratos foram submetidos a diferentes periodos de
treino. No primeiro estudo (Bonilla-Jaime et al., 2006), os ratos foram submetidos a
fémeas receptivas por um curto periodo (1 dia). No segundo estudo (Edinger e Frye,
2007), os ratos foram expostos a experiéncia sexual durante toda a vida adulta
(cerca de 1 ano). Em nosso estudo, a testosterona foi significativamente diminuida
nos ratos de baixo desempenho (Grupo 2) em relacdo ao grupo de Otimo
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 apés 9 dias de treino quando comparados aos ratos
gue nao foram submetidos ao treino (naives). A diminuicdo da concentracdo de
testosterona observada no Grupo 2 vai ao encontro aos estudos anteriores que
indicam um papel importante da testosterona no CS de ratos, apoiando assim a agao
dos andrégenos na resposta sexual masculina. Em um experimento semelhante ao
nosso, as concentracdes de testosterona néo 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 concentragfes de
testosterona mais altas do que ratos machos naives. Em contraste, Portillo e
colaboradores (2006) mostraram que ratos com baixa atividade sexual néo

apresentaram diminuicdo das concentracdes de testosterona em comparagcao aos
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ratos de bom desempenho sexual. Tomados em conjunto, a complexa resposta
hormonal associada a atividade copulatéria ndo esta totalmente elucidada, e por
esse motivo, justifica-se ainda mais experimentos para esclarecer as influéncias que
a experiéncia sexual pode exercer sobre as concentracfes de testosterona, bem

como a acao de outros horménios que possam estar relacionados a esse fenébmeno.

Recentemente, Portillo e colaboradores (2007) confirmaram a hipotese
de que a concentracdo da atividade da aromatase no cérebro € menor em néao-
copuladores do que em ratos com alto indice copulatério. A testosterona pode ser
metabolizada no cérebro por meio da aromatizacdo em estradiol. Deste modo,
podemos inferir que os ratos do Grupo 2 que tiveram uma reducdo nos niveis de
testosterona poderiam apresentar menores niveis de estradiol. Neste sentido, o
estradiol obtido através da aromatizacdo de testosterona no cérebro também
apresenta um papel importante no CS masculino (Portillo et al., 2007). Assim, essas
descobertas lancam uma possivel explicacdo para a compreensdo do perfil

hormonal relacionado ao baixo desempenho sexual em ratos.

A progesterona € um hormonio esterdide que regula grande parte dos
processos envolvidos no desenvolvimento e na manutencdo da fungéao reprodutiva
(Clark e Peck, 1979; Oettel e Mukhopadhyay, 2004; Andersen et al., 2006a). E bem
documentada que a progesterona exerce um papel central na reproducao feminina,
e uma grande quantidade de pesquisas tem se concentrado na elucidacdo dos
mecanismos neurais e endécrinos da progesterona em fémeas. Entretanto, pouca
atencao, tem sido dirigida para o seu possivel papel na funcédo do CS masculino. Em
seres humanos, um estudo inicial feito por Heller e colaboradores (1958) mostrou
uma diminuicdo na libido sexual em 4 homens que receberam tratamento com
progesterona. Na década de 1970, o tratamento de progesterona foi usado para
reduzir o desejo sexual exacerbado (Money, 1970) e no tratamento de alguns CS
anormais (Cooper, 1986). Em contraste a esses estudos, foi relatado que a

suplementacdo de progesterona em ratos machos castrados poderia promover
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diversos eventos sexuais, mesmo na auséncia de outros esterdides relacionados a

esse comportamento (Witt et al., 1995).

Ao longo dos Uultimos anos, nosso grupo tem consistentemente
estudado a influéncia da progesterona nos reflexos genitais de ratos machos
expostos a PSP. Por exemplo, a administracdo de progesterona apds a privacéo de
sono em ratos castrados (Andersen et al., 2004b) e em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (Andersen et al., 2007) induziu aumento pronunciado de erecbes
em relacdo aos ratos administrados com testosterona. Ainda, o pré-tratamento com
mifepristona, (antagonista do receptor de progesterona) reduziu significativamente o
percentual de ratos que apresentaram erecfes (Andersen et al., 2005). Nota-se que
esses estudos indicam a acdo direta da progesterona nos eventos de erecao
peniana. Enquanto Andersen e colaboradores descreveram a influéncia da
progesterona nos reflexos genitais, no presente estudo, os resultados indicam que a
progesterona também desempenha um papel no comportamento copulatério em
ratos machos. Portanto, especula-se que a progesterona pode ser um fator hormonal
relevante para promover uma boa resposta sexual masculina. Em relagdo ao
comportamento de cépula, também encontramos que a progesterona esta envolvida
nos mecanismos de ejaculacdo em ratos privados de sono, uma vez que oS ratos
que apresentaram frequéncia de ejaculacdo normal apresentaram maiores

concentracdes de progesterona (Alvarenga et al., 2009).

Interessantemente, observou-se no presente estudo que o grupo de
animais com melhor atividade sexual (Grupo 1) também apresentou um aumento
nas concentracdes de progesterona em compara¢cao com 0s ratos naives e com 0s
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 controles
naives. Esses resultados sugerem que a resposta sexual excelente do Grupo 1 pode
estar relacionada com o aumento na liberacdo de progesterona. Desta forma,

nossos dados fornecem mais evidéncias da participacdo desse horménio no CS
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masculino. Além disso, esses achados sugerem que o bom desempenho sexual é
acompanhado por altas concentracdes de progesterona, que por sua vez, pode ser
considerada um fator limitante para a promo¢ao do desempenho sexual em ratos
machos. Nesse sentido, especula-se que uma concentragédo ideal de progesterona
deva ser necessaria para que 0S animais apresentem atividade copulatoria

satisfatoria.

Em resumo, este estudo teve por objetivo investigar como o treino para
adquirir experiéncia sexual poderia influenciar o desempenho sexual, e se
hormbénios como a testosterona e a progesterona poderiam modular este
comportamento. Em relagcdo ao treino, nosso estudo demonstra que para o rato
macho ter um bom desempenho é necessario um tempo minimo de exposicdo a
fémeas receptivas, e que alguns ratos ainda ndo conseguem alcancar o
desempenho adequado mesmo apoés 9 dias. Desta forma, podemos observar a
evolucdo do CS dia-a-dia, como representado na Figura 2C. De fato, esta figura
mostra que a partir do 4° dia de treinamento, os animais com excelente desempenho
apresentaram uma reducédo na laténcia para ejaculagcdo. Tomados em conjunto,
nossos dados demonstram que a investigacao do CS em ratos requer ndo s6 uma
exposicao prévia a fémeas receptivas, mas também um tempo minimo de treino.
Além disso, observamos que a testosterona, considerada um fator importante para a
funcdo sexual masculina estava reduzida nos ratos que tinham baixa/nenhuma
atividade sexual, enquanto que a progesterona estava significativamente elevada
nos animais com melhor desempenho sexual. Nossos resultados sugerem que a
progesterona pode ter consequéncias funcionalmente relevantes para a resposta
sexual masculina e que esse hormoénio desempenha um papel mais importante no

controle do CS masculino do que tem sido comumente documentado.
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ARTIGO 2

A diminuicdo do tempo de sono presente na sociedade atual pode levar
ao comprometimento de diversas funcdes do nosso organismo, em especial 0
funcionamento adequado do sistema endocrino que pode acarretar em prejuizos no
CS e consequentemente na funcdo reprodutiva. Neste sentido, o objetivo deste
estudo 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,
0s animais submetidos a RS crénica por 21 dias ndo apresentaram nenhuma
diferenca significativa no padrdo de CS quando comparado aos animais CTRL.
Quanto as alteracdes hormonais, os ratos submetidos a PSP tiveram uma
diminuicdo das concentracdes de testosterona quando comparado ao grupo CTRL.
Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos nas concentracdes de
progesterona. Em relacdo a analise do sémen, ambos os grupos PSP e RS
apresentaram uma menor viabilidade espermatica em relacdo ao grupo CTRL (50%
e 15%, respectivamente). Porém, a diminuicdo dos espermatozéides vivos foi mais

acentuada no grupo PSP.

ManipulagBes dessas variaveis foram concebidas e executadas na
tentativa de ampliar a compreensdo das interacdes complexas subjacentes a
regulacdo do CS em mamiferos. Nos ultimos anos, nosso grupo tem demonstrado 0s
efeitos da PSP na funcdo erétil. De fato, a PSP apresenta um efeito facilitatério
sobre os reflexos genitais em ratos jovens (Andersen et al., 2003), adultos (Andersen
et al., 2005, 2006a, 2007; Andersen e Tufik, 2006; Alvarenga et al., 2006) como
idosos (Andersen et al., 2002, 2004a). Em particular, a PSP apresenta efeitos
heterogéneos, porém significativos no repertério completo do CS. Nossos dados
demonstram que a motivacdo e o desempenho sexual, refletidos por laténcias de
monta e intromissdo, foram reduzidos nos grupos privados de sono quando

comparados aos respectivos grupos CTRL (Alvarenga et al., 2009).
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No presente estudo, a influéncia da falta de sono apds um periodo de
96 horas de PSP prejudicou o CS 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 intromissdo e redugdo do numero total de
intromissbes e ejaculacbes. Esses resultados corroboram nossos achados prévios
(Alvarenga et al., 2009). No entanto, quando o periodo de diminuicdo do tempo de
sono foi expandido na tentativa de mimetizar a situacéo de débito crénico de sono, o
grupo submetido a RS ndo apresentou nenhuma alteracédo 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 concentracbes de testosterona apds 21 dias de RS e ainda,
mantiveram concentracfes de progesterona semelhante aos dos grupos CTRL e

PSP.

De fato, os efeitos da experiéncia sexual podem modular o
desempenho sexual e o perfil hormonal de ratos machos (Alvarenga et al., 2010). Foi
observado que a experiéncia sexual melhora o desempenho e ainda permite a
distingdo de animais com excelente e baixo/nenhum desempenho sexual. No nosso
estudo anterior, demonstramos que ratos submetidos ao treino para adquirir
experiéncia sexual e que apresentaram Otimo desempenho tiveram aumento das
concentracfes de progesterona, sugerindo que a progesterona se mostra necessaria
para uma resposta sexual satisfatéria em machos. Por outro lado, no presente
estudo néo foi observado alteracées marcantes nas concentracoes de progesterona.
Especula-se que os animais ja apresentavam altas concentracdes de progesterona
(causado pelo treino de CS - Alvarenga et al., 2010) antes de serem submetidos aos
protocolos de PSP/RS e assim, um possivel “efeito teto” pode ter acontecido, uma
vez que a PSP também aumenta significativamente a concentracdo deste hormonio
(Andersen et al., 2004b, 2005). Além disso, como a progesterona participa da

biossintese da testosterona nas células de Leydig (ver revisdo de Oettel e

90



Discussao

Mukhopadhyay, 2004) e a PSP promoveu reducdo dos niveis de testosterona, a via
de metabolizacdo da progesterona em androstenediona e consequentemente em
testosterona pode estar com funcionamento anormal, fazendo com que haja essa
diminuicdo de testosterona tao robusta no grupo PSP. Neste sentido, parece existir
um balanco ideal entre testosterona e progesterona para gue aconteca uma

resposta adequada no CS masculino.

Até o presente momento, nenhum estudo investigou os efeitos da
privacdo de sono no processo de formacdo dos espermatozoéides. Nossos achados
indicam que a diminuicdo do tempo de sono promoveu um comprometimento na
funcdo reprodutiva, representado pela diminuicdo da viabilidade espermatica. Os
animais que foram submetidos a PSP apresentaram uma reducdo de 50% de
espermatozoides vivos em relacdo ao grupo CTRL. O grupo RS também apresentou
uma viabilidade espermatica 15% menor do que os animais do grupo CTRL. A
principio nossa hipétese era que a testosterona, por estar diminuida apés a PSP
(Andersen et al., 2003, 2005; Alvarenga et al., 2009) 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 o0s animais do
grupo RS nédo apresentaram diminuicdo desse horménio, ndo é possivel inferir que a
alteracdo da viabilidade espermética tenha sido decorrente do declinio na

concentracao de testosterona.

Hormdnios como o LH e FSH também podem ser influenciados pela
falta de sono ou condi¢cdes estressantes. Em humanos, Nindl e colaboradores (2006)
relataram que apds um periodo de estresse, entre eles RS (treinamento militar),
houve um aumento da concentracdo de LH, enquanto que o FSH manteve-se
inalterado ap6s uma privacdo parcial de sono (Baumgartner et al., 1993). Sabe-se
gue horménios gonadotropicos como o FSH sao responsaveis pelo inicio do
processo da espermatogénese, enquanto que o LH é o estimulo primordial para a

secregéo da testosterona que, por sua vez também atua neste processo.
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Considerando que a testosterona potencializa a acdo de FSH (Mclachlan et al.,
1995; Singh e Handelsman, 1996; Sousa et al., 2002), e na condicdo de PSP a
testosterona esta significativamente diminuida, podemos sugerir que a acao 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 a PSP e RS, sugerindo que
0S prejuizos na viabilidade espermatica ndo sdo diretamente decorrentes da

variagao desses hormonios.

Considerando que o ciclo espermatico do rato dura em torno de 56
dias, pode-se afirmar que o espermatozdide ja estava formado nesses animais antes
de serem submetidos aos protocolos de PSP e RS. Desta forma, os danos ocorridos
podem ser resultantes do ambiente no qual o espermatozéide foi armazenado ou
passou antes de ser expelido na ejaculacdo. Provavelmente uma alteracéo
morfoldgica nessas estruturas (prostata, epididimo e testiculo) poderia comprometer
0 espermatozoide apds sua formacao. Outra questdo que pode ser levantada € em
relagdo a temperatura corporea dos animais. Para conservacdo dos
espermatozdides € necessaria uma temperatura ideal, uma vez que eles séo
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; Palma et

al., 2009).

Neste 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 nédo ha estudos sobre os efeitos da PSP

especificamente sobre esses parametros relacionados a fertilidade masculina.

Em resumo, o CS é dependente da acdo combinada de varios fatores

que integram uma complexa cascata de eventos que envolvem hormoénios e
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contextos ambientais. O presente estudo demonstra que a falta de sono resulta em
prejuizo tanto do CS como comprometimento reprodutivo, refletido pela diminuicdo
da viabilidade espermética. Esses achados alertam que além das consequéncias ja
conhecidas da privacdo de sono, o débito de sono observado atualmente pode
prejudicar a fertiidade masculina, e em decorréncia disso, comprometer a

perpetuacdo da espécie.
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Conclusédes

1. O treino para adquirir experiéncia sexual de 9 dias nao foi suficiente
para que alguns animais apresentassem um bom desempenho
sexual, indicando a importancia do treino para atividade sexual
satisfatoria. Além disso, sugerimos que nao s6 a testosterona, mas
também a progesterona possui um papel fundamental para um bom

desempenho sexual.

2. A privacdo de sono paradoxal prejudicou o desempenho sexual,
embora as concentracbes de progesterona ndo tenham sido
alteradas, houve uma diminuicdo das concentracbes de
testosterona. Ainda, foi observada uma reducdo em 50% da
viabilidade espermatica desses animais. Em relacdo aos animais
gue foram expostos a restricdo de sono, podemos concluir que este
protocolo foi menos prejudicial, uma vez que o padrdo do
comportamento sexual e as concentragcdes hormonais ndo sofreram
alteracdes marcantes. Contudo, a restricdo de sono reduziu em 15%

a viabilidade espermatica.

3. As concentra¢des dos hormonios foliculo-estimulante e luteinizante
nao estdo envolvidas nas alteracbes reprodutivas induzidas pela

falta de sono, em especial na viabilidade espermética.

Com base nos resultados obtidos e nas condicGes experimentais deste
projeto, conclui-se que a progesterona é um fator importante para desempenho
sexual, apesar de haver um balanco ideal entre testosterona e progesterona para
que isso ocorra devidamente. Além disso, a diminuicdo no tempo de sono,
independentemente das concentracdes hormonais envolvidas no processo da

espermatogénese, leva a prejuizos na fungéo reprodutiva podendo comprometer a

perpetuacdo da espécie.
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PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado:
'EFEITO DA PRIVAGAO DE SONO NA FUNGCAO REPRODUTIVA DE RATOS MACHOS'

CARACTERISTICA DO ESTUDO: Experimental, categoria C

OBJETIVOS: Avaliar as consequéncias do modelo de privagédo de sono paradoxal (4dias) e restricdo parcial cronica de sono (21 dias), bem
como os diferentes periodos de recuperagéo (rebote) da privagéo ou restricdo de sono em diferentes periodos nos parametros reprodutivos
de ratos machos.

RESUMO: Serao utilizados 250 ratos Wistar. Anestésico: quetamina. Analgésico: xilazina. Eutanasia: decapitagéo. Seréo constituidos 9
grupos de 15 animais cada: a) CTRL: animais controles mantidos em suas gaiolas de moradia; b) PSP: animais submetidos a privagao de
sono paradoxal (PSP) por 96 horas; c)PSP-REB48: privagéo de sono paradoxal por 96 horas e permitidos dormir por 48 horas (rebote) ap6s
o periodo de PSP; f) PSP-REB96:privagao do sono paradoxal por 96 horas e permitidos dormir por 96 horas (rebote) apés o periodo de
PSP.; e) PSP-REB168: submetidos a privagao do sono por 96 horas e permitidos dormir por 168 horas apés o periodo de PSP; f) RS:
animais submetidos a restricdo parcial cronica de sono por 21 dias; g) RS-REB48: submetidos a restrigao parcial por 21 dias e permitidos
dormir por 48 horas; h) RS-REB96:restricao parcial do sono por 21 dias e permitidos dormir por 96 horas; i) RS-REB 168: animais
submetidos a restricdo parcial crénica de sono por 21 dias e permitidos dormir por 168 horas. Os animais serdo submetidos a PSP usando o
método de plataforma mdultipla modificada, que consiste em colocar 10 animais em um tanque de agua contendo 14 plataformas circulares .
Para restricéo de sono, sera utilizado esta mesma plataforma, onde os animais ficardo por 18 horas e permitido 6 horas de sono. Sera
avaliado o comportamento sexual dos animais dos animais, espermograma, peso de testiculos e analise hormonal.

FUNDAMENTAGAO RACIONAL: O sono exerce um efeito modulatério importante na maioria dos componentes do sistema endécrino.
Tendo em vista as diversas alteragdes comportamentais e hormonais promovidas pela redugdo do tempo de sono, este projeto tem como
hipétese que essas alteragdes no sistema enddcrino produzidas pela privagdo de sono aguda ou cronica, como diminui¢ado de testosterona
e aumento de glicocorticéides, possam interromper alguma etapa do ciclo espermatico em ratos, trazendo consequéncias graves na
perpetuagdo da espécie.

MATERIAL E METODO: Estéo descritos os procedimentos, estando este projeto inserido na linha de pesquisa da orientadora
DETALHAMENTO FINANCEIRA: AFIP - R$ 2750.00

CRONOGRAMA: 36 meses

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado

PRIMEIRO RELATORIO PREVISTO PARA: 01/04/2010, os demais relatérios deverao ser entregues ao CEP anualmente até o termino do
estudo

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU o projeto de pesquisa
referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragao do projeto.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.
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3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos érgéos
competentes.
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